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RESUMO

LIMA JUNIOR, E. A. Resposta do tratamento com metformina e do exercicio
fisico aerdbio na mitigacdo dos distarbios musculares induzidos pela
doxorrubicina. 2020. 136f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.

A administracdo da doxorrubicina tem sido amplamente empregada no tratamento do
cancer. Porém seu uso é limitado devido a manifestacdo de efeitos colaterais
adversos como a perda muscular. Embasado na evidéncia de que muitos tipos de
cancer sdo tratados com este quimioterapico, o objetivo do presente trabalho foi
investigar o efeito de estratégias que potencialmente seriam capazes de minimizar 0s
distarbios musculares promovidos por esta antraciclina. Para isto camundongos
C57BL/6 receberam solugcédo salina (CT) ou foram submetidos ao tratamento com
doxorrubicina (DOX) por 6 semanas. O grupo DOX foi ainda subdividido em animais
que realizaram exercicio fisico aerobio em esteira (DOX+EXER) ou receberam
metformina (DOX+MET). A combinacdo com o exercicio fisico elevou a atividade de
AMPk no musculo gastrocnémio, melhorou o desempenho fisico em esteira e
protegeu contra o aumento de corticosterona. Ja a associagcdo com metformina
apenas normalizou a concentracao de corticosterona. Posteriormente investigamos o
efeito da associacao do exercicio fisico aerébio a um curto periodo de tratamento com
doxorrubicina em camundongos portadores de tumor, estabelecendo o efeito da
interrup¢cdo da quimioterapia no mauasculo esquelético. Uma semana ap0s o
estabelecimento do carcinoma de pulmédo Lewis (LLC), parte dos animais foi
submetido ao tratamento quimioterapico isolado com doxorrubicina (LLC+DOX) ou
submetidos a quimioterapia combinada com exercicio aerébio (LLC+DOX+EXER). A
eutanasia ocorreu ao fim do ciclo quimioterapico ou uma semana apés a Uultima
administracdo de doxorrubicina. Com a interrupcao do tratamento quimioterapico, o
exercicio fisico minimizou a retomada da taxa de crescimento do tumor, evitou a perda
muscular tardia e impediu 0 aumento na expressdo de proteinas envolvidas no
catabolismo muscular (MuRF1, Atroginl, Miostatina e FoxO) em relagcdo ao
tratamento isolado com doxorrubicina. Os resultados obtidos indicam que a
combinacdo do exercicio fisico aerobio durante o tratamento com doxorrubicina
reverteu parcialmente os efeitos adversos deste quimioterapico, resultando em
protecdo contra a perda do desempenho muscular e normalizagéo da concentragao
de corticosterona, este ultimo também observado com a metformina. Efeitos mais
consistentes foram encontrados com a continuidade do exercicio fisico apos a
interrupcdo da quimioterapia que, mesmo na presenca do tumor, minimizou a perda
muscular por meio da diminuigdo do catabolismo, reduziu a retomada do crescimento
do tumor e evitou a reducéo da sobrevida.

Paravras-chave: Doxorrubicina. Carcinoma de pulméao Lewis. Exercicio fisico.
Metformina. Musculo esquelético.



ABSTRACT

LIMA JUNIOR, E. A. Response to treatment with metformin and endurance
exercise in mitigating muscle disorders induced by doxorubicin therapy. 2020.
136f. Ph.D. thesis (Cell and Tissue Biology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2020.

The administration of doxorubicin has been widely used in the treatment of cancer.
However, its use is limited due to the manifestation of adverse side effects such as
muscle loss. Based on the evidence that many types of cancer are treated with this
chemotherapy, the aim of the present study was to investigate the effect of strategies
that could potentially be able to minimize muscle disorders caused by this
anthracycline. For this, C57BL / 6 mice received saline solution (CT) or were submitted
to treatment with doxorubicin (DOX) for 6 weeks. The DOX group was further
subdivided into animals that performed endurance exercise on treadmill (DOX +
EXER) or received metformin (DOX + MET). The combination with endurance exercise
increased AMPK activity in the gastrocnemius muscle, improved physical performance
on treadmill and protected against the increase in corticosterone. The association with
metformin only normalized the concentration of corticosterone. Subsequently, we
investigated the effect of the association of endurance exercise in a short period of
treatment with doxorubicin in mice with tumor, establishing the effect of the interruption
of chemotherapy on skeletal muscle. One week after the establishment of Lewis lung
carcinoma (LLC group), part of the animals were subjected to chemotherapy treatment
with doxorubicin (LLC + DOX) or subjected to chemotherapy combined with endurance
exercise (LLC + DOX + EXER). Euthanasia occurred at the end of the chemotherapy
cycle or one week after the last administration of doxorubicin. With the interruption of
chemotherapy treatment, endurance exercise minimized the resumption of tumor
growth rate, decreased the muscle loss and prevented the increased expression of
proteins involved in muscle catabolism (MuRF1, Atroginl, Myostatin and FoxO) in
relation to the isolated treatment with doxorubicin. The results obtained indicate that
the combination of endurance exercise during treatment with doxorubicin partially
reversed the adverse effects of this chemotherapy, resulting in protection against the
loss of muscle performance and normalization of the corticosterone concentration.
More consistent effects were found with the continuity of endurance exercise after the
interruption of chemotherapy, which, even in the presence of the tumor, minimized
muscle loss by decreasing catabolism, reduced the resumption of tumor growth and
prevented reduced survival.

Key words: Doxorubicin. Lewis Lung Carcinoma. Endurance exercise. Metformin.
Skeletal muscle.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer

O cancer € um importante problema de saude publica. No mundo, em 2018, foi
estimado que mais de 18 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com essa doenca
e que tenha levado a 6bito mais de 9,6 milhdes de individuos (BRAY; FERLAY;
SOERJOMATARAM; SIEGEL et al., 2018). No Brasil, a estimativa para o triénio 2020-
2022 é de 309.230 mil novos casos de cancer para homens e 316.140 mil casos para
mulheres (INCA, 2019).

Em nivel mundial, os tipos de cancer que representam maior incidéncia em relacéo
ao numero total de novos casos sdo: cancer de pulméao (11.6%), cancer de mama
(11.6%), prostata (7.1%) e cancer colorretal (6.1%). As maiores taxas de mortalidade
em relacdo ao total de ébitos sdo observadas no cancer de pulméo (18.4%), cancer
colorretal (9.2%), estdbmago (8.2%) e figado (8.2%) (BRAY; FERLAY;
SOERJOMATARAM; SIEGEL et al., 2018).

O céancer é um termo genérico utilizado para referir-se a um conjunto de
doencas que tem como principal caracteristica o crescimento celular anémalo e a
capacidade de gerar metastase (NIH, 2015). Apesar do cancer poder se manifestar a
partir de diversos tipos celulares primarios, € marcado por algumas caracteristicas
celulares comuns como: alta e continua atividade proliferativa, ativacdo de
mecanismos que levam a invasdo e/ou metastases, resisténcia a morte celular,
crescimento anormal e sustentado, angiogénese, metabolismo celular alterado,
inflamacédo, instabilidade genbmica e escape do sistema imunitario (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Células tumorais apresentam uma importante instabilidade
gendmica, o que acaba por apoiar a alta capacidade proliferativa, sobrevivéncia e
crescimento celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Figura 1. Diagrama dos hallmarks do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A massa tumoral é formada por um nicho altamente heterogéneo de tipos
celulares que nao se limita as células tumorais, mas também inclui células
imunoldgicas, fibroblastos, estruturas vasculares e outros (HANAHAN; WEINBERG,
2011). A dinamica entre elas torna o microambiente tumoral um local altamente
complexo (MARKS; OLSON; FERNANDEZ-ZAPICO, 2016; NORTHCOTT,;
NORTHEY; BARNES; WEAVER, 2015; WEBER; KUO, 2012). Células tumorais
podem produzir fatores de crescimento e quimioatracdo que recrutam e alteram a
resposta de células pertencentes ao nicho tumoral, assim como estas Ultimas
influenciam o comportamento das células cancerosas (WANG; LI; CANG; GUO, 2019;
WHITESIDE, 2006; YUAN; JIANG; SUN; CHEN, 2016).

A manifestacdo e desenvolvimento do cancer resultam de fatores genéticos e
ambientais, bem como da interagdo entre ambos (WHO, 2013). Dentre os fatores
ambientais ligados ao aumento da prevaléncia de alguns tipos de cancer podemos
citar o sedentarismo, tabagismo, habitos alimentares, alcoolismo, exposicdo a
radiacéo, entre outros (WU; ZHU; THOMPSON; HANNUN, 2018).

A cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal e imunoterapia séo

recursos terapéuticos convencionalmente utilizados para o tratamento do cancer,
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podendo estes serem utilizados de forma isolada ou combinada (MILLER;
NOGUEIRA; MARIOTTO; ROWLAND et al, 2019). O termo quimioterapia
antineoplasica se refere ao uso de agentes citotoxicos utilizados no tratamento do
cancer, e que, tem a capacidade de perturbar a proliferacdo celular e/ou ativar
mecanismos de morte celular programada (DEVITA; CHU, 2008). Ainda que a
quimioterapia seja uma eficiente estratégia para o controle da doencga, no geral, acaba
afetando também células saudaveis. Estas manifestacbes podem ocorrer
concomitantemente ao tratamento da doenca ou, apenas, tardiamente (HERSHMAN;
MCBRIDE; EISENBERGER; TSAIl et al., 2008; LIPSHULTZ; LIPSITZ; SALLAN;
DALTON et al.,, 2005; LIPSHULTZ; MILLER; SCULLY; LIPSITZ et al.,, 2012;
LIPSHULTZ; SCULLY; LIPSITZ; SALLAN et al., 2010).

1.2 O tratamento quimioterapico com doxorrubicina

A doxorrubicina € um agente quimioterapico utilizado no tratamento de uma
grande variedade de neoplasias solidas e hematoldgicas. Sintetizado na década de
70, a partir do metabdlito da bactéria streptomyces peucetius var. caesius, este
medicamento faz parte da familia das antraciclinas, a qual também pertencem a
epirrubicina, daunorrubicina e idarrubicina (HORTOBAGYI, 1997; RICHARDSON;
JOHNSON, 1997).

E um quimioterapico amplamente empregado na pratica clinica cuja acéo
tumoricida se d& através da: inibicAo da atividade da enzima topoisomerase I,
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s), ativacdo de mecanismos de
morte celular mediado por caspases e pelo aumento da interacdo da proteina p53 ao
DNA (DAVIES; DOROSHOW, 1986; DEAVALL; MARTIN; HORNER; ROBERTS,
2012; PEREGO; CORNA; DE CESARE; GATTI et al., 2001; TEWEY; ROWE; YANG;
HALLIGAN et al., 1984; WEINSTEIN; MIHM; BAUER, 2000)

A distribuicdo da doxorrubicina nos compartimentos celulares € variavel, sendo
caracteristico seu acumulo no nucleo (TERASAKI; IGA; SUGIYAMA; SAWADA et al.,
1984). Possui grande afinidade com a molécula de DNA e, em condi¢cdes de
saturacdo, pode se intercalar com até 5 pares de bases de DNA (GIGLI;
RASOANAIVO; MILLOT; JEANNESSON et al., 1989; LAL; MAHAJAN; CHEN;
CHOWABAY, 2010). A formacgao desse complexo compromete a replicacdo do DNA e

a atividade de topoisomerase Il, promovendo assim, especialmente em células com



22

alta capacidade proliferativa, a ativagdo de mecanismos de morte celular programada
(PEREGO; CORNA; DE CESARE; GATTI et al., 2001; TEWEY; ROWE; YANG;
HALLIGAN et al., 1984).

N&o obstante, o aumento do estresse oxidativo € um importante mecanismo
ligado a atividade antineoplasica desse quimioterapico, onde parte da producédo de
ERQO’s pode ser atribuida ao préprio ciclo redox da droga. Enzimas como NAD(P)H
desidrogenase, xantina oxidase e Oxido nitrico sintase endotelial conduzem a
formacdo do radical semiquinona que, uma vez reoxidado, forma as ERO'’s.
Adicionalmente, a conjugacéo desta antraciclina ao Fe "' leva a formagéo de ERQO’s
(FANG; NAKAMURA; IYER, 2007; MINOTTI; MENNA; SALVATORELLI; CAIRO etal.,
2004).

Uma vez administrada, a doxorrubicina se distribui muito rapidamente entre os
tecidos, estando muitos de seus efeitos ligados ao resultado de administracdes
sucessivas (GREENE; COLLINS; JENKINS; SPEYER et al., 1983; RAHMAN;
CARMICHAEL; HARRIS; ROH, 1986). A meia vida terminal desse agente
qguimioterapico € de aproximadamente 24-36 horas (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS,
2013).

O influxo de doxorrubicina nas células ocorre sobretudo por difusdo passiva,
podendo haver cooperacédo da proteina SLC22A16 (LAL; WONG; JADA; XIANG et al.,
2007; SPEELMANS; STAFFHORST; DE KRUIJFF; DE WOLF, 1994). O acumulo
deste quimioterapico nas células depende também de sua dindmica de efluxo. As
principais ligadas ao efluxo de doxorrubicina sdo: ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2,
RALBP1 (DANTZIG; LAW; CAO; STARLING, 2001; FOLMER; SCHNEIDER; BLUM;
HAFKEMEYER, 2007; NAGATA; KIJIMA; HATANAKA; ASAI et al.,, 2002; YAGUE;
HIGGINS; RAGUZ, 2004; YOUNG; CAMPLING; COLE; DEELEY et al., 2001).
Durante o desenvolvimento da resisténcia ao tratamento com doxorrubicina, células
tumorais apresentam aumento da expressao de ABCB1, ABCC1, ABCC2 e ABCG2
(ABUHAMMAD; ZIHLIF, 2013; RUGGERI; SCIACCHITANO; VITARELLI;
TRIMARCHI et al., 2006; SHEN; CHU; BENCE; BAILEY et al., 2008).
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Figura 2. Modelo esquemético demonstrando a farmacodindmica da doxorrubicina em uma célula
tumoral. As abreviacdes na figura correspondem a: proteina topoisomerase 2-alfa (TOP2A), espécies
reativas de oxigénios (ROS), 6xido nitrico sintase 3 (NOS3), enzima NAD(P)H desidrogenase (NQO1),
enzima xantina desidrogenase (XDH), enzima glutationa peroxidase (GPX1), enzima catalase (CAT),
enzima superéxido dismutase (SOD1), proteina p53 (TP53), subunidade p105 do fator nuclear NF-
kappa-B (NFKB1) e de proteinas envolvidas com o influxo (SLC22A16), e efluxo (ABCB1, ABCC1,

ABCC2, ABCG2, RALBP1) de doxorrubicina pela célula tumoral. Mais detalhes no texto (THORN
OSHIRO; MARSH; HERNANDEZ-BOUSSARD et al., 2011).

Embora a eficiéncia desse quimioterapico no tratamento do cancer seja
confirmada ao longo dos anos, seu uso é limitado devido aos evidentes efeitos
colaterais adversos, dentre os quais estdo a cardiotoxicidade, imunossupressao
nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, além de prejuizos ao muasculo esquelético
(BENJAMIN; WIERNIK; BACHUR, 1974; FAHIM; KATAYA; EL-KHARRAG; AMER et
al., 2011; LOPES; MEISEL; DIRNAGL; CARVALHO et al., 2008; SHI; MOON;

DAWOOD; MCMANUS et al., 2011).
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1.3 Doxorrubicina e musculo esquelético

Historicamente, os efeitos da doxorrubicina vem sendo exaustivamente
estudados no cancer e nos seus efeitos sobre o tecido cardiaco (EWER; VON HOFF;
BENJAMIN, 2011; HORTOBAGYI, 1997; TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2013).
Entretanto, cada vez mais atencéo tem sido direcionada ao impacto desta terapia no
musculo esquelético.

Apés administracdo, a concentracdo de doxorrubicina circulante cai muito
rapidamente, sendo reflexo da sua distribuicdo para os tecidos (RAHMAN;
CARMICHAEL; HARRIS; ROH, 1986). O musculo esquelético tem participacdo direta
sobre a disponibilidade sistémica desse quimioterapico apds a administracao inicial.
Este tecido pode sequestrar a doxorrubicina e posteriormente libera-lo na corrente
sanguinea (FABRIS; MACLEAN, 2015). Se por um lado essa caracteristica contribui
para uma entrega subsequente de doxorrubicina e de seus metabdlitos, acdo
importante para que os efeitos terapéuticos esperados ocorram, por outro lado,
proporciona também citotoxicidade no musculo esquelético.

Multiplas abordagens antineoplasicas, incluindo o tratamento quimioterapico,
podem contribuir com a desregulacdo da homeostase do musculo esquelético (DAVIS;
PANIKKAR, 2019). As altera¢des mais comuns relativas ao uso desta antraciclina no
muasculo esquelético sdo: atrofia muscular, alteracdes metabdlicas, aumento do
estresse oxidativo e o aumento da fadiga e fraqueza muscular (DE LIMA JUNIOR;
YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al.,, 2016; GILLIAM; ST CLAIR, 2011;
GILLIAM; FISHER-WELLMAN; LIN; MAPLES et al., 2013; MIN; KWON; SMUDER;
WIGGS et al., 2015; SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011b).

Uma sindrome de origem multifatorial frequentemente encontrada em
pacientes com céancer e fortemente associada ao aumento da mortalidade é a
caquexia (BARACOS; MARTIN; KORC; GUTTRIDGE et al., 2018). A caquexia
associada ao cancer é caracterizada pela perda involuntaria de peso, onde a
patogénese da perda de massa muscular desempenha um papel central (ARGILES,;
BUSQUETS; STEMMLER; LOPEZ-SORIANO, 2014). Isto é sustentado gracas ao
aumento do dispéndio energético, anorexia, alteracdes metabdlicas e inflamatorias
provocadas pelo cancer (BARACOS; MARTIN; KORC; GUTTRIDGE et al., 2018;
PORPORATO, 2016). Muitos dos gatilhos para o desenvolvimento da perda muscular
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pelo cancer e quimioterapia sdao comuns (BARRETO; MANDILI; WITZMANN;
NOVELLI et al., 2016).

Ensaios pré-clinicos tém demonstrado que alguns quimioterapicos
isoladamente, incluindo a doxorrubicina, sdo suficientes para promover perda de
massa muscular (DAMRAUER; STADLER; ACHARYYA; BALDWIN et al., 2018; DE
LIMA JUNIOR; YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al., 2016; GARCIA; CATA;
DOUGHERTY; SMITH, 2008). E evidente entdo que a perda muscular, além de
resultar do proprio cancer, pode ser consequéncia do seu tratamento. E esta condi¢cao
gera consequéncias negativas para a saude do paciente. A diminuicdo da massa
magra é um fator de risco independente para a maior toxicidade do tratamento
quimioterapico e aumento da mortalidade (BARRET; ANTOUN; DALBAN; MALKA et
al., 2014; DALY; NI BHUACHALLA; POWER; CUSHEN et al., 2018; JUNG; KIM; KIM,;
KIM et al., 2015; MIYAMOTO; BABA; SAKAMOTO; OHUCHI et al., 2015).

Parte da disfuncdo muscular promovida pela doxorrubicina é atribuido a danos
oxidativos e ativacdo de vias catabdlicas (GILLIAM; LARK; REESE; TORRES et al.,
2016; GILLIAM; FISHER-WELLMAN; LIN; MAPLES et al.,, 2013; MIN; KWON;
SMUDER; WIGGS et al., 2015; SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011b). O
aumento do estresse oxidativo se deve a interrupcao no fluxo de elétrons nos
complexos proteicos mitocondriais levando assim ao aumento da produgdo de
perdxido de hidrogénio (GILLIAM; LARK; REESE; TORRES et al., 2016). Em paralelo,
sabe-se que a doxorrubicina contribui com a reducdo da expressado da proteina de
choque térmico HSP72 (SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011b).

Além da perda muscular propriamente dita, um importante aspecto a ser
considerado, e que tem importante impacto sobre a qualidade de vida de pacientes
oncoldgicos, é a fadiga (BOWER, 2014). Muitas tarefas simples que dependem da
capacidade funcional do individuo séo afetadas. Atividades comuns do dia a dia, como
as relacionadas a alimentacdo e cuidados préprios, tornam-se tarefas arduas
(O'REGAN; MCCARTHY; O'REILLY; POWER et al., 2019; SCHWARTZ, 2000). A
fadiga muscular promovida pela doxorrubicina pode ser observada tanto em musculos
respiratorios, quanto em musculos periféricos (ERTUNC; SARA; KORKUSUZ; ONUR,
2009; GILLIAM; MOYLAN; CALLAHAN; SUMANDEA et al., 2011; HYDOCK; LIEN;
JENSEN; SCHNEIDER et al., 2011). A doxorrubicina pode influenciar diretamente a
funcéo das células musculares através da promocéo de disturbios no metabolismo de

Ca?*, gerando a reducédo da tensdo maxima produzida e no aumento da fadiga (DE
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BEER; FINKLE; VOEST; VAN HEIJST et al., 1992; TARPEY; AMORESE;
BALESTRIERI; FISHER-WELLMAN et al., 2019; VAN NORREN; VAN HELVOORT;
ARGILES; VAN TUIJL et al., 2009). Além disso, o tratamento quimioterapico com
doxorrubicina causa diminui¢cdo da densidade capilar, o que contribui para reducéo da
oferta de substratos e oxigénio para as fibras musculares (D'LUGOS; FRY; ORMSBY;
SWEENEY et al., 2019).

1.4 Regulacédo da protedlise durante o tratamento com doxorrubicina

A regulacdo da massa muscular depende dos processos de sintese e
degradacdo proteica (JACKMAN; KANDARIAN, 2004; SCHIAFFINO; DYAR;
CICILIOT; BLAAUW et al.,, 2013). Durante a perda muscular diferentes sistemas
proteoliticos agem sincronicamente para promover a perda muscular (SCHIAFFINO;
DYAR; CICILIOT; BLAAUW et al., 2013). Sugere-se que durante o tratamento com
doxorrubicina ocorra aumento do catabolismo proteico pela ativacdo da via ubiquitina-
proteasssoma, ativacdo do sistema calcio dependente (calpainas), ativacdo das
caspases e da autofagia (HIENSCH; BOLAM; MIJWEL; JENESON et al., 2019).
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Figura 3. Contribuicao e interacdo de diferentes sistemas proteoliticos durante a atrofia muscular. A.
Sistema dependente da ativacdo de proteases ativadas por calcio (calpainas); B. Autofagia e protedlise
lisossomal; C. Ativacdo do sistema ubiquitina-proteassoma dependente de ATP (JACKMAN;
KANDARIAN, 2004).
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A autofagia € um processo altamente regulado responsavel pela remocéo de
organelas e agregados proteicos, essencial para a sobrevivéncia celular, mas que
também pode contribuir com a proteolise muscular (DIKIC; ELAZAR, 2018; SANDRI,
2013). Conceitualmente, a macroautofagia pode ser dividida em diversas etapas
(iniciagdo, nucleagdo da membrana, maturacdo da vesicula, e fusdo com os
lisossomos), com a doxorrubicina interferindo em algumas delas (YIN; PASCUAL,
KLIONSKY, 2016).

Esse quimioterapico induz o aumento da expressao de Beclin-1 no musculo
séleo, importante proteina envolvida nos estagios iniciais da formacdo do
autofagossomo (SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011a). Adicionalmente, ha o
aumento da expressao de proteinas Atgs envolvidas na formacéo do autofagossomo,
dentre as quais podemos citar Atgl2, Atg7 e a formagédo do complexo Atgl2-Atg5
(SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011a). Por fim, conduz ao aumento da razéao
LC3II/LC3I, um importante marcador do processo de autofagia celular (SMUDER;
KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011a). Os autofagossomos, uma vez formados, podem
ter seu conteldo degradado através da fusdo com vesiculas lisossomais. Essas
contém proteases, dentre as quais, foi identificado o aumento da expressao de
catepsina L, resultado do uso desta antraciclina (SMUDER; KAVAZIS; MIN;
POWERS, 2011a).

Outro sistema proteolitico que a doxorrubicina pode regular positivamente € o
dependente de calpainas. A atividade deste sistema € dependente do calcio livre
citoplasmatico e é responsavel por promover a clivagem de proteinas estruturais e
miofibrilares de forma intacta no sarcémero (GOLL; THOMPSON,; LI; WEI et al., 2003).
Essas servem, entdo, como substratos para a degradacdo em outros sistemas
proteoliticos. A miosina, actina, troponina | e a-actinina, por exemplo, apresentam
maior afinidade a clivagem desta cisteino-protease néo lisossomal durante o estado
oxidativo, como o proporcionado pelo uso da doxorrubicina (SMUDER; KAVAZIS;
HUDSON; NELSON et al., 2010). De fato, o aumento da atividade de calpainas foi
confirmado em modelos experimentais utilizando esse agente quimioterapico (YU;
PEI; SIN; YIP et al., 2014).

A ativagcdo do sistema ubiquitina-proteassoma também tem importante papel
no desenvolvimento da atrofia muscular (BILODEAU; COYNE; WING, 2016). Este

sistema se caracteriza por ser um processo altamente organizado, responsavel pela
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selecdo e identificacdo de proteinas que deverdo ser degradadas no complexo do
proteassoma.

A principio, a enzima E1 (enzima ativadora da ubiquitina) promove a ligacao
covalente da ubiquitina a sua estrutura, em um processo dependente de energia. Em
seguida, a ubiquitina é transferida para a enzima E2 (enzima conjugadora), formando
0 complexo E2-ubiquitina. Concomitantemente, a enzima E3 (ubiquitina ligase)
identifica e se liga a proteina que deve ser direcionada ao proteassoma. Nesta etapa,
a ubiquitina presente no complexo E2-ubiquitina é transferida para a proteina alvo,
promovendo a ligacdo covalente do monémero de ubiquitina a proteina alvo. O
resultado da repeticdo deste Ultimo evento acarreta na formacédo de uma proteina
poliubiquitinada. Esta estrutura € identificada pelo complexo do proteassoma e
conduzira a degradacdo destas proteinas (GLICKMAN; CIECHANOVER, 2002;
WING, 2005).

Uma caracteristica da enzima E3 é que ela possui afinidade a substratos
proteicos especificos. A Atrogin-1 (Muscle Atrophy F-box) e MuRF-1 (Muscle Ring
Finger-1), por exemplo, sao ubiquitinas E3-ligases seletivamente expressas no
musculo esquelético e que apresentam grande importancia na progressao da atrofia
(BODINE; BAEHR, 2014; GUMUCIO; MENDIAS, 2013). Alguns estudos apontam que
a expressdo de MuRF-1 e Atrogin-1 aumentam durante a administracdo da
doxorrubicina (HULMI; NISSINEN; RASANEN; DEGERMAN et al., 2018; KAVAZIS;
SMUDER; POWERS, 2014). Este aumento poderia ser atribuido, em parte, ao
aumento da expressao de miostatina e da sinalizacdo de FoxO 1/3 (KAVAZIS;
SMUDER; POWERS, 2014).

Em adicdo, alguns estudos também sugerem que a doxorrubicina promova
apoptose em miocitos. Acompanhado pelo aumento do niumero de fibras musculares
com nucleo centralizado e aumento da fragmentacédo do DNA, a doxorrubicina regula
positivamente a expressao de caspase-3 e proteinas pro-apoptoticas (MIN; KWON;
SMUDER; WIGGS et al., 2015; SIN; TAM; YU; YIP et al., 2016; SMUDER; KAVAZIS;
MIN; POWERS, 2011a; YU; PEI; SIN; YIP et al., 2014).
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Figura 4. Principais vias de sinalizag&o envolvidas no desenvolvimento da atrofia muscular induzidas
por doxorrubicina. A administracdo de doxorrubicina é acompanhada pela ativacdo dos principais
sistemas proteoliticos e por reducdo na sintese de proteinas (HIENSCH; BOLAM; MIJWEL; JENESON
et al., 2019).

Uma diversidade de estratégias tem sido utilizado para amenizar os efeitos
deletérios da doxorrubicina, tais como alteracées na dose terapéutica, modificacdes
no sistema de entrega do quimioterapico ou associagdo com outros medicamentos
(WENNINGMANN; KNAPP; ANDE; VAIDYA et al., 2019). Como ja supracitado, a
doxorrubicina apresenta grande eficacia na inducdo da morte celular em diferentes
tipos de células tumorais; torna-se, portanto, de extrema valia estratégias
farmacolégicas e ndo-farmacologicas que possam ser utilizadas de maneira

combinada a fim de reduzir a toxicidade induzida por este quimioterapico.

1.5 Doxorrubicina e exercicio fisico aerébio

O papel da atividade fisica no manejo de doencas crénico degenerativas esta
relacionado a prevencdo, atraso da progressdo da doenca quando esta ja se
estabeleceu, regulacdo da sintomatologia e protecdo contra uma condigdo de

incapacidade ou morte prematura (BOOTH; ROBERTS; LAYE, 2012; HOJMAN;
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GEHL; CHRISTENSEN; PEDERSEN, 2018). A eficiéncia do exercicio fisico neste
contexto ird depender do tipo de doenca, assim como do estagio em que a enfermidade se
encontra. Independentemente disto, o0 exercicio fisico pode ser considerado um
importante fator para prevencéao e tratamento de diversas doencas, incluindo o cancer,
a DPOC, a diabetes, a doenca renal cronica, e outras (BOOTH; ROBERTS; LAYE,
2012).

No tratamento do cancer, o uso do agente quimioterapico doxorrubicina
contribui para a perda muscular e fadiga (GILLIAM; ST CLAIR, 2011; NISSINEN;
DEGERMAN; RASANEN; POIKONEN et al., 2016). Neste contexto, o exercicio fisico
tem sido apontado como estratégia para minimizar esses efeitos (MENESES-
ECHAVEZ; GONZALEZ-JIMENEZ; RAMIREZ-VELEZ, 2015; TIAN; LU; LIN; HU,
2016). Pacientes oncolégicos em tratamento com doxorrubicina, e em combinacdes
padronizadas de outros medicamentos, demonstram o aumento da fadiga, o qual pode
ser revertida por meio de um programa regular de exercicios fisicos (SCHWARTZ;
MORI; GAO; NAIL et al., 2001).

Isso seria possivel em virtude do aumento da capacidade antioxidante,
aumento da expressao de proteinas de choque térmico (HSP72) e potencial para
reduzir o acumulo intracelular do quimioterapico no musculo esquelético, e
consequente reducéo da toxidade (POWERS; DUARTE; LE NGUYEN; HYATT, 2019).
Sugere-se que estas alteracdes sdo acompanhadas pela reducdo na sinalizacdo dos
principais sistemas proteoliticos (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014; SMUDER,;
KAVAZIS; MIN; POWERS, 201l1a). Além disso, alguns estudos apontam que o
exercicio fisico de endurance possa exercer efeito sinérgico ou ao menos nao interferir
negativamente na reducdo do crescimento tumoral provocado pela doxorrubicina
(JONES; EVES; COURNEYA; CHIU et al., 2005; MORRELL; ALVAREZ-FLOREZ;
ZHANG; KLEINERMAN et al., 2019; STURGEON; SCHADLER; MUTHUKUMARAN;
DING et al., 2014).

1.6 Cancer e exercicio fisico
O céancer é uma das principais causas de mortalidade e morbidade no mundo,

e dentre os fatores de risco ambiental que contribuem para o desenvolvimento desta
doenca esta a inatividade fisica (FERLAY; SOERJOMATARAM; DIKSHIT; ESER et
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al., 2015; RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ; PROVENCIO et al.,, 2017,
SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018).

A atividade fisica esta associada a menor prevaléncia de varios tipos de cancer,
como cancer de colon, endométrio, mama, prostata, gastroesofagico, de ovario,
pancreatico e pulmonar (RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ; PROVENCIO et al.,
2017). A pratica do exercicio, durante e apos o tratamento do cancer, tem
demonstrado efeitos positivos com relacdo ao bem-estar e desempenho fisico
(ADAMSEN; QUIST; ANDERSEN; MOLLER et al., 2009; COURNEYA; SELLAR;
STEVINSON; MCNEELY et al.,, 2009; VALLANCE; COURNEYA; PLOTNIKOFF;
YASUI et al., 2007). E também responsavel pela reducdo da fadiga, uma das
frequentes queixas de pacientes oncologicos (KESSELS; HUSSON; VAN DER
FELTZ-CORNELIS, 2018; PUETZ; HERRING, 2012). Ndo obstante, estudos apontam
um possivel efeito inibitério do exercicio fisico sobre o crescimento tumoral,
progressdo metastatica e vascularizagdo tumoral (ESCHKE; LAMPIT; SCHENK;
JAVELLE etal., 2019; THOMPSON; WESTERLIND; SNEDDEN; BRIGGS et al., 1995;
ZIELINSKI; MUENCHOW:; WALLIG; HORN et al., 2004).

Apesar da importancia da atividade fisica na reducéo da prevaléncia de alguns
tipos de céncer e no atraso do desenvolvimento da doenga, 0s mecanismos ainda nao
foram completamente elucidados. Sugere-se que esses efeitos sejam mediados por:
reducdo da sinalizacdo proliferativa sustentada das células tumorais, ativacdo de
supressores de crescimento, ativacdo das vias de morte celular, normalizacdo da
vascularizagao tumoral e reducdo de mecanismos envolvidos na invasdo e metastase
tumoral (RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ; PROVENCIO et al., 2017). Além
disso, também é sugerido a reprogramacdo metabdlica de células tumorais e em
alteracdes imunoldgicas e inflamatérias promovidas pelo exercicio (MURPHY; ENOS;
VELAZQUEZ, 2015).
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Figura 5. Influéncia do exercicio fisico nos hallmarks do cancer. O exercicio fisico promove alteragdes
na sinalizacdo proliferativa sustentada de células tumorais, propicia a ativagdo de supressores de
crescimento e de morte celular, auxilia na normaliza¢do da vascularizacdo tumoral e reduz a ativacéo
de vias envolvidas na invasdo e metastase tumoral (RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ;
PROVENCIO et al., 2017).

Os mecanismos pelos quais 0 exercicio exerce seus efeitos no corpo séo
multifacetados, incluindo altera¢do do balango energético, alteracdo da adiposidade
corporal, producéo e secrecdo de horménios e efeitos imunomodulatérios (MURPHY;
ENOS; VELAZQUEZ, 2015). Por exemplo, o exercicio fisico contribui com a reducao
do crescimento tumoral e aumento da apoptose em células tumorais pela reducéo da
atividade da proteina p53 via supressao do eixo de IGF-1 (LEUNG; ARONSON; NGO;
GOLDING et al., 2004). A inflamacao é frequentemente ligada ao desenvolvimento e
progressao do cancer (COUSSENS; WERB, 2002). Por outro lado, o exercicio fisico
moderado proporciona um efeito anti-inflamatério sistémico (MURPHY; ENOS;
VELAZQUEZ, 2015; PETERSEN; PEDERSEN, 2005).

O musculo esquelético representa uma grande porcentagem do peso corporal
de individuos saudaveis e, além da sua evidente fungdo mecénica, possui também
importante papel na producdo de fatores capazes de regular a homeostase corporal,
muitos dos quais tem sua producéo estimulada a partir da contracdo muscular. Estas

proteinas sdo coletivamente chamadas de miocinas e possuem importantes funcdes
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metabdlicas e inflamatérias, podendo agir local ou sistemicamente (PEDERSEN,
2011a; b). Parte dos efeitos benéficos do exercicio fisico como estratégia auxiliar as
terapias convencionais utilizadas no cancer podem ser associadas a acao da IL-6.
Esta miocina estabelece um importante crosstalk entre 0 musculo esquelético e
diversos outros tecidos. A IL-6 derivada do musculo esquelético em contracédo, por
exemplo, conduz a redistribuicdo de células natural killer (NK), auxiliando na
supressao do crescimento tumoral (PEDERSEN; IDORN; OLOFSSON; LAUENBORG
et al., 2016).

A exposicao de células de cancer de prostata ao soro de individuos exercitados
reduz a taxa de crescimento celular (RUNDQVIST; AUGSTEN; STROMBERG;
RULLMAN et al., 2013). Apesar disso, 0 uso de soro em meio de cultura ndo permite
diferenciar o que é resultado exclusivamente de substancias humorais produzidas
pelo musculo ou de alteracdes sistémicas promovidas pelo exercicio fisico (decorrente
de alteracdes na composicao corporal, horménios e sistema imunol6gico). Algumas
iniciativas nesse sentido indicam que fatores produzidos diretamente pelo masculo
esquelético contribuem para a remodelacdo da biologia tumoral. Foi identificado, a
exemplo, que a oncostatina M e SPARC produzidas e liberadas apds contracao
muscular contribuem com a inibicdo do crescimento de células de cancer de mama e
c6lon em cultura celular (AOI; NAITO; TAKAGI; TANIMURA et al., 2013; HOJMAN;
DETHLEFSEN; BRANDT; HANSEN et al., 2011).

1.7 Metformina e quimioterapia

A metformina é um medicamento da familia das biguanidas, amplamente
utilizado para a normalizacdo da glicemia (SETTER; ILTZ; THAMS; CAMPBELL,
2003). E usualmente prescrita para o tratamento do diabetes mellitus, diabetes
gestacional e sindrome metabdlica, embora também possa ser utilizado em outras
doencas (BOLEN; FELDMAN; VASSY; WILSON et al., 2007; CICERO; TARTAGNI;
ERTEK, 2012; HOLMAN; PAUL; BETHEL; MATTHEWS et al., 2008). Os efeitos
comumente atribuidos ao uso deste farmaco incluem reducdo da concentracéo de
glicose circulante, melhora da sensibilidade a insulina, reducdo da gliconeogénese
hepética e reducéo de fatores de risco vascular (PERNICOVA; KORBONITS, 2014;
SALPETER; BUCKLEY; KAHN; SALPETER, 2008). Parte dos efeitos supracitados
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esta associado a ativagdo da AMPK, muitos destes semelhantes aos promovidos pelo
exercicio fisico aerébio (WEIHRAUCH; HANDSCHIN, 2018).

Adicionalmente ao uso padréo da metformina, modelos experimentais e clinicos
tém demonstrado que este medicamento pode ter um importante papel como terapia
complementar no cancer (ANISIMOV; BERSTEIN; EGORMIN; PISKUNOVA et al.,
2005; KASZNICKI; SLIWINSKA; DRZEWOSKI, 2014; NIRAULA; DOWLING; ENNIS;
CHANG et al., 2012). A hiperinsulinemia e hiperglicemia sédo importantes fatores de
risco para o desenvolvimento do cancer, de forma que o uso deste medicamento
acaba por contribuir com a reducéo da prevaléncia dessa enfermidade (GODSLAND,
2009; LI; ZHANG; SANG; ZHOU et al., 2019). Esse efeito é observado, sobretudo, em
pacientes diabéticos, onde o uso da metformina reduz a prevaléncia do cancer e a
mortalidade para esta doenca (CURRIE; POOLE; GALE, 2009; LANDMAN;
KLEEFSTRA; VAN HATEREN; GROENIER et al., 2010). Esta aplicabilidade da
metformina advém de efeitos indiretos (insulino dependentes) e diretos (dependentes
ou ndo da ativacdo de AMPK) proporcionado por este farmaco (KHEIRANDISH;
MAHBOOBI; YAZDANPARAST; KAMAL et al., 2018; KURELAC; UMESH GANESH,;
IORIO; PORCELLI et al., 2020).
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Figura 6. Efeitos indiretos e diretos da metformina durante o céncer. A metformina reduz a
gliconeogénese hepética e melhora a sensibilidade a insulina. A menor insulinemia reduz a atividade
tirosina quinase do receptor de insulina e consequente conduz a limitagdo da sinalizacédo de PI3K. A
metformina contribui com o aumento da atividade de AMPk que por mecanismos dependentes e
independentes de TSC2 levam a inibicdo de mTOR. Efeitos diretos deste farmaco em mTOR podem
também serem observados. Adaptado de DOWLING; GOODWIN e STAMBOLIC (2011).
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A metformina possui uma meia vida plasmatica de aproximadamente 5-6 horas
(GRAHAM; PUNT; ARORA; DAY et al.,, 2011). ApGs ser absorvida pelas células,
através de um processo de difusdo passiva ou auxiliada por transportadores de
cations organicos (OCT), parte dos efeitos metabdlicos da metformina podem ser
atribuidos a ativacdo da AMPk (CAIl; EVERETT; THAKKER, 2019; CAIl; ZHANG; HAN;
EVERETT et al., 2016). Este medicamento provoca alteracbes nas razdes de
AMP/ATP e ADP/ATP pela inibicdo do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial.
A AMPK, por ser um importante sensor energético celular, & sensivel a essas
mudancas e tem sua atividade aumentada (OAKHILL; STEEL; CHEN; SCOTT et al.,
2011). Sugere-se também que a metformina possa estimular diretamente LKB-1/STK
11 (serina/treonina quinase 11), uma proteina upstream de AMPk (SHAW; LAMIA;
VASQUEZ; KOO et al., 2005).

Diferentes mecanismos tem sido relacionados aos efeitos antitumorais da
metformina como a inibicdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio e de
MTORCL1, ativacdo da AMPk, modulacdo do receptor de adenosina Al, reducédo da
concentracéo circulante de insulina, IGF-1 e IGF-2 e diminuigédo da inflamagé&o crbnica
(UGWUEZE; OGAMBA; YOUNG; ONYENEKWE et al., 2020). Como terapia adjuvante
ou neoadjuvante tem mostrado resultados promissores durante o cancer (COYLE;
CAFFERTY; VALE; LANGLEY, 2016; SARAEI; ASADI; KAKAR; MORADI-KOR, 2019;
UGWUEZE; OGAMBA; YOUNG; ONYENEKWE et al., 2020).

Além de promover efeitos diretos sobre as células tumorais, a metformina pode
agir como agente sensibilizante da quimioterapia padrdo e evitar a resisténcia
adquirida durante o tratamento (DAVIES; LOBANOVA; DAWICKI; GROOT et al.,
2017; QU; ZHANG; ZHENG; ZHANG et al., 2014; ZHANG; GUO, 2016). No modelo
experimental de céncer de pulmdo de células ndo pequenas mutadas para
KRAS/LKB1, a associacao desta biguanida ao tratamento com cisplatina resultou em
efeitos pré-apoptoticos nas células tumorais e diminuiu a resisténcia ao quimioterapico
(MORO; CAIOLA; GANZINELLI; ZULATO et al., 2018). De maneira semelhante,
guando a metformina foi associada ao tratamento com doxorrubicina, houve melhora
na eficiéncia terapéutica do agente antineoplasico e reducdo na taxa de recidiva
tumoral (BLANDINO; VALERIO; CIOCE; MORI et al., 2012; EL-ASHMAWY; KHEDR,;
EL-BAHRAWY; ABO MANSOUR, 2017; ILIOPOULOS; HIRSCH; STRUHL, 2011).
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Em nivel periférico, a metformina protege contra lesdo renal aguda e a
neuropatia periférica induzidas por gentamicina, oxaliplatina e cisplatina (EL-
FATATRY; IBRAHIM; HUSSIEN; MOSTAFA, 2018; LI; GUI; REN; LIU et al., 2016;
MAO-YING; KAVELAARS; KRUKOWSKI; HUO et al., 2014; MORALES; DETAILLE;
PRIETO; PUENTE et al., 2010). Durante o tratamento quimioterapico com
doxorrubicina, o uso profilatico de metformina reduz a toxicidade e aumenta a
sobrevida (ALHOWAIL; ALMOGBEL, 2019). Esta combinacdo ainda contribui com a
reducdo da cardiotoxicidade, recuperacdo do metabolismo da glicose e reducéo da
fibrose no tecido adiposo (AJZASHOKOUHI; BOSTAN; JOMEZADEH; HAYES et al.,
2020; BIONDO; BATATINHA; SOUZA; TEIXEIRA et al., 2018; GRAHAM; PUNT;
ARORA; DAY et al., 2011; ZILINYI; CZOMPA; CZEGLEDI; GAJTKO et al., 2018).

A doxorrubicina prejudica a captacdo de glicose em miotubos via inibicdo da
AMPK, bem como, ja foi demonstrado que o uso desta antraciclina tem impacto
negativo sobre o metabolismo e inflamacdo do musculo esquelético de animais
diabéticos (DE LIMA JUNIOR; YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al., 2016;
SUPRIYA; TAM; PEI; LAI et al., 2016). No entanto, ainda € obscuro o efeito da
combinacgao da metformina ao tratamento com doxorrubicina neste tecido.

A administracdo da doxorrubicina tem sido amplamente empregada no
tratamento do cancer. Porém seu uso € limitado devido a manifestacao de efeitos
colaterais adversos, que podem se manifestar mesmo apds a finalizacdo do ciclo
guimioterapico. Com base na evidéncia de que muitos tipos de cancer seguem sendo
tratados com doxorrubicina, investigamos o efeito da combinagdo deste agente
quimioterapico ao exercicio fisico e a metformina, avaliando os disturbios musculares
promovidos por esta antraciclina. Adicionalmente, em um modelo experimental de
cancer, avaliamos o efeito da continuidade do exercicio fisico ap6s o fim da

quimioterapia sobre a progressao do catabolismo muscular e crescimento tumoral.
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2. OBJETIVO
Avaliar os efeitos de uma abordagem farmacoldgica, e outra ndo farmacoldgica,

nos distirbios musculares induzidos pelo tratamento quimioterapico com

doxorrubicina.

2.1 Objetivos especificos

Inicialmente investigar se o exercicio fisico aerébio ou a metformina

protegeriam contra os efeitos deletérios da doxorrubicina no musculo esquelético.

Assim:

1. Determinar o efeito isolado da doxorrubicina no desenvolvimento da atrofia
muscular;

2. Avaliar se o exercicio fisico ou a metformina, combinados ao tratamento com

doxorrubicina, seriam capazes de minimizar os efeitos adversos provocados
por este quimioterapico. Para isto, avaliamos em um modelo experimental sem
tumor a sintese e a degradacéo proteica no musculo esquelético, a expressao

de AMPk e determinamos o desempenho dos animais em esteira.

Em seguida, investigar o efeito da combinacao do exercicio fisico ao tratamento

com doxorrubicina em camundongos com carcinoma de pulmé&o Lewis (LLC). Deste

modo:

3. Avaliar o efeito da combinacdo do tratamento com doxorrubicina ao exercicio
fisico aerdbio moderado, identificando mudancas na perda muscular,
desempenho fisico, crescimento tumoral e sobrevida;

4. Determinar o efeito da interrup¢do da quimioterapia sobre a perda muscular,

estabelecendo o papel da continuidade do exercicio fisico aerdbio neste
contexto. Em raz&o disso, avaliamos imediatamente, e uma semana apos o fim
do ciclo quimioterapico vias de sinaliza¢éo ligadas ao catabolismo muscular no

musculo gastrocnémio;
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No carcinoma de pulméao Lewis, avaliar a expresséo do supressor tumoral p53
e de proteinas envolvidas na inflamacéo, angiogénese e de resisténcia

adquirida ao tratamento quimioterapico com doxorrubicina.
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3. METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 com idade entre 8 e 10 semanas de
vida. Os animais foram mantidos em sala com ciclo claro-escuro de 12-12 h e
temperatura de 22 + 2° C, com dieta normal (racdo Nuvital da Nuvilab, Colombo, PR)
e agua ad libitum durante o tratamento. Todos os procedimentos desse estudo
seguiram os principios éticos de experimentacdo animal sendo submetidos ao Comité

de Etica em Experimentacéo Animal da Universidade de S&o Paulo.

3.2 Protocolo experimental
3.2.1 Protocolo experimental 1 — Efeito da metformina e do exercicio fisico

aerdbio sobre a perda muscular induzida por doxorrubicina

Foram utilizados camundongos C57BL/6, 0s quais receberam doses
intraperitoneais de cloridrato de doxorrubicina (DOX) (Eurofarma, Campinas, SP,
Brasil. Lot 350552 A) na concentragéo de 2,5 mg/kg de peso corporal, duas vezes por
semana até perfazer a concentracdo de 30 mg/kg peso corporal. O grupo controle
(CT) recebeu o mesmo volume de salina (0,9%). O grupo DOX foi submetido ao
exercicio fisico aerébio moderado em esteira (DOX + EXER) 5 vezes na semana, ou
recebeu metformina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diariamente por gavagem
na concentracdo de 300 mg/kg peso corporal (DOX + MET). Os animais nédo tratados
com metformina receberam solucao salina (0,9%) por gavagem. A Figura 7 representa
a divisdo dos grupos experimentais. Apdés 6 semanas, os camundongos foram
submetidos a restricao alimentar de 6 horas e submetidos a eutanasia para a coleta
das amostras. A Figura 8 representa o modelo esquematico do protocolo
experimental. Os musculos e coxins adiposos foram pesados e armazenados a -80°C

para as analises.
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CcT

Figura 7. Disposi¢cdo dos camundongos para execuc¢do do protocolo experimental 1. Grupo controle
(CT); Grupo tratado com doxorrubicina (DOX); Grupo tratado com doxorrubicina combinado ao
tratamento com metformina (DOX+MET); Grupo tratado com doxorrubicina combinado ao exercicio
fisico aerébio moderado (DOX+ EXER).
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Figura 8. Representacao do protocolo experimental 1.
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3.2.2 Protocolo experimental 2 — Efeito da continuidade do exercicio fisico
aerobio ap6s a quimioterapia em um modelo experimental de cancer
Camundongos C57BL/6 tiveram células de carcinoma de pulméao Lewis (LLC)
inoculadas subcutanemente no flanco direito. Uma semana apo0s o estabelecimento
do tumor, parte desses animais foram submetidos a administragéo intraperitoneal de
doxorrubicina (LLC + DOX) ou combinacao de exercicio fisico aer6bio moderado ao
tratamento quimioterapico com doxorrubicina (LLC+ DOX + EXER). A administracéo
de doxorrubicina ocorreu duas vezes por semana (concentracdo de 2,5 mg/kg peso
corporal) até perfazer a concentracdo de 10 mg/kg peso corporal. O grupo LLC
recebeu o mesmo volume de salina (0,9%). A Figura 9 representa a divisdo dos grupos
experimentais deste protocolo experimental. Para avaliar se havia persisténcia na
perda muscular ap6s a interrupcdo da quimioterapia os grupos de animais foram
eutanasiados com 21 ou 28 dias. Entre a suspensao da doxorrubicina e o 28° dia, 0
grupo LLC + DOX + EXER continuou realizando exercicio fisico aerébio em esteira.
Apos 21 dias (periodo imediato a quimioterapia) ou 28 dias (uma semana apo0s o
Gltima administracao quimioterapica), os camundongos foram submetidos a restricao
alimentar de 6 horas e eutanasiados para a coleta de tecidos e sangue. Os masculos
esqueléticos, tecidos adiposos e tumor foram pesados e armazenados em -80°C para
analises posteriores. A Figura 10 representa o modelo esquematico do protocolo
experimental. Adicionalmente aos grupos acima citados, utilizamos camundongos
C57BL/6 sem tumor (CT) e camundongos C57BL/6 sem tumor tratados com
doxorrubicina (DOX). Conforme exigido pelas diretrizes institucionais todos 0s animais

foram eutanasiados préviamente caso volume do tumor atingisse 1.500 mm?3,



42

|C57BL/6

LLC LLC+ DOX LLC + DOX + EXER

DOX (2,5 mg/kg) DOX (2,5 mg/kg)

Figura 9. Disposicdo dos camundongos para execucdo do protocolo experimental 2. Grupo tumor
(LLC); Grupo tratado com doxorrubicina (DOX); Grupo tratado com doxorrubicina combinado ao
exercicio fisico aerébio moderado (DOX + EXER).
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5x na semana (60 % Vel. Max) 5x na semana (60 % Vel. Max)

rr 1t

' DOX ou salina
2xna semana (2,5 mg/kg)

Figura 10. Representacao do protocolo experimental 2.

3.2.3 Implante das células de carcinoma de pulmao Lewis (LLC)

As células foram mantidas em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM,
GIBCO, Invitrogen, NY), suplementados com penicilina (100U/ml), estreptomicina
(100 pg/ml) e 10% soro fetal bovino (FBS, Atlanta Biological, Lawrenceville, GA).
Foram cultivadas e mantidas em garrafas de cultura a 37°C em uma atmosfera

humidificada contendo 5% de CO2. Foram injetadas subcutaneamente no flanco
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direito dos camundongos 5 x 10° células viaveis (diluidas em solucgéo salina a 0,9%).
Os animais controle receberam o mesmo volume de solugdo salina a 0,9%. A

viabilidade celular foi avaliada por Trypan Blue.

3.2.4 Cultura de células C2C12

As células C2C12 foram mantidas em meio Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM, GIBCO, Invitrogen, NY), suplementados com penicilina (100U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml) e 10% soro fetal bovino (FBS, Atlanta Biological,
Lawrenceville, GA). Foram cultivadas e mantidas em garrafas de cultura a 37°C em
uma atmosfera humidificada contendo 5% de CO?2. Ao atingirem 80% de confluéncia
celular essas células foram submetidas a diferenciacdo por sete dias em solucéo
DMEM 2% de soro de cavalo (HS, Biowest, Nuaillé, FR). Durante o processo de
proliferacdo e diferenciagdo o meio de cultura foi trocado a cada dois dias. Apds a
diferenciacdo as células C2C12 foram submetidas ao tratamento com 100nM de
doxorrubicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, ref. D2975000) ou solugé&o veicular
(DMSO) por 48 horas.

3.2.5 Ensaio MTT

A concentracdo de doxorrubicina utilizada nos ensaios in vitro foram avaliadas
por meio do ensaio de viabilidade celular com MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio). Células C2C12 foram plaquadas em placa de 96
wells (2 x 10% células por pocgo), e diferenciadas apés 24 horas. Uma vez diferenciadas,
foram submetidas ao tratamento com doxorrubicina em diferentes concentracées (0 —
1000 nmol), solucdo veiculo (DMSO) ou controle negativo (apenas DMEM) por 48
horas. Para determinar a viabilidade celular foram submetidas a 3 horas de incubacao
a 37°C em meio de cultura DMEM contendo MTT (0.2 mg/ml). ApOs este periodo o
sobrenadante foi cuidadosamente removido até perfazer um volume final de 25ul. As
células foram entdo homogeneizados com 100 pl por poco de solugéo isopropanol/HCI
(50 mM). A leitura das placas foi realizada em espectrometro (absorbancia de 595
nm). Os dados do grupo experimental foram relativizados em relacdo ao grupo que

recebeu solugéo veiculo.
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3.2.4 Composigéao corporal, ingestéo alimentar e volume do tumor

A ingestao alimentar e o volume do tumor foram monitorados durante todo o
tratamento. A determinacdo do volume tumoral foi realizada utilizando um paquimetro
(Western, Ref.1945). Para esta determinacéo a seguinte equacéo foi utilizada: (mm3)
= abc/2, onde (a) representa comprimento do tumor, (b) a largura e (c) a altura (KIM;
HUAMANI; NIERMANN; LEE et al., 2006). ApOs eutanasia, 0s seguintes parametros
foram mensurados: o peso do musculo séleo, gastrocnémio, musculo extensor longo
dos dedos (EDL), tumor e peso dos coxins adiposos retroperitoneal, epididimal,
mesentérico, subcutaneo e marrom. O indice de adiposidade foi calculado como a

soma de todos os depdsitos tecidos adiposos brancos.

3.2.5 Protocolo de treinamento

No protocolo experimental 1 e 2, os grupos exercitados foram submetidos ao
protocolo de exercicio fisico aerdbio moderado em esteira que correspondeu a cinco
sessdes de treino por semana, de uma hora, a 60% da velocidade méaxima obtido no
teste em esteira (VMax). No periodo anterior ao inicio dos protocolos experimentais,
todos os grupos realizaram 5 sessfes de exercicio fisico aerébio a 10 m/min por 10
minutos como forma de adaptac&o ao treinamento em esteira.

Para determinar a velocidade méxima em esteira foi realizado um teste
incremental, que foi iniciado com 5 min de aquecimento a 10 m/min, e a partir dai
aumentada a velocidade em 3m/min a cada minuto até a exaustdo dos animais. Esta
avaliacdo foi realizada no periodo anterior aos protocolos experimentais para a
determinacao da carga de inicial de trabalho, e durante a Ultima semana, para avaliar
alteracdes no desempenho da corrida em esteira (BATATINHA; LIMA; TEIXEIRA;
SOUZA et al., 2017; SILVEIRA; PIMENTEL; SOUZA; BIONDO et al., 2017).

No protocolo 1 os animais exercitados (DOX + EXER) realizaram corrida em
esteira por seis semanas, intervalo correspondente a todo periodo experimental. No
protocolo 2, o grupo exercitado (LLC + DOX + EXER) iniciou as sess0es de exercicio
fisico aerobio moderado uma semana apos a inoculacéo do tumor. Foram realizadas
duas semanas de treinamento (para os animais que foram eutanasiados no 21° dia)

ou trés semanas (para os animais que foram eutanasiados no 28° dia).
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3.2.6 Histologia do musculo gastrocnémio

Cortes histologicos da regido central musculo gastrocnémio (10 pm) foram
realizados em criostato Leica CM 3050S (Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha)
a -25°C. Utilizamos o método foi adaptado de Baehr e cols. (2016) para determinar a
area de secdo transversal da fibra (AST; ym?). Secbes do corte histolégico do
musculo foram identificadas com anti-laminina (1: 1.000; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) e visualizadas utilizando o método de detecgdo com 3,3'-diaminobenzidina
(DAB), segundo o manual de instru¢do. As imagens foram adquiridas utilizando um
microscopio Nikon E1000 (Melville, NY, USA) e capturadas por meio de uma camera
digital Nikon DMX1200 (Nikon Corporation, Melville, NY, USA). As imagens
digitalizadas foram entdo analisadas utilizando o software Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD). Para cada musculo analisado foram avaliados quatro
campos, sem sobreposicdo de regides, com cerca de 800 fibras analisadas por

animal.

3.2.7 Avaliagao dos parametros séricos

A glicemia, lactato e o0 colesterol total foram avaliadas
no soro através do kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil, Ref. 133, 138, 76 e 87
respectivamente). J4 a insulina, adiponectina, testosterona, corticosterona e VEGF
foram quantificadas pela técnica de imunoensaio (enzyme-linked immunosorbent
assay). O kit de insulina foi obtido da Millipore Corp. (Bedford, MA, EUA, Ref. EZRMI-
13K) e os kits de adiponectina e VEGF foram obtidos da R&DSystems (Minneapolis,
MN, EUA, Ref. DY1119 e DY493 respectivamente). Os kits de corticosterona e
testosterona foram obtidos da Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, EUA. Ref.
500655 e 582701, respectivamente). Todos 0s ensaios colorimétricos foram lidos em
espectrofotometro EON (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) respeitando a
densidade otica ideal estabelecida no manual de fabricacdo de cada um dos kits.
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3.2.8 Determinacao da concentracéo de TNF-a, IL-10, IL-6, IL1ra, IL-18, MCP-1 e
VEGF

O musculo gastrocnémio e o tumor foram homogeneizados em tampéo RIPA
(0,625% de Nonidet P-40, 0,625% de deoxicolato de sédio, fosfato de sédio 6,25mM,
e 1mM de &cido tetra-acético de etilenodiamina a pH 7,4) contendo 10 ug/ml do
coquetel com inibidor de protease (Roche, Mannheim, Alemanha, Ref. 04693116001).
Os homogenatos foram centrifugados a 14000g durante 45 min a 4°C e coletado o
sobrenadante. Avaliamos a concentracdo de proteina através do ensaio de Bradford
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A avaliacao quantitativa de IL-6, MCP-1, IL-10, IL-1j3,
IL1-ra, TNF-a e VEGF foi avaliada por ELISA (DuoSet ELISA, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA Ref. DY406, DY479, DY417, DY401, DY480, DY410 e DY493

respectivamente).

3.2.9 Teste de tolerancia a insulina

Os camundongos permaneceram em restricdo alimentar por 6 horas e tiveram
a glicemia capilar caudal (Accu-Chek Active, Roche, Mannheim, Alemanha) avaliada
a cada 5 minutos ap6s administracdo intraperitoneal de insulina (0,5 Ul/kg de peso
corporal) durante um intervalo de 30 minutos. n =(14-13). A constante de decaimento
da glicose foi mensurada como descrito por Bonora e cols. (BONORA; MANICARDI;
ZAVARONI; COSCELLI et al., 1987).

3.2.10 Teste de toleréancia a glicose

ApOs restricdo alimentar prévia de 6 horas os animais receberam uma dose
intraperitoneal de glicose (2 g/kg peso corporal). A determinacao da glicemia capilar
caudal foi realizada utilizando um glicosimetro (Accu-Chek Active, Roche, Mannheim,
Alemanha) e avaliado nos seguintes pontos ap6s a administracdo da glicose: 0, 5, 15,
30, 60 e 90 minutos. n = (5).



47

3.2.11 Determinagéo da expressédo génica

No musculo gastrocnémio foi avaliada a expresséao genica de MuRF1, Atrogin-
1, FoxO1, FoxO3, Mstn e 116. No tumor foi avaliado a expresséao génica de 116, Abcbla,
Abcg2, Abcc2, Flt-1, FIk-1 e Flt-4. Em células C2C12 foi avaliado a expressdo de
MuRF1, Atrogin-1, Fbxo21l, Fbxo30, FoxO1l1, FoxO3, Capnl, Capn2, Maplic3a,
Mapllc3b e Ulkl. As amostras foram homogenizados em reagente TRIzol (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA, ref. 15596026) para extracdo do RNA
total seguindo as recomendacdes do fabicante (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987). O
RNA foi quantificado por leitura em espectrofotbmetro a 260 nm (A260 nm = 1
corresponde a 44 pug/mL) e o grau de pureza determinado pelo razdo 260/280 nm (no
qual raz&o igual a 2 indica alto grau de pureza). O cDNA foi sintetizado a partir de 2ug
do RNA total extraido utilizando a transcriptase reversa (High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA, Ref. 4368814). A expressao
génica foi quantificada por PCR em tempo real (HIGUCHI; DOLLINGER; WALSH,;
GRIFFITH, 1992), utilizando o aparelho StepOnePlus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, CA, USA) e SYBER Green (Fast SYBR™ Green PCR Master
Mix, Applied Biosystems, CA, USA, ref. 4385612) como marcador fluorescente. A
quantificacdo da expressao dos genes foi realizada usando o método da Ct
comparativa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Foi utilizado como controle interno a
expressao de Rpl-19 (para o gastrocnémio), Actb, Gapdh e Hprt (para o carcinoma de

pulm&o Lewis). A sequéncia de primer’s utilizadas sao descritas na Tabela 1.



Tabela 1. Sequéncias dos primer’s do RT-PCR
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Gene Left Primer Right Primer GenBank

MuRF1 5' GTGTGAGGTGCCTACTTGCTC 3' 5' GCTCAGTCTTCTGTCCTTGGA 3" NM_001039048.2
Atroginl 5' ACAAAGGAAGTACGAAGGAGCG 3' 5'GGCAGTCGAGAAGTCCAGTC 3 NM_026346.3
Fbxo21 5' GGGCAGGTGAGTCCTCTATG 3' 5' GAGCAGAGACATGCTGATGG 3' NM_145564.4
Fbx030 5 CTTCAGTCTCGTGGAATGGTAA 3 5 TGCTCAGGATGTCAGCAAA Z NM_027968.3
Foxol 5' CCCAGGCCGGAGTTTAACC 3' 5' GTTGCTCATAAAGTCGGTGCT 3' NM_019739.3
Foxo3 5' CTGGGGGAACCTGTCCTATG 3' 5' TCATTCTGAACGCGCATGAAG 3 NM_019740.2
Capnl 5" CCAACCTCCCTGATGAGAA 3 5 TGTAGCTCCTTGACGCTGA 3 NM_007600.3
Capn2 5 CTTGCTTCGTGGCTGAGTT & 5" CCCGTAAGTTCAAGGTCCAG ¥ NM_009794.4
Maplic3a 5 GCGCTACAAGGGTGAGAAG 3’ 5 TTGACCAGCAGGAAGAAGG 3 NM_025735.3
Mapllc3b 5 CAAGTTCCTGGTGCCTGAC 3’ 5" GCCGTCTTCATCTCTCTCACT & NM_026160.5
Ulk1l 5" GCAGCACAGACAGCCTACA ¥ 5 TGGAAGAGCCCACTGAGAA 3 NM_001347394.1
Rpl19 5' CAATGCCAACTCCCGTCA 3 5' GTGTTTTTCCGGCAAACGAG 3' NM_009078.2

16 5 GTTGTGCAATGGCAATTCTG 3 5' CCAGTTTGGTAGCATCCATC 3 NM_001314054.1
Abcbla 5' CAGCAGTCAGTGTGCTTACAA 3" 5' ATGGCTCTTTTATCGGCCTCA 3' NM_011076.3
Abcg?2 5' GAACTCCAGAGCCGTTAGGAC 3' 5' CAGAATAGCATTAAGGCCAGGTT 3' NM_011920.3
Abcc2 5' GTGTGGATTCCCTTGGGCTTT 3' 5' CACAACGAACACCTGCTTGG 3 NM_013806.2
Flt1 5' ACGGTTAGCACATTGGTGGT 3 5' AAGCCATTCGGCACATCT 3' NM_010228.4
Flk1 5' GCAGCAGGATGGCAAAGA 3' 5' TAGGCAGGGAGAGTCCAGAA 3' NM_010612.3
Flt4 5' CTGGCAAATGGTTACTCCATGA 3" 5'ACAACCCGTGTGTCTTCACTG 3' NM_008029.3
Hprt 5 GGCTTACCTCACTGCTTTCC 3 5" AATCACGACGCTGGGACT 3 NM_013556.2
Actb S'CCTTCCTTCTTGGGTATGGA 3' 5' GAGGTCTTTACGGATGTCAACG 3' NM_007393.5
Gapdh 5' CAAGCTCATTTCCTGGTATGACA 3" 5'GCCTCTCTTGCTCAGTGTCC 3' NM 001289726.1

3.2.12 Avaliacao da sintese proteica in vivo (SUNSET)

A sintese proteica foi avaliada utilizando o método Surface SEnsing of
Translation (SUNSET), conforme descrito em Baehr et al. (2016). A puromicina € um
antibiotico produzido pela bactéria streptomyces alboniger e que tem uma estrutura
analoga a do aminoacil-RNAt de tirosil. Por esta caracteristica, é incorporada nas
cadeias peptidicas nascentes, de forma que quando utilizada em baixas
concentragdes a assimilagdo desta molécula é tida como um marcador da sintese
proteica. ApOs dissolugdo em solugdo salina estéril, os animais receberam uma
injecédo intraperitoneal de puromicina (EMD Millipore, Billerica, MA, EUA, ref. 540222)
na concentracdo de 0,02 umol/g de peso corporal. Trinta minutos apds esta
administracdo, o musculo gastrocnémio foi rapidamente coletado e armazenado a -
80°C. O musculo esquelético foi pulverizado e homogeneizado em tampéao de lise de
sacarose (Tris 50 mM pH 7,5, sacarose 250 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X

100 a 1%, NaF 50 mM). Apés isto a amostra foi centrifugada a 14000 g por 4 min e as
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concentracbes de proteinas determinadas pelo método de Bradford (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA). A concentracdo de proteinas associadas a puromicina foi

avaliada utilizando um anticorpo primario para puromicina (EMD Millipore).

3.2.13 Immunoblotting

O mdasculo gastrocnémio e o tumor foram homogeneizados em tampao de
extracdo contendo inibidores de protease (Roche Diagnostics GmbH,
Sandhoferstrasse, Mannheim, Alemanha, ref. 11697498001) e fosfatase (Roche
Diagnostics GmbH, Sandhoferstrasse, Mannheim, Germany ref. 4906845001). ApOs
a centrifugacéo, o sobrenadante foi submetido a quantificacao proteica determinadas
pelo ensaio de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), utilizando uma curva padréao
de albumina.

A determinacdo da expressdo proteica foi adaptada conforme descrito por
Towbin e cols. (1979). Foram utilizadas amostras diluidas em tampé&o de Laemmli na
concentracdo de proteina em 50 pg. As amostras foram entdo submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) (SHAPIRO; VINUELA,
MAIZEL, 1967), transferidas para membrana de PVDF e incubadas com anticorpos
primarios contra AMPKa™172 (ref. 2531), AMPKa (ref. 2532), Beclin (ref. 3495), LC3
A/B (ref. 12741), ATG7 (ref. 8558), ATG3 (ref. 3415), ATG5 (ref. 12994) e pNFkBP®
(ref. 3033s), p53 (ref. 32532), Acetil p53L¥s379) (ref. 2570) (obtidos da Cell Signaling
Technology® Danvers, MA, USA), Puromicina (EMD Millipore, Billerica, MA, EUA, ref
540222), GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, ref. SC 25778),
a-actinina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, ref. SC 130619), e depois
incubados com um anticorpo anti-lgG conjugado com peroxidase. ApOs as
incubacdes, estas membranas foram incubadas com o substrato de peroxidase (ECL
Clarity TM, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). No primeiro protocolo experimental o
Ponceau S staining foi utilizado como controle de carregamento das amostras (GILDA,;
GOMES, 2013). No segundo protocolo foi utilizado como controle interno expressao
de GAPDH (musculo esquelético) e a-actinina (tumor). As imagens foram obtidas
utilizando o equipamento Amersham™ Imager 600 (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) e quantificadas por densitometria 6ptica utilizando o software Image J (NIH,
Maryland, USA).
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3.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versao
6.0 para Windows (GraphPad Software, SanDiego, CA, USA). Os dados foram
expressos como média e erro padréo. Para a comparacgao entre dois grupos no ensaio
com células C2C12 foi utilizado o Teste-t de Student. Para determinar a viabilidade
celular foi utilizado o teste ANOVA one-way seguido do pos-teste de Bonferroni. Nos
experimentos in vivo a comparacgao estatistica entre os grupos foi feita por meio do
teste ANOVA one-way ou ANOVA two-way, quando apropriado, seguido do pGs-teste
de Bonferroni. A sobrevida foi avaliada utilizando a curva de Kaplan-Meier e
comparada utilizando o teste de log-rank (Mantel-Cox). O nivel de significancia
adotado foi p < 0,05.



Peso corporal (g)

30

N
o

j
Consumo Alimentar (g/dia)

N
o

15

51

4. RESULTADOS
4.1 Protocolo experimental 1 — Efeito da metformina e do exercicio fisico aerébio

sobre a perda muscular induzida por doxorrubicina

Todos os grupos tratados com doxorrubicina reduziram o peso corporal, de
modo que ambos tratamentos foram incapazes de restaurar este prejuizo (Figura 11
A). Esta mudanca se iniciou a partir da quarta semana de tratamento. Ademais, a
perda de peso corporal pelo tratamento com doxorrubicina foi promovida sem

qualquer alteragao no consumo alimentar (Figura 11 B).

CT

* %% * %% DOX

* DOX+MET
) DOX+ EXER

Figura 11. O tratamento com doxorrubicina diminui o peso corporal. A. Peso corporal durante o
tratamento (g). n= 8-10; B. Ingestdo de alimentos durante o tratamento (g/dia). n=7-4. Os valores
representam a média e o erro padrdo dos dados obtidos a partir da analise. * p <0.05, *** p <0.001 vs.
todos os outros grupos. CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercicio fisico
aerébio moderado.

A reducdo do peso corporal promovida pelo tratamento com doxorrubicina
(DOX) ocorreu as custas da diminuicdo da massa magra e adiposa, sendo que o
tratamento farmacolégico com metformina e exercicio fisico (DOX+MET e
DOX+EXER) ndo mostraram efeitos protetivos nesse contexto. Houve reducdo em
todos os grupos tratados com doxorrubicina no peso do musculo gastrocnémio e
sb6leo, além dos coxins adiposos subcutaneo, epididimal, retroperitoneal e
mesentérico (CT vs. DOX, CT vs. DOX+MET e CT vs. DOX+EXER, p < 0.05) (Tabela

2). O peso do tecido adiposo marrom nao foi modificado (Tabela 2, p > 0.05).
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Para determinar uma concentracdo nao letal de doxorrubicina nos ensaios in
vitro (C2C12) avaliamos a viabilidade celular por MTT. A concentragdao de 100 nM foi
considerada néo letal (p > 0.05), enquanto concentragcdes maiores de doxorrubicina
(200 nM, 500 nM e 1000 nM) reduziram a viabilidade celular (DMSO vs. DOX, p <
0.001) (Figura 12 A). A exposicdo de miotubos C2C12 a doxorrubicina (100nM) por
48 horas aumentou a expresséo de Atroginl, Fbxo21, FoxO1, FoxO3 e Ulkl (DMSO
vs. DOX, p < 0.05) (Figura 12 B). N&ao houve alteracdo na expressdo de MuRF1,
Fbxo30, Map1llc3a, Mapllc3a, Capnl e Capn2 (DMSO vs. DOX, p > 0.05).

Tabela 2. A doxorrubicina causa severa perda de tecido adiposo e de musculo esquelético

CT DOX DOX + MET DOX + EXER
Gastrocnémio 303.4+13.71 209.74£16.32 ***  202.80+11.42***  207.50+10.22***
Séleo 16.80+0.99 11.00+0.66 *** 11.10+0.73 *** 11.78+0.49 ***
T. adiposo subcutaneo 207.1+13.32 89.25+15.53 * 65.92+12.06 * 89.17+10.04*
T. adiposo epididimal 306.1+39.55  48.00+12.18 * 86+44.85 * 37.86+7.44 *
T. adiposo retroperitoneal 78.15+8.55 8.831£3.49 * 3.41+1.13 * 3.66+1.71 *
T. adiposo mesentérico 426.70+24.96 234.60+53.83*  209.40+21.39*  235.30+22.91*
T. adiposo marrom 92.29+13.99 81.13+8.20 57.00+14.19 68.43+12.70

Valores expressos em mg. Os valores representam a média e o erro padréo dos dados obtidos a partir da andlise
de 8-10 animais por grupo. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 vs. grupo CT. T, tecido; CT, controle; DOX,
doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercicio fisico aer6bio moderado.
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Figura 12. Efeito da doxorrubicina na expresséo de proteinas ligadas ao desenvolvimento da protedlise.
A. Viabilidade celular de miotubos submetidas ao tratamento com diferentes concentracbes de
doxorrubicina (0 - 1000nM) por 48 horas. B. Expressdo génica de FoxO, E3 ligases, subunidades
cataliticas de calpainas e proteinas envolvidas no processo de autofagia. Valores representam a média
e 0 erro padrdo da analise dos dados obtidos. n=5-6. DMSO, solu¢éo veiculo - Dimetilsulféxido; DOX,
doxorrubicina. *p < 0.05 vs. DMSO, ** p < 0.01 vs. DMSO; *** p < 0.001 vs. DMSO.



53

Com base nas reducdes do peso do tecido adiposo causado pela doxorrubicina,
avaliamos a concentracéo de adiponectina circulante. Esta adipocina, no entanto n&o
sofreu alteracdo em sua concentracédo (Tabela 3). Tanto o tecido adiposo quanto o
musculo esquelético desempenham um papel fundamental na absorcdo de glicose
mediada por insulina. Baseado na alteragdo da homeostase destes tecidos resultado
do tratamento quimioterapico, avaliamos os indicadores de glicemia e insulinemia. O
tratamento com doxorrubicina diminuiu a glicemia basal (CT vs. DOX, p < 0.01), sem
alteracdo na concentracao de insulina (Tabela 3, p > 0.05). Os tratamentos associados
a quimioterapia ndo reverteram este efeito sobre a glicemia (CT vs. DOX+MET, p <
0.001 e CT vs. DOX+EXER, p < 0.01) (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito da doxorrubicina e associa¢des sobre par@metros séricos

CT DOX DOX+MET DOX+EXER
Glicose (mg/dl) 129.2+4.13 100.246.14**  97.54+5.81 ***  102.3+5.34**
Insulina (ng/ml) 0.63+0.06 0.34+0.07 0.51+0.06 0.60+0.08

Adiponectina sérica (ng/ml) 1493+442.,4 2193+683,9 1330+358,3 1226+253,9

Os valores representam a média e o erro padrdo dos dados obtidos a partir da andlise. * p <0.05; ** p <
0.01; *** p <0.001 vs. grupo CT. CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercicio
fisico aerébio moderado.

A relacdo entre horménios anabdlicos e catabdlicos € sem davida um
importante fator de controle do balanco proteico. Investigamos, portanto, se 0s
tratamentos poderiam causar alteracdes na concentracéo circulante de testosterona
e corticosterona. A concentragdo de corticosterona aumentou no grupo recebeu
doxorrubicina de maneira isolada e a combinacdo a metformina ou exercicio fisico
foram capazes de reduzi-la (CT vs. DOX+MET, p < 0.001; DOX vs. DOX+MET, p <
0.01 e DOX vs. DOX+EXER, p < 0.01) (Figura 13 A). Nao houve alteracdo na

concentracdo de testosterona (Figura 13 B).
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Figura 13. Exercicio fisico aerébico e metformina reduzem o efeito da doxorrubicina sobre a
corticosterona circulante. A. Corticosterona sérica. n = 4-5; B. Testosterona sérica. n = 9-10. Os valores
representam a média e o erro padrédo dos dados obtidos a partir da analise. ** p <0.01; *** p <0.001.
CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercicio fisico aer6bio moderado.

A velocidade méxima obtida em teste de esteira apdés 6 semanas de
treinamento aerébio aumentou no grupo exercitado em comparacao a todos 0s grupos
(CT vs. DOX+EXER, p < 0.05; DOX vs. DOX+EXER, p < 0.001 e DOX+MET vs.
DOX+EXER, p < 0.001) (Figura 14). Camundongos que receberam apenas o
tratamento com doxorrubicina, por outro lado, reduziram o desempenho fisico em
relacdo ao grupo controle (CT vs. DOX, p <0.05) (Figura 14). O desempenho no teste
em esteira rolante néo foi alterado pela administracdo de metformina combinada ao
tratamento com doxorrubicina (CT vs. DOX+MET, p > 0.05) (Figura 14).
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Figura 14. O exercicio aerobico impede a reducéo da velocidade maxima no teste em esteira causada
pela doxorrubicina. A. Velocidade méxima final no teste em esteira (m / min). Os valores representam
a média e o erro padrao dos dados obtidos a partir da andlise. *p <0.05; *** p <0.001. CT, controle;
DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.
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Conforme demonstrado pela Figura 15, a quimioterapia por si s6 causou
reducdo na area de seccéo transversa da fibra muscular (CT vs. DOX, p < 0.001).
Este efeito ndo foi impedido pela combinacdo a metformina ou ao exercicio fisico (CT
vs. DOX+MET, p < 0.001 e CT vs. DOX+EXER, p < 0.01) (Figura 15 A/C).
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Figura 15. Efeito da doxorrubicina e associagfes na area de secc¢do transversa do musculo
gastrocnémio. A. Area de seccdo transversa do musculo esquelético (um2); B. Distribuicio da
frequéncia da éarea de fibra; C. Imagens histolégicas representativas (escala 100pum). Os valores
representam a média e o erro padrdo dos dados obtidos a partir da andlise. n=5-6. ** p <0.01; *** p
<0.001. AST, area de seccéo transversa; CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER,
exercicio fisico aerébio moderado.

O exercicio fisico aerébio e a metformina sdao capazes de influenciar o
metabolismo muscular, sendo este efeito, em parte, atribuido a modulacdo da
atividade de AMPK. Nossos dados demonstram que na comparac¢ao ao grupo tratado

apenas com doxorrubicina (DOX) houve aumento da expressdo da razédo de
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pAMPKo/AMPka total no grupo exercitado, havendo tendéncia de incremento no
grupo que fez coadministracdo com metformina (DOX vs. DOX+MET, p=0.069 e DOX
vs. DOX+EXER, p < 0.05) (Figura 16).
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Figura 16. Efeito na expressdo de AMPk no musculo gastrocnémio. A. Imagem representativa da
andlise de western blot da expressdo de AMPka e AMPka Thr172 no musculo gastrocnémio e sua
guantificacdo. Os valores representam a média e o erro padrao dos dados obtidos a partir da anélise.
n=4-6. * p <0.05. CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercicio fisico aerébio
moderado.

Suportado pelos resultados que demonstraram reducédo na massa muscular no
tratamento com doxorrubicina, avaliamos a sintese proteica. A sintese proteica total
avaliada pela incorporacdo da puromicina foi reduzida pelo tratamento com
doxorrubicina (CT vs. DOX, p <0.05) (Figura 17 A). Por outro lado, o exercicio aerdbio
resgatou parcialmente este efeito, na medida que isto ndo foi observado pela
combinacao a metformina (CT vs. DOX+MET, p <0.05 e CT vs. DOX+EXER, p > 0.05)
(Figura 17 A).
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Figura 17. Efeitos dos tratamentos sobre a sintese proteica no muasculo gastrocnémio. A. Sintese
proteica no musculo gastrocnémio determinado pele método SUnSET. Os valores representam a
média e o0 erro padrdo dos dados obtidos a partir da andlise. n=4-5. * p <0.05. CT, controle; DOX,
doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.

Quando comparado ao grupo controle, o tratamento isolado com doxorrubicina
nao alterou a expressdo de proteinas ligadas a sinalizacdo da autofagia no musculo
gastrocnémio (CT vs. DOX p > 0.05), muito embora os tratamentos combinados
(DOX+MET e DOX+EXER) tenham reduzido a expressdo destas em relagdo ao
tratamento quimioterapico isolado (DOX) (Figura 18). Houve reducao na expressao
de Atg7 tanto pela associacdo ao exercicio fisico quanto pela metformina na
comparacao com o grupo DOX (DOX vs. DOX+MET, p < 0.05; DOX vs. DOX+EXER,
p < 0.05) (Figura 18 A). Os animais exercitados ainda reduziram a expresséo de LC3
A/B em relag&o ao grupo que recebeu apenas doxorrubicina (DOX vs. DOX+EXER, p
< 0.05) (Figura 18 B).



58

Q~
&
N © &
MW MW 9 3 S
(kDa) (kDa) ¢ S & S
SRRl R
s
s
] ]
c o
S c
o 3
e a
1501 ! X | 2501
] x 1
1 1
= 2001
S 1001 I 0
~ = ° -
= o 2 150
o (]
<4 4 8
; 100
g S
o
501
0 :
< 0+ r
v
< 1 < <
<
<)O @Q/ Q/_\_Q/
+ *
oO O+

Figura 18. Efeito do exercicio fisico e metformina durante o tratamento quimioterapico na expressao
de proteinas envolvidas na autofagia. A. Expresséo da proteina Atg7 no musculo gastrocnémio; B.
Expressdo proteica de LC3B no musculo gastrocnémio. Os valores representam a média e 0 erro
padrdo dos dados obtidos a partir da andlise. n=4-6. *p < 0.05. CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET,
metformina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.
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4.2 Protocolo experimental 2 — Efeito da continuidade do exercicio fisico

aerobio ap6s a quimioterapia em um modelo experimental de cancer

Em comparacdo a animais que ndo foram submetidos a nenhum tipo de
tratamento, houve reducéo na sobrevida de camundongos com carcinoma de pulméo
de Lewis tratados com doxorrubicina (LLC vs.LLC+DOX, p < 0.001) (Figura 19 A). A
meédia de sobrevida de animais portadores de tumor (LLC) foi de 36 dias, tendo a
administracdo de doxorrubicina (LLC+DOX) reduzido este intervalo em 8 dias (p <
0.001). No entanto, quando a quimioterapia foi associada ao exercicio fisico este efeito
deletério da quimioterapia foi mitigado (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.001)
(Figura 19 A), de modo que restabeleceu a sobrevida do grupo que combinou
guimioterapia e exercicio fisico a valores semelhantes ao do grupo com tumor (LLC
vs. LLC+DOX+EXER, p >0.05) (Figura 19 A). Interessante notar que, ha auséncia do
tumor, camundongos submetidos a semelhante protocolo de administracdo de
doxorrubicina ndo houve mortalidade (CT vs. DOX, p > 0.05) (Figura 19 B).
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Figura 19. Efeito da combinacdo do exercicio fisico moderado ao tratamento com doxorrubicina na
sobrevida de camundongos. A. Efeito da doxorrubicina e da combinag&o de doxorrubicina e exercicio
fisico na curva de sobrevida de camundongos com carcinoma de pulm&o Lewis. n=18-9. B. Curva de
sobrevida de camundongos C57BL/6 submetidos ao tratamento quimioterdpico na auséncia do
carcinoma de pulmé&o Lewis. n=13-6. O valor de p foi determinado pelo teste log-rank for trend. LLC,
Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.

O tratamento com o doxorrubicina causou reducéo do peso corporal. Contudo,
a continuidade do exercicio fisico, particularmente no periodo pos-quimioterapico
atenuou este efeito (Figura 20 A). No 21° dia todos os grupos tratados com
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doxorrubicina apresentaram reducéo do peso corporal (LLC vs. LLC+DOX e LLC vs.
LLC+DOX+EXER, p <0.01) (Figura 20 A). Camundongos sedentarios e tratados com
doxorrubicina, mesmo mediante a interrupcéo da quimioterapia ndo recuperaram esta
perda de peso, que foi estendida até o 28° dia (LLC vs. LLC+DOX, p < 0.001). Em
contrapartida a continuidade do exercicio fisico apds a interrupcdo da administracéo
de doxorrubicina minimizou este efeito (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05 - 28° dia)
(Figura 20 A). N&o houve alteracdo do consumo alimentar durante ou

sequencialmente a quimioterapia (3° e 4° semana respectivamente) (Figura 20 C).
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Figura 20. Peso corporal e do musculo esquelético de camundongos submetidos ao tratamento com
doxorrubicina combinado ou ndo com exercicio fisico. A. Peso corporal (descontado o peso do tumor).
n=15-9; B. Consumo alimentar. n=9-5. C. Peso do mdusculo. n=15-9; D. indice de adiposidade -
representa a soma do peso dos tecidos adiposos subcuténeo, mesentérico, epididimal e retroperitoneal.
n=15-9. Valores representam a média e o erro padrao da analise dos dados obtidos. *p < 0.05; ** p
<0.01vs. LLC; *** p <0.001 vs. LLC. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio
fisico aerébio moderado.

No periodo imediato a quimioterapia todos o0s grupos tratados com
doxorrubicina apresentaram redugcdo do peso do musculo gastrocnémio (LLC vs.
LLC+DOX e LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 21° dia). Ao passo que com a

interrupcdo da quimioterapia o grupo LLC+DOX permaneceu exibindo esta reducéo

[ Lic + DOX + EXER
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(LLC vs. LLC+DOX, p < 0.05, 28° dia), a retomada do peso deste tecido foi observada
com o prosseguimento das sessbes de exercicio fisico aerobio (LLC+DOX vs.
LLC+DOX+EXER, p < 0.05) (Figura 20 C).

O peso do musculo EDL foi somente influenciado pelo tempo com tumor e ndo
pelos tratamentos. Todos o0s grupos experimentais (LLC, LLC+DOX e
LLC+DOX+EXER) apresentaram reducdo no peso do musculo EDL mediante a
semana adicional de protocolo (21° dia vs. 28° dia, p < 0.05) (Figura 20 C).

A administracdo de doxorrubicina, independentemente do exercicio fisico,
reduziu a massa do musculo s6leo no periodo imediato a quimioterapia (LLC vs.
LLC+DOX e LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 21° dia). Este efeito agudo do
tratamento com doxorrubicina foi, no entanto, anulado pela interrupcdo da
guimioterapia (28° dia). Todos 0s grupos que receberam quimioterapia retornaram a
valores semelhantes de peso do musculo séleo ao patamar de animais portadores de
tumor sem tratamento (LLC vs. LLC+DOX e LLC vs. LLC+DOX+EXER, p >0.05)
(Figura 20 C).

N&o houve alteracdo do peso do musculo tibial anterior imediatamente a
guimioterapia (21° dia, p > 0.05). O grupo de animais que continuou se exercitando
apos a quimioterapia apresentou maior peso do musculo séleo em comparagcdo ao
grupo que recebeu quimioterapia isolada (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05,
28° dia) (Figura 20 C).

Imediatamente a quimioterapia, ambos os grupos tratados com doxorrubicina
apresentaram reducdo do indice de adiposidade (LLC vs. LLC+DOX e LLC vs.
LLC+DOX+EXER, p <0.05, 21°dia). E a presenca do tumor por uma semana adicional
reduziu a massa adiposa em todos os grupos (21° vs. 28° dia, p < 0.05). Esta reducéo,
no entanto, foi em maior extensédo no grupo que fez o uso isolado da doxorrubicina
(LLC vs. LLC+DOX, p < 0.01, 28° dia), de modo que a continuidade do exercicio na
interrupcdo da quimioterapia impediu uma queda mais acentuada no peso destes
coxins adiposos (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05, 28° dia) (Figura 20 D).

Imediatamente ap6s a quimioterapia o desempenho em esteira rolante entre os
grupos foi semelhante (21° dia, p > 0.05). Com a interrupgédo da quimioterapia e
continuidade do exercicio fisico, houve aumento na performance do teste em esteira
no grupo LLC+DOX+EXER (21° vs. 28° dia, p < 0.01). Em contrapartida, o grupo de
animais que recebeu quimioterapia e manteve-se sedentario, demonstraram menor

performance em relagcdo aos animais exercitados no periodo pés-quimioterapico
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(LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28° dia) (Figura 21 A). Nao houve
diferenca em relacdo ao grupo que ndo recebeu tratamento (LLC vs.
LLC+DOX+EXER, p > 0.05).
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Figura 21. Desempenho no teste de esteira rolante de camundongos submetidos a quimioterapia
associada ou nao ao exercicio fisico. A. Velocidade obtida no teste maximo em esteira rolante durante
e apds a quimioterapia. n = 9. Os valores representam a média e o erro padrdo da analise dos dados
obtidos. * p <0,05; aa— p < 0,01 em relag&o ao respectivo grupo no 28° dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma;
DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aer6bio moderado.

Consequéncia do tratamento de curta duragdo com doxorrubicina, as ativacées
de vias de sinalizacdo atréficas tiveram aumento em sua grande maioria no periodo
subsequente a suspensao da quimioterapia. Com excec¢do da expressao génica de
FoxO1, o restante dos genes avaliados (MurRF1, Atroginl, FoxO3) aumentaram no
periodo subsequente a descontinuacéo da utilizacdo do farmaco (28° dia) (Figura 22).

A abordagem quimioterapica isolada contribuiu para o0 aumento da expressao
de Atroginl (LLC vs. LLC+DOX, p < 0.01, 28° dia). Todavia o exercicio fisico durante
e apdés a quimioterapia foi capaz de impedir este aumento (LLC+DOX vs.
LLC+DOX+EXER, p < 0.001) (Figura 22 A).

Houve aumento na expressao de MuRF1 entre o 21° e 28° dia nos animais
sedentarios tratados com doxorrubicina (LLC+DOX, p < 0.01). Ainda que animais
exercitados também tenham recebido quimioterapia, estes ndo aumentaram a
expressao de MuRF1 no periodo pos-quimioterapico (LLC vs. LLC+DOX e LLC+DOX
vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28° dia) (Figura 22 B).

Houve aumento da expresséo génica de miostatina entre o 21° e 28° dia no
grupo LLC+DOX (p < 0.01). Este aumento, no entanto, foi impedido pela combinacao
e continuidade do exercicio fisico aerobio (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05,
28° dia) (Figura 22 C).
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Mesmo apos interrupcdo da quimioterapia o grupo LLC+DOX aumentou a
expressdo de FoxOl entre o 21° e 28° dia (p < 0.001). Enquanto foi observado
diferenca estatistica entre os grupos LLC e LLC+DOX no 28° dia (p < 0.05), este efeito
foi bloqueado nos animais que se exercitaram (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05,
28° dia). Distinto dos outros genes avaliados, evidenciamos que imediatamente ap6s
o tratamento quimioterapico, a combinacao do exercicio fisico a doxorrubicina causou
aumento da expresséo de FoxO1 (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 21° dia)
(Figura 22 D).

Conforme o protocolo experimental prosseguiu, o tratamento com
doxorrubicina isolado (LLC+DOX) aumentou da expresséo de FoxO3 (21° vs. 28° dia,
p < 0.01). Uma semana ap0s o fim do tratamento quimioterapico (28° dia), o grupo de
camundongos que foi submetido a administracdo isolada com doxorrubicina
apresentou aumento da expressdo de FoxO3 (LLC vs. LLC+DOX, p < 0.05). A
combinacdo ao exercicio fisico, no entanto, evitou este aumento (LLC vs.
LLC+DOX+EXER, p > 0.05) (Figura 22 E). Nao houve alteragdo na expressao génica

de IL-6 no musculo gastrocnémio ao longo do protocolo experimental (Figura 22 F).
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Figura 22. Efeito da combinagdo do exercicio fisico ao tratamento com doxorrubicina na expresséo de
proteinas ligadas a protedlise muscular. A. Expressao génica de Atroginl no musculo gastrocnémio; B.
Expressao génica de MurF1 no musculo gastrocnémio; C. Expresséo génica de Miostatina no muasculo
gastrocnémio; D. Expressdo génica de FoxO1l no musculo gastrocnémio; E. Expressdo génica de
FoxO3 no musculo gastrocnémio; F. Expressé@o génica de IL6 no musculo gastrocnémio. Os valores
representam a média e o erro padrao da analise dos dados obtidos. n=5-6. * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001; aa — p <0,01 em relacdo ao respectivo grupo no 28° dia; aaa — p < 0,001 em relagéo ao
respectivo grupo no 28° dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio fisico
aerdbio moderado.

N&do houve alteracdo na sintese proteica imediatamente ao término da
quimioterapia (21° dia, p > 0.05) (Figura 23 A). Contudo, observamos uma resposta
adversa tardia causada pela quimioterapia, uma semana apoés a interrupcdo do

tratamento com doxorrubicina (28° dia). Houve reducédo da sintese proteica nos
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animais que receberam intervencao quimioterapica isolada (LLC vs. LLC+DOX, p <
0.01) sendo que a combinacao ao exercicio fisico ndo impediu esta resposta (LLC vs.
LLC+DOX+EXER, p < 0.01) (Figura 23 B).
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Figura 23. Avaliacdo da sintese proteica imediatamente e apos a quimioterapia. A. Sintese proteica no
musculo gastrocnémio avaliado pelo método SUnSET ao término do ciclo quimioterapico; B. Sintese
proteica no musculo gastrocnémio avaliado pelo método SUNSET apos a suspensédo da quimioterapia.
Os valores representam a média e o erro padrao da analise dos dados obtidos. n=4. ** p <0,01. LLC,
Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.
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N&o houve alteracdo na expressao proteica de Beclin, ATG3, ATG5 e ATG7
imediatamente ou uma semana apos a ultima administracdo de doxorrubicina (Figura

24 A/B).
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Figura 24. Sinalizag&o autofagica no musculo gastrocnémio. A. Expressédo de proteinas envolvidas na
ativagdo autofagica ao término do ciclo quimioterapico. B. Expressédo de proteinas envolvidas na
ativagdo autofagica uma semana apos a suspenséo da quimioterapia. Os valores representam a média
e o0 erro padrdo da andlise dos dados obtidos. n=4. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina;
EXER, exercicio fisico aerdbio moderado.

Determinamos a expresséo de pNF-kB do musculo gastrocnémio, bem como a
concentracdo de citocinas pr6 e anti-inflamatérias no homogenato muscular.
Imediatamente ap6s a quimioterapia (21° dia) houve diminui¢céo da fosforilagdo de NF-
KB p65 nos animais tratados com doxorrubicina (LLC vs. LLC+DOX e LLC vs.
LLC+DOX+EXER, p < 0.05) (Figura 25 A), mas essa diferenca nédo foi encontrada no
protocolo de 28 dias (28° dia, p > 0.05) (Figura 25 B). No periodo imediato a
quimioterapia (21° dia) no musculo gastrocnémio ndo houve alteracdo concentragédo
das citocinas IL-183, IL1-ra, TNF-a e IL-10 (Tabela 4).
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Figura 25. Avaliacdo da expressdo de pNF-kBp65 musculo esquelético. A. Expressao proteica de pNF-
KBp65 no musculo gastrocnémio imediatamente apds a quimioterapia. B. Expresséo proteica de pNF-
KB p65 no musculo gastrocnémio no periodo pos-quimioterapico. Os valores representam a média e o
erro padrdo da analise dos dados obtidos. n=4. * p <0,05. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX,
doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.

Tabela 4. Concentracdo de citocinas pré e anti-inflamatérias no musculo
gastrocnémio imediatamente ao tratamento quimioterapico

Grupos experimentais

Citocinas 21 dias

LLC® LLC+DOX®™ LLC+DOX+EXER®
TNF-a 38.48 + 23.58 59.5 + 23.08 60.42 +16.09
IL-1B 20.97+ 12.92 10.43+1.40 12.14+2.61
IL1-ra 28.93+8.32 67.29 + 25.88 76.82 + 26.16
IL-10 30.07 + 7.56 38.06 + 9.70 69.39 + 32.50

Valores expressos em pg/mg proteina. Valores representam a média e o erro
padrdo dos dados obtidos. n=9-7. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX,
doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aer6bio moderado.

Nossos resultados confirmaram os efeitos antitumorais da doxorrubicina,

levando a desaceleracao do crescimento tumoral. Os grupos de animais tratados com
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doxorrubicina apresentaram redugdo do crescimento tumoral imediatamente ao
término da intervencéo quimioterapica (LLC vs. LLC+DOX e LLC+DOX+EXER, p <
0.001, 21° dia). No entanto no periodo poés-quimioterapico, camundongos que
receberam doxorrubicina e permaneceram sedentarios aumentaram a taxa de
crescimento tumoral em uma proporc¢éo superior ao de animais que continuaram se
exercitando (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28° dia). Ambos 0s grupos
tratados com doxorrubicina apresentaram menor volume tumoral no 28° dia em
relacdo ao grupo de animais que nao receberam quimioterapia (LLC vs. LLC+DOX e
LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.001) (Figura 26 A).
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Figura 26. Efeito do tratamento quimioterapico com doxorrubicina e da combinagéo ao exercicio fisico
aerobio no crescimento tumoral e na expressao de IL-6. A. Curva de crescimento tumoral (mm?3). n=
20-18. *** p <0,001 vs. LLC. # p <0,05 vs. LLC + DOX. B. Imagens representativas do tamanho do
tumor ao fim do ciclo quimioterapico e apos uma semana C. Expressao proteica de IL-6 ho homogenato
tumoral (pg/mg proteina). n=5-6. ** p < 0.01; aaa — p < 0,001 em relacéo respectivo grupo no 28° dia.
Os valores representam as médias e erro padrdo dos dados obtidos. Lewis Lung Carcinoma; DOX,
doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.
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Em virtude das altera¢gbes causadas pelos tratamentos no crescimento tumoral,
avaliamos a expressdo de proteinas que poderiam estar influenciando o atraso
crescimento do tumoral causado pelo exercicio fisico quando a intervencdo com
doxorrubicina foi finalizada. No periodo pdés-quimioterapico houve aumento da
expressao proteica de p53 e p53 acetilada (Lys379) no grupo que continuou se
exercitando (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28° dia). Neste instante ndo houve
efeito causado pela quimioterapia isolada (LLC vs. LLC+DOX, p > 0.05, 28° dia)
(Figura 27 A).
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Figura 27. Expresséo de p53 no homogenato tumoral apds a suspensao da quimioterapia. A. Expressao
proteica de p53 e Acetil p53 (Lys379). n=4. Valores representam a média e o erro padrdo da analise
dos dados obtidos. * p <0,05. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio fisico
aerdbio moderado.

N&o houve alteracdo na expressdo génica de Abcbla, Abcg2 ou Abcc2,

proteinas envolvidas no efluxo de doxorrubicina (p > 0.05) (Figura 28 A/B/C).
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Figura 28. Avaliagdo da expressdo génica de proteinas transportadoras de doxorrubicina
imediatamente e apdés interrup¢do do tratamento quimioterapico. A. Expressao génica de Abcbla; B.
Expressao génica de Abcc2; C. Expressao génica de Abcg2. Valores representam a média e o erro
padrdo da analise dos dados obtidos. n=5-6. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER,
exercicio fisico aerébio moderado.

No 28° dia, a concentracdo de VEGF sérico foi reduzido com o tratamento
quimioterapico isolado (LLC vs. LLC+DOX e LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p <
0.05), enquanto que a combinacdo com o0 exercicio fisico reestabeleceu a
concentracdo de VEGF a uma condicdo semelhante ao do grupo que nao se submeteu
a nenhum tratamento (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05) (Figura 29 A). Inclusive a
concentracdo de VEGF no homogenato tumoral foi maior nos animais que
combinaram quimioterapia e exercicio fisico em relacdo aqueles que receberam a
guimioterapia e permaneceram sedentarios (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p <
0.05) (Figura 29 B).
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Figura 29. Efeito do tratamento com doxorrubicina e da combinag¢do ao exercicio fisico aerébio na
expressdo de VEGF. A. Concentracdo de VEGF no soro no 28° dia; B. Concentracdo de VEFG do
tumor no 28° dia. Valores representam a média e o erro padréo da andlise dos dados obtidos. n=5-6.
*p <0.05; ** p <0.01. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aerdbio

moderado

N&o houve alteragéo da expresséo dos receptores de VEGF (Flt1, Flk1 e Flt4)

no periodo imediato ou ap6s uma semana apos a interrupcao da quimioterapia (Figura
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Figura 30. Expressédo génica dos receptores de VEGF no tumor. A. Expressdo génica de Flt1; B.
Expressdo génica de Flk1; A. Expressao génica de Flt4. Os valores representam a média e o erro
padréo dos dados obtidos. n=5-6. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio

fisico aerébio moderado.
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Adicionalmente avaliamos a expressao de citocinas no homogenato tumoral. A
descontinuacao do tratamento quimioterapico causou aumento da concentracdo de
IL-6 no grupo LLC+DOX (21° vs. 28° dia, p < 0.001). Este aumento, no entanto, foi
contido no grupo que se exercitou (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER e LLC vs.
LLC+DOX, p < 0.01, 28° dia) (Figura 26 C).

A doxorrubicina (LLC+DOX) reduziu a expresséo de IL1-ra no homogenato
tumoral imediatamente apds o fim do ciclo quimioterapico em relacdo ao grupo que
nao recebeu tratamento (LLC vs. LLC+DOX, p < 0.05, 21° dia), enquanto que este
efeito ndo foi observado nos animais que combinaram o tratamento com doxorrubicina
ao exercicio fisico (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05, 21° dia). Com a suspensao
da quimioterapia (28° dia), a concentracdo de IL1-ra no grupo LLC+DOX retornou a
valores semelhantes ao grupo LLC (p > 0.05) (Tabela 5).

A concentragao de MCP-1 foi somente influenciada pelo tempo com tumor (21°
dia vs. 28° dia, p < 0.001) e nado pelos tratamentos. Todos os grupos (LLC, LLC+DOX
e LLC+DOX+EXER) apresentaram diminuicao da expressao de MCP-1 com a semana
adicional de protocolo experimental (Tabela 5). Nao houve alteracdo na concentracao

de IL-10 e IL1-B ao longo do protocolo experimental (Tabela 5).

Tabela 5. Concentragdo de citocinas pré e anti-inflamatérias no homogenato tumoral imediatamente e apos interrup¢do do
tratamento quimioterapico.

Grupos experimentais

Citocina 21 dias 28 dias

LLC ® LLC + DOX ® LLC+DOX+EXER® LLC ® LLC + DOX® LLC+DOX+EXER®
MCP-1 39.87+3.29aaa 36.27+3.49 aaa 32.74+3.40 aaa 13.51+0.74 19.48+3.15 14.95+1.92
IL1-B 239.47+22.65 170.17+46.99 229.00+24.28 210.28+30.50 192.23+8.19 262.16+12.09
IL1-ra 2302.90+303.04 1258.74+356.36* 1456.32+ 364.47 1826.03+233.96 1236.84+144.33 1427.77+60.06
IL-10 5.71+1.02 6.08+0.54 8.27+2.47 6.78+1.50 10.15+3.37 6.48+1.50

Valores expressos em pg/mg proteina. Valores representam a média e o erro padréo dos dados obtidos. n=5-6. * - p <0.05 vs.
grupo LLC no mesmo periodo. aaa - p < 0.001 em relacdo respectivo grupo no 28° dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX,
doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.

O exercicio fisico combinado a doxorrubicina diminuiu a concentragdo de
lactato sanguineo no periodo imediato a quimioterapia em comparagéo ao grupo que
recebeu o farmaco de maneira isolada (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p <0.05, 21°
dia). Esta diferenca nao foi estatisticamente significante em relacdo aos animais que
nao receberam tratamento (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05) (Tabela 6). Houve,

no entanto, um aumento tardio de lactato sanguineo em ambos 0s grupos tratados
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com doxorrubicina (21° vs. 28° dia, p < 0.05). Com a suspenséo da quimioterapia (28°
dia) verificou-se 0 aumento da concentracdo de lactato sanguineo nos grupos
LLC+DOX e LLC+DOX+EXER em comparacdo ao grupo que nao recebeu nenhum
tratamento (LLC vs. LLC+DOX; LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28° dia). O
colesterol total e o triglicérides ndo foram alterados durante o protocolo experimental
(Tabela 6).

Tabela 6. Pardmetros séricos

Grupos Experimentais

Parametros 21 dias 28 dias
LLC®) LLC+DOX® LLC+DOX+EXER® LLC® LLC+DOX® LLC+DOX+EXER®
Colesterol total 174+£19.52 160.9+21.7 132.5+18.53 126.62+17.54 122.22+4.78 120.95+4.54
Triglicérides 118.8+3.51 110.80+9.76 127.70+15.56 151.86+20.56 114.79+32.69 89.63+13.95
Lactato 47.87+3.42 55.48+7.81a 35.37+1.56 #a 46.16+4.15 103.47+7.18* 88.31+4.49 *

Valores expressos em mg/dl. Valores representam a média e o erro padrdo dos dados obtidos. n=9-6. * - p<0.05 em
relacéo ao grupo LLC no mesmo periodo; # - p < 0,05 em relacéo ao grupo LLC + DOX no mesmo periodo; a - p < 0,05 em
relagdo ao respectivo grupo no 28° dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aerdbio
moderado.

Embora tenhamos observado efeitos relativos ao tempo com tumor (21° vs. 28°
dia, p < 0.05), ndo observamos diferencas relativas aos tratamentos (quimioterapia ou
combinacgdo quimioterapia e exercicio fisico) nos valores de glicemia. Camundongos
gue nao receberam recurso terapéutico ou que mantiveram o exercicio fisico apos a
suspensao da quimioterapia (LLC e LLC+DOX+EXER) elevaram a glicemia entre o
21° e 28° dia (p < 0.01), enquanto isto ndo foi observado no grupo de animais
submetidos apenas a quimioterapia (LLC, p > 0.05) (Tabela 7). Nao houve alteracéo
na insulinemia, tolerancia a glicose ou sensibilidade a insulina durante o protocolo

experimental (Figura 31 A/C).

Tabela 7. Concentracao sérica de glicose e insulina

Grupos experimentais

Parametros 21 dias 28 dias
LLC®) LLC+DOX® LLC+DOX+EXER® LLC®) LLC+DOX® LLC+DOX+EXER®)
Glicose(mg/dl) 142.63+10.20aa 116.7+7.34 117.89+6.55aa 190.26+22.35 150,00+10.27 175.40+5.72
Insulina(ng/ml) 1.14+0.51 0.89+0.10 0.92+0.19 1.16+0.14 1.00+0.47 0.87+0.16

Valores representam a média e o erro padrédo dos dados obtidos. n=8. aa — p < 0,01 em relacao respectivo grupo no 28°
dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.
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Figura 31. Determinagéo da sensibilidade e tolerancia a glicose durante o tratamento quimioterapico
com doxorrubicina combinado ou ndo ao exercicio fisico. A. Constante de decaimento da glicose (KiTT);
B. Curva da glicemia ap0s injec&o intraperitoneal de insulina (0,5 Ul); C. Area sob curva do teste de
tolerdncia a glicose; D. Curva da glicemia apds injecdo intraperitoneal de glicose (2 mg/kg peso
corporal). Os valores representam a média e o erro padrao da analise dos dados obtidos. LLC, Lewis

Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercicio fisico aerébio moderado.



75

5. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que o exercicio fisico aerdbio foi capaz de
atenuar a atrofia muscular promovida pelo tratamento com doxorrubicina apenas no
periodo pos-quimioterapico. Esse efeito pode ser atribuido, em parte, a reducdo da
expressdo de proteinas relacionadas ao catabolismo muscular. Além disso, a
combinacdo do exercicio fisico a administracdo quimioterapica ndo prejudicou 0s
efeitos antitumorais desta antraciclina e, inclusive, minimizou a retomada da taxa de
crescimento tumoral apdés a interrupcdo do tratamento farmacoldégico.

Embora simultaneamente, a associa¢éo da quimioterapia com o exercicio fisico
ou metformina ndo tenham atenuado a perda muscular, houve minimizacao de outros
efeitos adversos comuns relacionados a administracdo desta antraciclina. Ambas
abordagens promoveram a normalizagdo da concentragdo circulante de

corticosterona, enquanto apenas a combinacao ao exercicio fisico aerdbio reduziu a
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Figura 32. Efeito da continuidade do exercicio fisico apds a interrup¢do da quimioterapia em um
modelo experimental de cancer.
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Apesar da doxorrubicina ser um recurso terapéutico amplamente eficiente no
tratamento de pacientes oncoldgicos, seu uso deve ser restrito devido aos efeitos
colaterais adversos, que podem inclusive se manifestar subsequentemente ao término
do ciclo quimioterapico (CHATTERJEE; ZHANG; HONBO; KARLINER, 2010; FAHIM;
KATAYA; EL-KHARRAG; AMER et al, 2011; LOPES; MEISEL; DIRNAGL;
CARVALHO et al., 2008; PUGAZHENDHI; EDISON; VELMURUGAN; JACOB et al.,
2018).

A manutencdo do exercicio fisico sequencialmente ao tratamento com
doxorrubicina amenizou a perda de peso e a atrofia muscular. Mesmo apés a
suspensao da utilizacdo do agente antineoplasico houve persisténcia na perda
muscular, tendo essa sido minimizada pela continuidade do exercicio fisico. Isso
ocorreu em parte pela reducédo do catabolismo muscular, sobretudo pela diminuicédo
da sinalizacdo do sistema ubiquitina-proteassoma. O emprego da doxorrubicina em
condi¢cdes oncoldgicas é largamente descrito na literatura e, portanto, era de se
esperar que levasse a reducao do crescimento tumoral (BANDYOPADHYAY; WANG;
AGYIN; TANG et al., 2010; LI; WANG; ZHI; YOU et al., 2018; MIRA; CARMONA-
RODRIGUEZ; PEREZ-VILLAMIL; CASAS et al.,, 2018; SPETH; VAN HOESEL;
HAANEN, 1988; THORN; OSHIRO; MARSH; HERNANDEZ-BOUSSARD et al., 2011).

Embora saibamos que o efeito toxico da doxorrubicina no tecido cardiaco possa
ocorrer anos apos o fim do tratamento, esse efeito em outros tecidos periféricos tem
sido amplamente negligenciado (HEQUET; LE; MOULLET; PAULI et al.,, 2004;
LIPSHULTZ; COLAN; GELBER; PEREZ-ATAYDE et al., 1991; MITRY; LAURENT;
KEITH; SIRA et al., 2020; STEINHERZ; STEINHERZ; TAN; HELLER et al., 1991).
Nossos achados levantam uma importante questao sobre o papel desempenhado pelo
exercicio fisico durante e apdés o tratamento quimioterapico no gerenciamento da
atrofia muscular persistente. Um fato que se destacou em nossos resultados foi este
desdobramento da sinalizacdo catabdlica no muasculo esquelético mesmo apos a
suspensao da doxorrubicina.

Ao longo dos ultimos anos tem sido amplamente discutido a contribuicdo dos
quimioterapicos no desenvolvimento da atrofia muscular (COLETTI, 2018;
DAMRAUER; STADLER; ACHARYYA; BALDWIN et al., 2018; GILLIAM; MOYLAN;
PATTERSON; SMITH et al., 2012; GILLIAM; ST CLAIR, 2011; KAVAZIS; SMUDER;
POWERS, 2014). E esse é realmente um topico importante, visto que a perda

muscular é uma condicdo recorrente em pacientes sob este tipo de tratamento.
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Investigamos entdo o efeito de uma abordagem farmacolégica e outra néo
farmacoldgica nos efeitos colaterais induzidos pelo tratamento quimioterapico com
doxorrubicina. Na presenca do tumor, avaliamos a importancia da continuidade do
exercicio fisico aerébio apds a suspenséo da quimioterapia na protecao contra a perda
muscular.

Dentre os fatores que contribuem para a atrofia muscular estd o aumento da
degradacdo de proteinas sarcoméricas pela ativacdo do sistema ubiquitina-
proteassoma (BILODEAU; COYNE; WING, 2016). Atroginl e MuRF1 s&o ubiquitinas
E3-ligases seletivamente expressas no musculo esquelético que tem importancia na
progressédo da perda muscular. Elas promovem a poliubiquitinacdo de proteinas que
devem ser direcionadas ao proteassoma 26S (BODINE; LATRES; BAUMHUETER,;
LAI et al., 2001; GOMES; LECKER; JAGOE; NAVON et al., 2001). Ao passo que a
ubiquitinacdo é uma etapa essencial para a degradacdo de proteinas por esse
sistema, a transcricdo de Atroginl e MuRF1 é comumente utilizada como marcador-
chave de sua ativacdo. O aumento da expresséo de Atroginl e MuRF1 no musculo
esquelético aumenta durante o desenvolvimento de atrofia muscular e, como tal,
aumenta com a utilizagdo da doxorrubicina (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014).
Todavia ndo tenhamos observado esse efeito imediatamente ao término do ciclo
quimioterapico, isto ocorreu subsequentemente, podendo ter sido relacionado ao uso
de um modelo experimental de caguexia associada ao cancer ou pelo curto periodo
de administracdo desta antraciclina. Em contrapartida ao efeito do uso isolado da
doxorrubicina, a manutencdo do exercicio fisico apds a suspensao da quimioterapia
reduziu a expressao tardia das ubiquitinas E3-ligases.

A regulacéo transcricional dos atrogenes esta ligada ao aumento das vias de
sinalizagdes catabdlicas Akt/FoxO, (IkBa) /nuclear factor kappa B (NFkB) e MAPKs
(GLASS, 2005). O papel central da via Akt/FoxO na protedlise deve-se ao fato de que
sua sinalizacdo leva ao aumento transcricional de ambas ubiquitina-ligases (MuRF1 e
Atroginl) (GLASS, 2005). A transcricao de FoxO 1/3 aumenta em diversas condi¢oes
atréficas, sendo esse um processo altamente regulado (BROCCA; TONIOLO;
REGGIANI; BOTTINELLI et al., 2017; JUDGE; WU; BEHARRY; ROBERTS et al.,
2014; MILAN; ROMANELLO; PESCATORE; ARMANI et al., 2015; O'NEILL;
BHARDWAJ; PENNIMAN; KRUMPOCH et al., 2019; REED; SANDESARA,; SENF;
JUDGE, 2012; SANDRI; SANDRI; GILBERT; SKURK et al., 2004; SMITH;
ALAMDARI; O'NEAL; GONNELLA et al., 2010). Parte da protedlise gerada pelo
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tratamento quimioterdpico com doxorrubicina se deve a ativacdo da protedlise via
sinalizacdo FoxO (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014). A diminuicdo da
fosforilacdo de Akt favorece a translocacdo de FoxO 1/3 para o nucleo, levando a
expressdo das ubiquitina-ligases. Demonstramos que o tratamento transitorio e de
curta duracdo com doxorrubicina gera o aumento tardio da transcricdo de FoxO 1/3,
sendo que, quando a quimioterapia € combinada com o exercicio fisico, esse efeito &
suprimido.

Outro fator contribuinte para a atrofia muscular gerada pelo tratamento com
doxorrubicina foi 0 aumento da expressédo de miostatina. A ativacdo da sinalizagao
miostatina/SMAD € um dos principais reguladores negativos do crescimento muscular
(LEE; MCPHERRON, 2001; SARTORI; MILAN; PATRON; MAMMUCARI et al., 2009).
O aumento da expresséao desta proteina é verificado durante a perda muscular e tem
sido inclusive alvo de inibidores farmacologicos na tentativa de preservar a massa
magra durante o tratamento quimioterapico com doxorrubicina (HULMI; NISSINEN;
RASANEN; DEGERMAN et al., 2018; LIU; QIAO; GE; SHANG et al., 2019; NISSINEN;
DEGERMAN; RASANEN; POIKONEN et al., 2016). Portanto, a redu¢ao da transcricao
de miostatina causada pelo exercicio fisico parece ser um dos aspectos centrais
ligados & amenizagdo da atrofia muscular de nosso modelo. Este efeito tem sido
reportado tanto em modalidades de endurance quanto de resisténcia (HITTEL,;
AXELSON; SARNA; SHEARER et al., 2010; LOUIS; RAUE; YANG; JEMIOLO et al.,
2007), onde um curto periodo de exercicio fisico de endurance reduz a expressao de
miostatina proporcionada pelo tratamento com doxorrubicina (KAVAZIS; SMUDER,;
POWERS, 2014).

O promotor do gene da miostatina é classicamente ativado por FoxOl e
proteinas SMAD (ALLEN; UNTERMAN, 2007). Além disso, glicocorticoides
enddgenos podem contribuir com o aumento da expressédo de miostatina via interacéo
com o elemento responsivo a glicocorticéides (GRE) (GILSON; SCHAKMAN;
COMBARET; LAUSE et al., 2007; QIN; DU; YANG; ZHANG et al., 2013). O tratamento
com doxorrubicina aumenta a concentracao circulante de corticosterona (DE LIMA
JUNIOR; YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al., 2016; KWATRA; JANGRA,;
MISHRA; SHARMA et al., 2016; PREZIOSI; VACCA; RAGAZZONI; DEL CARMINE et
al., 1989). E este aumento na producdo de glicocorticéides endogenos facilita a
ativacdo de sinais catabdlicos no musculo esquelético (BRAUN; MARKS, 2015;
BRAUN; SZUMOWSKI; LEVASSEUR; GROSSBERG et al., 2014; MA; MALLIDIS;
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BHASIN; MAHABADI et al., 2003). Tanto a combinacao ao exercicio fisico quanto a
metformina foram capazes de reduzir o aumento da concentracao de corticosterona
causado pelo uso de doxorrubicina. Coletivamente estes dados nos sugerem que 0
bloqueio da expressao de miostatina pelo exercicio fisico se da através da reducao
da concentracao circulante de corticosterona e na atenuacao da expresséo de FoxO1.

Além de reduzir a sintese proteica, a transducdo do sinal da ligacdo da
miostatina em seu receptor proporciona o aumento da proteélise mediada via sistema
ubiquitina-proteassoma. O aumento da transcricdo de E3 ligases pela miostatina é
regulado positivamente via sinalizacdo Akt/FoxO (MCFARLANE; PLUMMER,;
THOMAS; HENNEBRY et al., 2006). Assim, a represséao da transcricao dos atrogenes
promovido pelo exercicio fisico apds a interrupcdo da quimioterapia relaciona-se
também a reducdo da expressao de miostatina. Além disso, foi demonstrada a inter-
relacdo da contracdo muscular e miostatina (LESSARD; MACDONALD; PATHAK;
HAN et al., 2018). O processo contratil proporcionado pelo exercicio fisico, sobretudo
na modalidade de resisténcia de forca, causa a ativacdo de JNK e consequente
fosforilacdo de sitios alternativos em SMAD2. Essa sinalizacdo ndo canénica impede
a translocacao do fator de transcricdo SMAD2 para o nucleo, favorecendo os efeitos
positivos do exercicio fisico sobre a massa muscular (LESSARD; MACDONALD;
PATHAK; HAN et al., 2018).

O desenvolvimento e a progressado do cancer sdo constantemente associados
a um alto estado inflamatério (COUSSENS; WERB, 2002). O exercicio fisico, por outro
lado, possui acdo anti-inflamatdria sistémica, em especial se realizado em intensidade
moderada (MURPHY; ENOS; VELAZQUEZ, 2015; PETERSEN; PEDERSEN, 2005).
Nesse sentido, parte dos efeitos benéficos do exercicio fisico como coadjuvante no
tratamento do cancer devem-se as alteracdes imunologicas e inflamatorias
(MURPHY; ENOS; VELAZQUEZ, 2015). As citocinas pro-inflamatoérias possuem um
papel central na intensificacdo do processo de perda muscular durante o cancer,
muitas das quais levam ao aumento da sinalizacao do fator de transcricdo NF-kB (LI,
MALHOTRA; KUMAR, 2008).

A producéo de fatores inflamatorios no cancer pelas células tumorais e pelo
hospedeiro € um dos gatilhos para o desenvolvimento da atrofia muscular, dentre os
qguais a citocina IL-6 possui papel central. A IL-6 é uma das principais citocinas

reguladoras da homeostase do musculo esquelético, no qual o aumento sustentado
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de sua concentracdo leva ao balanco proteico negativo e progressédo da caquexia
associada ao cancer (CARSON; BALTGALVIS, 2010; NARSALE; CARSON, 2014).

Embora muitos tipos celulares possam sintetizar IL-6, evidéncias sugerem que
o tumor € uma importante fonte produtora dessa citocina, 0 que conduz ao aumento
de suas concentracdes sistémicas. Isso pode ser evidenciado em modelos animais,
quando os tumores primarios sdo cirurgicamente extraidos, isso gera diminuicdo da
concentracdo de IL-6, e por consequéncia, a amenizacdo do estado caquético
(STRASSMANN; FONG; KENNEY; JACOB, 1992). Efeito semelhante é verificado
mediante a utilizacdo de anticorpos para antagonizar a acao desta citocina (ANDO;
TAKAHASHI; KATO; KANEKO et al, 2014). De maneira oposta, ha um
aprofundamento da perda muscular mediante o uso do modelo de carcinoma de
pulmdo Lewis (LLC) que expressa constitutivamente altas concentracdes de IL-6
(ANDO; TAKAHASHI; KATO; KANEKO et al.,, 2014; OHE; PODACK; OLSEN;
MIYAHARA et al., 1993).

Afora isso, o tratamento quimioterapico com doxorrubicina contribui para o
aumento da concentracao de IL-6 circulante, enquanto o exercicio fisico pode reduzir
a transcricdo de IL-6 no tumor (SAUTER; WOOD; WONG; IORDANQV et al., 2011;
SHALAMZARI; AGHA-ALINEJAD; ALIZADEH; SHAHBAZI et al., 2014). Nossos dados
demonstraram que o0 tratamento quimioterapico isolado promove o aumento da
expressao de IL-6 no tumor no periodo pos-quimioterapico, o que foi amenizado pela
continuidade do exercicio fisico aerébio. O catabolismo muscular provocado pelo
aumento de IL-6 advém da ligacdo desta citocina ao seu receptor e da ativacdo da
cascata IL-6/gp1l30/STAT3 (MILLER; MCLEOD; ALHAYYANI; SZCZEPNY et al.,
2017). Durante a caquexia promovida pelo desenvolvimento tumoral em
camundongos portadores de tumor de pulméao do tipo Lewis (LLC), a transduc¢éo do
sinal via gp130 € importante para a ativacdo de FoxO3a, de modo que o bloqueio de
STAT3 reduz a atrofia muscular (BONETTO; AYDOGDU; JIN; ZHANG et al., 2012,
PUPPA; GAO; NARSALE; CARSON, 2014).

A autofagia € um importante processo catabolico que envolve a degradacéo de
componentes celulares velhos e em funcionamento inadequado (JIANG; MIZUSHIMA,
2014). Contribui e interage com 0s outros sistemas proteoliticos de forma que, 0
desbalanco nos niveis de autofagia no musculo esquelético podem favorecer a perda
muscular e o desenvolvimento de doencas metabdlicas associadas a este tecido
(JIANG; MIZUSHIMA, 2014; NEEL; LIN; PESSIN, 2013). Muito embora Smuder e cols.
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(2011a) tenham demonstrado a intensificacdo da autofagia como etapa essencial para
o desenvolvimento da atrofia muscular induzida por doxorrubicina, este aumento n&o
foi observado em nossos modelos.

Resultados em animais sem tumor ja suportavam a compreensao de que o
tratamento com doxorrubicina causaria reducdo na sintese proteica total (DE LIMA;
DE SOUSA; DE; MARSHALL et al., 2018). A administracdo crénica de doxorrubicina
reduz a cascata de sinalizacdo de mTOR e a fosforilacdo de 4E-BP1 pelo aumento da
proteina REDD1 (DICKINSON; D'LUGOS; MAHMOOD; ORMSBY et al.,, 2017,
NISSINEN; DEGERMAN; RASANEN; POIKONEN et al.,, 2016). No entanto, a
recuperacdo da massa magra no periodo pds quimioterapico em animais com tumor
e exercitados ndo ocorreu em virtude do aumento da sintese proteica, que
permaneceu reduzida. Por conseguinte, o efeito positivo da continuidade do exercicio
fisico na minimizacdo da atrofia muscular tardia foi consequencia da reducdo da
protedlise muscular.

A fadiga é frequientemente relatada durante o tratamento com quimioterapicos,
0 que tem sido associado a piora da qualidade de vida dos pacientes (CAMPOS;
HASSAN; RIECHELMANN; DEL GIGLIO, 2011). Durante o tratamento com
doxorrubicina isso é sustentado por prejuizos a funcéo de muasculos respiratérios e de
musculos periféricos, além de ser resultado da prépria cardiotoxicidade (GILLIAM,;
MOYLAN; CALLAHAN; SUMANDEA et al., 2011; LEE; KWON; JANG; COSIO-LIMA
et al., 2020; MONTALVO; DOERR; MIN; SZETO et al., 2020; POWERS; DUARTE; LE
NGUYEN; HYATT, 2019). No musculo estriado esquelético isto ocorre de diferentes
maneiras, como por alteracdes metabdlicas, aumento do dano mitocondrial e
comprometimento da juncdo neuromuscular juncdo neuromuscular (DE LIMA
JUNIOR; YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al., 2016; GUIGNI; FIX; BIVONA,;
PALMER et al., 2019; HUERTAS; MORTON; HINKEY; ICHINOSEKI-SEKINE et al.,
2020; TARPEY; AMORESE; BALESTRIERI; FISHER-WELLMAN et al., 2019).

A fim de gerir esta condi¢do, o exercicio fisico tem sido prescrito como uma
abordagem terapéutica ndo farmacolégica (JOHNSSON; DEMMELMAIER; SJOVALL,;
WAGNER et al., 2019; WITLOX; HIENSCH; VELTHUIS; STEINS BISSCHOP et al.,
2018). O exercicio fisico durante o tratamento com doxorrubicina proporciona melhora
da func&o mitocondrial, aumento da sinalizacéo via AMPk e preservagao da juncéo
neuromuscular (DE LIMA; DE SOUSA; DE; MARSHALL et al.,, 2018; HUERTAS;
MORTON; HINKEY; ICHINOSEKI-SEKINE et al., 2020; SMUDER, 2019). Apesar dos
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efeitos toxicos da quimioterapia no muasculo esquelético, o tratamento com
doxorrubicina ndo interrompe completamente a eficiéncia adaptativa deste tecido
(BREDAHL; PFANNENSTIEL; QUINN; HAYWARD et al., 2016). A continuidade do
exercicio fisico apos a interrup¢cdo da quimioterapia, mesmo quando iniciado em
condi¢cbes extremamente adversas, COmo a que representa a presenga do tumor, nao

impediu, por exemplo, a melhora do desempenho no teste em esteira.

Efeitos no tumor

O uso simultdaneo da doxorrubicina e do exercicio fisico ndo afetou a
capacidade tumoricida deste agente antineoplasico. Contudo, com a abordagem
farmacoldgica isolada, o crescimento tumoral foi intensificado com a suspenséo do
ciclo quimioterapico. Essa retomada foi atenuada pela inclusdo de sessdes de
exercicio fisico durante e apds a quimioterapia, o que sinaliza a valiosa contribuicdo
dessa abordagem.

Alguns estudos demonstraram o efeito inibitorio do exercicio fisico sobre o
crescimento tumoral e o desenvolvimento de metastases (PEDERSEN; IDORN;
OLOFSSON; LAUENBORG et al., 2016; WESTERLIND; MCCARTY; SCHULTHEISS;
STORY etal., 2003; ZIELINSKI; MUENCHOW; WALLIG; HORN et al., 2004). Isto seria
possivel em razdo da reducdo da sinalizacdo proliferativa de células tumorais,
ativacdo de supressores de crescimento e de vias de morte celular, normalizacdo da
vascularizacdo tumoral, e de uma capacidade reduzida de metastases e invasdo de
células cancerosas (RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ; PROVENCIO et al.,
2017).

Além disso, ja foi demonstrado que o exercicio fisico pode aumentar, ou pelo
menos nao interferir, no efeito tumoricida da doxorrubicina (JONES; EVES;
COURNEYA; CHIU et al., 2005; STURGEON; SCHADLER; MUTHUKUMARAN; DING
et al., 2014). Demonstramos aqui que, embora o exercicio fisico nédo tenha
sensibilizado a quimioterapia, a manutencdo dessa atividade apd0s o ciclo
guimioterapico minimizou o crescimento tumoral e que foi acompanhada por aumento
da expressdo do supressor tumoral p53. In vitro, o0 uso do soro condicionado de
individuos exercitados em células de cancer de prostata (LNCaP), aumenta a

atividade de p53, o0 que leva a ativagdo dos mecanismos de morte celular programada
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e reducao do crescimento celular (LEUNG; ARONSON; NGO; GOLDING et al., 2004).
De modo semelhante, no modelo de carcinoma de pele induzido por éster de forbol
(TPA), o exercicio fisico alterou a expressao de proteinas alvo de p53, estando este
efeito ligado a supressdo da sinalizacdo de IGF-1 (YU; KING; EWERT; SU et al.,
2016). Alguns estudos ainda sugerem que a atividade antineoplésica da doxorrubicina
pode ser potencializada pela combinagéo de agentes que contribuam com a ativagao
da proteina p53, tal como a curcumina, a quercetina, a selenocistina e o IFN-a (LlI;
YUAN; ZHAO; WANG et al., 2018; SEN; MOHANTY; HOSSAIN; BHATTACHARYYA
et al.,, 2011; WANG; ZHANG; LIU; SHARMA et al.,, 2012; YUAN; ZHU; HUANG;
SHENG et al., 2007).

A acetilacdo de p53 é uma das modificacdes pds-traducionais que ocorre em
resposta a uma diversidade de sinais de estresse celular (ITO; LAI; ZHAO; SAITO et
al., 2001; REED; QUELLE, 2014). Isto ocorre por meio de reacdes enzimaticas
reversiveis e que tem como resultado a estabilizacdo da proteina e o aumento
transcricional de seus genes alvos (TANG; ZHAO; CHEN; ZHAO et al., 2008). E na
medida em que isso ocorre, estimulam-se diversos processos celulares ligados a
funcdo de p53 na supressao tumoral. Por outro lado, o blogueio da acetilacdo de p53
impede a interrup¢ao do ciclo celular e a apoptose mediada por essa proteina (TANG;
ZHAO; CHEN; ZHAO et al., 2008). O aumento da acetilacdo, especificamente no sitio
de lisina 382 (correspondente em camundongos ao sitio de lisina 379), melhora a
interacdo da proteina com a sequéncia de DNA alvo (SAKAGUCHI; HERRERA,;
SAITO; MIKI et al., 1998). Evidenciamos aqui que a continuidade do exercicio fisico
apos a quimioterapia levou ao aumento de p53.

A massa tumoral é formada por um nicho altamente heterogéneo de células
com diferentes assinaturas fenotipicas e moleculares que, dentre outras coisas,
fomenta a possibilidade de recidiva tumoral (D'ALTERIO; SCALA; SOZZI; ROZ et al.,
2020; HANAHAN; WEINBERG, 2011; KUMAR; CRAMER; DAHAJ; SUNDARAM et al.,
2019). ApGs a quimioterapia, nichos de células remanescentes, antes quiescentes ou
em baixo estado proliferativo, se ativam. As células-tronco tumorais (CSCs) possuem
um importante papel neste contexto (VIDAL; RODRIGUEZ-BRAVO; GALSKY;
CORDON-CARDO et al., 2014; YANG; SHI; ZHAO; XU et al., 2020). Durante a
formacado do carcinoma de pulmé&o Lewis, foram identificados grupos de células com
caracteristicas de células-tronco tumorais (CSCs), que eventualmente ndo séo

completamente eliminados com a administracdo da doxorrubicina (KHOO; GRENCI,;
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LIM; LIM et al.,, 2019; ZHANG; FAN; YAO; MA et al.,, 2012; ZHENG; CUI; XU;
BRABANT et al.,, 2010). Devido a sua capacidade em resistir ao tratamento
quimioterapico, as CSCs podem contribuir com o reinicio do desenvolvimento tumoral,
e subsequentemente, cooperar diferenciando-se em outros tipos celulares
necessarios para o crescimento da massa tumoral (LATHIA; LIU, 2017; PHI; SARI,
YANG,; LEE et al., 2018).

A IL-6 possui um importante papel no processo regulatorio da carcinogénese e
no desenvolvimento da quimiorresisténcia a drogas, agindo diretamente sobre células
tumorais e influenciando outros tipos celulares do microambiente tumoral, tal como a
proliferacdo de CSCs (KUMARI; DWARAKANATH; DAS; BHATT, 2016; ZHANG,;
DUAN; TSAI; KENG et al., 2016; ZHENG; CHEN; LI; WEI et al., 2019). Um dos fatores
gue contribuem com a expansao das CSCs é a ativacdo da cascata de sinalizacao IL-
6/JAK/STAT3, que por sua vez, pode ser antagonizada pelo uso de inibidores para IL-
6 (LIU; LIN; HSU; SU et al., 2015; YI; CHO; CHO; JO et al., 2012; YING; TSUJII;
KONDO; HAYASHI et al., 2015; ZHONG; DAVIS; OUZOUNOVA; CARRASCO et al.,
2016). Ademais, ha um fino balanco dinamico entre os diferentes tipos celulares que
compde o tumor, no qual células ndo tronco-tumorais (NCSCs) podem também se
diferenciar em CSCs (VAN NEERVEN; TIEKEN; VERMEULEN; BIJLSMA, 2016). O
aumento de IL-6 por NCSCs esta entre os fatores que contribuem para que isso ocorra
(ILIOPOULOS; HIRSCH; WANG; STRUHL, 2011). Com a suspensao do tratamento
guimioterapico houve a retomada do crescimento tumoral, efeito este que foi
minimizado pela manutencdo das sessGes de exercicio fisico aerébio, e que foi
acompanhada pela reducdo da expressdo de IL-6 no tumor. E possivel que a
combinacdo do exercicio fisico ao tratamento quimioterapico possa induzir a
diminuicdo das CSCs e/ou que a reducao da sinalizacao de IL-6 atenue a expansao
da populacéo de CSCs.

Um dos elementos que influenciam o fluxo de nutrientes, oxigénio e de drogas
para o microambiente tumoral € a angiogénese (CARMELIET; JAIN, 2000; DE
PALMA; BIZIATO; PETROVA, 2017). Fatores de crescimento e a hipOxia estdo entre
0S principais contribuintes para 0 aumento dessa sinalizagcdo que se encontra
aumentada em diversas condi¢cles fisioldégicas e patologicas, inclusive durante o
cancer (FOUAD; AANEI, 2017).

Uma série de estudos indicam que o exercicio fisico seria capaz de reduzir a

hipoxia, melhorar a perfusédo tumoral e que, em razado de uma melhor vascularizagéo,
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haveria uma distribuicdo mais satisfatéria de farmacos neste microambiente (JONES;
ANTONELLI; MASKO; BROADWATER et al., 2012; JONES; FELS; WEST; ALLEN et
al.,, 2013; JONES; VIGLIANTI; TASHJIAN; KOTHADIA et al., 2010; TSAI; KUO;
CHANG; WU, 2013). O remodelamento da rede vascular pelo treinamento fisico
demonstrou ser necessario para a melhora do fluxo de doxorrubicina para o tumor,
visto que mudancas de tensdo vascular causadas pelo exercicio fisico agudo s&o
insuficientes para promoverem este efeito (SCHADLER; THOMAS; GALIE; BHANG et
al., 2016). Nossos resultados demonstraram que durante o periodo pos-
quimioterapico, o exercicio fisico aumentou a expressdo de VEGF em comparacao ao
grupo que recebeu o tratamento quimioterapico e permaneceu sedentario.

O VEGF é um fator de crescimento de grande importancia na sinalizacao pro-
angiogénica, sendo que o aumento de sua expressdo no tumor frente ao exercicio
fisico est4 ligado a ativacdo da cascata de sinalizacao de PIBK/mTOR, MEK/MAPK e
na estabilizacdo de HIF-1a (JONES; ANTONELLI; MASKO; BROADWATER et al.,
2012). Muito além do que apenas o0 aumento na rede de vascularizacéo, a realizacéo
do exercicio fisico aerdbio durante o cancer possibilitaria uma perfusdo mais funcional
de tumores sélidos (BETOF; LASCOLA; WEITZEL; LANDON et al., 2015;
MCCULLOUGH; STABLEY; SIEMANN; BEHNKE, 2014). Esta melhora na entrega do
quimioterapico para o tumor ndo implica, no entanto, que outras estruturas do
organismo como o coracédo, pulmao, figado e musculo esquelético serdo afetadas
negativamente (MORRELL; ALVAREZ-FLOREZ; ZHANG; KLEINERMAN et al.,
2019).

Ja4 a interacdo das antraciclinas com o DNA compromete a atividade
transcricional de HIF-1a (LEE; QIAN; REY; WEI et al., 2009), o que contribui com a
reducdo da expressao de VEGF no tumor durante o tratamento com doxorrubicina
(DUYNDAM; VAN BERKEL; DORSMAN; ROCKX et al., 2007; LEE; QIAN; REY; WEI
et al., 2009). E importante enfatizar que no modelo de carcinoma de pulm&o Lewis
(LLC) ndo h& associacao entre o tamanho do tumor e a expressédo do VEGF (TSAI,
CHANG; KUO; WU, 2011), e que, células de cancer de mama resistentes ao
tratamento com doxorrubicina (MCF-7/ADR) tem a expresséo de VEGF reduzida (KIM;
CHO; KIM; PARK et al., 2008; TSAI; CHANG; KUO; WU, 2011).

O aumento da hip6xia é considerado um mau prognéstico durante o cancer,
visto que esta ligado a maior agressividade tumoral, metastases e quimiorresisténcia
(BARRAK; KHAJAH; LUQMANI, 2020; KOH; LEMOS; LIU; POWIS, 2011; PETROVA,



86

ANNICCHIARICO-PETRUZZELLI; MELINO; AMELIO, 2018). Células epiteliais de
cancer de ovério, resistentes ao tratamento com docetaxel e cisplatina, apresentam
reducdo da expressdo de fatores pro-angiogénicos (NUSRAT; BELOTTE;
FLETCHER; MEMAJ et al., 2016). No cancer de pulméo de células ndo pequenas a
baixa expressdo de VEGF € um dos indicativos da resisténcia ao tratamento com
doxorrubicina (VOLM; KOOMAGI; MATTERN, 1996).

A influéncia do exercicio fisico no desenvolvimento da resisténcia ao
quimioterapico é uma area ainda pouco explorada. Apds serem desafiadas pela
quimioterapia, células tumorais podem vir a desenvolver resisténcia ao farmaco
utilizado (ABUHAMMAD; ZIHLIF, 2013; COX; WEINMAN, 2016; RAGUZ; YAGUE,
2008). Este fator torna a abordagem terapéutica cada vez mais desafiadora, visto que
a responsividade ao tratamento por estas células torna-se cada vez menos eficiente.
O influxo de doxorrubicina na célula ocorre primordialmente por difusdo passiva,
sendo necessario que se alcance uma concentracao critica para que surjam efeitos
citotoxicos (SPEELMANS; STAFFHORST; DE KRUIJFF; DE WOLF, 1994). No
entanto, esse acumulo vai depender também da dinamica de efluxo do agente
quimioterapico. O desenvolvimento da resisténcia ao quimioterapico esta relacionado
a um conjunto de condi¢des, dentre os quais uma das primeiras variagbes que
ocorrem é o aumento da expressao das proteinas transportadoras de cassetes de
ligacdo de ATP (GOTTESMAN; FOJO; BATES, 2002). Mudltiplas proteinas
pertencentes a superfamilia ABC (ATP-binding cassette) tém sido descritas como
responsaveis pelo efluxo de doxorrubicina. Células tumorais resistentes a
doxorrubicina apresentam evidenciado aumento da expressdo de ABCB1 (Mdrl),
ABCC1 (Mrp), ABCC2 (Mrp2), e ABCG2 (Mrx) (ABUHAMMAD; ZIHLIF, 2013; COLE;
BHARDWAJ; GERLACH; MACKIE et al., 1992; RUGGERI; SCIACCHITANO;
VITARELLI; TRIMARCHI et al., 2006; SHEN; CHU; BENCE; BAILEY et al., 2008). No
entanto, um curto periodo de tratamento com doxorrubicina ndo alterou a expresséo
dos transportadores Abccl (Mrpl) e Abcc2 (Mrp2) no adenocarcinoma mamario de
roedores (PARRY; HAYWARD, 2015). De modo semelhante, o tratamento
quimioterapico transitério e de curta duracdo de nosso modelo experimental foi
insuficiente para modificar a expressao das proteinas responsaveis pelo efluxo de
doxorrubicina no carcinoma de pulméao Lewis, cujas andlises foram realizadas ao final

do ciclo quimioterapico e uma semana apos.
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O tratamento quimioterapico isolado, apesar de diminuir a taxa de crescimento
tumoral, reduziu também a sobrevida. A condi¢édo tumoral pré-existente foi essencial
para que o aumento da mortalidade ocorresse, visto que ndo houve letalidade em
animais sem tumor e submetidos a mesma condicdo experimental. A necessidade da
presenca do tumor para a reducdo da sobrevida nos confirmou a condicao
extremamente desgastante ao organismo que é a presenca da doenca, mas também
de seu tratamento.

Nesse sentido, a diminuicdo da sobrevida causada pela quimioterapia pode ser
resultado do efeito adicional da toxicidade em tecidos periféricos e da ja existente
desregulacdo da homeostase corporal pela presenca do tumor. A ativacdo da
sinalizacao inflamatoria € um ponto-chave no desenvolvimento do cancer de pulméo
(COUSSENS; WERB, 2002; GOMES; TEIXEIRA; COELHO; ARAUJO et al., 2014).
Quando células LLC que expressam altas concentragdes de IL-6 sdo utilizadas como
modelo experimental de cancer, além de se desenvolver um estado caquético mais
profundo, ocorre reducéo na sobrevida (OHE; PODACK; OLSEN; MIYAHARA et al.,
1993).

Por sua vez, o exercicio fisico tem sido utilizado como uma abordagem nao
farmacoldgica durante o céncer, regulando a sintomatologia da doenca, de seu
tratamento e protegendo contra uma condi¢éo de incapacidade ou morte prematura
(HOJMAN; GEHL; CHRISTENSEN; PEDERSEN, 2018). Alteracbes no sistema
cardiovascular s&o comumente descritas durante o tratamento com doxorrubicina e
associada a alta letalidade (SCOTT; KHAKOO; MACKEY; HAYKOWSKY et al., 2011;
VOLKOVA; RUSSELL, 2011), tendo o exercicio fisico importante papel preventivo
contra a cardiotoxicidade induzido por antraciclinas (CHEN; WU; MIDDLEKAUFF;
NGUYEN, 2017; SMUDER, 2019).

Mais recentemente tem se discutido a importancia da manutencdo da massa
magra durante o uso de agentes quimioterapicos, visto que, com frequéncia, a perda
muscular resulta em menor sobrevida e redugéo da tolerancia ao tratamento (CHOI;
OH; KIM; LEE et al., 2015; DALY; NI BHUACHALLA; POWER; CUSHEN et al., 2018;
PIN; COUCH; BONETTO, 2018; RYAN; PRADO; SULLIVAN; POWER et al., 2019).
Assim o estabelecimento de estratégias que minimizem a perda muscular é de grande
importancia, sobretudo quando o tratamento quimioterapico pode contribuir com esta
condicdo. Uma vez que a continuidade do tratamento quimioterapico nem sempre é

viavel ou indicada, demonstramos aqui que a continuidade do exercicio fisico apds a
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interrupgdo da quimioterapia pode evitar o aprofundamento da perda muscular, a
reducdo da sobrevida e a retomada do crescimento tumoral.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que o exercicio fisico contribui para a normalizacéao
da concentracéo de corticosterona e protege contra a reducado do desempenho fisico
causado pelo tratamento com doxorrubicina. Embora durante a abordagem
simultdnea a perda muscular ndo tenha sido evitada, isto ocorreu quando houve
continuidade das sessbGes de exercicio fisico aerdbio apdés o fim do ciclo
guimioterapico. Mesmo com a suspenséao do uso da doxorrubicina houve aumento da
sinalizacdo catabdlica no musculo gastrocnémio, efeito que foi minimizado em
camundongos exercitados. J& a administracdo de metformina apenas normalizou a
concentracao circulante de corticosterona.

Além disso, a combinacéo do exercicio fisico ao tratamento com doxorrubicina
nao prejudicou os efeitos antitumorais desse agente quimioterapico, inclusive evitando
a reducdo da sobrevida. A retomada de crescimento tumoral mais lenta no grupo
exercitado apos a suspensdo da quimioterapia foi acompanhada pelo aumento na

expressao de p53 e reducdo na expressao de IL-6 no carcinoma de pulmao Lewis.
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Abstract

Background Cancer is considered the second leading cause of death in the world, and for the treatment of this disease,
pharmacological intervention strategies are frequently based on chemotherapy. Doxorubicin (DOX) is one of the most widely
used chemotherapeutic agents in clinical practice for treating a number of solid tumours. The treatment with DOX mimics
some effects of cancer cachexia, such as anorexia, asthenia, decreases in fat and skeletal muscle mass and fatigue. We ob-
served that treatment with DOX increased the systemic insulin resistance and caused a massive increase in glucose levels in
serum. Skeletal muscle is a major tissue responsible for glucose uptake, and the positive role of AMPk protein (AMP-activated
protein kinase) in GLUT-4 (Glucose Transporter type 4) translocation, is well established. With this, our aim was to assess the
insulin sensitivity after treatment with DOX and involvement of AMPk signalling in skeletal muscle in this process.

Methods We used Wistar rats which received a single dose of doxorubicin (DOX group) or saline (CT group) intraperitoneally at a
dose of 15 mg/kg b.w. The expression of proteins involved in insulin sensitivity, glucose uptake, inflammation, and activity of elec-
tron transport chain was assessed in extensor digitorum longus muscle, as well as the histological evaluation. In vitro assays were
performed in L6 myocytes to assess glucose uptake after treatment with DOX. Agonist of AMPk [S-aminoimidazole-4-carboxamide
(AICAR)] and the antioxidant n-acetyl cysteine were used in L6 cells to evaluate its effect on glucose uptake and cell viability.

Results The animals showed a significant insulin resistance, hyperglycaemia, and hyperinsulinemia. A decrease in the expres-
sion of AMKP and GLUT-4 was observed in the extensor digitorum longus muscle. Also in L6 cells, DOX leads to a decrease in
glucose uptake, which is reversed with AICAR.

Conclusions DOX leads to conditions similar to cachexia, with severe glucose intolerance both in vivo and in vitro. The de-
crease of AMPk activity of the protein is modulated negatively with DOX, and treatment with agonist of AMPk (AICAR) has
proved to be a possible therapeutic target, which is able to recover glucose sensitivity in skeletal muscle.

Keywords Doxorubicin; Skeletal muscle; AMPk; Glucose intolerance; Hyperglycaemia; Chemotherapy; Anthracycline
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Introduction of malignancies, effective in acute leukaemia, non-Hodgkin
lymphomas, breast cancer, Hodgkin’s disease, and sarcomas.”
Doxorubicin (DOX) is a chemotherapeutic, in the family of Doxorubicin exerts antitumor activity by inhibiting DNA

anthracyclines, developed in the 1960s." It is an antineoplastic Topoisomerase Il, thus disrupting DNA replit:ation.3 More-
antibiotic that is still widely used in the treatment of a variety  over, DOX induces the generation of reactive oxygen species
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(ROS) leading to DNA damage and apoptosis, by stimulation
of p53-DMA binding, which initiates the caspase signalling,
and DMNA l:russ-linking.“‘!'

Despite the great antitumuoral efficiency of DOX, the use
of this drug in therapy is limited, whereas since the 1970s,
its cardiotoxicity was demonstrated in DOX treatment; there-
fore, this limits its use in cancer treatment.® Although the
deleterious effects of DOX on the heart muscle are the main
targets of investigation discussed in the literature, skeletal
muscle is also affected. DOX treatment causes severe
fatigue’ and muscle weaknesses that reflect a poor quality
of life.® This tissue has important biological functions, and
various metabolic disorders are related to changes in
metabalism.

It has been shown that the decrease in insulin sensitivity in
skeletal muscle may be secondary to a number of pharmaco-
logical therapiﬁ.g‘m In humans, skeletal muscle accounts for
approximately 50-60% of body weight. In insulin-stimulated
conditions, skeletal muscle is responsible for about 75% of
uptake in circulating glucose.™ Insulin resistance favours
muscle wasting, a process called s.an:»:'_l|:nmzniai.1‘z"3 Sarcopenia
is part of the physiological ageing process, but it is also pres-
ent in several morbidities, such as diabetes, cancer, and kid-
ney disease, which affect the quality and life expectancy of
individuals 1*** Clinically, patients usually report severe fa-
tigue during DOX treatment.’® Previous studies have shown
that DOX is able to generate muscle dysfunction, leading to
lost performance and the physical appearance of debilitating
fatigue.'® Worsening in the parameters of maximum
strength, maximum relaxation and fatigue were evident and
were probably caused by changes in sarcoplasmic calcium
metabolism. 2%

However, few studies have been proposed to investigate
a possible association between the use of DOX and insulin
resistance, as well as the role of skeletal muscle in the
process.

AMPk (AMP-activated protein kinase) is a protein with
serine-threonine kinase residues,”® which acts as a key sensor
of cellular energy levels. The activity of this protein appears
to play a pivotal role in increasing glucose uptake in skeletal
muscle. In 2005, Tokarska-Schlatiner et al.** showed that this
disruption in AMPk signalling negatively affected the
energetic metabolism in cardiomiocytes of the animals
treated with DOX. AMPk activation by 5-aminoimidazole-4-
carboxamide (AICAR) riboside or genetic approach reduced
DOX cardiotoxicity in culture cells.®*

The explanation of this condition is extremely important,
because insulin resistance alters the pharmacokinetics of
the drug, increases cardiotoxicity, and increases oxidative
stress.”*** Therefore, the skeletal muscle has an important
role in glucose and insulin homeostasis. Accordingly, the
aim of this study was to evaluate insulin sensitivity after
treatment with DOX and involvement of AMPk signalling in
skeletal muscle in this process.

Methods
Animals

The Experimental Research Committee of the University of
Sdo Paulo approved all procedures for the care of the animals
used in this study. A total of 26 male Wistar rats approxi-
mately 14 weeks of age were used. They were housed four
per cage in an animal room under a 12 h light-dark cycle at
22+1*C and 60+ 5% humidity and received a chow diet and
water ad libitum. The experiments were carried out after a
one-week acclimation period. Rats were randomly divided
into two groups: (i) saline control (CT) (n=13) and (i) DOX
group (DOX) (m=13). After the acclimation period, the
DOX-treated group received 15 mgfkg, i.p., DOX chloridrate
(Eurofarma Laboratory, Campinas, Brazil); control animals re-
ceived an egual volume of saline. Food intake and body
weight were assessed daily.

The animals performed 6 h of fasting previous to euthana-
sia, by decapitation, 72 h after the DOX treatment. Following
euthanasia, extensour digitorious longus (EDL) and retroperi-
toneal adipose tissue were removed, weighted, snap frozen
in liquid nitrogen, and stored at —B0*C. The epididymal adi-
pose tissue and liver were only weighed. Whole blood was
drawn, centrifuged at 3000 g for 15 min at 4°C. Serum was re-
moved and kept frozen at —80°C for later determination.

Serum analysed

Fasting blood glucose, uric acid, and aspartate transaminase
was assessed using Labtest® kits. Serum insulin, adiponectin,
testosterone, and corticosterone were gquantified using
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). For insulin the
kit was obtained from Millipore Corp. Bedford, MA, USA,
for adiponectin the kit was obtained from RE&D Systems,
Minneapolis, MM, USA, and for corticosterone and testoster-
one from Assay Designs, Inc., Ann Arbor, M1, USA. Serum free
fatty acid (FFA) levels were analysed in rats using the
MEFA-kit-U (Wako Chemical GmBH, Neuss, Germany).
Homeostatic model assessment of insulin resistance was
used to evaluate insulin resistance. The index was deter-
mined by calculating: fasting serum insulin (pU/mL) = fasting
plasma glucose (mmol I-1)/22.5.

Histology analysis

The EDL muscle was cut in cryostat sections (10 pm thick) at
—25 * temperature. The sections were incubated with hema-
toxylin and eosin for the analysis of cross-sectional area of
the fibre (aspartate transaminase). The morphometric analy-
sis was analysed under a microscope (MNikon Eclipse EGOO,
Fukucka, Japan) equipped with a digital video camera
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coupled to software to analyse the images (Metamorph,
Universal Corporation, Downingtown, USA). The scanned
images were analysed using Image-Pro Plus (Media Cyberne-
tics, Silver Spring, MD) software in a double-blind manner.
For analysis of cross-sectional area of the fibre, approximately
1000 EDL muscle fibres were analysed per group. Four to five
EDL fields per animal were analysed in groups studied.

Enzymatic assays

The EDL muscle was homogenized in SETH buffer, pH 7.4
(250 Mm sucrose, 2mM EDTA, 10mM Trizma base, and
50 IUfmL heparin). The enzymatic activity of citrate synthase,
malate dehydrogenase, and mitochondrial complexes 1 and 3
were performed as described in®".

Intraperitoneal tolerance test

Forty-eight hours after starting treatment, some of the animals
were subjected to the insulin tolerance test (ITT). After 6h
fasting, insulin (2 1U/kg) was administered by intraperitoneal in-
jection, and blood samples were collected from the tail at 0, 5,
10, 15, 20, 25, and 30 min for measurement of serum glucose.

Quantitative real-time polymerase chain reaction

Total RNA from the EDL muscle was extracted with Trizol re-
agent (Invitrogen Life Technu::h:lgies}”\L and reverse transcribed
to cDMA using the High-Capacity cDNA kit (Applied Biosystems).
Gene expression was evaluated by real-time PCR using a Rotor
Gene (Qiagen) and SYBR Green as fluorescent dye. Primer se-
quences are shown in Table 51. Quantification of gene expres-
sion was carried,” with RPL-19 gene as an internal control.
Primer sequences are shown in Table S1.

Protein analysis by western blotting

The EDL muscle and L& myocytes were lysed in extraction
buffer containing protease and phosphatase inhibitors. The ex-
tracts were then centrifuged at 12 000 rpm at 4°C for 40 min to
remove insoluble material. Protein determination in the super-
natants was performed by the Bradford dye method using the
Bio-Rad reagent (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The
proteins were treated with a Laemmili sample buffer containing
dithiothreitol and boiled for Smin before loading into 10%
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis in
a Bio-Rad miniature slab gel apparatus. Electrotransfer of pro-
teins from the gel to nitrocellulose was performed for ~1h at
15V (constant) in a Bio-Rad semi-dry transfer apparatus. Non-
specific protein binding to the nitrocellulose was reduced by
preincubation for 1h at 22°C in a blocking buffer (5% nonfat

dry milk, 10mM Tris, 150mM NaCl, and 0.02% Tween 20).
The nitrocellulose membranes were incubated owvernight at
4*C with antibodies against Akt/PKB, and phospho Akt 5473,
AMPk o, phospho AMPko ‘r:nr and IR (insulin receptor) were
obtained from Cell Signaling Technology® (Danvers, MA,
UsA). GLUT-4 (glucose transporter 4), GAPDH, and b-tubilin
were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA) diluted in blocking buffer added with 1% bovine
serum album (BSA) and then washed for 1 hin a blocking buffer
without BSA. The blots were subsegquently incubated with
peroxidase-conjugated secondary antibody for 1 h.

By evaluation of protein loading, membranes were stripped
and reblotted with GAPDH or b-tubulin antibody, as appropri-
ate. Specific bands were detected by chemiluminescence, and
visualization/capture was performed by exposure of the
membranes to RX films. Band intensities were guantified by
optical densitometry of developed autoradiographs (Sdon Im-
age software-5cion Corporation, Frederick, MD, USA).

L& cell culture

The cells were maintained in Dulbecco” s modified Eagle’ s
medium at 37°C in humidified atmosphere containing 5%
C02 and supplemented with 10% fetal bovine serum and
2% antibiotic solution. To differentiate, cells were allowed
to reach confluence, and the medium was changed to me-
dium containing 2% fetal bovine serum for 7 days, with me-
dium changes every 2nd day. The serum was removed for
6 h for the determination of glucose uptake ability.

MTT assay

For the assessment of cell viability, MTT assay was performed.
2X10° cells per well in 96-well plates were cultivated and were
differentiated after 24 h. Cells were treated with different con-
centrations of DOX (0 to 1 pMol) for 48 h, and after this period,
we performed the cell viability assay. The cells’ medium was re-
placed with 200 pl fresh medium/well containing 0.125 mg/mL
MTT and cultivated for another 3 h darkened in the cells’ incuba-
tor. The supematant was removed (until reaching a final volume
of 25uL), and 100uL isopropanol/HCl (11M) were added per
well. The absorbance at 595 nm was measured. Two wells per
plate without cells served as a blank. The effect of the DOX on cell
viability was relativized by DMS0 group.

Glucose uptake assay
Glucose uptake in L6 cells was measured using the
2-decxy-[C14]-D-glucose. The 59=10% cells per well in
24-well plates were seeded and were differentiated after
24 h, with a confluence of approximately B0%. Differentiated
L6 cells were treated with 100 nMol of DOX or DMSO for
48 h. To evaluate the chronic effect of AICAR, this drug was
added together to start treatment with DOX (2 mMol/48 h).
For the glucose uptake assay the cells remained fasting
(serum-free medium) for & h. After this, cells were washed in
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PBS, glucose-free medium (Hepes, 140 mmol NaCl, 20 mmol
Hepes-Na pH 7.4, 5 mmol KCl, 2.5 mmol MgS04, and 1 mmol
CaCl2) was added for 30min, with or without insulin
(100 nmol) or AICAR (2 mmol/1 h—only for the acute treat-
ment). After this, Hepes medium containing 2-deoxy-[C14]-
D-glucose (1 mCiu/mL) was added for 30 min. Reactions were
terminated by washing twice in ice-cold NaCl (0.9%), cells
were digested (S0 mmol NaOH), and part of the sample was
used for total protein quantification by Bradford, and in part
transferred to a scintillation vial with liquid scintillant. The ra-
dioactivity was measured by beta counter.

TNF-a, IL-10, IL-6, and adiponectin protein level
determination

Frozen tissues (0.1-0.3 g) were homogenized in radio immu-
noprecipitation assay buffer (0.625% Nonidet P-40, 0.625%
sodium deoxycholate, 6.25mM sodium phosphate, and
1 mM ethylenediamine tetra acetic acid at pH 7.4) containing
10 ug/mL of a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri). Homogenates were centrifuged at 12000g
for 10min at 4°C, the supernatant was saved, and protein
concentration was determined using the Bradford assay
(Bio-Rad, Hercules, California) with bovine serum albumin
as a reference. Quantitative assessment of TNF- a, IL-6, IL-
10, and adiponectin proteins was carried out by ELISA
(DuoSet ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN). All samples
were run as duplicates, and the mean value was reported.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed using the GraphPad Prism
statistics software package version 5.0 for Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). The data are expressed as the
means +SD. Implementation of the Kolmogorov—Smirnov test
revealed that the results of experiments were distributed nor-
mally. The data were analysed using a Student’s t-test for com-
parison between two groups. For comparison of assays in cell
culture, the ANOVA one-way with Tukey post-test test, or
ANOVA two-way test with Bonferroni post-test were used. A
value of P < 0.05 was considered statistically significant.

Results

Doxorubicin chemotherapy leads to severe
anorexia and sarcopenia-like morbidity

Treatment with DOX causes a marked decrease in body weight
and relevant anorectic condition (Table 1). Seventy-two hours
after the initial application of chemotherapy, a severe drop in
the weight of epididymal adipose pad (Table 1) and EDL skeletal

Table 1 Doxorubicin leads to a severe loss of body weight and anorexia
with a disruption in systemic metabolism

T DOX
Delta body weight (g) 12.78 = 1.26 —30.05 = 1.46 ***
Food intake (g/day) 27.10+230 458=0.70 ***
Epididymal adipose tissue (g) 5.99+0.27 400=032*
Glucose (mg/dl) 143.2+278 310.7%11.13 ***
NEFA (mEg/L) 0.62+0.02 072+003*
Insulin (ng/mL) 1.68+0.12 246+031*

Values represent the means and = SD of the data obtained from
analysis of 8=10 animals per group.

*P < 0.05.

**P<0.01.

***P < 0.001 vs. CT.

muscle (Figure 1A) was observed. No change in the weight of
the liver, adrenal, and retroperitoneal adipose tissue (Table
2S) was observed. The high levels of aspartate aminotransfer-
ase (AST) and uric acid confirm the deleterious effects of che-
motherapy with DOX on hepatic and renal function (Table 2S).

Corroborating with the drop in the weight of the EDL musdle,
the application of DOX induced a reduction of its cross-
sectional area (Figure 1B and 1C). To better characterize the
systemic change of the use of DOX on the regulation of the con-
trol mechanisms of the processes of protein synthesis and deg-
radation, we evaluated the circulating concentration of the two
main steroid hormones that regulate these processes. Signifi-
cantly higher levels of corticosterone/testosterone ratio were
found in the DOX group (Figure 1D), resulting from increased
levels of corticosterone (Figure 1E) and suppression of circulat-
ing testosterone (Figure 1F), thus confirming the high catabolic
state of our experimental model.

Acute treatment with doxorubicin increases
systemic insulin resistance

Doxorubicin groups showed substantial increased levels of in-
sulin, glucose, and FFA (Table 1) in serum, after 72 h of DOX
treatment (15 mg/kg). Meanwhile, the protein expression of
adiponectin in serum and retroperitoneal adipose tissue was
decreased (data in press).

The quantification of insulin resistance by homeostatic
model assessment of insulin resistance demonstrates that
the DOX group has less sensitivity to insulin in the basal state
(Figure 2A). The ITT confirmed the impaired insulin sensitivity,
under insulin stimulus, in the group treated with DOX com-
pared with the control group. The intraperitoneal tolerance
test of insulin was performed to evaluate the response of
DOX treatment 48 hours after administration of the drug.
DOX treated animals showed higher glucose blood levels at
each time interval (0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 minutes)
(Figure 2 B). Serum glucose disappearance rate (Kitt) during
the ITTs was dramatically decreased in the group treated with
DOX (Figure 2C).
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Figure 1 Effect of doxorubicin on muscular atrophy and the electron transport chain activity. (A) Ratio muscle extensor digitorum longus/tibia.
(B) Cross-sectional area in extensor digitorum longus muscle. (C) Histological slices of the extensor digitorum longus muscle stained with H & E. (D)
Ratio corticosterone/testosterone. (E) Corticosterone levels. (F) Testosterone levels. The groups were compared by Test T. P < 0.05 was considered

statistically significant. * P < 0.5, ** P < 0.01, *** P < 0.001. n=4-10.
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However, protein levels of insulin receptor (Figure 2E and
2F) and gene and protein expression of AKT protein down-
stream of PI3-K were not altered (Figure 2D, 2E, and 2F) in
the EDL muscle after treatment. Nevertheless, other proteins
involved in the insulin pathway showed decreased gene ex-
pression, such as IRS-1, GSK3-b (Figure 2D) in skeletal muscle.

The activity of AMP-activated protein kinase protein
is decreased with treatment with doxorubicin

GLUT4 and AMPk o (pnn) were decreased in mRNA and pro-
tein levels (Figure 2D, 2E, and 2F). Our in vitro data corroborate
with the decrease of GLUT4 expression and phosphorylation of
AMPK a observed in the EDL muscle (Figure 2G and 2H). After
48 h, the L6 myocyte culture treated with DOX presents a de-
creased phosphorylation of AMPK a in the residue T172,
without changing its overall content. The GLUT-4 expression
was also reduced in the treatment. These data suggest that
although the insulin signalling cascade has not been
completely disrupted, important proteins with effective par-
ticipation in glucose uptake are less expressed.

Treatment with doxorubicin decreases glucose
uptake in L6 myocytes and this effect is reversed by
chronic activation of AMP-activated protein kinase

Our results in isolated myocytes confirm our hypothesis that
metabolic chaos generated by this drug on carbohydrate

metabolism is due in part to impaired glucose uptake in both
the stimulated and basal state (Figure 3A).

Accordingly, myocytes were treated with DOX and AICAR
acutely (1h) or chronically (48h). As previously demon-
strated, in vitro treatment with DOX decreased the phosphor-
ylation of AMPK. The acute intervention (1 h) with AICAR is
effective in phosphorylation of this protein in control and
treated group with DOX compared with the group treated
only with DOX. We did not find an increase in the phosphor-
ylation of AMPK «a after chronic treatment (48 h) with AICAR
(Figure 3B, 3C, and 3D).

Intervention with AICAR recovers glucose uptake in
myocytes treated with DOX. By 48 h, the reestablishment of
glucose uptake was complete (Figure 3E). Despite the fact
that treatment with AICAR for 1h increased uptake, it was
not enough to be statistically significant compared with the
group treated with DOX.

Cell viability was increased by n-acetyl cysteine
treatment, but the glucose uptake was not
restored by n-acetyl cysteine

The deleterious role of oxidative stress in chemotherapy
treatment, especially with DOX has been well established
in cardiac and skeletal muscle tissue. Indeed, our results
suggest a potential increase in production of ERO’s, because
treated animals had increased activity of mitochondrial
complex 1 and a decrease in activity of mitochondrial Com-
plex 3 (Figure 4A).
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Figure 2 Doxorubicin leads to impaired systemic insulin sensitivity. (A) Homeostatic model assessment of insulin resistance. (8) Curve of the insulin
tolerance test C. Kitt. (D)Gene expression involved in glucose metabolism. (E/F) protein expression involved in glucose metabolism in extensor
digitorum longus muscle. (G/H) AMPk and GLUT-4 protein expression in culture L6 myocytes treated with doxorubicin. The groups were compared
by Test T. P < 0.05 was considered statistically significant. * P< 0.5, ** P <0.01, *** P < 0.001. n= 3=8.

A

o

{A.U)/ RPL-19

S
$

g & &

act
& 0ox

AKT pS473

IR
AMPk -

AMPk pT172

GLUT-4
B-Tubulin
H
CT  DOX
AMPK s -

avek pT172 [
cLut+ [N

GAPDH

m

= N
w» o
L L

Protein level
2

relative to control (A U)

@

-
o
1

Protein level
relative to control (AU)
o

o
w
1

Cc
3
§, =
g5 :
Sy
i1
® 6‘. d:,\»
act
@3 DOX
«'9? ,b#
& &
s ;@"
act

Journal of Cochexia, Sarcopenia and Musdle 2016; 7: 615625
DOI: 10.1002/jesm. 12104



Doxorubicin caused severe hyperglycaemia and insulin resistance

621

Figure 3 Doxorubicin decrease glucose uptake in L6 cells, which i recovered with chronic treatment with AICAR. [A] The L6 cells were differentiated and
submitted to the glucose uptake assay, with (plus sign) and without (minus sign) insulin stimulation (100 nM), after 48 h the treatment with doxorubidn
(100 nhd). (B=D). Effect of acute and chronic treatment with AICAR on the phosphorylation of AMPE in myocytes. (E) 2-Deowy-[C14)-D-glucose uptake in L6
cells. This cells were subjected to treatment with doxorubicin, associated with insulin, and submitted to acute (1 h) or chronic (48 h) AICAR (2 mmaol) treatment;
The results were relativized by control group without insulin stimulation. For the glucose uptake assay the groups were compared wsing ANOVA two-way test
with Bonferroni post-test to compare the groups. P < 0.05 was considered statistically significant. * P - 05, ** P 001, *** P < 0U001. =6
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To assess whether oxidative stress could be involved in the
decrease in cell viability we treated L6 myocytes with DOX for
48 h at a concentration of 1 mmol in the presence or absence
of MAC (20 mmol/high concentration and 2 mmolflow con-
centration). As shown in Figure S52A, the concentration of
DOX 1mmol leads to a decrease in cell viability, whereas
the chronic treatment with high concentrations of MAC
(20mmol) reverses this effect (Figure 52B). Low concentra-
tions of NAC were not able to reverse the cell viability.

We investigated whether treatment with the antioxi-
dant NAC reverses glucose uptake in the myocytes treated
with this chemotherapeutic agent. Our data show that the
treatment with NAC was unable to reverse the reduction
in glucose uptake resulting from treatment with DOX
(Figure S2C).

Doxorubicin-induced decreased the
proinflammatary cytokines protein cantent

Pro-inflammatory cytokine levels (IL-6/TMF-a) were not ele-
vated compared with the control group (Figure $34), includ-
ing decreased levels of antiinflammatory cytokine IL-10.
still, the content of IL-6 released into the medium of
myocytes treated with DOX in the presence of LPS is de-
creased compared with the control group treated with LPS
(Figure S3B).

The pathway of inflammasome also seems to be not in-
volved in this process, because the expression of IL-1f, as
well as proteins involved in the maturation of this protein,
was not modulated by treatment (Figure 53C).
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Figure 4 Mitochondrial complex 1 and 3 activity. The groups were com-
pared by Test T. P« 0.05 was considered statistically sigmificant.
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Discussion

QOur main results suggest that treatment with DOX caused
hyperglycaemia and insulin resistance mediated by inhibition in
AMPK, moreover, the treatment leads to atrophy, weight loss,
and anorexia mimicking similar conditions to cachexia. In addi-
tion, we observed that rats treated with DOX showed
hyperglycaemia, insulin resistance (kITT), increases in FFA, and
corticosterone serum concentration. To our knowledge, this is
the first study to demonstrate an association between treatment
with DOX and insulin resistance in skeletal muscle metabolism.

Chemotherapy can alter insulin sensitivity in clinical prac-
tice.*®*' The treatment with DOX causes the deterioration
in glucose metabolism both in wive and in witro. Recently,
Arunachalam and cnllEguesai review that DOX may mimic
type 2 diabetes, whereas the adipose tissue metabolism
was negatively affected. We showed that skeletal muscle
plays a significant role in this condition, with dramatically re-
duced GLUT-4 protein and mRNA expression in the animal
model, and DOX treatment decreased the glucose uptake in
the basal and stimulated condition in L6 myocytes.

Insulin is a key hormone in glucose uptake in skeletal mus-
cle. The activation of proteins involved in signalling of this hor-
mone is essential for the translocation of GLUT4 from
intracellular vesicles to the sarcolemma. Dysfunction of pro-
teins in this pathway causes a strong insulin resistance.®-*
Qur data showed a decrease in insulin sensitivity, whereas in
the kITT test, the DOX group showed decreases in the kITT
constant. However, in molecular levels our results suggest
that the signalling cascade of insulin is not completely
disrupted, although important proteins with effective partici-
pation in glucose uptake are less expressed. The protein levels
of insulin receptors and gene and protein expression of AKT

protein downstream of Pl 3-kinase were not affected in the
EDL muscle after treatment. Nevertheless, other proteins in-
volved in glucose metabolism had decreased expression such
IRS-1 and G53kb mRMNA expression, and GLUT-4 mRNA and
protein expression. Even with a partially competent signalling
of insulin, the need for this glucose transporter is essential as
demonstrated by studies using a knockout model for GLUT.*

Several hypotheses were reported to trigger the develop-
ment of glucose intolerance. It is well established that DOX
increases oxidative stress and mitochondrial |::I1|rs1‘|.|nvl:tic:nn,?"s‘j:II

including in skeletal muscle,“‘“ which both mechanisms are
important to lead the insulin resistance. DOX leads to in-
creased ROS through different mechanisms. The interaction
of this drug with iron IIl, the perturbation of regulation of ni-
tric oxide (NO), and the redox cycling of this drug, which
takes place by reoxidation of radical DOX-semiguinone to
DOX, leads to the formation of ROs.

Although our data suggest that treatment with DOX alters the
activity of mitochondrial complexes, leading to a proton gradient
that is favourable to the formation of ROS with increases in activ-
ity of the Complex | and inhibition of Complex Ill, which are im-
portant sites where there is formation of RS 3344 Many studies
showed the strong association between oxidative stress and a
decrease in glucose uptake in skeletal muscle.*~** But the treat-
ment with the antioxidant n-acetylcysteine (NAC) was not able
to reverse the decrease in glucose uptake induced by DOX in
L6 culture. However, when cells were treated with concentra-
tions of DOX capable of decreasing cell viability, antiocxidant
treatment (high concentrations of NAC) was able to reverse this
effect. Probably, the absence of effect in restored the glucose up-
take after NAC treatment occurs because the oxidative stress
leads to impair in glucose uptake mediated by insulin response,*
and the contribution of this pathway in glucose intolerance is
less effective after the DOX treatment. Whereas, the main path-
way disrupted by DOX is the AMPk signalling in skeletal musde.
The AMPk is the other major regulator of glucose transport, and
it leads to GLUT-4 for the sarcolemma independently of insulin.

Additionally, AMPk regulates the gene expression of GLUT-4
to the activation and translocation of transcription factors into
the nucleus to bind to the promoter of the GLUT4 gene region,
as the MEF2A (myocytes enhancer factor) and GEF (GLUT4
enhancer factor) %

Our data demonstrated a large inhibition of GLUT-4 protein
expression in EDL in rats treated with DOX. Together with this,
the AMPk mRMA expression and phospho AMPE a *"72 follow
the decreases in the GLUT-4 protein. Because of this we hy-
pothesized that AMPk signalling was disrupted in skeletal
muscle in the DOX group. We evaluated the treatment with
an agonist of AMPk, AICAR, that was able to completely re-
verse glucose uptake stimulated by insulin in L6 myocytes.

Other important regulator of AMPk pathway and glucose
uptake is the adiponectin, an adipokine produced in adipose
tissue and responsible by a cross link between it and other
tissues, because its circulating concentration positively
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correlated with an insulin sensitivity. The adiponectin expres-
sion in adipose tissue and the circulating levels was decreased
(data not shown) in the DOX group and may be explained, at
least in part, by the decrease in AMPk activity and mRMNA ex-
pression, whereas adiponectin is a positive modulator of AMPk
aEti'H’it'g'.ﬂ Beyond the adiponectin, the Interleukin-6 increased
the AMPk activity in mqrn:]-l:itﬂ.f'z‘!'aL In our results, the DOX
treatment inhibits the I1L-6 released in L6 myocites after LPS
stimulation, although this phenomenon did not ocour in vivo.

Our results showed that DOX treatment lead animals to de-
velop a cachexia-like syndrome. Cachexia is characterized as a
multifactorial syndrome, in which there is involuntary weight
loss.** In agreement with other supporting studies, the use of
some chemotherapy drugs appears to contribute to the develop-
ment of symptoms of cachexia, contributing to an unfavourable
metabolic state.™*** The DOX also caused increases in glucose
intolerance, induced extreme atrophy, weight, and adipose
tissue mass loss, anorexia, and a catabolic environment, as dem-
onstrated by an increase in corticosterone/testosterone ratio,
with a decrease in myocyte area.

The literature showed that inflammatory mediators are a
possible mediator of glucose intolerance, sarcopenia, and an-
orexia. However, our results do not support this hypothesis in
DOX treatment. Although TMF-a was decreased in the DOX
group without changes in the protein content of the cytokine
receptors assessed, there was no change in gene expression of
proteins involved in the inflammassome pathway in muscle.

In conclusion, our results show that treatment with DOX leads
to conditions similar to cachexia, with a severe glucose intoler-
ance both in wivo and in vitro. The decrease of AMPk activity of
the protein is modulated negatively with treatment and has
proved to be a possible therapeutic target, which is able to re-
cover glucose sensitivity in skeletal muscle, and can lead to im-
provements in quality of life in chemotherapy patients.
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Daxorubicin (DOX) is a chemotherapy agent widely used in clinical practice, and it is
very efficient in tumor suppression, but the use of DOX is limited by a strong
association with the development of severe muscle atrophy and cardiotoxicity effects.
Reversion or neutralization of the muscular atrophy can lead to a better prognosis.
Recent studies have proposed that the negative effect of DOX on skeletal muscle is
linked to its inhibition of AMP-activated protein kinase (AMPk), a key mediator of
cellular metabolism. On the basis of this, our goal was to evaluate if aerobic exercise
or metformin treatment, activators of AMPk, would be able to attenuate the
deleterious effects on skeletal muscle induced by the DOX treatment. C57BL& mice
received either saline (control) or DOX (2.5 mg/kg body weight) intraperitoneally,
twice a week. The animals on DOX were further divided into groups that received
adjuvant treatment in the form of moderate aerobic physical exercise (DOX+T) or
metformin gavage (300 mg/body weight/day). Body weight, metabolism, distance run,
muscle fiber cross-sectional area (CSA), and protein synthesis and degradation were
assessed. We demonstrated that aerobic training, but not metformin, associated with
DOX increased the maximal aerobic capacity without changing muscle mass or fiber
CSA, rescuing the muscle fatigue observed with DOX treatment alone. This
improvement was associated with AMPk activation, thus surpassing the negative
effects of DOX on muscle performance and bioenergetics. In conclusion, aerobic
exercise increases AMPk activation and improved the skeletal muscle function,
reducing the side effects of DOX.

KEYWORDS
aerobic exercise, doxorubicin (DOX), metformin (MET), muscle wasting, skeletal muscle

1 | INTRODUCTION

Doxorubicin (DOX) is a chemotherapeutic agent of the anthracycline
family widely used as a pharmacological strategy for the treatment of

ibbreviations: AMPEk, AMP.activated protein kinases C58, crass-sectional area; CT, controk
DO, doworubicing GC, gastrocnemius complex; MET, metformin; MPS, muscle protein

cancer. Currently, cancer is one of the leading causes of death and
morbidity in the world (Ferlay et al, 2015; Siegel, Miller, & Jemal,

synthesisz MS, maximal speed run: ROS, reactive cooygen speciesc T, asnabic training.

“Lima and Sousa contributed squally to this study.

2015). DOX is widely used, but at less than optimal dosages due to
severe side effects (Benjamin, Wiernik, & Bachur, 1974; Biondo et al.,

J Cell Physiel. 2018:1-11.
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2016; de Lima et al., 2016; Fahim et al, 2011; Lopes Melsel, Dirnagl,
Carvalho, Bastos Mde, 2008; Shi, Moon, Dawood, McManus, & Liu,
2011). One of the main side effects targeted for research in the
literature is cardiotoxicity (McGowan et al, 2017; Wang, Song, &
Zou, 2012). However, the effects on skeletal muscle contribute to the
deterioration in the guality of life and life expectancy of patients and
are associated with the physical inability and poorer prognosis
{Bredahl & Hydock, 2017, Bye et al., 2017; De Beer, Finkle, Voest,
Wan Heijst. & Schiereck, 1992, Gorselink et al, 2006; Lowe,
Watanabe, Baracos, & Courneya, 2009 van Morren et al, 2009).
Thiig, the characterization of adjuvant treatments that may mitigate
the adverse effects of the chemotherapy treatment is of considerable
clinical importance.

A reduction in the AMP-activated protein kinase (AMPK]) activity
has recently been implicated in the negative side effects of DOX
treatment. Moreover, our recent findings showed that DOX treat-
ment induced a significant impairment in glucose uptake by AMPK
inhibition (de Lima et al, 2014). Therefore, interventions that
increase the AMPE activity may be able to mitigate the negative
effects of DOX treatment

Along these lines, recent studies have pointed to beneficial
effects of physical exercise and metformin on the attenuation of
cardiotoxicity in combination with DOX (Biondo et al, 2016; de
Lima et al, 2016; Gratia et al_, 2012; Wang et al., 2012). Both physical
exercise and metformin are AMPk activators. AMPK is a heterotrimer
protein, composed of a catalytic a subunit and regulatory p and
subunits [Steinberg & Kemp, 200%), and acts as a sensor of the
cellular energy level. It is mainly stimulated by high AMPSATP and/or
ADPFATP ratios (Oakhill et al, 2011). In muscle, contraction is an
important factor for AMPK activation (Carling & Hardie, 1989;
Jorgensen et al, 2004). Thus, metabolic changes caused by exercise
promote increased AMPk activity, whether by acute (Chen et al,
2003; Fujii et al., 2000} or chronic exercise (Jorgensen et al, 2004;
HMielsen et al, 2003). Metformin is an antidiabetic drug (biguanide)
that indirectly increases AMPk activation by inhibiting
complex | of the mitochondrial respiratory chain (Owen, Doran, &
Halestrap, 2000).

The potential additive effect on the inhibition of breast tumor
growth is observed when there is an association between physical
exercise and DOX (Jones et al, 2005). Since changes in the skeletal
musde of patients due to chemotherapy may cause impairment in
patients’ quality of life, a growing number of studies have recently
sought to investigate the mechanisms responsible for increased
catabolism and muscle fatigue (Gilliam & 5t Clair, 201 1; Gilliam et al.,
2009, Gilliam et al, 2012). The physical exercise, in turn, has already
been shown to be able to reduce the expression of proteins related
to proteclysis, such as FoxO1, MuRF-1, BNIP3, and myostatin
(Kavazis, Smuder, & Powers, 2014), as well as attenuate muscle
dysfunction and fatipue (Bredahl, Pfannenstiel, Quinn, Hayward, &
Hydock, 2016).

Some studies investigating metformin have shown that when
associated with DOX chemotherapy, it results in greater therapeutic
efficacy, such as the observed antitumorigenic effects and reduced

rate of wmor remission (Blandino et al, 2012; El-Ashmawy, Khedr,
El-Bahrawy, & Abo Marsour, 2017; Hirsch, lliepoulos, Tsichlis, &
Struhl, 2009; lliopoulos, Hirsch, & Struhl, 2011). However, its effects
on lean mass are still obscure. It was only recently that the effect of
DOX on diabetic skeletal muscle and its impact on inflammation and
metabaolism were investigated. Although this model of diabetes does
not result in the exacerbation of muscle mass impairment, little is
known about the effects of metformin on the processes of muscle
catabolism induced by this chemotherapeutic drug  (Supriva
et al, 2014).

Growing evidence indicates the toxic effect of DOX an skeletal
muscle able te generate the disruption in glucose and protein
metabolism lead to muscle atrophy. However, the mechanisms and
possible treatments for this condition caused by DOX chemotherapy
are still unclear. On the basis of this, the abjective of our study was to
evaluate whether the use of pharmacological strategies [treatment
with metformin) and nonpharmacelogical (aerobic training), which
leads to AMPK activation, would be able to attenuate or reverse the
loss of lean mass induced by DOX with the focus on balance between
degradation and protein synthesis.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 |

C57BL/é male mice aged 8-10 weeks were used. The animals were
kept in a room with a light-dark cycle of 12-12hr and at a
temperature of 22+ 2°C with a normal diet (MNuvital ration of
Muvilab, Colombo, PR, Brazil) and with food and water ad libitum. All
the procedures of this study fallowed the ethical principles of animal
experimentation and were submitted to the Committee of Ethics in
Animal Experimentation of the University of 530 Paulo.

Part of these animals received DOX chloridrate (Eurofarma
Laboratory, Campinas, Brazil), 2.5 mgfke body weight, twice a week
{DOX]), whereas the control group (CT) received the same volume of
saline solution. Animals that received DOX were still further divided
into groups of animals that performed treadmill exercise (DOX+T) or
received metformin (Sigma-Aldrich, 5t Louis, MO), 300mg'kg of
body weight daily by gavage (DOX+MET).

After & weeks, mice were fasted for & hr and euthanized for the
collection of blood and tissue samples. Gastrocnemius (GC) muscle
and adipose tissue cushions were weighed and stored for the further
analysis of messenger RMA and protein expression

Animals

2.2 | Exercise protocol

All groups performed 1 week of treadmill adaptation, in which they
ran at 10 m/min for 5 days, before beginning the treatment protocols.
From & weeks, the DOX+T group was submitted to an aerobic
training protocol, 0 min at 40% of the maximal speed run (MS),
5 days/week. The M5 consisted of a warm-up (3 min at 10m/min)
phase and from the sixth minute, the treadmill speed increased
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Imfmin until the animals had run mechanical alterations, featuring
exhaustion (n=13-14).

23 | Serum analysis

Fasting blood glucose was assessed using a eolorimetric assay. Serum
insulin [Millipore Corp., Bedford, MA), adiponectin (DuoSet ELISA,
RE&D Systems, Minneapolis, MN), testosterone, and corticosterone
{Assay Designs, Inc, Ann Arbor, MI) were quantified using the
erzyme-linked immunosorbent assay.

24 |

This method was adapted from Baehr et al (2016). Briefly, frozen
miuscles were cut 10 pm thick from the medial portion of the GC using a
Leica CM 30505 eryostat (Leica Micrasystems, Mussloch, Germany). To
determine fiber cross-sectional area (CSA; pm?), sections were stained
with anti-laminin (1:1000; Sigma-Aldrich) and visualized using the 3.3'-
Diaminobenzidine [DAB) detection method according to the manual.
Laminin images were acquired wsing a bright field MNikon E1000
milcroscope (Melville, NY). Gastrocnemius muscle images st 200= total
magnification were captured using a Mikon DMX1200 digital camera
{Mikon Corporation, Melville, NY). For each musdle, four nonoverlapping
regions were used, and at least 200 fibers were armalyzed per animal.
Images were guantified using Image Pro Plus analysis software (Image
Pro Plus software, MIH). The same four regions were analyzed across all
mice. All analyses were conducted by a single observer blinded to the
mouse’s identity. Data are reported as means + standard error of the
mean based on individual animal mean values (n=5-6).

Cross-sectional area analysis

2.5 | Enzyme assay

For determination of citrate synthase activity, soleus muscles were
lysed using complete protease inhibitor cocktail (Roche) and
CelLytic™ MT Cell Lysis Reagent {cat no. C3228; Sigma-Aldrich;
n=é=T7) Citrate synthase activity was assessed using B pg protein
with the Citrate Synthase Assay Kit (cat no. C50720; Sigma-Aldrich).

26 |

Protein synthesis was measured wsing the surface sensing of translation
method, as described by Baehr et al (20148). After dissclving the
puromycin fcat no. 5540222, EMD Millipore, Billerica, MA) in sterile
saline, animals received an intraperitoneal (ip) injection (W02 pmolig
body weight) 30min before starting muscle collections. Thirty minutes
after Lp injection, the gastrocnemius muscle was excised, flash frozen in
liguid Mz, and stored at -80°C. Gastrocnemius was powdered and
homogenized in sucrose lysis buffer (SOmM Tris pH 7.5 250 mi
sucrose, 1 mM EDTA [ethylenediaminetetraacetic acid], 1mi ethylene
glycol-bis(f-aminoethyl  ether)-MMN N N -tetrascetic  acid, 1% Triton
¥ 100, and 50 mh MaF). After a 10 min centrifugation at 80005 protein
concentrations were determined using the Bradford method (Bio-Rad™,
Hercules, CA). Twenty micrograms of protein was separated on 10%

Puromycin assay

Vv v

acrylamide gels by sodium dodecy sulfate-polyacrylamide pel (SDS-
PAGE} and trarsferred to the nitrocellulose membrane [(Amersham
Biosciences, Piscataway, MJ). The membrane was stained with Ponceau 5
and imaged to see total protein. Membranes were washed in 1= Tris-
buffered saline with 0.1% Tween-20 (TBST) three times (5 min each
wash), then blocked in 3% nonfat dairy milk for 1hr. After a wash, the
membrames were then probed with a primary antibody agairst
puromycin (cat. no. MAEBE343; EMD Millipore, Temeluca, CA) avernight
at 4°C. After a wash, membranes were incubated with peroxidase-
conjugated secondary antibody at the concentration of 1-:10000 for 1 hr
at room temperature, washed, and incubsted in the Western ECL
substrate detection system for 5min before image acquisition (Clarity
Th; Bio-Rad). Image acquisition and band guantification were performed
using the AIS00 [GE) System and Image Studio™ software version 5x.

27 | Western blotting

The gastrocnemius muscles were carefully homogenized in the extraction
buffer containing protease and phosphatase inhibitors. After proper
centrifugations, the proteins were determined by the Bradford assay
(Bio-Rad®, Hercubes, CA). Aliquots of each sample with the same
concentration of total protein (20-40 pg) were diluted in Laemmili buffer.
The samples were then subjected to electrophoresis on SDS-PAGE,
trarsferred to polywvinylidene difluoride membrane, which was incubated
first with primary antibodies at 2 11000 dilution agairst phospho-
AMPKa Thri72 feat no. 2531), AMPKx (cat. no. 2532), pSé Thr389 feat.
9205), 4EBP1 Thr37/44 [cat. nea. 2855), 4EBP1 (cat. no. 4644), Beclin cat.
no. 3495), LC3f (cat. no. 12741), ATGT (cat. no. 8558)—all obtained from
Cell Signaling Technology (Danvers, MA}=Puromycin  (cat no
MAEBE343: EMD Millipore, Temeluca, CA), and PGC-la [cat. no
ABS4481; Abcamn, Cambridge, MA) and then incubated with an anti-
IgG antibody conjugated with a peraxidase-conjugated secondary anti-
body at a 1:10,000 dilution for 1hr at room temperature then washed
three times per 5min in TBST. After the incubations and washes, these
membranes were incubated with the peroxidase substrate (ECL kit; Bio-
Rad™) and quantified by optical dersitometry. Ponceau S staining was
used a5 a loading contral (Gilda & Gomes, 2013; n=4-4).

28 |

The activities of 205 and 245 proteasome were performed using muscle
powder from whole gastrocnemius muscle, as previously deseribed by
Baehir et al (2018). The chymotrypsindike ((5) activity assays were
carried out in a total volume of 100 pl in 96-well opaque plates. The 245
ATP-dependent assays were performed in a homogenization buffer with
the addition of 100 pM ATP. The 205 ATP-independent assays were
carried out in the assay buffer containing 25 mM 442-hydrosyethyl)-
1piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 0.5 mi EDTA, and 0.001% 5D5
{pH 7.5). Proteasome activities were determined using 100 pM of Z-Leu-
Leu-Glu-7-AMC  (Peptide  Institute),  Boc-Leu-Ser-Thr-Arg-7-AMC
{Bachem), or  suecinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-methyleoumarin
{LLVY-AMC; Bachem) for the p5 subunit. Each assay was conducted in
the absence and presence of the proteasome inhibitor bortezomib at a

Proteasome activity
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TABLE 1 Daxorubicin leads to a severe loss of adipose tissue and skeletal muscle
cT DOX DOX+MET DOX+T

Gastrocnemius (mg) 303.4+ 4942 209.7 £ 5653 202.8 £ 3954 207.5+ 3540
Subcutaneous adipose tissue (mg) 207.1+48.03 892545379 6592+ 4178 BRAT+34.77
Epididymal adipose tissue (mg) 306.1+ 104.6 48 + 34 48 86+ 1187 3786+ 17.468°
Retroperitoneal adipose tissue (mg) 78.15+ 30.B4 8833+121° 3417 +394° 356672597
Mesenteric adipose tissue (mg) 42670+ 89.98 234460+ 18457 0740741 23530+ 77.346"
Brown adipose tissue (mg) 9229+ 37.01 B113+2332 57£3754 6843+ 3361

MNote. Values represent the mean + standrad deviation of the data obtained from analysis of 8=10 animals per group. CT, control; DO, doxorubicing MET,

metformin; T, aerobic training-
*p< 005

**p=001.

***p < 0.001 versus CT.

firal concentration of 2 mM. Released AMC was measured by a Synergy™
H1 hybrid Multi-Mode Microplate Reader (Biotek Highland Park,
Winooski, VT) at an excitation wavelength of 3%0nm and an emission
wavelength of 460 nm. Fluorescence was measured at 15 min intervals
for 2hr. The activity of the 205 and 265 proteasome was measured by
calculating the difference between fluorescence units recorded with or
without the inhibitor in the reaction medium. (n=4- &)L

2.9 | Quantitative real-time polymerase chain
reaction

The expression of skeletal muscle genes was assessed by gquantitative
real-time polymerase chain reaction (qQRT-PCR) with SYBR Green
marker. Total RNA from the pastrocnemius muscle was extracted
with Trizel reagent (lnvitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). The
complementary DMA [cDMA) was synthesized from 2 pg of total RNA
extracted using reverse transcriptase with the High-Capacity cDMNA
kit (Applied Biosystems, Warrington, UK). RNA was measured by a
spectrophotometer at 260 nm, and purity was determined by the
ratio 2460/280 nm. Gene expression was evaluated by the RT-PCR
using a Rotor Gene (Qiagen) and SYBR Green as the fluorescent dye.
Quantification was performed using the comparative Ct method.
Primer sequences are shown in Supporting Information Table 1
{n=5-7).
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210 | Statistical methods

The data are presented as mean+standard deviation and
analyzed by one-way analysis of variance, followed by the the
Bonferroni post test. Analyses were performed using GraphPad
Prism &.0 software. Differences were considered significant
when p < 0.05.

3 | RESULTS

31 |

All groups treated with DOX had decreased body weight (Figure 1a),
but without change in food intake (Figure 1b), indicating that neither
metformin nor aerobic training are able to restore the decreased
body weight.

The loss of body weight is due to loss of both fat and lean
body mass. The chemotherapy treatment caused extensive

Body weight and food intake

reduction of adipose tissue and skeletal muscle. The pharmaco-
logical treatment with metformin or exercise did not recovery
the weight loss of fat pad (subcutaneous, epididymal, retro-
peritoneal, and mesenteric) and pastrocnemius muscle caused by
DOX (Table 1). There was no change in brown adipose tissue
weight (Table 1).

il Qd"lﬁ Q&:*

FIGURE 1 Doxorubicin (DOX) treatment decreases body weight. (a) Body weight during treatment (g); (b) food intake during treatment (g).
*p< 005 **p<0001 n=7 -4 CT, contral; MET, metfarmin; T, aerobic training [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary com]



s G MTROGE
TABLE 2 Effects of doxorubicin in adipose tissue and serum parameters
cT DOX DOX+MET DON+T
Glucose (mg/dl} 1292+ 14.89 1002 £ 22 14 97.54 + 2094 1023+ 17.72*
Insulin (ng/ml) 0.63 020 034 +0.20 051+ 022 a0 +0.28
Serum adiponectin 1493+ 1084 2193+ 1,185 1330+ B77.6 1226+ 5677
(ng/mi)

MNote. Values represent the means + standard deviation of the data obtained from analysis of 8=12 animals per group. CT, control; DOX, doxorubicin; MET,

metformin; T, aerobic training-
**p<001.
***p <= 0.001 versus CT.

32 |

On the basis of the reductions in adipose tissue weight caused by DOX,
we evaluated the concentration of adiponectin in serum. Mo changes
were observed (Table 2). Also, both adipose tissue and skeletal muscle
play a key role in insulin-mediated glucose uptake. The chemotherapy
decreased basal glycemia, without change in insulin concentration
(Table 2). Adjuvant treatrments did not alter this condition. The balance
between anabolic and catabaolic hormones i important in skeletal muscle
homeostasie. Therefore, we investigated whether the treatments would
cause changes in the dreulating concentration of testosterone and

Effects on systemic parameters

(E}E 200y F———+—
E 1504
g 100+
8
S 504
3

¢ & &
&

corticosterone. Corticosterone was increased in the DOX group and both
treatments groups (metformin and exerdse) were able to redoce them
{Figure 2a). The testosterone concentration was not altered (Figure 2b).

3.3 | Aerobic running capacity

As expected, the final maximum velocity after & weeks of aerobic
training increased in the DOX+T group, whereas in the group treated
just with DOX, there was a decrease in this physical capacity
{Figure 3a). These differences were not observed in the DOX+MET
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FIGURE 2 Aerobic physical exercise and metformin reduce the effect of doxorubicin on creulating corticosterone. (a) Serum corticosterone
{n=4=5); (b} serum testosterone (n=%=-10). **p <001, ***p < 0.001 CT, control; DOX, doxorubicing MET, metformin; T, aerobic training [Color

figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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FIGURE 3 Aerobic exercise prevents the reduction of maximum velocity in treadmill test caused by doxorubicin. (a) Final maximum speed at
a treadmill test (m/min); (b) citrate synthase activity in gastrocnemius muscle (mmol/mg/protein/min); *p <= 0.05; ***p < 0.001. CT, control; DOX,
daxorubicin; MET, metformin; T, aerobic training [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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FIGURE 4 Effects on skeletal muscle caused by doxorubicin. (a) Cross-sectional area (um?); (b) frequency distribution of mean fiber
cross-sectional area; (c) representative histological images. **p < 0.01; ***p < 0.001. CT, control; DOX, doxorubicin; MET, metformin; T, aerobic

training [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

group. Furthermore, there was no change in the citrate synthase
activity for any group (Figure 3b).

34 | Exercise and metformin effects on CSA in
skeletal muscle

Exercise and metformin did not recover the loss of CSA in
gastrocnemius muscle (Figure 4a-c). As shown in Figure 4a-c
chemotherapy alone causes severe reduction of fiber area.

3.5 | Effects on proteins involved in muscle
metabolism

Although PGC1 alpha levels are unaffected by DOX treatment alone,
a combination of DOX treatment with either metformin or exercise
training significantly reduces PGC-1 alpha levels (Figure 5a).
However, another important protein involved in skeletal metabolism
was altered. Physical exercise and metformin are both AMPk
activators. On the basis of this, we investigated the effect of the
interventions. The AMPKa phT172/total AMPka expression was
increased in the DOX+T group (Figure 5b). There was a tendency to
increase this protein in the DOX+MET group (p = 0.069). Adiponectin
is one of the possible activators of AMPK. In this sense, we evaluated
the receptor expression of this protein in the skeletal muscle. There
was a reduction of gene expression of ADIPOR1 in the DOX+T group
compared with the CT group (Figure 5c) without alterations in
ADIPOR2 gene expression (Figure 5d).

3.6 |

On the basis of our results demonstrating reduction of muscle mass,
we investigated whether protein synthesis could be involved in this
process. We observed that protein synthesis is decreased with DOX

Effects on protein synthesis and its signaling

treatments (DOX group and DOX+MET), and aerobic exercise rescue
this effect (Figure 6a). Then, we investigated possible targets in the
protein synthesis signaling pathway that could be involved in this
process. We did not observe change in pSék (Thr389) or p4EBP1
(Thr37/46)/4EBP1 ratio (Figure ébc).

3.7 | Effects on protein degradation pathways

Autophagy and proteasomal degradation could be other possible
mechanisms that could be involved in muscle wasting previously
observed. Thus, we investigated how the treatments could change
the proteasomal activity. Treatment with DOX alone does not alter
the proteasome activity. However, the DOX+MET group showed
increase in the 20S g5 activity in comparison with all other groups
(Figure 7a). There was no change in 26S 5 activity (Figure 7b).
MAFbx/atrogin-1, an important protein expressed during muscular
atrophy, was not changed either (Figure 7¢c).

With regard to autophagy, we observed that aerobic exercise and
metformin reduces the expression of proteins involved in this
process. The expression of autophagic proteins Atg7 and Beclin
was reduced by both exercise and metformin (Figure 8b.c), while the
protein expression of LC3f was reduced just for the DOX+T group
(Figure 8a). These results are caused by the treatments themselves
since there was no statistical difference between the CT and DOX

groups.

4 | DISCUSSION

Our findings showed that aerobic exercise associated with DOX
treatment increased the maximal aerobic capacity without changing
muscle mass or fiber CSA, rescuing the muscle fatigue observed with
DOX treatment alone. In adjuvant treatment with metformin, this
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FIGURE 5 Metabolic changes caused by treatments. (a) PGC-1ax expression in gastrocnemius muscle. (b) Representative image of western
blot analysis of total AMPka and AMPKa Thr172 expression in gastrocnemius muscle and its quantification. (¢) AdipoR1 gene expression in
gastrocnemius muscle; (d) AdipoR2 gene expression in gastrocnemius muscle *p <05, ****p < 0.0001. AMPka, AMP-activated protein kinase;
CT, control; DOX, doxorubicin; MET, metformin; T, aerobic training [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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FIGURE 6 Effects of treatments on protein synthesis and its signaling in gastrocnemius muscle. (a) Representative image of western blot
analysis using the surface sensing of translation method and protein synthesis in gastrocnemius muscle; (b,c). pS6K (Thr389), 4EBP1 (total and
Thr37/46) protein expression and its quantification. *p < 0.05. CT, control; DOX, doxorubicin; MET, metformin; T, aerobic training [Color figure
can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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FIGURE 7 Proteasomal activity is increased with association between doxorubicin and metformin. (a) 20S §i5 activity (ATP independent) in
gastrocnemius muscle; (b) 265 p5 activity in gastrocnemius muscle (ATP dependent). (c) MAFbx/atrogin-1 gene expression in gastrocnemius
muscle. *p < 0.05. CT, control; DOX, doxorubicin; MET, metformin; T, aerobic training [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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FIGURE 8 Aerobic exercise and metformin reduce the expression of proteins involved in autophagy caused by doxorubicin. (a) LC3f protein
expression in gastrocnemius muscle; (b) Beclin protein expression in gastrocnemius muscle; (c) Atg7 protein expression in gastrocnemius
musdle. *p < 0.05. n=4-6. CT, control; DOX, doxorubicin; MET, metformin; T, aerobic training [Color figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com)
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was not observed. The improvement cawsed by exercise was
assoclated with AMPk activation, thus surpassing the negative
effects of DOX on muscle performance and bioenergetics.

Our findings showed that the aerobic exercise increased AMPE
phasphorylation in comparison with the DOX group in gastrocremius.
Moreover, we observed the improvemnent in aerobic muscle capacity.
However, the C5A, skeletal muscle, and adipose tissue weight were nat
restored by aerobic exercise after DOX administration. Corticosterone
levels increased after DOX treatment, and this effect was counter-
regulated by aerobic exercise and metformin. Therefore, the aerobic
exercise restored AMPE phosphorylation and improved the aerobic
capacity in mice treated with DOX and reduced the autophagic flux, but
did not prevent the decrease in C3A and protein synthesis. Although the
coadministration with metformin had a few benefical effects in the group
treated with DOX (reducing corticosterane levels and the autophagic
pathway induced by DOX), it increased the ublguitin-proteasome activity
and did not prevent muscle loss.

These results suggest that aerobic training could be considered
an effective strategy to counteract the negative effects of DOX on
AMPEK. Considering that AMPK is a master regulator of cell
metabolism, an increased expression of genes involved in increased
energy metabolism is expected to oeccur [Hardie, 2014). In this
regard, we measured the PGC-la protein expression (a transcrip-
tional coactivator that regulates the genes involved in aerobic
metabolism), and interestingly, increased AMPk activation was not
paralleled by increased PGC-1a protein expression in gastrocnemius
musde under exercise training. Our training protocol is the moderate
{60% maximal velocity), and this model of training was not able to
induce an increase in PGC-1o mRMA (Wen et al, 2014). Moreover,
we measured the PGC-1la protein content in gastrocnemius muscle
{a mixed, oxidative, and glycolytic muscle); the lack of molecular
adaptation would be the reflex of a muscle specificity, given that
oxidative musdes are more susceptible to endurance training effects
(Hyatt et al, 2015 Pette, 1985). Although plausible, this is
speculative since AMPK activation was robustly increased (even in
gastrocnemius muscle).

Muscle metabolism is strictly linked to muscle mass control.
Energy deficits freguently lead to muscle loss in several musde
diseases. DOX is a well-known chemotherapeutic drug that induces
atrophy and reduces strength (de Lima et al., 2014; Gilliam & 5t Clair,
2011; van Morren et al, 2009). Skeletal muscle atrophy leads to
decreases in muscle performance. In this regard, it was interesting to
speculate if AMP activators, such as metformin or aerobic exercise
training, would reverse not only musde performance but also the
negative effects of DOX on muscle mass. We showed that although
exercise training rescued muscle performance, the same was not true
for muscle mass. This beneficial effect of exercise in musce
performance is similar to the finding of Bredahl et al. (2018), which
showed that resistance and aerobic training before the DOX
treatment minimized fatigue and preserved skeletal muscle function.

The maintenance of muscle mass is dependent on the ratio of protein
synthesis to degradation. The effects of DOX on protein synthesis are
controversial and are not well elucidated (Zahringer, 1981; Zima et al.,
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2001). Our results indicate that the treatment with DOX reduces protein
synthesis, and metformin was not able to rescue this decrease. Aerobic
exercise, however, attenuated this effect as the level of protein synthesis
in the trained group was intermediate to control and other DOX-treated
groups. When observing the effects of both treatments on muscle protein
synthesis (MPS), DOX clearly decreased MPS, and this effect was partially
reversed by exercise training (but not metformin), although both
treatments were ineffective in restoring the muscle boss caused by
DOX. It is unclear if increased exercise training (more weeks/sessions)
wolld lead to an antiatrophic effect, but considering the MPS effect, this
i a possibility to be corsidered. Nevertheless, we did not observe an
effect on mammalian target of rapamycin (mTOR) downstream signaling
(pSék (Thr389); p4EBPUThrI7/46)4EBPL ratio). Recently, Dickinson
et al. (2017) showed that chronic DOX administration reduces the mTOR
activity via the elevation in REDD1 protein, and the high-intensity chronic
exercise mitigates these effects. The conflicting results could be explained
by differences in the animal model (Wistar rats ve. Sprague-Dawley rats),
the gender (mabe vs. female ovariectomized), and/or the intensity and
type of training between studies.

On the contrary, the DOX-induced protein degradation is well
established (Gilliam & 5t Clair, 2011; Gilllam et al, 2012; Kavazis
et al, 2014). Our results showed that the DOX treatment robustly
decreased body weight and muscle mass.

In regard to the ubiguitin-proteasome pathway, the skeletal
muscle DOX increases protein ubiquitination, leading to an increase
in proteasomal activity (Sin et al, 2018). Treatment with DOX
activates the FoxO pathway, causing increased expression of
proteins imvolved in proteolysis, like MuRF-1 and atrogin-1/MaFbx
(Kavazis et al, 2014). While we did not observe an effect of DOX
treatment on this pathway, the association with metformin leads to
increased 205 p5 proteasome subunit activity. Although the increase
in AMPk activation in skeletal muscle can lead to increase in the
expression of ubiquitin kinases (Krawiec, Mystrom, Frost, Jefferson, &
Lang. 2007), we did not observe an increase in the MAFbx/atrogin-1
mRNA expression.

The autophagic flux was increased by DOX treatment in
comparison with adjuvants treatments. Other authors have shown
similar results, where DOX treatment increased the expression of
autophagic proteins and that exercise can negatively regulate them
{Campbell & CQuadrilatera, 2014; Smuder, Kavazis, Min, & Powers,
2011). DOX-mediated autophagy is caused by increased mitochon-
drial uncoupling with the elevation of reactive oxygen species [ROS)
production, and the exercise is able to increase antioxidant defense,
leading to the reduction in ROS generation [Schwalm et al, 2015;
Smuder et al., 2011}

DOX caused increase in corticosterone, as observed in previous
studies [de Lima et al, 2014 Kwatra et al, 2018; Preziosi, Vacca,
Ragazzoni, del Carmine, & Mavarra 1989). Increased corticosterone
levels induce increase in both catabolic pathways (ubiguitin-proteasome
and autophagy) in skeletal muscle. Interestingly, exercise training and
metformin reversed the increase in corticosterone seen during DOX
treatment, but the effects of this reversion on protein metabolism in
muscle are not clear, because they were not correlated with glucose
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homeostasis improvements (insulin and/or blood glucose) or increase in
miusche mass.

Owverall, chermotherapeutic agents, such as DOX, are widely utilized in
clinical practice, but the negative side effects of such agents impair its
use, thus limiting its efficacy. As expected, we observed a robust effect of
DOX in decreasing exercise performance and muscle mass, together via a
decreased musche protein synthetic effect. In contrast, aerobic exercise
training was capable to restore the exercse capacity, oxidative
metabolism via AMPk activation, and hormonal milieu (hypercortisole-
mia), without affecting muscle mass. Metformin was able to normalize the
hypercortisolemia, without major effects on misde mass or musce
performance. We conclude that moderate-intensity aerobic training
besides safe and effective, is capable of bringing important benefits to
counteract DOX metabolic effects in the whole body and skeletal muscle.
Those berefits seem to be linked to intrinsic alterations in muscle
metabolism, thus bringing alterations to the muscle guality mudh more
thian in musche mass. Finally, only exercise training seems to be capable to
bring both metabolic and functional changes to DOXtreated muscle.
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