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Resumo

Introducdo: A doxurrubicina (DOX) é um agente quimioterdpico que, além de suas
propriedades antineoplasicas, também pode causar efeitos toxicos sobre o coracdo evoluindo,
muitas vézes, para a insuficiéncia cardiaca (IC). Os horménios tireoidianos possuem papel
importante no crescimento, desenvolvimento e metabolismo do organismo. Um alvo da agéo
desses horménios € o tecido cardiaco onde eles exercem grande nimero de influéncias
promovendo alteragbes estruturais, funcionais e moleculares Outra abordagem que traz
beneficios ao tratamento da IC é o exercicio fisico, o qual provoca inimeras adaptacdes
morfofuncionais que ocorrem tanto a nivel central como periférico. N& ha, no presente
momento e no limite do nosso conhecimento, estudos referentes a utilizacdo do exercicio fisico
apos o emprego da DOX e nem quanto a possibilidade de emprego de horménio tireoidiano
nesta situacdo clinica.

Obijetivo: Analisar os efeitos do hormonio tireoidiano e do treinamento fisico na
cardiotoxicidade induzida por DOX, através da avaliagdo da resposta da tolerancia ao esforco
fisico, das alteragdes estruturais do miocardio e da funcdo cardiaca.

Materiais e Métodos: Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos,
divididos aleatoriamente em sete grupos: controle (C), exercicio (EX), hormonio tireoidiano
(HT), doxorrubicina (DX), doxorrubicina e exercicio (DXEX), doxorrubicina e horménio
(DXHT) e doxorrubicina, exercicio € horménio (DXEXHT). Os animais dos grupos DX,
DXEX, DXTH e DXEXTH receberam injecdes intraperitoneais de cloridrato de doxorrubicina,
trés vezes por semana, ao longo de duas semanas, atingindo a dose cumulativa de 7,5mg/kg.
Apobs duas semanas do término do periodo de administracdo de DOX, os grupos DXHT e
DXEXHT receberam hormonio tireoidiano (T4) diariamente, durante quatro semanas, por meio
de sondagem orogastrica. A dose administrada foi de 10pg/100g de peso corporal. Também,
apo6s duas semanas da administragdo de DOX, os grupos DXEX e DXEXHT iniciaram o
protocolo de exercicio fisico. O exercicio utilizado foi a natagdo com os animais suportando
carga adicional correspondente a 5% do peso corporal. O treinamento foi conduzido durante 4
semanas, com trés sessbes semanais de natagdo. O grupo HT recebeu apenas horménio e o
grupo EX participou apenas do protocolo de treinamento fisico. Quarenta e oito horas ap6s a
Gltima sessdo de treinamento, os animais de todos os grupos foram submetidos a um teste
exaustivo de natacdo, que consistia em nadar até a exaustdo, com a sobrecarga de 5% do peso
corporal fixado ao corpo. Apds o teste de tolerancia, foram realizados o ecocardiograma, sendo
o0s animais sacrificados para obtencdo do material necessario ao estudo anatomo-patoldgico do
coragdo por microscopia Optica convencional. Os valores do teste de tolerancia, frequéncia
cardiaca, fracdo de ejecdo e fracdo de encurtamento foram comparados entre as categorias
com Modelos Lineares Generalizados, adotando-se significancia de 5%.

Resultados: A tolerancia ao esfor¢o (TE) no grupo EX foi maior quando comparada aos demais
grupos experimentais. O grupo DXEX apresentou melhor TE quando comparado ao grupo DX.
O hormonio tireoidiano ministrado apds DOX aumentou a TE, mas de forma menos eficaz do
que o exercicio fisico. O protocolo de exercicio fisico utilizado apds o uso de DOX aumentou a
TE e a associacdo com horménio tireoidiano ndo potencializou este efeito. A associacdo
também ndo piorou o desempenho fisico dos animais. Foram observadas células miocéardicas
aumentadas em tamanho sem infiltrado de células inflamat6rias no grupo DXEX. A fracéo de
ejecdo do grupo DX foi mais baixa em comparacéo ao grupo C, EX e DXEX.

Conclusao: O treinamento com exercicio fisico regular e de baixa intensidade e o horménio
tireoidiano apds o uso de DOX melhoraram a tolerancia ao esfor¢co dos animais e o0 exercicio
fisico preservou a estrutura e a fungéo cardiacas de ratos apds tratamento com DOX.
Palavras-chave: Antraciclinas. Exercicio fisico. Levotiroxina sédica. Cardioprotecdo.
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Abstract

Introduction: Doxurrubicin (DOX is a chemotherapeutic agent that, in addition to its
antineoplastic properties, can also cause toxic effects on the heart with consequent heart failure
Thyroid hormones play an important role in the growth, development, and metabolism of the
body. A target for the action of these hormones is cardiac tissue where they exert a large number
of influences promoting structural, functional and molecular changes. Another approach that
brings benefits to the treatment of HF is physical exercise, which causes innumerable
morphofunctional adaptations that occur at both the central and peripheral levels. There are, to
the best of our knowledge, no studies concerning the use of the physical exercise after the use of
DOX and the possibility of using thyroid hormone in this clinical situation.

Objective: This study aimed to analyze the effects of thyroid hormone and physical training on
DOX-induced cardiotoxicity by assessing the tolerance response to physical effort, structural
changes in the myocardium and cardiac function.

Materials and methods: Sixty male Wistar rats were randomly alocated to seven groups:
control (C), exercise (EX), thyroid hormone (TH), doxorubicin (DX), doxorubicin and exercise
(DXEX), doxorubicin and hormone (DXTH) and doxorubicin + exercise and hormone
(DXEXTH). The animals from DX, DXEX, DXTH e DXEXTH groups received intraperitoneal
injections of doxorubicin hydrocloride, three times a week, for two weeks, reaching a
cumulative dose of 7.5mg/kg. After two weeks of the ending the infusion of DOX, the groups
TH, DXTH and DXEXTH began to receive daily thyroid hormone, for four weeks, by
orogastric probe, at a dose of 10ug/100g of body weight. Also, after two weeks of DOX
administration, the groups EX, DXEX e DXEXTH performed exercise using swimming for four
weeks with three weekly sessions. The exercised was performed using a loading up to 5% of
body weight. The training was conducted during 4 weeks with three weekly swimming sessions.
Forty-eight hours after the last training session, animals from all groups underwent a thorough
swimming test, which consisted of swimming to exhaustion, with an overload of 5% of body
weight fixed to the body. After the tolerance test, echocardiography was performed and
fragments of left ventricle was obtained and processed to conventional light microscopy.
Tolerance test, heart rate, ejection fraction and shortening fraction values were compared
between the categories with Generalized Linear Models, with a significance of 5%.

Results: The exercise tolerance (ET) in the EX group was higher when compared to the other
experimental groups. The DXEX group presented better ET when compared to the DX group.
Thyroid hormone given after DOX increased ET but less effectively than exercise. The exercise
protocol used after the use of DOX increased ET and the association with thyroid hormone did
not potentiate this effect. The association also did not worsen the physical performance of the
animals. Increased myocardial cells were observed in size without infiltrating inflammatory
cells in the DXEX group. The behavior of the ejection fraction of the DX group presented lower
value in comparison to group C, EX and DXEX.

Conclusion: We concluded that training with regular and low intensity exercise and thyroid
hormone after use of DOX improved the effort tolerance of the animals and preserved the
cardiac structure and function of rats after DOX treatment.

Key words: Anthracyclines. Exercise. Thyroxine. Cardioprotection.
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1- INTRODUCAO

A doxurrubicina (DOX) é um agente quimioterapico que, além de suas propriedades
antineoplasicas, também causa efeitos toxicos sobre o coragdo podendo produzir
insuficiéncia cardiaca com consequente intolerancia aos esfor¢os. Para minimizar esta
complicacdo terapéutica tem sido preconizado o emprego do exercicio fisico
previamente a administracdo de DOX. N&o ha, no limite do nosso conhecimento,
estudos referentes a utilizacdo do exercicio fisico apés o emprego da DOX e nem
quanto a possibilidade de emprego de hormdnio tireoidiano nesta situagao clinica.

Doxorrubina

A doxorrubicina ¢ um dos mais importantes agentes antitumorais
(CHATTERIEE, K. et al, 2010), sendo utilizada desde a década de 60 na pratica clinica
(SIVESKI-ILISKOVIC, N. et al, 1995) e desempenha importante papel no tratamento
de neoplasias humanas, incluindo nelas uma grande variedade de tumores sélidos e
hematopoiéticos (ILISKOVIC, N. et al.1999).

A doxorrubicina é um antibi6tico glicosidico, pertencente ao grupo das

antraciclinas, produzido pelo fungo Streptomyces peucetius, var. caesius, e pode ser

sintetizado quimicamente a partir da daunorrubicina. A molécula de doxorrubicina
contém um aminossacarideo, a daunosamina, ligado por meio de uma ponte glicosidica
ao nucleo da droga, denominado adriamicinona. Todos 0s agentes citotoxicos da classe
das antraciclinas possuem moléculas quinona e hidroquinona nos anéis adjacentes,
respectivamente anéis B e C, que lhes permitem funcionar como doadores e receptores
de elétrons (SINGAL, P. et al, 2000). A farmacocinética da doxorrubicina caracteriza-se
por substancial ligacdo da droga a proteinas e aos tecidos, sendo as concentracdes
teciduais muito maiores que os niveis plasmaticos. A maior parte da droga nos tecidos
localiza-se no nlcleo das células e, em menor quantidade, nas mitocondrias
(TALLARICO, D. et al, 2003).

O entusiasmo inicial & descoberta desses agentes antitumorais foi abalado
qguando se tornaram Obvios seus graves efeitos colaterais: as antraciclinas,
principalmente a doxorrubicina, podem ser toxicas a outros 6rgdos pelo seu efeito
cumulativo. O principal fator limitante do uso desses agentes antineoplésicos é a

cardiotoxicidade dose-dependente com o desenvolvimento de cardiomiopatia e
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insuficiéncia cardiaca (SINGAL, P. et al, 2000; STEINHERZ, J. et al, 1991). A |
Diretriz Brasileira de Cardio-Oncologia recomenda que a dose cumulativa de
doxorrubicina ndo ultrapasse 450-500 mg/m? (KALIL FILHO, R. et al, 2011).

O mecanismo dos efeitos terapéuticos da doxorrubicina nas células tumorais é
diferente dos mecanismos da sua cardiotoxicidade. Os efeitos antitumorais incluem a
sua intercalacdo no acido desoxirribonucleico (DNA), levando a inibi¢do da biossintese
de macromoléculas, & geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e danos
irreversiveis ao DNA por inibigdo da topoisomerase 11 (ANJOS FERREIRA, A.L. et al,
2007).

Os principais mecanismos envolvidos na cardiotoxicidade que tém sido
propostos e descritos na literatura sdo: o aumento do estresse oxidativo devido ao
aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (SINGAL, P. et al, 2000;
STEINHERZ, J. et al, 1991) alteracbes no transporte sarcolemal de célcio
(ASCENSAO, A. et al, 2012; ROCHETTE, L. et al, 2015; STERBA, M. et al, 2013) ,
alteracdo na expressdo de proteinas estruturais, como a distrofina e beta-distroglicana, e
de proteinas contrateis (CAMPOS, E.C. et al, 2011; PECORARO, M. et al, 2015),
apoptose dos cardiomidcitos (ROCHETTE, L. et al, 2015; LU, P., 2005; VOLKOVA,
M., RUSSELL, R., 2011; TACAR, O. et al, 2013), altera¢des na estrutura sarcomerica,
alteracdes no conjunto de fosfatos de alta energia e o metabolismo de ferro
(SALAZAR-MENDIGUCHIA, J. et al, 2014) . Sdo ainda propostos pela literatura
outros mecanismos como: remodelamento da matriz extracelular (a doxorrubicina inibe
a transcricdo e tradugdo da colagenase/metaloproteinase de matriz 1 (MMP-1) o que
enfraquece a matriz de coladgeno causando a cardiomiopatia) e o acimulo de metabolitos
toxicos no miocardio (através do metabolismo das antraciclinas). Esse acimulo inibe as

bombas de trocas de ions calcio e sddio provocando desequilibrio na fungéo cardiaca.

A cardiotoxicidade pode se manifestar de duas formas: aguda ou subaguda e
crénica. A forma aguda ou subaguda é caracterizada pela ocorréncia de alteracdes
eletrocardiogréaficas subitas que podem se manifestar na repolarizagdo ventricular, no
intervalo QT, na ocorréncia de arritmias supraventriculares e ventriculares, ou mesmo
de sindromes coronarianas agudas, pericardite e / ou miocardite. Estas alteracfes podem
ser observadas desde o inicio da terapia até duas semanas ap0os o término do tratamento
(ALBINI, A. et al, 2010).
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Com base no aparecimento de sintomas clinicos, a forma crbnica pode ser
diferenciada em dois subtipos. O primeiro ocorre precocemente, dentro de um ano apos
o término da quimioterapia, e 0 segundo tardiamente, mais de um ano ap6s o
tratamento. A manifestacdo mais comum da cardiotoxicidade cronica é a disfuncéo
ventricular sistlica e / ou diastolica e, consequentemente, a insuficiéncia cardiaca
congestiva o qual est& associada ao elevado nivel de mortalidade (KALIL FILHO, R. et
al, 2011; ALBINI, A. et al, 2010).

As alteracbes cardiacas estruturais observadas com o uso de agentes
antitumorais podem se apresentar de duas maneiras: tipo I, que ocorre com 0 uso dos
farmacos da classe das antraciclinas (objeto desse estudo), cursando com lesdes
consideradas irreversiveis aos cardiomidcitos e que derivam de seus efeitos
cumulativos, estando relacionadas, portanto, a dose administrada; o tipo Il ocorre com o
uso, por exemplo, do trastuzumab, um anticorpo monoclonal humanizado derivado da
tecnologia do DNA-recombinante e com efeito antitumoral que ndo gera destruicdo
celular irreversivel e seus efeitos ndo estdo relacionados a dose (EWER, M.S. et al,
2005).

As alteracGes morfologicas do miocardio decorrentes do uso da doxorrubicina
sdo descritas como degeneracdo vacuolar, desorganizacdo ou perda de miofibrilas,
fibrose intersticial, dilatacdo do reticulo sarcoplasmético e lesdo mitocondrial
caracterizada por tumefacdo e rompimento de cristas mitocondriais (STEINHERZ, J. et
al, 1991; DOROSHOW, J et al, 1985).

Essas lesbes podem, a longo prazo, causar cardiomiopatia dilatada com
consequente evolugdo para insuficiéncia cardiaca congestiva (ASCENSAO, A. et al,
2012; SINGAL, P. et al, 1998) geralmente refrataria a terapéutica medicamentosa
convencional (ASCENSAO, A. et al, 2012).

Modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca (IC) podem mimetizar estas
alteragbes fisiopatologicas e morfologicas, incluindo remodelamento cardiaco,
alteracOes histoldgicas, queda da funcdo ventricular com alteragdes hemodinémicas,
como diminuicdo do débito cardiaco e aumento da resisténcia vascular sistémica. Estes
modelos podem contribuir para o avango no conhecimento do diagndstico e das terapias
em IC (COHN, J.N. et al, 1997; SCHWARZ, E.R. et al, 1998; O’CONNELL, J.L. et al,
2017).
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Nesse contexto, as miocardiopatias induzidas por drogas constituem-se em
modelos experimentais que mais se aproximam do objetivo de indugdo de uma IC
semelhante aquela encontrada no ambiente clinico (SMITH, R. D. et al, 1985). Dentre
as diversas drogas que ja foram testadas para esta finalidade, a DOX é a mais
intensamente usada na tentativa de criacdo de modelos de miocardiopatia dilatada e IC
experimental (ANJOS FERREIRA, A.L. et al, 2007).

Insuficiéncia cardiaca

A insuficiéncia cardiaca pode ser definida como uma sindrome complexa
caracterizada por faléncia do coracdo e incapacidade deste de propiciar suprimento
adequado de sangue para atender as necessidades metabdlicas dos tecidos na presenca
de pressdes de enchimento normais ou fazé-lo somente com pressdes de enchimento
elevadas (NOGUEIRA P.R. et al, 2010).

Estudos de prevaléncia estimam que 23 milhdes de pessoas no mundo
apresentam IC e que dois milhdes de casos novos sdo diagnosticados anualmente. O
aumento na prevaléncia de IC esta relacionado aos avancos terapéuticos no tratamento
do infarto agudo do miocardio, da hipertensdo arterial e mesmo da IC, 0 que ocasiona
maior sobrevida e, consequentemente, aumento de internacGes hospitalares por essa
sindrome, gerando altos custos principalmente em paises cuja populacdo idosa é
crescente (BATLOUNI, M. et al, 2000, ROSSI NETO, J.M. et al, 2004; BARRETO,
A.C.etal, 1998).

Segundo dados do DATASUS, ha no Brasil cerca de dois milhdes de pacientes
com IC, sendo diagnosticados 240 mil novos casos por ano. As projecdes indicam que,
em 2025, o Brasil terd a sexta maior populacdo de idosos do mundo, com
aproximadamente 30 milhdes de pessoas nesta faixa etria (15% da populacéo total)
(BARRETO, A.C.P. et al, 2002). Isso deve resultar na multiplicagcdo dos casos de IC e
dos gastos com essa sindrome (NOGUEIRA P.R. et al, 2010). Apesar de inumeros
avangos na terapia farmacologica e ndo farmacologica da IC, o tratamento
medicamentoso continua associado a uma taxa de sobrevida de apenas 50% em cinco
anos (HO, K.K.L, 1993; REDFIELD, M.M. et al, 2000).

A IC pode ser classificada como sistolica ou diastolica, com debito cardiaco

aumentado, preservado ou reduzido, com predominancia de sinais e sintomas
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decorrentes do comprometimento do lado esquerdo ou direito do coracdo e, ainda,

podendo apresentar-se como aguda ou cronica (VILLELA, C.Q. et al, 2009).

A insuficiéncia cardiaca sistélica é caracterizada por reducdo da ejecdo do
sangue para a aorta e tronco da artéria pulmonar e depressdo da contratilidade
miocardica. A insuficiéncia diastolica é caracterizada pelo esvaziamento inadequado do
reservatorio venoso sistémico ou pulmonar que transporta sangue para 0 coracao e

comprometimento do enchimento e relaxamento ventriculares (KATZ, A. et al, 2012).

A disfuncdo cardiaca aguda pode estar relacionada a isquemia, distlrbios do
ritmo, disfuncdo valvar, doenca pericéardica, pressbes elevadas de enchimento das
camaras cardiacas ou resisténcia sisttmica elevada. A insuficiéncia cardiaca aguda é
usualmente caracterizada por congestdo pulmonar. Em alguns pacientes, no entanto, a
apresentacdo clinica dominante pode ser de baixo débito com hipoperfusdo tecidual
(RA, A. etal, 2009).

Relativamente a insuficiéncia cardiaca cronica, as disfuncdes sistolica e
diastdlica presentes sdo definidas em termos da alteracdo da arquitetura ventricular
como tamanho, forma da cavidade e espessura da parede. A forma sistolica do
ventriculo esquerdo caracteriza-se por um coragdo dilatado, de paredes finas (hipertrofia
excéntrica), enquanto que a diastdlica, tipicamente, se expressa por um ventriculo de
paredes espessadas, ndo complacente, com dimensdes reduzidas ou normais (hipertrofia
concéntrica) (KATZ, A. etal, 2012).

De acordo com a American Heart Association (AHA), a classificacdo de
insuficiéncia cardiaca crénica quanto a sua evolucdo, pode ser definida em quatro
estagios: pacientes com insuficiéncia cardiaca estagio A sdo aqueles que se encontram
em alto risco para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, mas que ainda nao tém
nenhuma anormalidade estrutural aparente do coracdo. Pacientes com insuficiéncia
cardiaca em estadgio B apresentam anormalidade estrutural do cora¢do, mas nunca
tiveram sintomas de insuficiéncia cardiaca. A insuficiéncia cardiaca estagio C cursa
com anormalidade estrutural do coragdo e sintomas clinicos; pacientes com
insuficiéncia cardiaca estdgio D, apresentam anormalidade estrutural do coracdo e

quadro clinico refratario ao tratamento padrao.

A partir desta classificacdo da AHA, entende-se que a IC é, portanto, a via final

comum da maioria das doencas que acometem o coracdo, sendo um dos mais
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importantes desafios clinicos atuais na area da saiude (SEIXAS-CAMBAO, M. et al,
2009).

Com a dificuldade do coragdo em contrair-se com forca suficiente, os tecidos
corporais sao privados de irrigacdo sanguinea adequada e podem surgir sintomas de
dispneia decorrentes da congestdo pulmonar, principalmente. Sendo assim, a
insuficiéncia cardiaca apresenta caracteristicas malignas, com alta mortalidade nas
formas avancadas, sendo uma afec¢do muito limitante que pode resultar em fadiga ou

dispneia progressiva até aos minimos esforcos (BARRETO, A.C.P. et al, 1998).

Um dos mecanismos compensatdrios para atenuar o deficiente bombeamento de
sangue pelo coracdo € o remodelamento ventricular. Este é um processo no qual
participam fatores mecanicos, neuro-hormonais e possivelmente genéticos que alteram o
tamanho, a forma e a funcao ventricular. O remodelamento cardiaco ocorre em varias
condicBes clinicas, incluindo infarto do miocardio, cardiomiopatia, hipertensdo, e
doenca cardiaca valvar podendo levar a hipertrofia, perda de midcitos e aumento da
fibrose intersticial (SUTTON, M. et al, 2000; EICHHORN, E.J. et al, 1996).

Os mecanismos compensatorios sdo desencadeados para sustentar a perfusdo de
Orgdos vitais e estabilizar o desempenho do coracdo. O débito cardiaco reduzido e a
resisténcia vascular sistémica aumentada estimulam o sistema nervoso simpatico,
levando a um aumento da frequéncia cardiaca, do consumo de energia pelo miocardio, a
vasoconstricdo sistémica e a ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(FERRAZ, A.S. et al, 2006).

Por sua importancia entre as principais causas de morbidade e mortalidade,
esforgos tém sido feitos para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento e evolucdo da disfuncao ventricular progressiva e da faléncia cardiaca
e, a partir deste conhecimento, tenta-se identificar alvos terapéuticos potenciais com o
intuito de prevenir, melhorar as condic@es clinicas e a qualidade de vida dos pacientes e,

eventualmente, reverter a doenca cardiaca desencadeadora da IC.

Algumas opcdes terapéuticas adicionaram resultados muito satisfatorios ao
tratamento da IC, mas, infelizmente, varias delas tem-se mostrado muito dispendiosas e
as vezes, inviaveis aos servicos de saude. Nesse sentido, opcdes terapéuticas de custo
mais baixo poderiam ser utilizadas para minimizar os sintomas de IC atenuando 0s
efeitos deletérios causados pela DOX em pacientes que tiverem que ser submetidos ao

tratamento antitumoral empregando este medicamento. Uma delas vem sendo proposta



17

e se trata do emprego, previamente ao tratamento antitumoral, de treinamento fisico,
uma ferramenta crucial nos programas de Reabilitacdo Cardiovascular por contribuir

para melhora da toler&ncia aos esforcos fisicos.

Hormonio tireoidiano

Os hormonios tireoidianos possuem papel importante no crescimento,
desenvolvimento e metabolismo do organismo. Um alvo da acdo desses horménios € o
tecido cardiaco onde eles exercem grande influéncia promovendo alteragdes estruturais,
funcionais e moleculares (MANN, D. et al, 2014).

Uma das doengas que esta relacionada com o mau funcionamento da tiredide e
pode levar a condicbes patologicas é o hipertireoidismo que decorre do excesso de
producdo e secrecdo de T3, T4 ou de ambos, resultantes da hiperatividade da glandula.
Os sinais e sintomas associados ao hipertireoidismo incluem fadiga, perda de peso,
hiperatividade, intolerdncia ao calor, palpitacdes, aumento da frequéncia cardiaca e
hipertensao arterial sistélica (FERNANDES, R.O., 2010).

As manifestacfes cardiovasculares mais frequentes do hipertireoidismo séo,
portanto, taquicardia, arritmias e hipertensdo arterial sistolica. Este estado
cardiocirculatério hiperdinamico é causado, tanto pela acdo dos horménios sobre a
transcricdo génica de proteinas regulatorias e estruturais do coracdo, como pelo maior
consumo de oxigénio causado pelo metabolismo elevado dos tecidos (MULLER, A.F.
et al, 2008).

Outra doenca relacionada ao mau funcionamento da tireoide é o hipotireoidismo
definido como um estado clinico resultante da quantidade insuficiente dos hormonios
circulantes da glandula tireoide para suprir uma fungdo organica normal. Os sinais e
sintomas associados ao hipotireoidismo incluem a reducdo do gasto energético de
repouso com consequente aumento do peso corporal, niveis elevados de colesterol,
reducdo da gliconeogenese e lipolise, cansaco, sonoléncia e intolerancia ao esforco
(MULLER, A.F. et al, 2008).

Esta enfermidade estd relacionada ao desenvolvimento de desordens
cardiovasculares como 0 aumento da resisténcia periférica, diminuicdo da contratilidade

cardiaca por alteracdes na conformacdo estrutural da enzima ATPase, o que leva a
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reducdo da funcdo de bomba do coracdo, com consequente queda do débito cardiaco
(GONCALVES, A. et al, 2006).

Embora o excesso de T3 estimule o aumento do consumo de oxigénio do
miocérdio, no hipotireoidismo a funcdo de bomba se torna ineficiente e a restauracdo a
niveis terapéuticos de T3 tem mostrado melhora da eficiéncia do consumo de oxigénio
no miocardio durante reperfusdo pos-isquémica (HSU, R. B. et al, 1995; KLEMPERER,
J.D. etal, 1995).

E importante reconhecer, todavia, que o hipotireoidismo crénico, por si s, pode
levar a um quadro de IC com muitas manifestacBes e sintomas indistinguiveis daqueles

atribuidos a outras cardiopatias e podendo produzir refratariedade terapéutica.

Alguns estudos (KOUNTZ, W. B., 1950; BARNES, B.O., 1959; MARTINEZ,
F., 2016; RAJAGOPALAN, V.; GERDES, A. M., 2015) mostraram que valores de T3
abaixo do normal podem levar a varias morbidades como doencas coronarianas,
aumento dos niveis de colesterol, risco aumentado de infarto do miocérdio e aumento da
mortalidade de causa cardiovascular. O tratamento de reposi¢do até niveis normais

(eutireoidismo) reduz estes riscos.

Khalife et al (2005) demonstraram que o tratamento com horménio tireoidiano
restaura o fluxo sanguineo coronariano, reverte a fibrose cardiaca e previne a perda de

miocitos em modelo animal de doenca coronariana.

Acdes diretas e indiretas dos hormonios tireoidianos

Os horménios tireoidianos tém efeitos nucleares mediados pela ativacdo
transcricional ou repressdo dos genes alvos especificos que codificam proteinas
estruturais ou funcionais (EVERTS, M. E. et al, 1996). Este processo inicia com a
entrada de T3 no cardiomibcito através de proteinas de transporte especificas e
localizadas no interior da membrana celular (BRENT, G.A., 1994). Uma vez no
cardiomiécito, o T3 entra no nucleo e interage com os ativadores transcricionais
especificos (receptor al) ou repressores (receptor 02). A combinagdo de T3 a seus
receptores (al, a2), permite que o complexo receptor-horménio ative ou reprima as
sequéncias de DNA (TRE), modificando a taxa de transcricdo dos genes-alvo
especificos (OLJAMAA, K., 2010).
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Dentre as varias proteinas cuja expressdo € modulada a nivel transcricional, as
mais expressadas sdo as cadeias pesadas de miosina (MHC), proteina do reticulo
sarcoplasmatico Ca?*ATPase (SERCA) e fosfolambam (PLC). A MHC é um dimero
composto por filamentos alfa e beta, produtos de dois genes diferentes. SERCA é uma
enzima (Ca?* ATPase) que transfere Ca % * a partir do citosol da célula para o limen do
reticulo endoplasmatico a custa da hidrolise de ATP durante o relaxamento do musculo.
Fosfolambam é uma proteina que inibe a atividade de SERCA no estado néo fosforilado
(EVERTS, M. E. et al, 1996).

O horménio tireoidiano parece modificar a expressdo de outros canais idnicos,
tais como Na+/K+ ATPase, Na*/Ca®* e alguns canais voltagem dependentes, como 0s
de K*. Desse modo, coordena as respostas eletrofisioldgicas e mecanicas do coragio
(OJAMAA, K. et al, 1996).

Os efeitos indiretos do hormonio tireoidiano provocam mudangas importantes na
hemodinamica, pois exercem um importante papel no sistema vascular reduzindo a
resisténcia periférica ao promover o relaxamento das células musculares lisas das
paredes vasculares (CHEN, YF et al, 2013). Além de seus efeitos vasodilatadores,
estudos sugerem que 0 hormonio tireoidiano tem importantes efeitos nos microvasos no

coracdo, promovendo angiogenese (ROFFI, M. et al, 2003).

Testes clinicos e experimentais sugerem que as adaptacfes cardiacas sdo
resultadas de efeitos diretos do hormdnio sobre o coracdo e 0s vasos e, indiretamente,
decorrem da elevacdo sérica de catecolaminas (VENDITTI, P. et al, 2006). Ademais,
apresentam acdo importante sobre a regulacdo do metabolismo basal de diversos
tecidos, tais como o musculo esquelético, figado, rins e cérebro (BARATA, T. et al,
1997). Porém, ainda precisa ser elucidado se o uso do hormdnio tireoidiano pode

contribuir para a minimizagao dos efeitos deletérios da IC no musculo cardiaco.

Exercicio fisico

Outra abordagem que traz beneficios ao tratamento da IC € o treinamento fisico,
0 qual provoca inimeras adaptagdes morfofuncionais que ocorrem tanto a nivel central
como periférico (FAGARD, R., 2003; HAYKOWSKY, M. et al, 2014). E importante
comentar que, além das alteracGes cardiovasculares sistémicas causadas pela IC, um dos

principais fatores causadores de limitacGes fisicas e intolerancia as minimas atividades
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habituais nesses individuos, é a miopatia que se caracteriza por reducdo no numero e
densidade de capilares, reducdo do nimero e tamanho de mitocondrias, a predominéncia
de fibras musculares de caracteristica glicolitica anaerébia (brancas), menor contetdo
de mioglobina e modificagbes na reatividade vascular por alteracbes no endotélio
vascular (NEGRAO, C.E. et al, 1992).

O exercicio pode ser benéfico na minimizagédo da intolerancia ao esforco e da
fadiga precoce por promover adaptacGes na frequéncia cardiaca, um dos principais
efeitos do treinamento fisico (KALIL, L.M.P., 1997; MEDEIROS, A. et al, 2000), e na
pressdo arterial de repouso (KALIL, L.M.P., 1997; FREYSSIN, C. et al, 2012).

Além dos seus efeitos favoraveis sobre a funcdo cardiovascular, o treinamento
fisico tem efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, reduzindo ainda a resisténcia
vascular, a disfuncdo endotelial, restaurando o equilibrio neuro-humoral e a
hemodinamica, refletindo, tudo isso, na melhora da capacidade funcional global e da
qualidade de vida, principalmente em individuos com IC (BARBIER, J. et al, 2006).

Outro aspecto a ser analisado diz respeito a hipertrofia cardiaca (HC) induzida
pelo treinamento fisico. Esta remodelacdo cardiaca decorrente do exercicio fisico
caracteriza-se pelo aumento de massa muscular em resposta a sobrecarga de trabalho
imposta ao coracfo nas sessdes de treinamento (CARRENO, J.E. et al, 2006; KATCH,
F.I. et al, 1991) sendo, em geral, do tipo fisiologica, e é benéfica ao sistema
cardiovascular. Ocorre, concomitantemente, diminui¢cdo da frequéncia cardiaca de
repouso e aumento do tempo de enchimento ventricular, com consequente elevacdo do
volume sistélico. Esses ajustes ajudam o coracdo a suprir as exigéncias derivadas do
exercicio fisico (MAGALHAES, F.C. et al, 2008).

O treinamento fisico inclui atividades de padrdo predominantemente aerobio ou
anaerdbio. O treinamento do tipo aerdbio ocasiona HC excéntrica devido a sobrecarga
de volume provocada pelo aumento da pré-carga que ocorre em consequéncia do
aumento do retorno venoso, fato este capaz de gerar um pico elevado de tenséo
diastdlica. Para tentar normalizar o estresse no miocardio provocado por tal evento,
ocorre crescimento dos cardiomidcitos por adi¢do de sarcomeros em série e aumento de
miofibrilas. A resposta subsequente é a HC concéntrica por adi¢do de sarcomeros em
paralelo (STEDING, K. et al., 2010; MORGANROTH, J. et al, 1975).

Com base na revisdo de literatura acima, levantamos as seguintes questdes: 0

tratamento com hormanio tireoidiano e com exercicio fisico, seja de forma isolada ou
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em associacdo, contribui para melhora da tolerancia ao esforco e das alteracdes
estruturais nos miofilamentos na cardiotoxicidade induzida pelo antineoplasico
doxorrubicina? Quais seriam o0s achados funcionais no sistema cardiovascular que

poderiam estar relacionados aos achados morfoldgicos?

Apesar dos significativos avancgos terapéuticos conseguidos nas Ultimas décadas,
a mortalidade da insuficiéncia cardiaca continua elevada e a morbidade decorrente
prejudica a qualidade de vida. Neste aspecto, vérias tentativas para o controle dos
sintomas e da evolugéo da insuficiéncia cardiaca vém sendo desenvolvidas utilizando-se

novos conceitos fisiopatoldgicos, farmacologicos e varias estratégias terapéuticas.

As acdes inotropicas, vasodilatadoras e hipertroficas do horménio tireoidiano
vém sendo analisadas pelo nosso grupo de pesquisa apresentando resultados
preliminares promissores (SOUZA, F.R. et al., 2014). Da mesma maneira, 0 exercicio
fisico isoladamente ou associado ao hormonio tireoidiano, também otimizaria 0s
parametros hemodinamicos justificando a sua utilizacdo em modelos de estudo da

insuficiéncia cardiaca.

Ademais, serd importante também avaliar as alteracBes estruturais no miocéardio
desses animais e relaciona-los com a funcdo cardiaca avaliada in vivo pela
ecocardiografia. Dessa forma a cardiotoxicidade induzida pela DOX e as alteragdes
estruturais no miocérdio, em associa¢do ao tratamento com horménio tireoidiano e ao
exercicio fisico, permitird uma avaliacdo de modo sistematizado e poderd apontar um
caminho a ser seguido em futuras investigacdes e novas abordagens no avanco do

tratamento da cardiotoxicidade induzida pela DOX.

HIPOTESE

As seguintes hipoteses de trabalho serdo enfocadas nesta tese:

1 - No limite de nosso conhecimento, ndo ha, na literatura pesquisada até o
presente momento, referéncias quanto ao emprego de treinamento fisico como
terapéutica coadjuvante sendo esta iniciada ap0s o periodo de exposicdo ao agente
antitumoral. A importancia de se verificar se este efeito protetor também esta presente
guando iniciado ap0s o tratamento com a DOX decorre do fato de que a cardiopatia s6
se manifesta, clinicamente, em 5 a 35% dos individuos tratados e surge, principalmente,

em doses cumulativas acima de 400mg/m? de superficie corporal. A possibilidade de
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uso do treinamento também apos o curso do tratamento poderia adicionar conhecimento

quanto a fisiopatologia da doenca.

2 - Quanto ao uso do hormoénio tireoidiano, também desconhecemos modelos
experimentais que o tenham utilizado neste modelo de cardiopatia produzido pela DOX
e, principalmente, quando ele é adicionado ao tratamento ap0s o uso do agente
antitumoral. A importancia desta avaliacdo isolada do hormonio tireoidiano, ou deste
adicionado ao exercicio fisico, é demonstrar o grau de seguranca terapéutica nos
animais, verificar se ha uma janela de utilidade de seu uso neste modelo de IC e, ao
mesmo tempo, testar a hipotese de que o hormdnio pode ser util no tratamento da

cardiotoxicidade decorrente e que pode ser utilizado apds o emprego da DOX.

OBJETIVO
Objetivo Geral

Analisar os efeitos do hormonio tireoidiano e do treinamento fisico na cardiotoxicidade
induzida por DOX em ratos, através da avaliacdo da resposta da tolerancia ao esforco
fisico, das alteracdes estruturais do miocéardio e da funcdo cardiaca.

MATERIAIS E METODOS

Consideracgdes gerais

O estudo conduzido foi do tipo experimental. Os procedimentos foram
realizados ap6s aprovacdo do Protocolo de Pesquisa 022/14, pelo Comité de Etica na
Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia. Todos os procedimentos

seguiram os padrdes definidos pelo comité de ética responsavel.

Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos, com peso inicial
de aproximadamente 250 gramas, provenientes do laboratério do Centro de Bioterismo
e Experimentacdo Animal (CEBEA-UFU) onde foi desenvolvido o experimento. As
condi¢cdes ambientais para todos os grupos foram as mesmas, no que se refere a
temperatura (25°), umidade relativa do ar, nivel de ruido e luminosidade (ciclo

claro/escuro 12h/12h). Os animais foram alimentados com racdo e agua “ad libitum”.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Inducdo da insuficiéncia cardiaca: injecdo de Doxorrubicina

Os animais foram divididos em sete grupos identificados como: controle (C),
exercicio (EX), horménio tireoidiano (HT), doxorrubicina (DX), doxorrubicina e
exercicio (DXEX), doxorrubicina e horménio (DXHT) e doxorrubicina, exercicio e
horménio (DXEXHT).

Os animais que pertenciam aos grupos DX, DXEX, DXHT, DXEXHT,
receberam injecdes intraperitoneais de cloridrato de doxorrubicina (Fauldoxo, Libbs
Farmacéutica, Embu, Sdo Paulo), trés vezes por semana, ao longo de duas semanas,
atingindo a dose cumulativa de 7,5 mg/kg (CAMPOS, E.C. et al., 2011). Os grupos C,
EX e HT receberam volume igual de solucdo salina, no mesmo regime empregado para

0s animais tratados com doxorrubicina.

Apds duas semanas de intervalo entre a aplicacdo da doxorrubicina e o inicio do
tratamento com exercicio fisico e hormonio tireoidiano, foi realizado ecocardiograma de
6 animais (3 animais do grupo C e 3 animais do grupo DX) para avaliacdo da fungéo
cardiaca. O grupo DX apresentou uma tendéncia de valores mais baixos da fracdo de
encurtamento, fracdo de ejecdo e frequéncia cardiaca em comparacdo ao grupo C o que
pode indicar um padrao de disfungdo cardiaca. Esses resultados serviram de orientacdo

para o experimento principal. Os valores estdo demonstrados no gréafico abaixo:

Gréfico 1 : Resultado do ecocardiograma apés duas semanas de aplicacdo doxorrubicina

280 272
77 71
. a . .
FS % FEVE % FC bpm

H Controle ® Dox

Os valores correspondem a média. FS — Fracdo de encurtamento. FEVE — Fragao de ejecédo; FC
— Frequéncia cardiaca.
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Tratamento: hormonio tireoidiano e treinamento fisico

Apols o término das injecdes de doxorrubicina, houve um intervalo de duas
semanas (CAMPOS, E.C. et al., 2011) para ser iniciado o protocolo de exercicio e 0

tratamento com hormonio.

Aos grupos HT, DXHT e DXEXHT foram administrado hormonio tireoidiano

como descrito abaixo:

Administracdo de levotiroxina sédica

- A levotiroxina sddica (T4) foi administrada diariamente, durante quatro semanas, por
meio de sondagem orogastrica, utilizando-se o instrumento IC 810 (agulha de gavagem
para ratos) de aco inox BD-12, com canula com didametro de 1,2mm, com esfera 2,3mm,
raio de 40 mm e comprimento de 54 mm. A dose administrada foi de 10ug/100g de
peso corporal em uma suspensao de tiroxina (levotiroxina sddica) a 0,1% que foi obtida
a partir de 10 comprimidos de 100ug de T4 diluidos em 10 ml de &gua destilada
(ENGELMAN, M.F.B. et al, 2001).

Treinamento fisico

Os grupos EX, DXEX e DXEXHT realizaram o treinamento fisico, como

descrito abaixo:

- Um periodo inicial de adaptacdo foi proporcionado colocando-se 0s animais em
contato com agua rasa, a temperatura de 32+2°C, por 30 minutos, durante 1 semana, 5
dias por semana. O proposito da adaptacédo foi reduzir o estresse dos animais frente ao
exercicio fisico realizado na dgua (GOBATTO, C.A et al., 2001).

- O exercicio utilizado foi a natacdo, com carga adicional correspondente a 5% do peso
corporal do animal (GOBATTO, C.A. and SIBUYA, C. Y., 2001). Para o treinamento
foi utilizado um vidro com 250mm de diametro (GOBATTO, C.A. et al., 2001). A
altura da coluna de agua no vidro foi correspondente a 150% do comprimento corporal
do rato e a temperatura da agua foi mantida entre 30°C e 32°C por ser considerada
neutra em relacdo a temperatura corporal do rato (HARRI, M. e KUUSELA, P., 1986),

como demonstrado na figura abaixo:
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Figura 1: Imagem ilustrativa de um rato nadando.

Gongcalves, 2015.

O treinamento fisico foi conduzido durante quatro semanas, com trés sessdes
semanais de natacdo. A referida carga adicional de trabalho consistiu de blocos de
chumbo fixados em um colete preso na regido anterior do tronco dos ratos. A carga foi
reajustada semanalmente, conforme a variacdo do peso dos animais. A periodizacdo do

treinamento fisico esta demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1: Periodizagdo do treinamento fisico dos animais

Dia/tempo em min por sessao
Semana Carga Segunda-feira | Quarta-feira Sexta-feira
1 5% 10 15 15
2 5% 20 25 25
3 5% 30 35 35
4 5% 40 40 40

Ecocardiografia

Os parametros da funcdo sistdlica utilizados foram a fracdo de encurtamento e a
fracéo de ejecao.

Para obtencdo das imagens ecocardiograficas, os animais foram anestesiados
com associacdo de ketamina (Ketamina 10%, Agener Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A, Embu-Guacgu, SP, Brasil, 74 mg/kg) e xilazina (Dopaser, Laboratorios
Calier, SA, Barcelona, Espanha, 8 mg/kg) administrados por via intraperitoneal e
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permitindo ao animal manter a respiracdo espontanea durante o exame. Ap0s anestesia,

foi realizada a tricotomia da regido anterior do térax.

O ecocardiograma foi realizado utilizando-se o equipamento ESAOTE modelo
MyLab VET 30 gold, gerando imagens nos modos uni e bidimensional. Utilizou-se
transdutor setorial com frequéncia de 8 Mhz, profundidade de 3,0 cm, e angulo setorial
de 75°. No modo M, ao corte transversal paraesternal direito no plano das cordoalhas
tendineas, foi mensurado o didmetro do ventriculo esquerdo durante a diastole (DIVEd)
e sistole (DIVES) para posterior calculo da fracdo de encurtamento (FS) pela formula
FS%-= [(DIVEd-DIVES)/DIVEd]X 100. No mesmo corte foram medidos os volumes
diastélico (VVEQM) e sistdlico (VVESs), pelo método de Teicholz, para posterior calculo
da fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE pela férmula FEVE= [(VVEd-
VVEs)/VVEd]x100, e obtida a frequéncia cardiaca.

Teste de tolerancia ao esforco fisico

Um teste exaustivo de natacdo foi realizado 48 horas apds a Ultima sessdo de
treinamento fisico. Os animais nadaram até a exaustdo, suportanto um peso de 5% do
peso corporal afixado ao corpo. A exaustdo foi definida como o ponto em que o animal
permanecia 10 segundos sob a superficie da agua (GOBATTO, C.A. et al, 2001;
DAWSON, C.A. and HORVATH, S.M.,1970). O tempo de exercicio até a exaustdo foi

cronometrado.

Coleta do material

Ao final do tratamento, os animais foram pesados e anestesiados com ketamina
(Ketamina 10%, Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu, SP,
Brasil, 80 mg/kg) e xilazina (Dopaser, Laboratdrios Calier, S/A, Barcelona, Espanha, 8
mg/kg) administrados por via intraperitoneal. Nestas condigdes procedeu-se a abertura
do térax para a coleta do sangue por puncdo cardiaca direta e para a remocdo do
coracdo. Em seguida os corag¢Oes foram lavados com solucdo de NaCl 0,9%, secos em
papel filtro e pesados em balanca de precisdo. Apds este procedimento foram retirados
0s atrios e separados os ventriculos; parte deste material foi encaminhado para
processamento histolégico e a outra parte foi encaminhado para realizacdo de anélises
proteicas.
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Anadlises laboratoriais

Ap0s a puncdo cardiaca, as amostras de sangue foram colocadas em tubos de
ensaio VACUETTE® com gel separador e levadas ao laboratério de andlises clinicas do
Hospital Veterinario da UFU para analise. Para determinacdo de triiodotironina (T3) e
tiroxina (T4) foram utilizados os kits da marca INTERKIT® e a analise foi feita através

do método de ensaio de imunoabsorc¢do ligado a enzima (ELISA).

Microscopia dptica convencional

Os coragdes foram fixados por imersdo em formol tamponado a 10% por um
periodo de 24 horas e em seguida encaminhados para andlise histopatologica. As
amostras foram desidratadas em soluc@es crescentes de alcool 80%, 95% (30 minutos
cada) e 100% (quatro trocas de uma hora cada). Ap6s o Ultimo procedimento, as
amostras foram clarificadas em xilol (trés banhos de 30 minutos cada), receberam dois
banhos de parafina (duas horas cada) e incluidas em parafina. Cada bloco de parafina
foi cortado em seccBes de 5um de espessura e, posteriormente, corados com

hematoxilina e eosina.

Western blot

Amostras de tecido cardiaco foram coletadas para a quantificagdo da miosina
(n=5 animais por grupo), colocadas em tubos de Eppendorf de 2ml e imediatamente
congeladas a -80°C até o momento da extracdo de proteinas. Foi adicionado ao
Eppendorf o tampdo de extracdo com inibidores de protease e de fosfatase e, em
seguida, o tecido foi triturado em Polytron. O material foi centrifugado a 13.000rpm por
20 minutos, a 4°C, o sobrenadante congelado a -80°C e posteriormente utilizado para a
dosagem de proteinas. A dosagem de proteinas foi realizada em espectofotdbmetro em
comprimento de onda de 595nm pelo método de Coommassie R. As proteinas foram
separadas por eletroforese (100 volts por 1h 40 min) e entdo transferidas para membrana
de nitrocelulose (100 volts por 2 horas em tampdo de transferéncia). Apos, as
membranas foram coradas por Ponceau para marcacdo das proteinas. Em seguida, as
membranas foram lavadas em agua deionizada e colocadas em solucdo de bloqueio
overnight. Apos esse procedimento, as membranas foram incubadas com anticorpo

primario overnight. Apods as lavagens com tampdo TBS-T, foi colocado o anticorpo
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secundario conjugado a peroxidase a temperatura ambiente, por 40 minutos. Por ultimo,
as membranas foram reveladas com kit para deteccdo de proteinas ECL e analisadas
através do aparelho ChemiDoc XRS (BioRad Laboratories).

RESULTADOS
A partir da metodologia descrita foram coletadas informacdes e produzidos dois

artigos apresentados abaixo:

Artigo 1: “TOLERANCIA AO ESFORCO FISICO APOS ADMINISTRACAO DE
DOXORRUBICINA: EFEITOS DO TREINAMENTO FiSICO E DO HORMONIO
TIREOIDIANO”.

Artigo 2: “O TREINAMENTO FISICO PRESERVA A ESTRUTURA E A FUNCAO
CARDIACAS DE RATOS APOS TRATAMENTO COM DOXORRUBICINA”.
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Resumo: A doxorrubicina (DOX) € um agente quimioterapico que, além de suas
propriedades antineoplasicas, também desencadeia efeitos tdxicos sobre o coragéo,
podendo causar insuficiéncia cardiaca e consequente intolerancia aos esforcos. O
objetivo deste estudo foi verificar a tolerancia ao esfor¢co em ratos apds a aplicacdo de
um protocolo de treinamento fisico regular e/ou tratamento com horménio tireoidiano,
ambos iniciados apds a administracdo de DOX. Foram utilizados 52 ratos Wistar
machos, adultos, divididos aleatoriamente em sete grupos, identificados como: controle
(C), controle exercicio (CEX), controle hormonio tieroidiano (CHT), controle
doxorrubicina (CDX), doxorrubicina e exercicio (DXEX), doxorrubicina e hormonio
(DXHT) e doxorrubicina, exercicio e hormoénio (DXEXHT). Os animais dos grupos
CDX, DXEX, DXHT e DXEXHT, receberam injecOes intraperitoneais de cloridrato de
doxorrubicina, trés vezes/semana durante duas semanas, até atingir-se a dose cumulativa
de 7,5 mg/kg. Aos grupos CHT, DXHT e DXEXHT foi administrado horménio
tireoidiano diariamente, por gavagem, na dose de 10ug/100g de peso corporal, durante
quatro semanas. Os dois tratamentos foram iniciado duas semanas ap6s o término da
administracdo de DOX. Os grupos CEX, DXEX e DXEXHT participaram de um
protocolo de natagcdo com carga adicional de 5% do peso corporal também iniciado duas
semanas apds o término da administracdo de DOX. O treinamento foi conduzido ao
longo de quatro semanas com trés sessdes semanais de natagdo. Quarenta e oito horas
apos a Ultima sessdo de treinamento, 0s animais de todos os grupos foram submetidos a
um teste exaustivo de natacdo, que consistia em nadar até a exaustdo, com a sobrecarga
de 5% do peso corporal fixado ao corpo. Para analise estatistica utilizou-se a
distribuicdo de Poisson, adotando-se o nivel de significancia de 5%. A tolerancia ao
esforco (TE) no grupo CEX foi maior quando comparada aos demais grupos
experimentais. O HT ministrado ap6s DX aumentou a TE de forma menos eficaz do que
o treinamento fisico. O protocolo de exercicio utilizado ap6s 0 uso de DX aumentou a
TE e a associacdo com HT ndo potencializou este efeito. Concluimos que o treinamento
com exercicio fisico regular e de baixa intensidade e o horménio tireoidiano utilizados
apos o uso de doxorrubicina melhoraram a tolerancia ao esfor¢co dos animais.

Palavras-chave: tolerancia ao esforco, insuficiéncia cardiaca, doxorrubicina,
treinamento fisico, levotiroxina sédica
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Abstract: Doxurrubicin is a chemotherapic agent that beyond its anti-neoplastic
properties has toxic effects on the heart and can lead to heart failure and low effort
tolerance. The objective of this study is to verify the effort tolerance in rats using an
experimental model of doxorubicin-induced cardiomyopathy after the application of a
protocol of regular physical training and treatment with the thyroid hormone initiated
after the administration of doxorubicin. Fifty-two adult male Wistar rats were randomly
divided to seven groups identified as control (C), exercise (CEX), thyroid hormone
(CHT), doxorrubicin (CDX), doxorrubicin and exercise (DXEX), doxorrubicin and
thyroid hormone (DXHT) and doxorrubicin, exercise and hormone (DXEXHT). The
animals from CDX, DXEX, DXHT e DXEXHT groups received intraperitoneal
injections of doxorubicin hydrocloride, three times a week, for two weeks, reaching a
cumulative dose of 7.5mg/kg. To the groups CHT, DXHT and DXEXHT was
administered thyroid hormone once a day, for four weeks, by orogastric probe, at a dose
of 10u19/100g of body weight. The groups CEX, DXEX e DXEXHT performed exercise
using swimming for four weeks with three sessions per week. The exercise was
performed using a loading up to 5% of body weight. Forty-eight hours after the last
training session, animals from all groups underwent a thorough swimming test, which
consisted of swimming to exhaustion, with an overload of 5% of body weight fixed to
the body. For statistical analysis was used the Poisson distribution adopting the
significance level of values <5%. The exercise tolerance in the CEX group was higher
compared to the other experimental groups. The adition of thyroid hormone to exercise
after doxorubicin did not increase exercise tolerance. The thyroid hormone administered
after doxorubicin improved exercise tolerance but it was less effective than physical
exercise. Treatment with physical exercise alone after the use of doxorubicin increased
the exercise tolerance but the adition of thyroid hormone did not potentiate this action.
In conclusion, training with regular and low intensity exercise and thyroid hormone
after the use of doxorubicin improved the effort tolerance of the animals.

Keywords: physical tolerance, heart failure, doxorubicin, exercise, levothyroxine
sodium
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INTRODUCAO

A doxurrubicina (DOX) é um agente quimioterdpico que apresenta, além de suas
propriedades antineoplasicas, efeitos toxicos sobre o coracdo. Esta cardiotoxicidade
pode provocar disfuncdo do coracdo e insuficiéncia cardiaca (IC) produzindo graus
variados de limitacdo as atividades fisicas cotidianas (Francis, 2001). A IC é um dos
mais importantes desafios clinicos e € a maior causa de mortalidade no Brasil e no
mundo (Katz and Konstam, 2012; Jessap and Brozema, 2012). Apesar de terem
ocorrido avangos na terapia farmacologica e nao farmacoldgica, a IC continua associada
a uma taxa de sobrevida de apenas 50% em cinco anos (Ho et al, 1993; Redfild et al,
2000).

Modelos experimentais de IC tentam mimetizar as condi¢des gerais encontradas
nesta sindrome, incluindo remodelamento cardiaco, alteracdes histoldgicas, piora da
funcdo ventricular e modificacbes hemodinamicas, como diminuicdo do débito cardiaco
e aumento da resisténcia vascular sistémica. Estes modelos podem contribuir para o
avanco do conhecimento nesta area bem como permitir testes para novas abordagens
terapéuticas na IC (Cohn et al, 1997; Schwarz et al, 1998; Smith et al, 1985).

Nesse sentido, o exercicio fisico constitui uma opcéo terapéutica de baixo custo
que pode ser utilizada com o objetivo de minimizar os efeitos deletérios causados pela
cardiopatia induzida por doxorrubicina e melhorar a tolerancia aos esforcos fisicos.
Alguns estudos apontam o efeito protetor do treinamento fisico quando utilizado
previamente a administracdo da DOX (Chicco et al, 2006; Wonders et al, 2008; Hydock
et al, 2008). O exercicio fisico provoca inimeras alteragdes morfofuncionais, tanto a
nivel central como periférico (Sullivan and Hawthorne, 1995; Lu et al, 2015; Golbidi
and Laher, 2011), que podem auxiliar no tratamento da IC. Além das alteracdes
cardiovasculares benéficas que o exercicio fisico produz, ele também melhora as
alteracdes musculoesqueléticas, um dos principais fatores causais de limitages fisicas e
intolerancia as atividades fisicas habituais nas cardiopatias que evoluem para IC. Estas
alteracOes se caracterizam por reducdo no nimero e densidade de capilares e do nimero
e tamanho de mitocondrias; os efeitos do exercicio fisico incluem também modificacdes
no padrdo de fibras musculares esqueléticas com predominancia de fibras de
caracteristica glicolitica anaerdbia, com menor contetdo de mioglobina. Ocorrem ainda
alteragbes na reatividade vascular devido a modificagbes no endotélio vascular
(Haykowsky et al, 2014).



33

Outra opcéo terapéutica a ser testada no modelo de cardiomiopatia é a utilizacdo
de baixas doses do horménio tireoidiano (HT). Devido aos seus efeitos sobre o sistema
cardiovascular, onde exercem grande numero de influéncias promovendo alteragdes
moleculares, estruturais, funcionais (Dillmann, 2002; Corssac et al, 2016) e hipertrofia

cardiaca, 0 HT pode desempenhar papel importante na IC.

Apesar dos significativos avancgos terapéuticos conseguidos nas Ultimas décadas,
a mortalidade por cardiopatias que evoluem para insuficiéncia cardiaca continua elevada
e a morbidade decorrente desta evolucdo prejudica a qualidade de vida. Neste aspecto,
varias tentativas para o controle dos sintomas e da evolucdo da doenca vém sendo

desenvolvidas utilizando-se novos conceitos farmacologicos e estratégias terapéuticas.

Dessa forma, nosso objetivo foi verificar a tolerancia ao esforco em ratos,
utilizando-se um modelo experimental de miocardiopatia induzida por doxorrubicina,
apos a aplicacdo de um protocolo de treinamento fisico regular e tratamento com o

hormonio tireoidiano, ambos iniciados apds a administracdo de DOX

MATERIAIS E METODOS
ConsideracOes gerais
O estudo conduzido foi do tipo experimental. Os procedimentos foram

realizados apds aprovacdo do protocolo de pesquisa 022/14 pelo Comité de Etica na
Utilizagdo de Animais da Universidade Federal de Uberlandia. Todos os procedimentos
seguiram os padrdes definidos pelo comité de ética responsavel.

Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos com peso inicial
de aproximadamente 250 gramas, provenientes do laboratorio do Centro de Bioterismo
e Experimentacdo Animal (CEBEA-UFU) onde foi desenvolvido o experimento. As
condi¢cBes ambientais para todos os grupos foram as mesmas, no que se refere a
temperatura (25°), umidade relativa do ar, nivel de ruido e luminosidade (ciclo
claro/escuro 12h/12h). Os animais foram alimentados com racéo e agua “ad libitum”.
Protocolos

Os animais foram divididos em sete grupos identificados como: controle (C),
controle exercicio (CEX), controle horménio tireoidiano (CHT), controle doxorrubicina
(CDX), doxorrubicina e exercicio (DXEX), doxorrubicina e hormdnio (DXHT) e
doxorrubicina, exercicio e horménio (DXEXHT). Os animais do grupo controle nédo

foram submetidos a nenhuma intervencgdo durante o experimento.
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Administracdo de doxorrubicina
Os animais que pertenciam aos grupos CDX, DXEX, DXHT, DXEXHT,

receberam injecgdes intraperitoneais de cloridrato de doxorrubicina (Fauldoxo, Libbs
Farmacéutica, Embu0, Sdo Paulo), trés vezes por semana, ao longo de duas semanas,
atingindo a dose cumulativa de 7,5 mg/kg (Campos et al, 2011). Os grupos C, CEX e
CHT receberam volume igual de solucdo salina, no mesmo regime empregado para 0s
animais tratados com doxorrubicina.
Tratamento: hormdnio tireoidiano e exercicio fisico

Apobs o término das inje¢des de doxorrubicina, houve um intervalo de duas

semanas até ser iniciado o protocolo de exercicio e o tratamento com horménio.

Aos grupos CHT, DXHT e DXEXHT foi administrado horménio tireoidiano
como descrito abaixo:
Administracdo de levotiroxina sédica

- A levotiroxina sodica (T4) foi administrada diariamente, durante quatro
semanas, por meio de sondagem orogastrica, utilizando-se o instrumento IC 810 (agulha
de gavagem para ratos) de aco inox BD-12, com cénula com didametro de 1,2mm, com
esfera de 2,3mm, raio de curvatura de 40mm e comprimento de 54mm. A dose
administrada foi de 10ug/100g de peso corporal de uma suspensdo de tiroxina
(levotiroxina sodica) a 0,1%, que foi obtida a partir de 10 comprimidos de 100ug de T4
diluidos em 10ml de 4gua destilada (Engelman et al, 2001).

Os grupos CEX, DXEX e DXEXHT realizaram o treinamento fisico, como
descrito abaixo:

- Um periodo inicial de adaptacdo foi proporcionado colocando-se os animais
em contato com agua rasa, a temperatura de 32+2°C, por 30 minutos, durante 1 semana,
5 dias por semana. O proposito da adaptacéo foi reduzir o estresse dos animais frente ao

exercicio fisico realizado na agua (Gobatto et al, 2001).

- O exercicio utilizado foi a natagcdo, com carga adicional e cumulativa até 5%
do peso corporal do animal (Gobatto e Sibuya, 2001). Para o treinamento foi utilizado
um vidro com 250mm de didmetro (Gobatto et al, 2001). A altura da coluna de agua no
vidro foi correspondente a 150% do comprimento corporal do rato. A temperatura da
agua foi mantida entre 30°C e 32°C por ser considerada neutra em relacdo a temperatura

corporal do rato (Harri e Kuusela, 1986).
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O treinamento fisico foi conduzido durante quatro semanas, com trés sessoes
semanais de natacdo. A referida carga adicional de trabalho consistiu de blocos de
chumbo fixados em um colete preso na regido anterior do tronco dos ratos. A carga foi
reajustada semanalmente, conforme a variacdo do peso dos animais. A periodizacdo do

treinamento fisico esta demonstrada na Tabela 1.

Tabela 1: Periodizacdo do treinamento fisico dos animais

Dia/tempo em min por sessao
Semana Carga Segunda-feira | Quarta-feira Sexta-feira
1 5% 10 15 15
2 5% 20 25 25
3 5% 30 35 35
4 5% 40 40 40

Ecocardiografia

Para mensurar os valores da fracdo de ejecdo e parametros anatémicos, 0s
animais foram anestesiados com associacao de ketamina na dose de 74mg/kg (Ketamina
10%, Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, SP, Brasil) e
xilazina na dose de 8mg/kg (Dopaser, Laboratérios Calier, SA, Barcelona, Espanha),
administradas por via intraperitoneal e permitindo ao animal manter a respiracdo
espontanea durante o exame. Apds anestesia, foi realizada a tricotomia da regido

anterior do toérax.

O ecocardiograma foi realizado utilizando-se o equipamento ESAOTE modelo
MyLab VET 30 Gold, gerando imagens nos modos uni e bidimensional. Utilizou-se
transdutor setorial com frequéncia de 8Mhz, profundidade de 3,0cm, e angulo setorial
de 75°. No modo M, ao corte transversal paraesternal direito e no plano das cordoalhas
tendineas, foi mensurado o didmetro do ventriculo esquerdo durante a diastole (DIVEd)
e sistole (DIVESs) para posterior calculo da fracdo de encurtamento (FS) pela formula
FS%= [(DIVEd-DIVESs)/DIVEd]X 100. No mesmo corte foram medidos os volumes
diastélico (VVEQM) e sistdlico (VVES), pelo método de Teicholz, para posterior calculo
da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) pela formula FEVE= [(VVEd-
VVESs)/VVEd]x100.

Teste de tolerancia ao esforco fisico
Um teste de tolerancia (TE) foi realizado 48 horas apds a ultima sessdo de

treinamento fisico. Os animais nadaram até a exaustdo, suportanto um peso de 5% do
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peso corporal afixado ao corpo. A exaustdo foi definida como o ponto em que o animal
permanecia 10 segundos sob a superficie da agua (Gobatto et al, 2001; Dawson and
Horvath, 1970). O tempo de exercicio até a exaustdo foi cronometrado.

Andlises estatisticas

Para analisar o comportamento da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo nos
diversos tratamentos foi utilizado o método de Modelos Lineares Generalizados (MLG)
com distribuicdo gaussiana e fungdo de ligacdo de identidade. Como se verificou
diferenca entre pelo menos dois tratamentos, os mesmos foram comparados, par a par,

com o teste da diferenca minima significativa (LSD).

O tempo até a exaustdo foi medido como uma variavel discreta e ndo mostrou
distribuicdo Gaussiana, conforme teste de Kolmogorov-Smirnov (p = 0,024). Por esta
razdo, as médias entre os tratamentos foram comparadas com os Modelos Lineares
Generalizados (GLM) que adotaram a probabilidade de Poisson, funcéo de distribuigao
e funcdo de ligacao logaritmica.

Todas as analises foram conduzidas utilizando-se 0 médulo GLzM do SPSS 17.0
(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) com soma de quadrados do tipo Ill e adotada

significancia para p<0,05.

RESULTADOS

Estado geral dos animais e sobrevida

Todos os animais sobreviveram durante o periodo de observacdo previamente
definido. Os animais tratados com doxorrubicina apresentaram atividade reduzida,
piloeregéo, pelos com coloragdo amarelada, exsudagéo ao redor dos olhos e das narinas.
Fracdo de ejecdo

A FEVE do grupo CDX apds o tratamento apresentou valores menores em
comparagdo ao grupo C, CEX e DXEX. No grupo CHT a FEVE também foi menor em
comparagao aos grupos C, CEX, DXEX e DXHT. Os resultados estdo demonstrados na
Tabela 2.
Tabela 2: Fracdo de ejecao ventricular esquerda entre os grupos apés a intervencao

Grupos C CEX CHT CDX DXEX DXHT DXEXHT

FEVE 77.33+5.36*+ | 76.66+5.23*+ | 58.33+3.84 | 62+1.52 T7+£7.57*+ | 75.33+2.33* | 64.33+12.45
(%)

Os valores correspondem & média + erro padrdo. C-controle; CEX- exercicio; CHT- horménio tireoidiano; CDX-doxorubicina;
DXEX-doxorubicina + exercicio; DXHT-doxorubicina + hormdnio tireoidiano; DXEXHT-doxorubicina + exercicio + hormdnio
tireoidiano; FEVE- fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; A FEVE foi mensurada ap6s 6 semanas da administracdo de
doxorrubicina. FEVE “ CHT x C, CEX, DXEX, DXHT * CDX x C, CEX, DXEX; ™ indicam diferenca estatisticamente significante
com p<0,05.
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Tolerancia ao esforgo

Na avaliacdo da tolerancia ao esforco, o tempo até a exaustdo no grupo CEX foi
maior quando comparado aos demais grupos experimentais. Achado importante do teste
foi observado no grupo CDX que apresentou menor tolerancia ao esfor¢o quando
comparado aos demais grupos, exceto em relagdo ao grupo controle. O CHT melhorou a
tolerancia ao esforco, tanto isoladamente quanto ap6s a doxorrubicina, embora de
maneira menos intensa que o exercicio fisico. A associacdo do exercicio fisico com o
horménio tireoidiano ndo melhorou a tolerancia ao esforgo. Os resultados referentes ao

teste de tolerdncia ap0s tratamento estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Teste de tolerancia entre 0s grupos apos a intervencao

Grupos C CEX CTH CDX DXEX DXTH DXEXTH
Tempo 18.42+1.62¢ 44.80+2,99° 32.20£2.53° 20.88+1.52¢ 36.44+2.01° 25.33+1.67° 35+2.09°
(min)

Os valores correspondem & média + erro padrdo. C-controle; CEX- exercicio; CHT- horménio tireoidiano; CDX-doxorubicina;
DXEX-doxorubicina + exercicio; DXHT-doxorubicina + horménio tireoidiano; DXEXHT-doxorubicina + exercicio + hormonio
tireoidiano; Poison; Diferentes letras indicam diferenca estatisticamente significante com p <0.05.

DISCUSSAO
A doxorrubicina provoca cardiotoxicidade, de natureza cumulativa e dose-

dependente (Doroshow et al, 1985) e as principais alteracdes morfoldgicas do miocardio
decorrentes do seu uso sdo descritas como degeneracdo vacuolar, desorganizagdo ou
perda de miofibrilas, fibrose intersticial, dilatacdo do reticulo sarcoplasmatico e lesdo
mitocondrial caracterizada por tumefacdo e rompimento de cristas mitocondriais (Singal
et al, 2000; Singal e Iliskovic, 1998). Estas alteracBes reduzem a funcdo de bomba
cardiaca piorando a tolerancia ao esforco e diminuindo a FEVE em graus variados e
vinculados ao teor da toxicidade (Negrao et al, 1992).

A tolerancia ao esforco (TE) € um indicador do estado funcional do aparelho
cardiovascular. Ele traduz a dindmica de distribuicdo da perfusdo do sangue,
particularmente no que diz respeito ao sistema muscular esquelético e de diversos
fatores que o influenciam. Serve também de indicador do grau de congestdo pulmonar
(Doroshow et al, 1985) que implica na reducdo das trocas gasosas e, portanto, na piora
do metabolismo tecidual sendo um importante indicador da gravidade da IC.

A baixa tolerancia ao esforco e a qualidade de vida reduzida, sdo caracteristicas

de pacientes com céancer tratados com doxorrubicina e esses efeitos colaterais
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debilitantes s@o, em sua maior parte, atribuidos a cardiotoxicidade induzida por este
agente quimioterapico.

No presente estudo relatamos, pela primeira vez, os efeitos decorrentes do
treinamento fisico e/ou do hormdnio tireoidiano sobre a FEVE e a tolerancia ao esforco

em animais, utilizando protocolo iniciado duas semanas apds a administracdo de

doxorrubicina.

O exercicio fisico provoca inumeras alteraces morfofuncionais que ocorrem
tanto a nivel central como periférico, minimizando a intolerancia ao esforcgo e reduzindo
a fadiga precoce (Roveda et al, 2003; Gongalves et al, 2006). De forma similar, o
horménio tireoidiano é tido como um indutor de melhora da TE (Mourouzis et al, 2012)
desde que nao se atinja niveis séricos capazes de produzir toxicidade, como evidenciado
nos casos de tireotoxicose (Maia et al, 2013). Diante destes fatos, a associacdo do
exercicio fisico ao hormonio tireoidiano poderia, teoricamente, resultar em melhor

tolerancia ao esforgo.

Os efeitos positivos do exercicio fisico tém demonstrado cardioprote¢cdo quando
sdo aplicados antes do tratamento com a doxorrubicina (Maia et al, 2017), mas ndo ha
registros na literatura, nos limites do nosso conhecimento, de estudos que tenham
empregado o treinamento fisico e/ou horménio tireoidiano ap6s um esquema de

administracdo deste quimioterapico.

Foi observado que das duas intervencBGes realizadas, o exercicio fisico
proporcionou melhores resultados no teste de tolerancia ao esforgo (grupo CEX - 59%).
Em um nivel imediatamente abaixo, o hormonio tireoidiano também melhorou os
resultados obtidos no teste (grupo CHT - 43%), ambos em relacdo ao grupo C. No
grupo CDX nédo houve mudanca no padrdo da TE. Utilizando-se os quatro grupos, C,
CEX, CHT e CDX como controle, foi possivel comparar os efeitos obtidos com a
doxorrubicina. O exercicio fisico melhorou a TE em 44% e 50% em comparagdo aos

grupos CDX e C respectivamente.

A FEVE dos grupos que realizaram exercicio fisico (CEX e DXEX) também foi
maior em comparacgédo ao grupo CDX. Este resultado, juntamente com o da tolerancia ao
esforco, apresenta fortes indicios de que a préatica de exercicio fisico ap6s o uso de

doxorrubicina pode amenizar os danos causados por esta droga.

Desde 1978, McElroy e cols. demonstraram que a pratica regular de exercicios

fisicos é capaz de conferir cardioprotecdo. Parece inegdvel que o treinamento fisico
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aerobio proteja o coragdo, tanto por atenuacdo da morte celular e eventuais efeitos
regenerativos, quanto por garantir melhor manutencdo da funcgdo cardiaca. No entanto, o
mecanismo pelo qual isso ocorre ainda é motivo de debate. Os principais aspectos
envolvidos sdo o aumento na producgéo de proteinas de choque térmico (HSP) (Moran et
al, 2005; Powers et al, 2001), aumento na capacidade antioxidativa cardiaca, associado a
reducdo na produgdo espécies reativas de oxigénio (EROs) nas mitocondrias dos
cardiomidcitos (French et al, 2008; Yamashita et al, 1999; Farah et al, 2013; Frasier et
al, 2013; Hamilton et al, 2001), melhora da perfusdo tecidual e reducdo da apoptose
(Calvert et al, 2013; French et al, 2008). Especificamente, esses resultados estdo de
acordo com os relatorios de que o treinamento fisico com exercicios de curto prazo
oferece protecdo contra lesdo cardiaca (Demirel et al, 2001; Hamilton et al, 2001;
Kavazis et al, 2014; Kavazis et al 2010).

Os mesmos efeitos ocorreram, de forma menos pronunciada, com o tratamento
com hormonio tireoidiano (18% e 26%) em comparacdo aos grupos CDX e C,
respectivamente. Evidéncias mostram que os hormdnios tireoidianos também atuam na
traducéo e producéo proteica e sobre 0s processos de sinalizagdo iniciados na membrana
plasmatica e no citoplasma, os quais resultam em respostas bioldgicas amplificadas
(Davis e Davis 2002). A acao nuclear do hormonio tireoidiano aumenta a expressao das
proteinas de cadeia pesada a (eMHC) e diminui a expressdo das proteinas de cadeia
pesada B (BMHC), o que provoca aumento da frequéncia cardiaca e da velocidade de
contragdo. A sua agdo ndo nuclear altera o comportamento dos canais iénicos de sodio,
potassio e célcio da membrana dos cardiomidcitos, fato que resulta em cronotropismo e
inotropismo positivos (Klein e Ojama, 2001; Kahaly e Dillmann, 2005). Além da acao
central nos mecanismos cardiacos, o hormonio tireoidiano também atua aumentando o
volume sanguineo circulante, e, portanto, a oxigenacdo tecidual, e reduz a resisténcia
periférica. Talvez essas respostas diretas e indiretas provenientes da acdo do horménio

estejam envolvidas, pelo menos em parte, na melhora da tolerancia ao esforco.

A adicdo isolada do horménio tireoidiano reduziu em 33% a FEVE em
comparacdo ao grupo C. Isso ndo significa, obrigatoriamente, que o hormonio
tireoidiano tenha piorado a fungdo cardiovascular global pois pode ser que em
decorréncia das demais modificacbes hemodinamicas, muitas ja citadas, poderia estar
caracterizada uma condicdo onde se obtém melhor resposta circulatoria sistémica

mesmo com menor FEVE. Este fato pode estar comprovado pela melhora da resposta ao
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teste de tolerancia identicada com o horménio tireoidiano. Mesmo sendo observado esta
reducdo da FEVE no controle, o0 mesmo parece ndo ocorrer quando ha a toxicidade da
doxorrubicina. A mesma adicdo do horménio em animais que receberam a
doxorrubicina aumentou a FEVE. Este fato parece indicar que as modificacdes
induzidas pelo horménio tireoidiano, conforme ja descritas, tem efeito numa situacéo
em que a depressao da funcdo cardiaca ja esta presente. A somatoria deste efeito com os
resultados da avaliagdo da toleréncia ao esforco mostra uma possibilidade terapéutica
adicional que poderia suprir uma eventual lacuna no processo de tratamento

especialmente quando o paciente se encontra intolerante ao treinamento fisico.

Adicionalmente, Khalife et al, (2005) demonstraram que o tratamento com
hormonio tireoidiano restabeleceu o fluxo sanguineo coronariano, preveniu a fibrose
cardiaca e a perda de midcitos em modelo animal de cardiomiopatia dilatada. Todos

estes aspectos estdo geralmente relacionados a uma melhor funcgéo cardiaca.

Uma questdo a ser considerada seria se a doxorrubicina poderia suprimir os
efeitos favoraveis do treinamento fisico sobre a tolerancia ao esfor¢o. Observando os
resultados do grupo DXEX verifica-se que isso ndo ocorreu embora tenha havido

atenuacao da resposta da TE ao treinamento fisico.

De acordo com Scott et al, (2010), o exercicio aer6bio aplicado antes da
doxorrubicina melhora a funcdo sistélica e diastolica ventricular e atenua o
remodelamento cardiaco patoldgico, resultando em uma melhor toleréncia ao esforco

em pacientes com IC induzida por antraciclinas.

Alguns autores demostraram que o exercicio fisico regular realizado antes do
uso da doxorrubicina atenua a perda da funcdo do ventriculo esquerdo (Chicco et al,
2006; Wonders et al, 2008; Hydock et al, 2008), melhora a capacidade bioenergética
mitocondrial e previne o dano oxidativo (Demirel et al, 1998; Marques-Aleixo et al,
2015) inibindo o aumento do sinal apoptético (Chicco et al, 2006; Wonders et al, 2009)

e preservando a expressao da cadeia pesada de miosina (Hydock et al, 2011).

Essa mesma comparagdo pode ser feita em relagdo ao tratamento com o
hormonio tireoidiano. O grupo DXHT apresentou melhora da TE embora atingindo

valores inferiores aos obtidos no grupo CEX.

Finalmente, o resultado obtido na associacdo do treinamento fisico e do
horménio tireoidiano ndo mostrou beneficios em relagdo ao treinamento fisico

isoladamente em animais que receberam doxorrubicina. Diante dos resultados, a melhor



41

opcao para atenuar os efeitos da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina e a TE na
presenca de doxorrubicina foi o exercicio fisico. No entanto, a opgdo pelo horménio
tireoidiano parece valida quando o exercicio ndo puder ser utilizado. A auséncia de
mortalidade indica seguranca, tanto com o treinamento fisico quanto com o hormdénio
tireoidiano nas doses utilizadas e na presenca da cardiotoxicidade induzida pela

doxorrubicina, mesmo quando eles sdo associados.

E, ainda, necessario verificar se estas opgBes podem ser (teis em pacientes que,
submetidos ao tratamento com doxorrubicina, desenvolvem cardiotoxicidade e podem
evoluir para insuficiéncia cardiaca.

LIMITACOES DO ESTUDO

A principal limitacdo deste estudo esta relacionada ao tempo curto do protocolo
de exercicio e ao horménio tireoidiano (T4) escolhido. Para avaliar as respostas
referentes a tolerancia ao esfor¢co nos grupos estudados sabe-se que os efeitos do
treinamento fisico podem acontecer em um prazo mais longo. Por sua vez, a
transformacéo de T4 em T3 pode estar prejudicada devido a presenca da doxorrubicina
e as acOes desejadas do hormonio podem ter sido atenuadas. Deve-se também destacar
que ndo foi feita a avaliacdo do consumo méximo de oxigénio (VO,méax) dos animais,
medida que poderia auxiliar na interpretagéo dos resultados.

CONCLUSAO

Os resultados preliminares indicam que o treinamento com exercicio fisico
regular e de baixa intensidade ap6s o uso de doxorrubicina melhorou a tolerancia ao
esforco dos animais. A adicdo do hormonio tireoidiano ao exercicio fisico ndo
modificou o padrdo de resposta obtida com o treinamento isoladamente mostrando,
porém, ndo haver piora das condicdes fisicas dos animais na presenca do horménio.
Mais estudos sdo necessarios com a finalidade de elucidar quais sdo 0s mecanismos
envolvidos na toxicidade cardiovascular provocada pela doxorrubicina que podem ser
atenuados pelo treinamento fisico e pelo hormdnio tireoidiano e que repercutem

negativamente na tolerancia ao esforco fisico e na funcéo cardiaca.
Vinculacéo académica

Este estudo é vinculado ao programa de Pos-Graduagcdo em Ciéncias da Saude —
Faculdade de Medicina de Uberlandia, Universidade Federal de Uberlandia (UFU)



10.

11.

12.

13.

14.

42

REFERENCIAS

Francis, G. S. Pathophysiology of chronic heart failure. The American Journal of
Medicine, 2001; 110(7), 37-46.

Katz, A. M., & Konstam, M. A. Heart failure: pathophysiology, molecular
biology, and clinical management. Lippincott Williams & Wilkins. 2012.
Jessap, M., Brozena, S. 2007. Heart Failure. Review Article. New England
Journal Medicine, 2012; 348, 2007 — 18.

Ho, K. K., Anderson, K. M., Kannel, W. B., Grossman, W., & Levy, D. Survival
after the onset of congestive heart failure in Framingham Heart Study

subjects. Circulation, 1993; 88(1), 107-115.

Redfield, M. M., Kay, G. N., Jenkins, L. S., Mianulli, M., Jensen, D. N.,
Ellenbogen, K. A., & APT INVESTIGATORS. Tachycardia-related
cardiomyopathy: a common cause of ventricular dysfunction in patients with
atrial fibrillation referred for atrioventricular ablation. In Mayo Clinic
Proceedings, 2000; Vol. 75, No. 8, pp. 790-795.

Cohn, J. N., Ziesche, S., Smith, R., Anand, I., Dunkman, W. B., Loeb, H., &
Loss, L. Effect of the calcium antagonist felodipine as supplementary
vasodilator therapy in patients with chronic heart failure treated with enalapril
V-HeFT Ill. Circulation, 1997; 96(3), 856-863.

Schwarz, E. R., Pollick, C., Dow, J., Patterson, M., Birnbaum, Y., & Kloner, R.
A. A small animal model of non-ischemic cardiomyopathy and its evaluation by
transthoracic echocardiography. Cardiovascular Research, 1998; 39(1), 216-223.
Smith, R. D., Barrett, J. A., Wolf, P. S., & Pruss, T. P. The haemodynamic and
myocardial contractile effects of celiprolol, atenolol and propranolol in
mecamylamine-verapamil pretreated, anaesthetised dogs. British Journal of
Clinical Practice. Supplement, 1985; 42, 35-43.

Dillmann, W. H. Cellular action of thyroid hormone on the heart. Thyroid, 2002;
12(6), 447-452.

Corssac G.B., de Castro A.L., Tavares A.V., Campos C., Fernandes R.O., Ortiz
V.D., Siqueira R., Fernandes T.R., Bell6-Klein A., Araujo A.S. Thyroid
hormones effects on oxidative stress and cardiac remodeling in the right
ventricle of infarcted rats. Life Science, 2016; 1(146)109-16.

Sullivan, M. J., & Hawthorne, M. H. Exercise intolerance in patients with
chronic heart failure. Progress in Cardiovascular Diseases, 1995; 38(1), 1-22.
Lu, K., Wang, L., Wang, C., Yang, Y., Hu, D., & Ding, R. Effects of high-
intensity interval versus continuous moderate-intensity aerobic exercise on
apoptosis, oxidative stress and metabolism of the infarcted myocardium in a rat
model. Molecular Medicine Reports, 2015; 12(2), 2374-2382.

Golbidi, S., & Laher, I. Molecular mechanisms in exercise-induced
cardioprotection. Cardiology Research and Practice, 2011.

Haykowsky, M. J., Kouba, E. J., Brubaker, P. H., Nicklas, B. J., Eggebeen, J., &
Kitzman, D. W. Skeletal muscle composition and its relation to exercise
intolerance in older patients with heart failure and preserved ejection

fraction. The American Journal of Cardiology, 2014; 113(7), 1211-1216.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Corssac%20GB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Castro%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tavares%20AV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Campos%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandes%20RO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ortiz%20VD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ortiz%20VD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siqueira%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandes%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bell%C3%B3-Klein%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Araujo%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26764236

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

43

Campos, E.C., O'Connell, J. L., Malvestio, L. M, et al. Calpain-mediated
dystrophin disruption may be a potential structural culprit behind chronic
doxorubicin-induced cardiomyopathy. Cardiovascular Pharmacology, 2011; 670
(2011) 541-553

Engelman, M. F., Guidugli Neto, J., Andrade, C. H., Hernandez, R., & Goulart,
L. B. Estudo morfométrico do figado de ratos submetidos a doses supra-
fisiologicas de tiroxina. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia &

Metabologia, 2001; 45(2), 173-179.

Gobatto, C. A., De Mello, M. A. R., Sibuya, C. Y., De Azevedo, J. R. M., Dos
Santos, L. A., & Kokubun, E. Maximal lactate steady state in rats submitted to
swimming exercise. Comparative Biochemistry and Physiology Part A:
Molecular & Integrative Physiology, 2001; 130(1), 21-27.

Gobatto, C. A., Sibuya, C. Y., Azevedo, J. R. M., Luciano, E., Kokubun, E., &
Mello, M. A. R. Characterization of exercise intensity and of physical training
effects using a swimming model for Wistar rats. Motriz, 2001; 7(1), 57-62.
Harri, M., & Kuusela, P. Is swimming exercise or cold exposure for rats? Acta
Physiologica Scandinavica, 1986; 126(2), 189-197.

Dawson, C. A., & Horvath, S. M. Swimming in small laboratory

animals. Medicine and Science in Sports,1970; 2(2), 51.

Doroshow, J. H., Tallent, C., & Schechter, J. E. Ultrastructural features of
Adriamycin-induced skeletal and cardiac muscle toxicity. The American Journal
of Pathology, 1985; 118(2), 288.

Singal, P., Li, T., Kumar, D., Danelisen, I., & lliskovic, N. Adriamycin-induced
heart failure: mechanisms and modulation. Molecular and Cellular
Biochemistry, 2000; 207(1-2), 77-86.

Singal, P. K., & lliskovic, N. Doxorubicin-induced cardiomyopathy. New
England Journal of Medicine, 1998; 339(13), 900-905.

Negrao, C. E., Moreira, E. D., Santos, M. C., Farah, V. M., & Krieger, E. M.
Vagal function impairment after exercise training. Journal of Applied
Physiology, 1992; 72(5), 1749-1753.

Roveda, F., Middlekauff, H. R., Rondon, M. U. P., Reis, S. F., Souza, M.,
Nastari, L., & Negréo, C. E. The effects of exercise training on sympathetic
neural activation in advanced heart failure: a randomized controlled trial. Journal
of the American College of Cardiology, 2003; 42(5), 854-860.

Gongalves, A., Resende, E. S., Fernandes, M. L. M. P., & Costa, A. M. D. Effect
of thyroid hormones on cardiovascular and muscle systems and on exercise
tolerance: a brief review. Arquivos Brasileiros de Cardiologia, 2006; 87(3), e45-
ear.

Mourouzis, I., Mantzouratou, P., Galanopoulos, G., Kostakou, E., Roukounakis,
N., Kokkinos, A. D., & Pantos, C.Dose-dependent effects of thyroid hormone on
post-ischemic cardiac performance: potential involvement of Akt and ERK
signalings. Molecular and Cellular Biochemistry, 2012; 363(1-2), 235-243.
Maia, A. L., Scheffel, R. S., Meyer, E. L. S., Mazeto, G. M., Carvalho, G. A. D.,
Graf, H., & Andrada, N. C. D. The Brazilian consensus for the diagnosis and
treatment of hyperthyroidism: recommendations by the Thyroid Department of
the Brazilian Society of Endocrinology and Metabolism. Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia & Metabologia, 2013; 57(3), 205-232.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

44

Maia, T. N., Araljo, G. B. R., Teixeira, J. A. C et al. Cardiotoxicidade
decorrente do tratamento com doxorrubicina e exercicio fisico: Reviséo
sistematica. International Journal of Cardiovascular Science. 2017;30(1):70-80.
McElroy, C. L., Gissen, S. A., & Fishbein, M. C. Exercise-induced reduction in

myocardial infarct size after coronary artery occlusion in the

rat. Circulation, 1978; 57(5), 958-962.

Moran, M., Blazquez, 1., Saborido, A., & Megias, A. Antioxidants and ecto-5'-
nucleotidase are not involved in the training-induced cardioprotection against
ischaemia—reperfusion injury. Experimental physiology, 2005; 90(4), 507-517.
Powers, S. K., & Demirel, H. Exercise, heat shock proteins, and

myocardial protection from IR injury. Medicine and Science in Sports and
Exercise, 2001; 33(3), 386-392.

French, J. P., Hamilton, K. L., Quindry, J. C., Lee, Y., Upchurch, P. A., &
Powers, S. K. Exercise-induced protection against myocardial apoptosis and
necrosis: MnSOD, calcium-handling proteins, and calpain. The FASEB
Journal, 2008; 22(8), 2862-2871.

Yamashita, N., Hoshida, S., Otsu, K., Asahi, M., Kuzuya, T., & Hori, M.
Exercise provides direct biphasic cardioprotection via manganese superoxide
dismutase activation. Journal of Experimental Medicine, 1999; 189(11), 1699-
1706.

Farah, C., Kleindienst, A., Bolea, G., Meyer, G., Gayrard, S., Geny, B, ... &
Reboul, C. Exercise-induced cardioprotection: a role for eNOS uncoupling and
NO metabolites. Basic research in cardiology, 2013; 108(6), 1-13.

Frasier, C. R., Moukdar, F., Patel, H. D., Sloan, R. C., Stewart, L. M., Alleman,
R. J., & Brown, D. A. Redox-dependent increases in glutathione reductase and
exercise preconditioning: role of NADPH oxidase and

mitochondria. Cardiovascular research, 2013; 98(1), 47-55.

Hamilton, K. L., Powers, S. K., Sugiura, T., Kim, S., Lennon, S., Tumer, N., &
Mehta, J. L. Short-term exercise training can improve myocardial tolerance to
I/R without elevation in heat shock proteins. American Journal of Physiology-
Heart and Circulatory Physiology, 2001; 281(3), H1346-H1352.

Calvert, J. W., & Lefer, D. J. Role of B-adrenergic receptors and nitric oxide
signaling in exercise-mediated cardioprotection. Physiology, 2013; 28(4), 216-
224.

French, J. P., Hamilton, K. L., Quindry, J. C., Lee, Y., Upchurch, P. A., &
Powers, S. K. Exercise-induced protection against myocardial apoptosis and
necrosis: MnSOD, calcium-handling proteins, and calpain. The FASEB
Journal, 2008; 22(8), 2862-2871.

Demirel, H. A. Powers, S. K, Zergeroglu, M. A., Shanely, R. A., Hamilton, K.,
Coombes, J., Naito, H. Short-term exercise improves myocardial tolerance to in
vivo ischemia-reperfusion in the rat. J Appl Physiol, 2001; 91:2205-2212.
Kavazis, N. A., Smuder A. J., Powers S.K.Effects of short term endurance
exercise training on acute doxorubicin-induced FOXO transcription in cardiac
and skeletal muscle. J Appl Physio, 2014; 117:223-230.

Kavazis, N., Smuder, A. J., Min, K., Tumer, N., Powers, S. K. Short-term
exercise training protects against doxorubicin-induced cardiac mitochondrial



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

45

damage independent of HSP72. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2010;
299:1515-1524.
Davis, P. J., & Davis, F. B. Nongenomic actions of thyroid hormone on the

heart. Thyroid, 2002; 12(6), 459-466.

Klein, 1., & Ojamaa, K. Thyroid hormone and the cardiovascular system. New
England Journal of Medicine, 2001; 344(7), 501-5009.

Kahaly, G. J., & Dillmann, W. H. Thyroid hormone action in the

heart. Endocrine reviews, 2005; 26(5), 704-728.

Khalife, W. I., Tang, Y. D., Kuzman, J. A., Thomas, T. A., Anderson, B. E.,
Said, S., & Gerdes, A. M. Treatment of subclinical hypothyroidism reverses
ischemia and prevents myocyte loss and progressive LV dysfunction in hamsters
with dilated cardiomyopathy. American Journal of Physiology-Heart and
Circulatory Physiology, 2005; 289(6), H2409-H2415.

Scott, J. M., Koelwyn, G. J., Hornsby, W. E., Khouri, M., Peppercorn, J.,
Douglas, P. S., & Jones, L. W. Exercise therapy as treatment for cardiovascular
and oncologic disease after a diagnosis of early-stage cancer. In Seminars in
oncology, 2010; Vol. 40, No. 2, pp. 218-228.

Chicco, A. J., Hydock, D. S., Schneider, C. M., & Hayward, R. Low-intensity
exercise training during doxorubicin treatment protects against

cardiotoxicity. Journal of Applied Physiology, 2006; 100(2), 519-527.

Hydock, D. S., Lien, C. Y., Schneider, C. M., & Hayward, R. Exercise
preconditioning protects against doxorubicin-induced cardiac

dysfunction. Medicine and science in sports and exercise, 2008; 40(5), 808-817.
Demirel, H. A., Powers, S, K., Caillaud, C., Coombes, J. S., Naito, H., Fletcher,
L.A, Ji, L. L. Exercise training reduces myocardial lipid peroxidation following
short-term ischemia-reperfusion. Medicine and Science in Sports and Exercise,
1998; 30(8), 1211-1216.

Marques-Aleixo, 1., Santos-Alves, E., Mariani, D., Rizo-Roca, D., Padrdo, A. I.,
Rocha-Rodrigues, S., & Magalhées, J. Physical exercise prior and during
treatment reduces sub-chronic doxorubicin-induced mitochondrial toxicity and
oxidative stress. Mitochondrion, 2015; 20, 22-33.

Wonders, K. Y., Hydock, D. S., Greufe, S., Schneider, C. M., & Hayward, R.
Endurance exercise training preserves cardiac function in rats receiving
doxorubicin and the HER-2 inhibitor GW2974. Cancer chemotherapy and
pharmacology, 2009; 64(6), 1105-1113.

Hydock, D. S., Lien, C. Y., Jensen, B. T., Schneider, C. M., & Hayward, R.
Exercise preconditioning provides long-term protection against early chronic
doxorubicin cardiotoxicity. Integrative cancer therapies, 2011; 10(1), 47-57.



46

Financing source
The present study was funded by CAPES and PIBIC / CNPq
Academic linkage

This study is linked to the Post-Graduate Program in Health Sciences - Uberlandia
Medical School, Federal University of Uberlandia (UFU).

Author Contributions

Conceptualization: FR, EC, ES.

Data curation: FR, EC, ES.

Statistical analysis: CM

Funding acquisition: DL

Investigation: FR, DL, EC, ES

Methodology: FR, EC, ES

Project administration: ES

Resources: DL

Supervision: EC, ES

Validation: EC, ES

Visualization: EC, ES

Writing — original draft: FR, DL, EC, LR, ES
Writing — review & editing: FR, DL, EC, CM, LR, ES



47

O TREINAMENTO FiSICO PRESERVA A ESTRUTURA E A FUNCAO
CARDIACAS DE RATOS APOS TRATAMENTO COM DOXORRUBICINA.

Funcéo cardiaca e doxorrubicina.

Fernanda Rodrigues de Souza®
Leandro Teixeira Paranhos Lopes®
Erica Carolina Campos Pulici?
Clesnan Mendes Rodrigues®
Matheus Matioli Mantovani*
Alexandre Gongalves”®

Elmiro Santos Resende °

! Doutoranda em Ciéncias da Satide — PGCS, Universidade Federal de Uberlandia - UFU, Uberlandia,
MG, Brasil

?Faculdade de Educacéo Fisica, Departamento de Fisioterapia, Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, Brasil

® Hospital de Clinicas de Uberlandia, Instituto de Biologia, Estatistica, UFU

*Médico Veterinario e Residéncia em Clinica Médica (UFU)

>P6s doutorando em Ciéncias da satide - PGCS, Universidade Federal de Uberlandia - UFU, Uberlandia,
MG, Brasil

®Servico de Cardiologia (Laboratério de Medicina Experimental), Hospital de Clinicas de Uberlandia,
Universidade Federal de Uberlandia, MG, Brasil



48

Introducdo: A doxorrubicina é um dos mais importantes agentes antitumorais. O
principal fator limitante do uso desses agentes antineoplasicos € a cardiotoxicidade
dose-dependente que pode propiciar o desenvolvimento de cardiomiopatia e
insuficiéncia cardiaca. O exercicio fisico € um importante aliado neste contexto, pois
proporciona melhora da funcdo cardiovascular, tem efeitos anti-inflamatérios e
antioxidantes, refletindo na melhora da capacidade funcional global e da qualidade de
vida, principalmente em individuos com insuficiéncia cardiaca. Objetivo: O objetivo
deste estudo foi analisar os efeitos no miocardio e na funcdo cardiaca do treinamento
fisico iniciado ap6s o periodo de administracdo da doxorrubicina em ratos. Material e
métodos: Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, adultos, divididos aleatoriamente
em quatro grupos identificados como: controle (C), exercicio (EX), doxorrubicina (DX),
doxorrubicina e exercicio (DXEX). Os animais dos grupos DX e DXEX, receberam
injecBes intraperitoneais de cloridrato de doxorrubicina, trés vezes/semana durante duas
semanas, até atingir-se a dose cumulativa de 7,5mg/kg. Os grupos EX e DXEX
participaram de um protocolo de natagdo com carga adicional de 5% do peso corporal.
O treinamento foi conduzido ao longo de 4 quatro semanas com trés sessdes semanais
de natacdo. ApOs periodo de tratamento, foram realizados o ecocardiograma e
microscopia Optica convencional. Para analisar o comportamento das variaveis foram
utilizados os Modelos Lineares Generalizados. Resultados: O peso do coracdo e a
relacdo peso do coragdo/peso corporal (PCo/PC) foram maiores no grupo EX, em
comparagdo aos grupos C, DX e DXEX. O grupo DX apresentou maior PCo/PC em
comparagao aos grupos C e DXEX. O grupo DXEX também apresentou maior PCo/PC
em comparagdo ao grupo C. No grupo DXEX foram observadas células miocérdicas
aumentadas em tamanho, sem infiltrados inflamatdrios presentes no grupo DX. A fragéo
de ejecdo do grupo DX foi menor em comparagdo aos grupos C, EX e DXEX. A
frequéncia cardiaca nos grupos EX e DX foi mais baixa do que a do grupo C.

Conclusdo: O exercicio fisico aerobio, iniciado apds o tratamento com doxorrubicina,
preserva a estrutura e a funcdo cardiaca.

Palavras-chave: Estrutura cardiaca; funcéo cardiaca; exercicio fisico; antraciclina
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Introduction: Doxorubicin is one of the most important antitumoral agents. The main
limiting factor for the use of these antineoplastic agents is its dose-dependent
cardiotoxicity that may promote the development of cardiomyopathy and heart failure.
Physical exercise is an important ally in this context, since it improves cardiovascular
function, has anti-inflammatory and antioxidant effects, reflecting in the improvement
of global functional capacity and quality of life, especially in individuals with heart
failure. Objective: The aim of this study is to verify the effects of physical exercise on
the cardiac structure and functional capacity of the myocardium of rats treated with
doxorubicin. Material and methods: 40 adult male Wistar rats were randomly
allocated to four groups: control (C), exercise (EX), doxorubicin (DX), doxorubicin and
exercise (DXEX). DX and DXEX groups received intraperitoneal injections of
doxorubicin hydrochloride, three times a week, for two weeks, until a cumulative dose
of 7.5mg/kg was achieved. EX and DXEX groups participated in a swimming protocol
with an additional load of 5% of body weight. The training was conducted over 4
weeks, with 3 weekly swimming sessions. After the treatment period, echocardiography
and conventional light microscopy were performed. To analyze the behavior of the
variables, the Generalized Linear Models were used. Results: Heart weight and body
weight / body weight ratio (PCo / PC) were higher in the EX group compared to C, DX
and DXEX groups. The DX group presented higher PCo / PC compared to groups C
and DXEX. The DXEX group also had higher PCo / PC compared to group C. In the
DXEX group, myocardial cells were increased in size, without inflammatory infiltrates
that was presenting in the DX group. The ejection fraction of the DX group was lower
in comparison to the C, EX and DXEX groups. The heart rate in the EX and DX groups
was lower than in the C group. Conclusion: Aerobic physical exercise, initiated after
treatment with doxorubicin, preserves cardiac structure and function.

Key words: Cardiac structure; cardiac function; physical exercise; anthracyclines
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INTRODUCAO

A doxorrubicina (DOX) é um antibiotico da classe das antraciclinas,
amplamente utilizado para tratar neoplasias. Contudo, o uso clinico da DOX é limitado
pela sua cardiotoxicidade dose-dependente (SINGAL, 1998).

Dentre as intervengdes visando minimizar a cardiotoxicidade induzida por DOX,
0 exercicio tem sido extensivamente estudado como parte de um programa de
monitorizacao terapéutica abrangente e é uma importante medida ndo farmacologica
capaz de aumentar a tolerancia ao tratamento, proporcionando protecdo e mitigando
alguns dos efeitos toxicos desencadeados (LIEN, 2015). Os mecanismos pelos quais 0
exercicio teria seus efeitos cardioprotetores ainda ndo estdo claros. Contudo, sabe-se
que ele modula positivamente varios importantes sistemas de defesa cardiaca que
parecem antagonizar alguns efeitos tdxicos causados pelo tratamento com DOX
(CHICCO, 2006; ASCENSAO, 2012).

Alguns estudos demonstraram que o exercicio fisico realizado antes da
administracdo de doxorrubicina preserva a funcdo mitocondrial, diminui a producéo de
espécies reativas de oxigénio, minimiza os danos oxidativos e a apoptose, preserva a
isoforma alfa da cadeia pesada de miosina, aumenta a pressdo sistdlica final do
ventriculo esquerdo e a relagdo dP/dt méaxima e minima (ASCENSAO, 2005;
WONDERS, 2008; HYDOCK, 2009).

No entanto, nenhum destes estudos avaliou os efeitos do treinamento fisico
realizado ap6s administracdo de DOX. Torna-se, assim, necessario investigar se o
treinamento fisico pode preservar a estrutura e a capacidade funcional do coracdo,
mesmo ap6s a administracdo do quimioterapico. Destaca-se que 0 exercicio €
recomendado no tratamento de IC pela Diretriz Brasileira de Cardio-Oncologia da
Sociedade Brasileira de Cardiologia (KALIL, 2011; HUNT, 2009) e nos Guidelines for
the Diagnosis and Management of Heart Failure in Adults (PONIKOWSK, 2016).

O objetivo deste estudo foi analisar os efeitos no miocardio e na funcéo cardiaca
do treinamento fisico iniciado apds o periodo de administracdo da doxorrubicina em

ratos Wistar.



o1

MATERIAL E METODOS
Considerac0Oes gerais

Este protocolo foi aprovado pelo comité de ética na utilizacdo de animais da
Universidade Federal de Uberlandia e todos os procedimentos seguiram em

conformidade com Guia para Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio.

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos, com peso inicial
de aproximadamente 250 gramas, provenientes do laboratorio de experimentagédo
animal, onde foi desenvolvido o experimento. As condi¢bes ambientais para todos 0s
grupos foram as mesmas, no que se refere a temperatura (25°), umidade relativa do ar,
nivel de ruido e luminosidade (ciclo claro/escuro 12h/12h). Os animais foram

alimentados com racdo e agua “ad libitum .
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Administracdo de doxorrubicina

Os animais foram divididos em quatro grupos identificados como: controle (C),

exercicio (EX), doxorrubicina (DX), doxorrubicina e exercicio (DXEX).

Os animais que pertenciam aos grupos DX e DXEX, receberam injecdes
intraperitoneais de cloridrato de doxorrubicina (Fauldoxo, Libbs Farmacéutica, Embu,
Sdo Paulo), trés vezes por semana, ao longo de duas semanas, atingindo a dose
cumulativa de 7,5 mg/kg (CAMPOS, 2011). Os grupos C e EX receberam volume de
solucdo salina similar ao empregado para 0s animais tratados com doxorrubicina.
Protocolo de treinamento fisico

O protocolo de treinamento fisico foi iniciado ap6s um intervalo de duas

semanas do término das injecGes de doxorrubicina.
Os grupos EX e DXEX realizaram o treinamento fisico, como descrito abaixo:

Os animais passaram por um periodo inicial de adaptacdo sendo colocados em
contato com &gua rasa a temperatura de 32+2°C por 30 minutos, durante uma semana,
cinco dias por semana (GOBATTO, 2001).

O exercicio fisico utilizado foi a natagcdo, com carga adicional e cumulativa de
5% do peso corporal do animal. Para o treinamento foi utilizado um vidro com 250 mm
diametro (HARRI & KUUSELA, 1986). A altura da coluna de agua no vidro foi
correspondente a 150% do comprimento corporal do rato. A temperatura da agua foi
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mantida entre 30°C e 34°C por ser considerada termicamente neutra em relacdo a
temperatura corporal do rato (DAWSON, 1970; HUBRECHT,2010)

O treinamento fisico foi conduzido durante quatro semanas, com trés sessGes
semanais de natagdo. A referida carga adicional de trabalho consistiu de esferas de
chumbo fixados em um colete preso na regido anterior do tronco dos ratos. A carga foi
reajustada semanalmente, conforme a variacdo do peso dos animais. A periodizacdo do

treinamento fisico esta demonstrada na Tabela 1.

Tabelal: Periodizacao do treinamento fisico dos animais

Dia/tempo (min)
Semanas de | Carga(%do peso | Segunda-feira quarta-feira Sexta-feira
treinamento corporal
1 5% 10 15 15
2 5% 20 25 25
3 5% 30 35 35
4 5% 40 40 40

Ecocardiografia

Para obtencdo das imagens ecocardiograficas, os animais foram anestesiados
com associacdo de ketamina (Ketamina 10%, Agener Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A, Embu-Guacu, SP, Brasil, dose de 74 mg/kg) e xilazina (Dopaser,
Laboratorios Calier, SA, Barcelona, Espanha, dose de 8 mg/kg) administrados por via
intraperitoneal, permitindo ao animal manter a respiracdo espontanea durante o exame.

Ap0s anestesia, foi realizada a tricotomia da regido anterior do torax.

O ecocardiograma foi realizado utilizando-se o equipamento ESAOTE modelo
MyLab VET 30 Gold, gerando imagens nos modos uni e bidimensional. Utilizou-se
transdutor setorial com frequéncia de 8 Mhz, profundidade de 3,0 cm, e angulo setorial
de 75°. No modo M, ao corte transversal paraesternal direito no plano das cordoalhas
tendineas, foi mensurado o didmetro do ventriculo esquerdo durante a diastole (DIVEd)
e sistole (DIVES) para posterior calculo da fracdo de encurtamento (FS) pela férmula
FS%= [(DIVEd-DIVESs)/DIVEd]X 100. No mesmo corte foram medidos os volumes
diastélico (VVEQM) e sistdlico (VVES), pelo método de Teicholz, para posterior calculo
da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE), pela férmula FEVE= [(VVEd-
VVEs)/VVEd]x100.
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Anadlise histopatolégica

Ao final do tratamento os animais foram pesados e anestesiados com ketamina
(Ketamina 10%, Agener Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, SP,
Brasil, 80 mg/kg) e xilazina (Dopaser, Laboratorios Calier, S/A, Barcelona, Espanha, 8
mg/kg) administrados por via intraperitoneal, procedendo-se a abertura do torax para a
coleta do sangue por puncdo cardiaca direta e para a remogdo do coragdo. Em seguida
0s coragdes foram lavados com solucdo de NaCl 0,9%, secos em papel filtro, pesados

em balanca de preciséo e fixados em formol 10% tamponado.

Os coragbes foram cortados no plano longitudinal e fixados por imersdo em
formol tamponado a 10% por um periodo de 24 horas, desidratados em solucGes
crescentes de alcool, procesados e colocados blocos de parafina. Cada bloco foi cortado
em secgOes de S5um de espessura e, posteriormente, corados com hematoxilina e eosina

para analise em microscépio optico de luz.
ESTATISTICA

Para analisar o comportamento das varidveis peso corporal, relagdo do peso
corporal/peso do coracdo, fracdo de encurtamento e fracdo de ejecdo, os grupos de
animais foram comparados entre si utilizando-se os Modelos Lineares Generalizados
(MLG) com distribui¢do gaussiana. Para analisar a varidvel peso do coracdo também foi
utilizado os MLG com distribuicdo de Gama. Para analisar a varidvel frequéncia
cardiaca foram utilizados os MLG com distribuicdo de Poisson. Quando foram
detectadas diferencas nos tratamentos, as médias foram comparadas par a par com o
teste das diferencas minimas significativas (LSD).

Todas as analises foram conduzidas utilizando-se 0 modulo GLzM do SPSS 17.0
(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) com soma de quadrados do tipo IlIl e adotado

significancia para p <0,05.

RESULTADOS

Evolucdo do peso corporal e peso do coragdo

Os resultados referentes ao peso corporal, peso do coragédo e a relagdo do peso
corporal/peso do coracdo dos animais ap6s o tratamento estdo demonstrados na Tabela
2. O peso do coracgdo e a relacdo peso do coracdo/peso corporal foram maior no grupo

EX, em comparacdo aos grupos C, DX e DXEX. O grupo DX apresentou valores
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maiores da relacdo peso do coracdo/peso corporal, em comparacdo aos grupos C e
DXEX. O grupo DXEX apresentou valores maiores da relacdo peso do coragao/peso
corporal, em comparagéo ao grupo C.

Tabela 2: Efeitos do exercicio fisico nos pardmetros corporais apos a intervengao

Grupos Peso corporal (g) Peso do coracéo (g) Relacdo PCo/PC (%)
C 347+10,80 0,90+0,08° 0,25+0,37°
EX 360+12,78 1,5+0,16° 0,42+0,44°
DX 336+9,53 0,95+0,07° 0,28+0,33°
DXEX 34149,53 0,74+0,07° 0,27+0,33°

Os valores correspondem a média + erro padrdo. Para cada valor foram usados 10 animais. PC- peso corporal; PCo- peso do coracéo
C-controle; EX- exercicio; DX- doxorrubicina; DXEX- doxorrubicina + exercicio. Letras diferentes indicam diferenga
estatisticamente significante com p<0,05.

Microscopia éptica convencional

A andlise morfolégica qualitativa do miocardio dos animais no grupo C ndo
evidenciou alteracdes patoldgicas. No miocardio dos animais do grupo EX foram
observadas células organizadas, sem lesdo aparente e os cardiomidcitos com tamanho
aumentado em relacdo aos do controle. No grupo DX foram observadas alteragdes
morfoldgicas discretas, com poucas células apresentando degeneracdo vacuolar, presenca de
infiltrado de células inflamatdrias, desorganizacdo ou perda das miofibrilas e aumento do
espaco intersticial. No grupo DXEX foram observadas células miocardicas aumentadas em
relacdo ao controle, sem presenca de infiltrado de células inflamatorias e alguns focos de
células com desorganizacao de miofibrilas (Figura 1).
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Control

Figura 1: Microscopia Optica convencional dos animais controle, exercicio (EX), doxorrubicina (DX) e
doxorrubicina mais exercicio (DXEX). Nota-se que o miocardio dos animais tratados com doxorrubicina
apresenta infiltrado de células inflamatérias, degeneracdo vacuolar (seta) e desorganizacdo ou perda de
miofibrilas (seta). O miocardio dos animais do grupo DXEX ndo apresentou infiltrados de células
inflamatorias, porém existem alguns focos de células com desorganizacdo de miofibrilas (seta).
Coloragdo: hematoxilina e eosina. Barra = 50um.

Ecocardiografia

A frequéncia cardiaca nos grupos EX e DX foi mais baixa em comparacao ao grupo
C. Apenas a frequéncia cardiaca do grupo EX foi mais baixa do que a do grupo DXEX.

A fracdo de ejecdo do grupo DX ap6s o tratamento foi menor em comparagdo ao
grupo C, EX e DXEX. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 3.
Tabela 3: Parametros ecocardiograficos entre 0s grupos apés a intervengédo

Grupo FC (bpm) DIVEd (mm) | DIVEs (mm) | FS (%) FEVE (%)
C 337+10,60 5,70+0,43 3,36+3,36 41,66+4,66 | 77,33+5,36
EX 280+9,67" 6,2310,12 3,70+0,34 40,66+4,91 76,66+5,23
DX 298+9,96" 6,70+0,66 4,73+0,47 29,66+0,88 | 62,00+1,52*
DXEX 311,00+10,18" | 6,06+0,56 3,56+0,68 42,00+7,37 77,00+7,57

Os valores correspondem a média + erro padrdo. C- controle; EX- exercicio; DX- doxorrubicina; DXEX-
doxorrubicina + exercicio; FC- frequéncia cardiaca; DIVEd- diametro diastolico do ventriculo esquerdo; DIVEs-
didmetro sistolico do ventriculo esquerdo; FS- fragdo de encurtamento; FEVE- fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo; FC * C x EX e DX; + EX x DXEX; FEVE* DX x C, EX, DXEX. * + indicam diferenca estatisticamente
significante, com p<0,05.

DISCUSSAO
A doxorrubicina provoca cardiotoxicidade de natureza cumulativa e dose-
dependente (DOROSHOW, 1985; LIPSHULTZ, 2005; YEH & BICKFORD, 2009). No
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presente estudo foram verificadas algumas caracteristicas desta cardiotoxicidade em um
modelo de ratos Wistar higidos. Muitas alteracdes morfoldgicas cardiacas encontradas
no presente estudo foram também descritas em humanos (STEINHERTZ et al., 1991) e
em outros modelos experimentais animais (AROLA et al., 2000; TAKEMURA and
FUJIWARA, 2007).

A doxorrubicina produz efeitos sisttmicos que interferem em processos
metabdlicos organicos e sdo mais intensos quando maiores doses do medicamento sdo
administradas. Estes efeitos podem ser avaliados pelas repercussdes no ganho ponderal
dos animais ao longo do experimento. Observou-se que na dose de 7,5mg/kg de
doxorrubicina ndo houve alteragdes significativas do peso corporal dos animais.

O peso do coracdo também foi analisado no presente estudo e o grupo EX
apresentou valores maiores do que o controle, corroborando dados existentes que
demostram o efeito hipertréfico cardiaco em resposta ao treinamento fisico regular.
Quando foi calculada a relagdo do peso do coracdo/peso corporal do animal, o grupo EX
também apresentou os maiores valores. Os grupos, DX e DXEX, também apresentaram
aumentos discretos, porém significativos, da PCo/PC, em relacdo ao controle e podem
estar relacionados a processos inflamatorios decorrentes da DOX.

No presente estudo, os animais do grupo DX apresentaram lesfes caracteristicas
provocadas pela doxorrubicina, como degeneragdo vacuolar, presenca de infiltrado
inflamatdrio, desorganizacdo ou perda das miofibrilas e aumento do espaco intersticial.
Estas lesdes tém sido descritas na literatura e estdo relacionadas a gravidade da
cardiotoxicidade (SINGAL, 2000; CARVALHO, 2014).

A andlise morfoldgica do miocardio mostrou que o treinamento fisico utilizado
foi capaz de minimizar os danos provocados pela doxorrubicina, com reducdo do
processo inflamatorio tecidual. Nos animais que participaram do protocolo de
treinamento fisico ndo foram observadas lesbes de padrdo inflamatorio caracteristicas e
indicadoras da cardiotoxicidade. Foram encontrados apenas discretos focos de células
com padréo de desorganizacdo miofibrilar, 0 que pode sugerir que o exercicio exerce
um papel protetor cardiaco. Estas modificagbes dos achados inflamatérios e
degenerativos ganham importancia uma vez que eles sdo tidos como importantes
componentes da fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca, de uma maneira geral
(RADAUCEANU, 2008.

Ao final do tratamento, o grupo DX apresentou uma reducdo acentuada da
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (30%) confirmando a presenca de
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cardiotoxicidade com disfuncdo cardiaca. Alguns estudos mostram que a insuficiéncia
cardiaca induzida por DOX é caracterizada por declinio da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo com menor toleréncia ao esforco fisico e pior prognostico e
aumento da morbidade e mortalidade (MACKEY, 2013). A funcéo sistélica reduzida
do ventriculo esquerdo no grupo DX interfere na funcdo da bomba cardiaca em graus
variados e estd vinculada & intensidade da cardiotoxicidade (NEGRAO, 1992). As
alteracdes no diametro das camaras cardiacas, observadas apés tratamento com
doxorrubicina (grupo DX), séo o resultado de uma série de fatores que podem incluir
apoptose celular, hipertrofia celular compensatdria, fibrose e sobreposicao de filamentos
contrateis alterados.

Os mecanismos envolvidos na toxicidade cardiaca provocada pelo uso da
doxorrubicina sdo multifatoriais e complexos, mas muitas dessas mudancas podem ser
atribuidas a formacao de radicais livres e a peroxidacéo lipidica de membranas celulares
resultando em lesbes ultraestruturais do coracdo (SINGAL, 2000; SCOTT, 2011;
KOUZI, 2016). Em geral, o exercicio fisico atenua essas alteracGes, preserva a
morfologia e esta associado a melhora da funcdo cardiaca (LIEN et al, 2015). Fortes
evidéncias indicam que o exercicio fisico adiciona vantagens ao tratamento da
insuficiéncia cardiaca, da doenca arterial coronariana, da miocardiopatia dilatada, da
hipertrofia do ventriculo esquerdo e pode ser visto, também, como parte de um
programa global de reabilitacdo em pacientes oncoldgicos (THOMPSON, 2005;
ASCENSAO, 2005; CHICCO, 2006; McMULLEN, 2007).

Parece claro que o treinamento fisico utilizado no presente modelo experimental
modulou positivamente mecanismos fisiopatoldgicos e ativou alguns sistemas de defesa
importantes para antagonizar os efeitos cardiotoxicos causados pela administracdo da
DOX. O perfil inflamatério foi aparentemente modificado embora precise ser avaliado
em novos estudos, com énfase especial quanto ao comportamento do estresse oxidativo
e os danos celulares e intersticiais a ele associados, uma vez que a cardiotoxicidade da
DOX ¢ classicamente atribuida a danos provocados pelo aumento das espécies reativas
de oxigénio. Estes danos podem ter sido reduzidos em decorréncia de efeito protetor do
exercicio fisico contra a lesdo induzida pelo estresse oxidativo e contra a peroxidagédo
lipida. De igual modo, o exercicio desempenha um papel importante na minimizacao da
sinalizacdo apoptdtica miocérdica que € também um fator associado a cardiotoxicidade
induzida pela DOX (HYDOCK, 2009).
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O presente estudo mostrou também que quatro semanas de treinamento aerdbio,
além de manter a fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo na presenga de DOX, também
reduziu a frequéncia cardiaca. Estudos demonstraram que ao se comparar a frequéncia
cardiaca frente a uma mesma poténcia de trabalho, ela € menor no individuo treinado.
Essa atenuacdo da frequéncia cardiaca em individuos treinados durante o exercicio
fisico ocorre tanto em humanos quanto em animais e tem sido atribuida a maior
estimulagdo vagal e a menor intensificacdo simpéatica (KENNEY, 1985; GALLO, 1989;
NEGRAO, 1991). Este comportamento modulador neuro-humoral do treinamento fisico
repercute favoravelmente na capacidade funcional dos individuos (BARBIER, J. et al,
2006). Finalmente, estudos epidemiolégicos demonstram haver uma relagdo inversa
entre a capacidade funcional e a morbidade e mortalidade cardiovasculares (LEE,

1995). Estes aspectos parecem comprovar os resultados encontrados no presente estudo.

CONCLUSAO

O exercicio fisico aerobio, iniciado ap6s o tratamento com doxorrubicina,
preserva a estrutura e a funcdo cardiaca. O estudo dos mecanismos envolvidos nesse
efeito protetor do exercicio fisico pode proporcionar novas formas de compreensdo e de

abordagem na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.
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This review was designed to summarize the main pathophysiological mechanisms of doxorubicin
cardiotoxicity and the positive effects of physical exercise. Objective: To characterize a literature
review on the main cardiotoxicity mechanisms already described and what possible strategies
attenuate and/or prevent these side effects, with a focus on physical exercise. Methods: A
literature search using PubMed (MEDLINE) and SciELO databases was conducted covering the
articles published between 2000 and 2015. These studies were selected for posterior analysis,
according to pre-established criteria. Results: Fifty-eight (58) articles based on references and
according to the descriptors were found and 45 articles were included: 18 reviews, 19 articles
developed with animal experiments, 07 articles with studies in humans and 01 guideline.
Conclusion: Data analysis led us to understand that although there is no consensus about the
doxorubicin mechanism of action that causes toxicity, the generation of reactive oxygen species
and changes in intracellular calcium are the most studied mechanisms and provide the most
evidence in literature. Other studies are still needed to elucidate the complex cardiotoxicity
mechanisms and which strategies would be the best for cardioprotection. A possible therapeutic
strategy that has been studied is implementing exercise, but some questions still arise, including:
1) What would be the best time to implement an exercise program, before or during
chemotherapy? And 2) Could exercise play a cardioprotective role in preventing or attenuating
toxic effects on the heart?

Erica Carolina Campos Pulici (ericacarol@gmail.com)
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INTRODUCTON

Cancer causes more than 500 deaths annually in the United
States, which corresponds to almost a quarter of all
deaths!. It is estimated that there are 10 million cancer
survivors in the US and Europe, and the risk of
cardiovascular death in this population can be greater than
the risk of tumor recurrence?. In Brazil, the estimate for the
years 2014 and 2015 points to the occurrence of
approximately 576,000 new cases, thus enhancing the
magnitude of this problem in the country?.

Over the past decades, cancer treatment has substantially
evolved due to the development of more potent drug
therapies that improve prognosis®4+°. However, the
discovery of such new agents has also resulted in the
appearance of adverse effects, and the manifestation of
cardiotoxicity has been a major limitation in their use?.

A class of anthracycline drugs has become one of the most
important strategies for the treatment of hematological and
solid tumors®. In the class of anthracyclines, doxorubicin
(DOX) is the main anti-tumor agent” with wide application
across the clinical spectrum®10, but its use is limited due to
causing dose-dependent cardiotoxicity which may
eventually lead to heart failure and increase the risk of
death1-13,

Despite pharmacological interventions minimizing DOX
induced cardiotoxicity, exercise has been extensively
studied as part of a comprehensive monitoring program in
these patients. According to the authors, exercise is an
important non-pharmacological measure able to increase
DOX cardiotoxicity tolerance, providing parallel protection
and mitigating some of its toxic effects!*. The mechanisms
by which exercise demonstrates its cardioprotective effects
are still not clear; however, it is known that it positively
modulates several important cardiac defense systems that
appear to antagonize some toxic effects caused by DOX
treatment!>-16,

Given that the molecular mechanisms involved in
cardiotoxicity induced by DOX are still poorly understood
in literature, in addition to the cardioprotective effects of
exercise in this condition, this critical review aims to
summarize the main mechanisms involved in cardiotoxicity
induced by DOX and highlight which cardioprotective
strategies have been proposed to minimize these effects on

the heart, with emphasis on the effects of physical exercise.

METHODS

This study used the PubMed (MEDLINE) and SciELO
databases combining the descriptors in Health Sciences in
English of cardiotoxicity, doxorubicin, anthracyclines,
cardiac alterations, and exercise. The searches were
conducted by restricting the date for articles published to
between 2000 and 2015; it included review articles and
studies in humans and in experimental animals which only
addressed chemotherapy doxorubicin as a cause of
cardiotoxicity, and those that described cardiotoxicity
mechanisms and cardioprotective strategies, with an
emphasis on the role of physical exercise. Articles outside
the scope of interest or studies that addressed other types

of chemotherapy regimens were excluded.

RESULTS

Based on the references found and according to the
descriptors used in the search strategy, 58 articles were
located and of these, 45 articles were included, being 18
reviews, 19 articles developed with animal testing, 07
articles of studies involving humans and 01 guideline.
Below are the main points related to the discovery of the
anthracyclines, the mechanisms of cardiotoxicity by
doxorubicin, and current strategies proposed to attenuate
and/or prevent its toxic effects, highlighting the role played
by exercise.

Anthracyclines: In 1950, daunorubicin was identified from
Streptomyces peucetius bacteria, giving rise to the
anthracycline drug class!’. Within this group, the two most
prescribed forms in practice are doxorubicin (DOX) and
daunorubicin. Its anti-tumor effects include interleaving
into cellular DNA leading to inhibition of macromolecular
biosynthesis, the generation of reactive oxygen species
(ROS) and irreversible damage to DNA by inhibiting
topoisomerase 118,

Secondary cardiotoxicity continues to be a limiting factor in
their use being generally related to dose-response and
mainly manifested as heart failure'®. The National Cancer
Institute defines cardiotoxicity in simple terms as "toxicity
that affects the heart." According to the First Brazilian
guidelines on cardio-oncology (I Diretriz de
Cardioncologia), cardiotoxicity is defined according to
changes in the left ventricular ejection fraction (LVEF)

obtained by echocardiography, namely: Grade I:
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asymptomatic decrease in LVEF between 10% and 20%;
Grade II: LVEF decrease below 20% or below normal; and
Grade III: symptomatic heart failure?°.

Cardiotoxicity can be manifested in three forms: acute,
subacute or chronic. The acute or subacute form is
characterized by changes occurring in ventricular
repolarization, electrocardiographic abnormalities of QT
interval arrhythmias, acute coronary syndromes,
pericarditis and/or myocarditis, observed since the
beginning of therapy until 2 weeks after completion of
treatment?!,

The most common manifestation of chronic cardiotoxicity
is the systolic and/or diastolic ventricular dysfunction
which leads to congestive heart failure and can lead to
death?22, Regarding morphological changes of the
myocardium resulting from the use of DOX, the following
classic findings are described: vacuolar degeneration,
disruption or loss of myofibrils, interstitial fibrosis, dilation
of the sarcoplasmic reticulum?® and T-tubules,
mitochondrial lesion characterized by swelling and
disruption of mitochondrial crests, and disorganization of
nuclear chromatin impairing adhesion proteins?*.

In general, the main proposed cardiotoxicity mechanisms
are: increased oxidative stress?>2¢ due to increased ROS
levels?3?7, changes in sarcolemmal transport of calcium (Ca
*2)16.2528 reduction in the expression of important cardiac
structural proteins such as dystrophin and contractile
proteins??39, cardiomyocyte apoptosis®!72531, changes in
the sarcomeric structure, changes in the high energy
phosphate complex and iron metabolism!®, and the
influence of age and gender32-35,
Influence of age and gender: The probability of developing
cardiotoxicity may also occur at lower doses, probably due
to individual susceptibility®2. Some risk factors have been
suggested to explain this susceptibility, such as gender
difference and age33. In the review by Puma et al., women
had more severe cardiotoxicity evidenced by the loss of
cardiac contractility, and they also had a higher risk in
subclinical cardiotoxicity when compared to males3*. Older
adult patients over 65 years and children under the age of
four®® have an increased risk of doxorubicin-induced
cardiotoxicity 35.

Oxidative stress: The production of free radicals is one of

the main mechanisms described in cardiac injury induced

by DOX. From the study by Chatterjee et al., DOX induces
damage to mitochondria in cardiomyocytes and increases
the production of enzymes such as NADH dehydrogenase,
cytochrome P450 reductase and xanthine oxidase which
are involved in generating free radicals and ROS. DOX
increases the formation of superoxide anion, endothelial
nitric oxide synthase (eNOS), and it induces intracellular
hydrogen peroxide formation that leads to cell membrane
damage and increased permeability’. A study by Salazar-
Mendiguchia et al.!® described that myocardium is highly
prone to oxidative damage due to its low levels of
superoxide enzyme activity compared to other tissues. As
the metabolism of anthracyclines involves reducing the
quinone fraction of its semiquinone formula, the rapid
transfer of its unpaired electron to an oxygen molecule may
occur, returning to its original quinone form, and thus
completing the redox cycle and inducing the formation of
ROS™.

Intracellular Ca?*: DOX-induced cardiotoxicity is also
accompanied by an increase in intracellular Ca?* levels.
Dysregulation in the intracellular Ca?* concentration can be
the final route or cause for the increased generation of ROS.
The generated ROS and hydrogen peroxide alter the normal
Ca?* homeostasis by inhibiting the Ca?* ATPase pump. DOX
induces Ca?* release from the sarcoplasmic reticulum,
increasing the likelihood that the channel becomes more
permeable!628,

Deregulation of Ca?* plays an important role in the
pathogenesis of cardiomyopathy induced by DOX through
the activation of proteases such as calpains. As a large part
of the intracellular calcium of cardiomyocytes is in the
sarcoplasmic reticulum, oxidative stress may result in
leakage of Ca?*, the activation of calpain and also of
caspase-12, cleaving intracellular proteins and activating
the apoptosis process. Furthermore, this increase in
cytoplasmic Ca?* concentration in DOX-induced injury is
associated with deterioration and degradation of
myofibrillar titin, which is a major protein and key
component of the cardiac sarcomere. Inhibition, or perhaps
more accurately, the prevention of calpain activity could

help to maintain these structures as contractile and

functioning®?.
Structural integrity of cardiomyocytes: An experimental

study in mice developed by Campos et al. in 2012 described
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the importance of structural proteins present in
cardiomyocytes in the occurrence of heart failure after
treatment with DOX?. Dystrophin is a key component of
the dystrophin-glycoprotein complex that links the
cytoskeleton and the extracellular matrix and is important
for contraction and maintenance of sarcolema and
myofiber integrity3¢-38. It is suggested as a common route
for inducing cardiomyopathy and heart failure°#!, and led
the authors to investigate the hypothesis that DOX could
affect dystrophin expression and its associated proteins in
rat hearts. This study provides new data that assisted in
clarifying the molecular events involved in the
cardiotoxicity caused by DOX. The treatment caused a
sharp reduction/loss of dystrophin and of 3-dystroglycan in
cardiomyocytes and left ventricular dysfunction, which may
constitute in combination with the loss of actin and myosin
proteins, the structural basis of heart failure induced by
DOX. Moreover, increased sarcolemmal permeability
demonstrated by an increase in intracellular albumin
suggests functional impairment of dystrophin and
glycoproteins in cardiomyocytes treated with DOX. Another
important finding was the significant increase in calpain
expression. Treatment with dantrolene (a sarcoplasmic
reticulum ryanodine receptor blocker) significantly
improved survival rates and preserved the dystrophin and
left ventricular function?®.

Recently, mitochondrial connexin (mCx43) has been
indicated as a new regulator of mitochondrial function3°.
MCx43 is the main protein forming the gap junction in
adult cardiomyocytes and appears to prevent
mitochondrial calcium increase induced by DOX,
preventing the formation of transitional pores, decreasing
depolarization time and the release of apoptogenic
mitochondrial content3°.

Changes in sarcomeric structure: Cardiotoxicity induced by
anthracyclines also occurs at the level of sarcomeric
structures, primarily characterized by the breakdown and
loss of myofilaments and sarcomere anchoring proteins. A
study by Rochette et al. demonstrated that the
anthracyclines are capable of modifying the structure of the
contractile apparatus by direct mechanisms, or even from
the cytotoxic effects mediated by ROS?. The rapid
degradation of titin through proteolytic pathways plays an

important role in the pathophysiology of dilated

cardiomyopathy, with consequent functional impairment of
the cardiac cell. In vitro and in vivo studies have shown that
this effect is also related to the loss of structural integrity
and disorder, and even myocyte necrosis of a calpain-
dependent substance?%242, Another study described the
role of cardiac ankyrin repeat protein (CARP or ANKRD1, a
regulatory protein of transcription that acts as a nuclear
transcription factor that negatively regulates the
expression of cardiac genes) in the pathophysiology of
cardiomyopathy induced by anthracyclines. CARP is
sensitive to DOX, leading to depletion of its levels by
inhibiting its transcription, with consequent sarcomeric
disorder?3.

Changes in the set of high energy phosphates: Mitochondrial
damage impairs the ability to generate ATP; this depletion
decreases the affinity of Hsp90 (90kDa heat shock protein,
which appears to have a central role in the pathology of
many types of cancer) for ErbB2 (Tyrosine kinase 2
receptor - oncogene), a cardioprotective protein that is
upregulated in the myocardium. In conditions where ATPs
can be depleted, ErbB2 levels fall as Hsp90 cannot maintain
its affinity**. Decreased levels of ATP can also originate
from the activation of apoptotic pathways and of calcium-
dependent proteases. Energy costs to replace damaged
proteins can be considerable, especially if these proteins
have high molecular weight such as in titin and dystrophin,
which is degraded by indiscriminately activated calpain32.
Iron Metabolism (Fe): It has been considered that
anthracyclines are able to alter iron homeostasis by
creating iron-anthracycline complexes and subsequent
production of ROS'931. At the same time, iron is capable of
catalyzing several molecular reactions, which create ROS
regardless of iron-anthracycline complexes, thus generating
hydroxyl radicals. Recently, studies in humans have
confirmed that even cumulative DOX doses at "safe
intervals" are capable of inducing high levels of iron in the
heart tissue, leading to the possibility of cardiotoxicity
related to iron deposits as a new pathophysiological
mechanism and raising the question of whether an actual
"safe'" dose exists in terms of preventing cardiomyopathy
long-term*5,

c ies fi o i ic eff

Clinical strategies have been proposed in order to mitigate

the cardiotoxicity of anthracyclines. Currently, there is no
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treatment based on specific evidence for this cardiotoxicity.
For each type of anthracycline, total recommended doses
must not be exceeded or should only be exceeded with
cardiac monitoring and/or pharmacological
cardioprotection, but unfortunately, they do not completely
eliminate the risk of cardiotoxicity3%46.

Th f pharmacological cardiopr iv n
Dexrazoxane is an iron chelating agent which reduces the
formation of iron-anthracycline complex. ROS generation is
limited without these complexes, thus restricting toxicity.
Dexrazoxane also interferes with Topoisomerase IIB,
thereby antagonizing the DNA damage induced by DOX.
The use of carvedilol (a beta-blocking agent) provides
cardioprotection by inhibiting ROS, thus preventing lipid
peroxidation and increased concentrations of vitamin E in
rats, but this study should continue to be developed in
humans*8, Coenzyme Q (an antioxidant) is an important
part of the mitochondrial respiratory chain, and it has been
reported that its supplementation prevented the
cardiotoxicity induced by anthracyclines. Glutathione (a
thiol tripeptide) is another antioxidant which eliminates
free radicals, and its supplementation can protect the heart
from the effects of anthracyclines, as observed in vitro and
in animals33.

The role of physical exercise: Physical exercise has been
suggested as an effective and low-cost non-
pharmacological strategy to minimize or prevent
myocardial damage associated with the treatment of DOX.
Several mechanisms are activated during and after physical
exercise in order to maintain or restore cellular
homeostasis. Changes in intracellular concentrations of
ATP with increased ADP and AMP levels, reduced glycogen
reserves, temperature and pH changes, and loss of calcium
homeostasis can be, among others, important stimuli to the
increased formation of RONS (reactive oxygen and nitrogen
species) in the myocardium during and after prolonged
exercise. If this situation persists, there may be a
modulatory effect on cardiac cell defense systems, in
contrast to the previous idea that RONS mainly serve as a
trigger for oxidative damage due to their role as a signaling
moleculeSt.

Despite the lack of direct evidence of increased production
of oxidants after acute exercise, changes in antioxidant

systems in addition to oxidative myocardial injury markers

after acute exercise are strong indirect signs of redox
disorders. It seems clear that when the myocardium is
stimulated by acute exercise, it has increased cell signaling
due to oxidative stress. On the other hand, the potential
adaptability of the myocardium to exercise leads to careful
analysis of the training effect, especially resistance training,
on the modulation of the redox-oxidative system in the
heart. The significant decrease in antioxidant capacity of
the heart after exhausting all reserves following an
extensive period of swimming in rats of both genders can
also be an indication of additional RONS production®™.

In a study by Scott et al., the cardioprotective properties of
increased NRG1 (neuroregulin 1 - cardiac and nervous
system development pathway)/ErbB signaling are well
described. Increased NRG1/ErbB signaling induced by
drugs in the myocardium significantly improved cardiac
function and survival in rodents who had left ventricular
failure, inducing differentiated cardiomyocytes to
proliferate. In vitro studies with isolated heart endothelial
cells (the major source of NRG1 in the heart) have shown
that mechanical stress increases the synthesis and release
of endothelial NRG1, while NRG1 release is directly
inhibited by angiotensin II and adrenergic agonists. Thus,
increased synthesis of NRG1 in the ventricle in response to
exercise-induced mechanical stress will induce suppression
of neurohormonal factors, leading to cardioprotection®2.
Aerobic exercise can also modulate a number of myocardial
intracellular processes. One study indicated that exercise
increases Akt (protein kinase B) of the myocardium, with
subsequent attenuation of left ventricle pathological
remodeling, fibrosis and protein degradation. Physical
training increases PI3K activity (Phosphatidylinositol-3-
kinase) of the myocardium with an effective decrease in the
extent of myocardial and cardiomyocyte apoptosis in rats
with myocardial ischemic reperfusion injury and improves
survival in rats with dilated cardiomyopathy. These studies
provide evidence for the protective effects of Pi3K/Akt cell
signaling. Endurance training prior to administration of
DOX can protect the heart and skeletal muscles against
toxicity induced by doxorubicin®3.

Physical training alone is effective in reducing mortality
from heart failure induced by DOX. The results of the study
by Chicco et al. demonstrate for the first time that physical

training before DOX treatment protects against cardiac
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dysfunction induced by DOX, while preserving the intrinsic
cardiac function before treatment®*. The benefits of
physical exercise may be due, at least in part, to restoring
vascular smooth muscle relaxation properties, which in
turn decrease peripheral vascular resistance and pressure
on the heart’. Evidence has demonstrated that aerobic
exercise prevents lipid peroxidation induced by DOX in the
myocardium and reduces mortality. There is also an
indication that physical exercise can protect the skeletal
muscles against exacerbation of autophagy induced by
doxorubicin®®.

It has been demonstrated that 10 weeks of preconditioning
with exercise resulted in preserving cardiac function and
reducing DOX accumulation in cardiac tissue. These results
suggest that regular physical activity can be valuable
complementary therapy to minimize cardiotoxicity that
often occurs in patients who receive DOX treatment. In
addition, patients who participate in exercise programs
may be able to better tolerate exposure to the drug,
resulting in increased survival and improved quality of

life57.

DISCUSSION

It is possible that more than one mechanism of
cardiotoxicity may occur in the same individual, and many
of them have not yet been fully clarified, in addition to
possible cardioprotective strategies. Most studies are still
performed in experimental animals and each one of those
only studies one mechanism related to changes and loss of
heart function. Moreover, simultaneous administration of
other cardiotoxic drugs and radiotherapy can be correlated
to an increased risk of cardiomyopathy and heart failure. In
addition, other chronic diseases such as hypertension,
diabetes mellitus, liver disease and prior heart disease3®
can also contribute to an increased risk of cardiotoxicity®2.

Most studies describe oxidative stress, generation
of free radicals and alterations in membrane structure and
contractile apparatus of cardiomyocytes as the mechanisms
which are mainly involved in cardiotoxicity from
doxorubicin. Octavia et al.3? reported that the mechanism
for this oxidative stress and ROS generation are also related
to mitochondrial alterations present in cardiomyocytes. It
is plausible that these events disrupt the mitochondrial

metabolism and thus of the whole cell, since mitochondria

produce more than 90% of the ATP (adenosine
triphosphate) used by cardiomyocytes. This functional
disorder leads to pathological ultrastructural abnormalities
such as mitochondrial swelling and forming of myelin
figures, a loss of energy production capacity and difficulties
in maintaining metabolic demands**.

Compromised membrane integrity results in the hypothesis
of increased ion influx into the cell. Intracellular calcium
overload can trigger the indiscriminate activation of
calcium-dependent proteases, especially calpain, resulting
in the degradation of the main intracellular proteins which
make up the cytoskeleton (especially dystrophin and
associated proteins, and sarcomeric structure), activating
proteases such as calpain, resulting in cardiomyopathy with
consequent loss of contractile function?? 32 4246,

Despite the toxicity (with an emphasis on cardiotoxicity),
anthracycline treatment efficiency explains its widespread
use as a highlighted drug in the arsenal of anti-cancer
medications®®. It is therefore essential to search for a
solution, or solutions for the prevention and/or reduction
of the cardiotoxic effects caused by using anthracyclines for
cancer patients undergoing chemotherapy. The use of
pharmacological agents such as Dexrazoxane?’,
Carvedilol*8, Coenzyme Q*°, and Glutathione??, in addition
to physical activity have been demonstrated as
cardioprotective strategies.

With regard to physical exercise and its possible protective
role in the occurrence of cardiotoxicity, only animal studies
have shown its effect on reducing structural and functional
cardiac alterations caused by doxorubicin. One of the
mechanisms involved in cardioprotection may be related to
its antioxidant effects due to myocardial ability to adapt to
the effects of aerobic exercise training®!. Other mechanisms
that could be involved in reducing cardiotoxic effects both
through aerobic exercise and endurance training are
related to cell signaling by NRG1/ErbB52 and the Pi3K/
Akt®® pathways, thereby reducing myocardium pathologic
remodeling, protein degradation and apoptosis. Thus, in
situations in which myocardial damage is significant and
results in heart failure, physical training can reduce the risk
of cardiotoxic manifestations after DOX treatment5%5°,
Consequently, it is suggested that physical exercise
positively modulates physiological mechanisms and raises

some important cardiac defense systems to antagonize the
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toxic effects caused by DOX treatment. Increased
antioxidant capacity seems to be the consensus mechanism
observed for cardiac protection with exercise. Additional
beneficial adaptations that induce a heart phenotype which
renders the heart more resistant to the deleterious effects
of DOX administration may include increased expression of
heat shock proteins (HSP), and anti-apoptotic proteins. A
central role in this process should be attributed to
mitochondrial adaptations resulting from exercise that can
be beneficial to the myocardium in DOX-induced
cardiomyopathy, a condition in which acute and chronic
exercise would act as protectors!®.

In the surveyed literature, studies on the cardiotoxicity
mechanism attributed to anthracyclines, particularly
doxorubicin, are not unified or definitive, and there still is
not consensus about the best explanation for this
occurrence. However, pharmacological and non-
pharmacological cardioprotection measures are extremely
important for these patients. Scientific evidence verifying
the real effectiveness of physical exercise as a
cardioprotective agent should be further explored/studied,
taking into account issues such as at what point does
exercise becomes cardioprotective (before or
concomitantly to treatment); and which exercise would be
more effective in promoting this cardioprotective action in
terms of type, intensity, frequency and duration?

The authors declare that no competing interests exist and

they all contributed equally to this work.
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ANEXO A — Carta do comité de ética

- Comissde de Etica na Utilizagio de Animais — et

CEUA

Uﬁ Mniversidade Federal de Uberlandia i { )

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo para uso de animais em
experimentacdo n® 022/14, sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Efeitos cardiovasculares da associag@o do horménio tireoidiano e
do exercicio fisico em ratos com insuficiéncia cardiaca induzida pela
doxorrubicina”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. ElImiro Santos
Resende esta de acordo com os principios éticos na
experimentacio animal conforme regulamentacdes do Conselho
Nacional de Controle e Experimentacio Animal (CONCEA) e foi
APROVADO pela Comisséo de Etica na Utilizagao de Animais
(CEUA) — UFU em reuniao de 29 de Agosto de 2014.

(WWe certify that the protocol n? 022/14, about "Efeitos cardiovasculares da associagio do
hormanio tireoidiano e dao exercicio fisico em ratos com insuficiencia cardiaca induzida pela
doxorrubicing”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES QN ANIMAL RESEARCH as regulations
of Mational Advice of Cantrol and Animal Experimentation (CONCEA) and approved by Ethics
Commission on Use of Animals (CEUA) — Federal University of Uberlandia in 29/08/2014).

Uberlandia, 01 de setembro de 2014.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenadar da CEUASUJFU
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Anexo B
Passo-a-passo da preparacgdo histoldgica.

Coloracéo eosina/hematoxilina

Passo I: Inclusdo do material em parafina

* Fixado o material em formol

* Cortado o musculo cardiaco e colocado em K7
* O material foi disposto em alcool a 70% por 30min
+ Alcool 85% por 30min

+ Alcool 95% por 30min

« Alcool absoluto I por 30 min

« Alcool absoluto II por 30 min

« Alcool absoluto I1I por 30 min

* Retirar o excesso de alcool em papel toalha

« Xilol I por 30 min

« Xilol II por 30 min

* Xilol III por 30 min

* Retirar o excesso em papel toalha

* Parafina [

* Parafina II

* Parafina III

* Inclus@o em bloco de parafina.

O bloco foi cortado em micrétomo (5micra) sendo realizados dois cortes em cada

lamina.

Passo II: Hidratar (desparafinizar)
* Xilol IIT por 10 min

* Xilol II por 10 min

* Xilol I por 10 min

* Retirar o excesso com papel toalha

« Alcool absoluto III por 30 seg



« Alcool absoluto II por 10 seg

« Alcool absoluto I por 10 seg

« Alcool 95% por 10 seg

+ Alcool 85% por 10 seg

+ Alcool 70% por 10 seg

« Agua corrente por 20 min

« Agua destilada por 5 min

* Clorada com hematoxilina de Harris por 30 seg
« Agua corrente 20 min

« Agua destilada 5 min

* Corado com eosina/floxina de Imin, 30 seg € 2min
« Agua corrente para retirar o excesso de eosina
« Agua destilada por 4 seg

Passo Il1: Desidratar (Diafanizar)

« Alcool 70% por 10 seg

« Alcool 85% por 10 seg

+ Alcool 95% por 10 seg

« Alcool absoluto I por 10 seg

« Alcool absoluto II por 10 seg

« Alcool absoluto I1I por 10 seg

* Retirar o excesso de alcool em papel toalha

* Xilol I por 30 seg

* Xilol II por 30 seg

+ Xilol III por 30 seg

Coloracéo com picrosirius red

Passo I: Inclusdo do material em parafina

* Fixado o material em formol

» Cortado o musculo cardiaco e colocado em K7
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* O material foi disposto em alcool a 70% por 30min
+ Alcool 85% por 30min

+ Alcool 95% por 30min

« Alcool absoluto I por 30 min

« Alcool absoluto II por 30 min

« Alcool absoluto 111 por 30 min

* Retirar o excesso de dlcool em papel toalha
* Xilol I por 30 min

» Xilol II por 30 min

* Xilol III por 30 min

* Retirar o excesso em papel toalha

* Parafina I

* Parafina II

* Parafina III

* Inclusdo em bloco de parafina.

O bloco foi cortado em micrétomo (5 micra) sendo realizados dois cortes em cada

lamina.

Passo Il: Hidratar (desparafinizar)
* Xilol III por 10 min

+ Xilol II por 10 min

* Xilol I por 10 min

* Retirar o excesso com papel toalha
« Alcool absoluto I1I por 30 seg

« Alcool absoluto 11 por 10 seg

« Alcool absoluto I por 10 seg

« Alcool 95% por 10 seg

« Alcool 85% por 10 seg

« Alcool 70% por 10 seg



« Agua corrente por 20 min

« Agua destilada por 5 min

Secar 0 excesso com papel toalha

+ Acido fosfomolibidénico 0,2% por 2 min
Secar 0 excesso com papel toalha

* Picrosirius red por 90 min

Secar 0 excesso com papel toalha

* Solugdo HCL a 0,01% N por 2 min
« Agua corrente por 15 min

« Agua destilada por 5 min

Passo Ill: Desidratar (Diafanizar)

+ Alcool 70% por 10 seg

« Alcool 85% por 10 seg

+ Alcool 95% por 10 seg

« Alcool absoluto I por 10 seg

« Alcool absoluto II por 10 seg

« Alcool absoluto III por 10 seg

* Retirar o excesso de alcool em papel toalha

* Xilol I por 30 seg
* Xilol II por 30 seg
« Xilol III por 30 seg

* Montar a lamina com entelan
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