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RESUMO

Introduc¢fo: A doxorrubicina ¢ bastante utilizada como quimioterdpico no tratamento de
diversos tipos de cancer. Embora seja muito eficaz, ¢ conhecida por ser altamente citotoxica
0o que leva a danos cardiacos severos, comprometendo a qualidade de sobrevida dos
pacientes. Por isso, muitas estratégias de terapias cardioprotetoras t€ém sido investigadas,
dentre elas o exercicio aerdbio tem se mostrado bastante promissor. Objetivo: Avaliar se o
treinamento aerdbio em esteira realizado pré-exposicao ao quimioterapico ¢ capaz de manter
o desempenho e atenuar a cardiotoxicidade induzida pela Doxorrubicina. Material e
Métodos: Foram utilizados 39 ratos da linhagem Wistar, com média de idade de 3 meses ¢
peso corporal entre 250 e 300 gramas, divididos em 4 grupos, Controle (C), Doxorrubicina
(D), Treinados (T), Treinados + Doxorrubicina (TD). Os animais dos grupos T e TD, foram
submetidos ao treinamento de corrida em esteira rolante 3 semanas, com acréscimo de 1
semana de taper, previamente ao tratamento com doxorrubicina. Os animais dos grupos D e
TD receberam injegdes intraperitoneais de cloridato de Doxorrubicina, trés vezes por
semana, ao longo de duas semanas, atingindo-se a dose cumulativa total de 7,5 mg/kg.
Resultados: Foi observado aumento das fibras de coldgeno total no grupo D, que ndo
aumentaram quando o tratamento foi associado ao exercicio. Além disso, observamos
atenuagao no aumento do ntimero de mastocitos cardiacos nos animais tratados com
doxorrubicina e submetidos ao treinamento de corrida. No ecocardiograma observamos
menor valor no grupo D em relagdo ao grupo C nas seguintes variaveis: volume sistolico
final (VSF- 51%); volume diastolico final (VDF- 44%); diametro do ventriculo esquerdo em
sistole (DIVEs- 22%); didmetro do ventriculo esquerdo em diastole (DIVEd- 14%) e volume
sistolico (SV-40%). O treinamento de corrida foi capaz de manter a resisténcia dos animais
tratados com doxorrubicina em comparacdo aos animais dos grupos C e D. Conclusao: O
treinamento de corrida foi capaz de manter a resisténcia dos animais tratados com
doxorrubicina em comparagdo aos animais dos grupos C e D. O treinamento aerébio em
esteira mantém o desempenho dos ratos tratados com doxorrubicina e atenua o dano cardiaco
da cardiotoxicidade, evidenciado pela manuten¢do das fibras coldgenas intersticiais e
mitigacdo do aumento do numero de mastdcitos quando o tratamento foi associado ao

treinamento.

Palavras-chave: Quimioterapia, cardiotoxicidade, treinamento aerdbio, fibras coldgenas,
mastocitos.



ABSTRACT

Introduction: Doxorubicin is widely used as a chemotherapy agent in the treatment of
different types of cancer. Although it is very effective, it is known to be highly cytotoxic,
which leads to serious cardiac damage, compromising the quality of survival of patients.
Therefore, many cardioprotective therapy strategies have been investigated, and aerobic
exercise has been very promising. Objective: To evaluate whether aerobic training on a
treadmill performed before exposure to chemotherapy is capable of maintaining
performance and attenuating the cardiotoxicity induced by Doxorubicin. Material and
Methods: 39 Wistar rats were used, with a mean age of 3 months and body weight between
250 and 300 grams, divided into 4 groups, Control (C), Doxorubicin (D), Trained (T),
Trained + Doxorubicin (TD). The animals in groups T and TD were collected during running
training on a treadmill for 4 weeks prior to treatment with Doxorubicin. The animals in
groups D and TD received intraperitoneal injections of Doxorubicin hydrochloride, three
times a week, over two weeks, reaching a total cumulative dose of 7.5 mg/kg. Results: An
increase in total collagen fibers was observed in group D, which did not increase when the
treatment was associated with exercise. In addition, we observed attenuation in the increase
in the number of cardiac mast cells in animals treated with doxorubicin and running training.
In the echocardiogram, we observed a lower value in group D in relation to group C in the
following variables: end-systolic volume (ESV-51%); end-diastolic volume (EDV-44%);
left ventricular diameters in systole (LVDs-22%); left ventricular diameter in diastole
(DIVEd-14%) and stroke volume (SV-40%). Running training was able to maintain the
resistance of animals treated with doxorubicin compared to animals in groups C and D.
Conclusion: Running training was able to maintain the endurance of animals treated with
doxorubicin compared to animals in groups C and D. Aerobic training on a treadmill
maintains the performance of rats treated with doxorubicin and attenuates the cardiac
damage from cardiotoxicity, evidenced by maintenance of interstitial collagen fibers and
mitigation of the increase in the number of mast cells when treatment was associated with

training.

Keywords: Chemotherapy, cardiotoxicity, aerobic training, collagen fibers, mast cells.
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1. INTRODUCAO

As doengas ndo transmissiveis sdo responsaveis pela maioria das mortes no mundo
e, dentre elas, o cancer ¢ uma das principais (BRAY et al., 2018; GERSTEN; WILMOTH,
2002; OMRAN, 1971). Dados mostram que os trés tipos mais comuns de cancer em homens
foram prostata, estdbmago, traqueia, bronquio e pulmao e em mulheres o cancer de mama,
cdlon e reto e colo do ttero em 2020 (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DASILVA, 2019)

Os tratamentos mais utilizados para os diversos tipos de cancer sdo cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, podendo ser combinados ou ndo. Sendo que a interven¢ao ird
depender do tipo de cancer ¢ da extensdo da doenca no momento do diagnostico
(OPPERMANN, 2014).

A quimioterapia € conhecida por ser eficaz na apoptose de células tumorais
(REMESH, 2013) e os agentes quimioterdpicos convencionais sdo componentes
indispensaveis em tratamentos curativos e paliativos. As antraciclinas, especificamente a
Doxorrubicina sdao amplamente utilizadas em doencas malignas hematologicas e solidas
(VIRANI et al., 2016; ZAMORANO et al., 2016).

O principal efeito colateral da administracdo da doxorrubicina ¢ a cardiotoxicidade,
que pode ser aguda ou cronica levando a insuficiéncia cardiaca (IC) (CHATTERJEE et al.,
2010; JORDAN, 2012; TAKEMURA; FUJIWARA, 2007). Por essa razdao, ha muitos
estudos que buscam terapias que possam atenuar a cardiotoxicidade induzida pelo uso da
doxorrubicina (KIRKHAM; DAVIS, 2015; POTNURI et al., 2017).

Nesse contexto, o treinamento aerdbio ¢ uma importante estratégia cardioprotetora
para atenuar a lesdo cardiaca induzida pela doxorrubicina (SCOTT et al., 2011, 2013).
Estudos mostram e eficacia do treinamento aerdbio na melhora da fungdo cardiaca e na
manutencdo da resisténcia a fadiga em pacientes com insuficiéncia cardiaca (EISELE et al.,
2008; KAVAZIS et al., 2008), justificando a necessidade de novas investigagdes dos efeitos

de diversas abordagens de treinamento aerobio na pré-exposi¢ao ao farmaco.

1.2 CONSIDERACOES INICIAIS

A formatagdo desta dissertacdo segue “modelo alternativo”, estabelecido pelo
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Uberlandia.
Primeiramente, uma fundamentacdo tedrica serd apresentada como forma de revisdo da

literatura sobre os temas abordados na dissertagdo. Em seguida, serdo apresentados os
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objetivos da dissertacdo e posteriormente o artigo (Artigo: Efeito protetor do treinamento de
corrida na cardiotoxicidade induzida pelo doxorrubicina em ratos Wistar) que estd formatado
segundo as normas da revista Frontiers in Cardiovascular Medicine onde sera submetido. No
anexo encontra-se o parecer do Comité de Etica na Utiliza¢do de Animais da Universidade

Federal de Uberlandia. Por fim, havera as limitagdes e perspectivas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

O crescimento descontrolado das células ¢ uma caracteristica comum do cancer.
Sendo que, esse crescimento se da de forma agressiva, determinando a formacao de tumores
que podem se espalhar para outras regides do corpo, caracterizando a metastase (FIDLER,
2003). De acordo com o 6rgao afetado, ha tipos diferenciados de tumor que, podem ser mais
ou menos agressivos (INCA, 2019).

A denominacao do tipo de cancer corresponde aos tipos de células que sao afetadas,
quando comecam em tecidos epiteliais (pele ou mucosa) sdo classificados como carcinomas,
se tem inicio nos tecidos moles ou nos ossos sao sarcomas (STILLER et al., 2013). Foram
dezoito milhdes de novos casos € nove milhdes de mortes devido ao cancer em 2018 (BRAY
etal.,2018).

Mesmo com avangos no tratamento, o cancer ¢ uma preocupacao clinica critica, com
o aumento de novos casos e consequentemente aumento do nimero de mortes em 2021
(SIEGEL et al., 2021). Muitos pacientes podem apresentar perda da massa muscular
esquelética e fraqueza, seja pela doenga ou pelo tratamento quimioterapico (FEARON;
GLASS; GUTTRIDGE, 2012; MELSTROM, 2007, VON HAEHLING; ANKER, 2014),
afetando na capacidade funcional e piorando a sobrevida em pacientes com cancer

(BARRETO et al., 2016).

2.2 DOXORRUBICINA

As antraciclinas sdo amplamente utilizadas no tratamento do céncer, exercem
atividade citotoxica interagindo com o complexo DNA-topoisomerase, impedindo processos
importantes na replicac¢do e reparo do DNA (HEVENER et al., 2018). Além de bloquear a
helicase, impedindo a separacdo das fitas de DNA ao mesmo tempo que ¢ capaz de gerar
compostos reativos que danificam macromoléculas e membranas lipidicas, sendo que a
geragdo de radicais livres € a causa direta da cardiotoxicidade (DANESI et al., 2002; PANIS
etal.,2012).

A doxorrubicina ¢ o antibidtico tumoral mais utilizado entre as antraciclinas, isolado
de coldnias de bactérias Streptomyces peucetius var. caesius desde o final da década de 60

(KARIMI ZARCHI et al., 2018), sendo amplamente utilizado no tratamento de diversos
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tipos de canceres como o de pulmao, tireoide e principalmente o de mama, além de linfomas
e neoplasias pediatricas (EWER; EWER, 2010; THORN et al., 2011).

A eficicia do farmaco foi testada no tratamento de leucemias, linfomas, alguns
tumores solidos além de, sarcomas de Ewing e Kaposi (CARVALHO et al., 2014). Por sua
eficacia comprovada, se tornou um dos agentes antineoplasicos mais prescritos, de forma

isolada ou em combinagdo com outros agentes (RENU et al., 2018).

2.3 SISTEMA CARDIOVASCULAR

O sistema cardiovascular ¢ composto pelo coracdo e pelos vasos sanguineos que sao
compostos por veias, artérias e capilares (ROBERGS; ROBERTS, 2002). O corac¢do ¢ um
musculo, cuja principal fungdo é bombear o sangue através dos vasos sanguineos para todas
as células do organismo (VOLPE; MAKARYUS, 2021).

Os cardiomiocitos compdem a maior parte da massa cardiaca, e estudos recentes
indicam que células endoteliais associadas a fibroblastos sdo células prevalentes no coragao
(PINTO et al., 2016). A matriz extracelular, composta por coldgenos, elastinas e substancia
amorfa infere fun¢des mecanicas especificas devido a sua capacidade de resposta a
estimulos fisiologicos e patologicos (DEL MONTE-NIETO ef al., 2020).

As doengas cardiovasculares causam um alto indice de mortalidade, sendo um
problema de satde publica. Principalmente a insuficiéncia cardiaca, que basicamente pode
ser definida como a incapacidade do coragdo de bombear o sangue para o corpo ou pela
necessidade de elevadas pressdes de enchimento, ndo atendendo as necessidades metabolicas
dos tecidos (BRAUNWALD, 2013). Sendo uma consequéncia de lesdo dos miocitos, mas
também pode ser causada por remodelamento cardiaco, que geram disfuncdo estrutural,

mecanica ou elétrica do coracao (ZIAEIAN; FONAROW, 2016).

2.4 EFEITOS CARDIOTOXICOS

Em estudo experimental, pode-se observar que a doxorrubicina causou alteragdes
significativas na morfologia e histopatologia cardiaca dos ratos, além de alteracdes
bioquimicas no miocardio (GANDHI et al., 2013).A cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina ¢ dose-dependente, podendo ser aguda ou cronica, causando a insuficiéncia
cardiaca congestiva apos meses ou anos de tratamento (CARDINALE et al., 2010), sendo
capaz de atingir indices de mortalidade de até 50% entre os pacientes (CHATTERIJEE et al.,
2010).
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Pode ser causada por varios mecanismos como: formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e aumento do estresse oxidativo em cardiomiécitos (HORENSTEIN;
VANDER HEIDE; L’ECUYER, 2000; KY et al., 2013; XU et al., 2001), a aceleracao da
apoptose dos miocitos (KANG et al., 2000; ZHU et al., 1999), a inibi¢ao da sintese de
proteinas do miofilamento que compromete a renovagdo dos midcitos (KIM et al., 2003;
LEWINTER; VANBUREN, 2002), pelo remodelamento cardiaco(LIM et al., 2004; SAEKI
et al., 2002) e por alteragdes no metabolismo da energia cardiaca pela diminui¢ao dos niveis
de ATP e fosfocreatina (FINCK; KELLY, 2007; INGWALL; WEISS, 2004).

Um marcador importante da cardiotoxicidade sdo as fibras de colageno, que estdo
diretamente ligadas a fibrose cardiaca, fator patolégico importante na remodelagdo cardiaca
(HARJOLA et al.,2017; SATO et al., 1997; ZANNAD et al., 2000). Além disso, a ativacao
dos mastocitos € pro-inflamatoria e induz a apoptose, fator importante no desenvolvimento

da disfun¢do miocardica (KRITIKOU et al., 2016).

2.5 TREINAMENTO AEROBIO

O exercicio fisico pode ser uma importante estratégia para evitar a toxicidade da
doxorrubicina (antes do tratamento) ou como terapia auxiliar (durante o tratamento) em
varios tecidos, com énfase na eficicia contra os danos cardiacos provocados pela
doxorrubicina. Seus beneficios sdo associados a modula¢ao de mecanismos relacionados a
mitocondria, regulacdo da morte celular por apoptose, capacidade de restabelecer rede
mitocondrial cardiaca e de outros tecidos como figado, cérebro e musculo esquelético
(MARQUES-ALEIXO et al., 2018).

O exercicio aerobio € capaz de fortalecer de forma gradual o sistema antioxidante
diminuindo o estresse oxidativo (DE SOUSA et al., 2017). Além disso, aprimora a
resisténcia do sistema cardiorrespiratdrio, levando a mudancgas adaptativas nos sistemas e
musculos relacionados (ALVAREZ; HANNAWI; GUHA, 2016).Estudos apontam que o
treinamento aerdbio ¢ ideal na melhora do desempenho devido ao aumento de sua
capacidade de absorcdo e transporte de oxigénio para os musculos, que ¢ fundamental para
a producdo de energia mecanica (HUNTER; BYRNE, 2005).

Acredita-se que duas semanas de corrida pré-tratamento sdo suficientes para proteger
contra a disfun¢do cardiorrespiratéria induzida por doxorrubicina. Essa protecao pode ser
associada a uma reducdo no acimulo celular de doxorrubicina no musculo, principalmente

nos niveis de doxorrubicina mitocondrial (MORTON et al., 2019) .
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Entretanto, volumes excessivos de treinamento podem gerar grandes demandas
fisiolégicas no musculo esquelético, nervoso, sistemas imunoldgico e metabdlico
(REILLY;EKBLOM, 2005), nesse contexto o treinamento de recuperagdo (taper) refere-se
a uma reducdo na carga de treinamento, podendo ser ajustado a frequéncia, volume e
intensidade do treinamento (MCCONELL et al., 1993) considerado eficaz na melhora
significativa da resisténcia muscular, composicdo corporal e condicionamento

cardiovascular MULUGETA, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se o treinamento de corrida realizado pré-exposi¢ao ao quimioterapico ¢ capaz de

manter o desempenho e atenuar a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a fun¢do do ventriculo esquerdo de ratos Wistar apos tratamento com
doxorrubicina, com e sem treinamento;

e Verificar a quantidade de fibras de colageno tipo I; tipo III e coldgeno total no
coragdo de ratos Wistar tratados com doxorrubicina, com ¢ sem treinamento;

e Verificar o numero de mastocitos cardiacos de ratos Wistar tratados com

doxorrubicina, com e sem treinamento.
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4. ARTIGO: “Efeito protetor do treinamento de corrida na cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina em ratos Wistar”
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Resumo

A doxorrubicina ¢ um farmaco bastante utilizado no tratamento do cancer, porém,
seu uso € associado a cardiotoxicidade, € o exercicio fisico tem sido utilizado como
importante estratégia para evitar ou minimizar a toxicidade da doxorrubicina. O objetivo do
estudo foi avaliar se o treinamento de corrida realizado pré-exposicao ao farmaco influencia
na tolerancia ao esforgo fisico e na cardiotoxicidade. Foram utilizados 39 ratos da linhagem
Wistar, com média de idade de 3 meses e peso corporal entre 250 e 300 gramas, divididos
em 4 grupos, Controle (C), Doxorrubicina (D), Treinados (T), Treinados + Doxorrubicina
(TD). Os animais dos grupos T e TD, foram submetidos ao treinamento de corrida em esteira
rolante por 3 semanas, com acréscimo de 1 semana de taper, previamente ao tratamento com
doxorrubicina. Os animais dos grupos D e TD receberam injeg¢des intraperitoneais de
cloridato de doxorrubicina, trés vezes por semana, ao longo de duas semanas, atingindo-se
a dose cumulativa total de 7,5 mg/kg. Nossos principais resultados foram relacionados as
alteragdes no remodelamento da matriz extracelular, que foram confirmadas pelo aumento
das fibras de coldgeno total no grupo D, que ndo aumentaram quando o tratamento foi
associado ao exercicio. Alem disso, observamos atenua¢dao no aumento do numero de
mastocitos cardiacos nos animais tratados com doxorrubicina e submetidos ao treinamento
de corrida. No ecocardiograma observamos menor valor no grupo D em relagdo ao grupo C
nas seguintes varidveis: volume sistélico final (VSF- 51%); volume diastdlico final (VDF-
44%); diametro do ventriculo esquerdo em sistole (DIVEs- 22%); diametro do ventriculo
esquerdo em diastole (DIVEd- 14%) e volume sistolico (SV-40%). O treinamento de corrida
foi capaz de manter a resisténcia dos animais tratados com doxorrubicina em comparagado
aos animais dos grupos C e D. Finalmente, o treinamento de corrida mantém o desempenho
dos ratos tratados com doxorrubicina e atenua o dano cardiaco da cardiotoxicidade,
evidenciado pela manutengdo das fibras colagenas intersticiais € mitigacdo do aumento do

numero de mastdcitos quando o tratamento foi associado ao treinamento.

Palavras-chave: Quimioterapia, cardiotoxicidade, treinamento aerdbio, fibras colagenas,
mastocitos.
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Introduciao

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer ¢ uma das principais
causas de mortalidade mundial (1). No Brasil, ocorreram cerca de 625 mil novos casos em
2020, sendo que essa projecao ¢ valida para o triénio 2020-2022. (2).0Os principais tipos de
tratamento para o cancer sao a cirurgia, na auséncia de metastase, radioterapia e
quimioterapia, esta ultima utilizada devido a sua capacidade de eliminar células tumorais
remanescentes (3,4). A quimioterapia ¢ uma das terapias mais utilizadas no tratamento do
cancer, porém, pode estar associada a diversos efeitos colaterais como cardiotoxicidade,
atrofia muscular e, inclusive, diminui¢ao da sobrevida (5,6).

A doxorrubicina ¢ um dos principais quimioterapicos utilizados no tratamento de
neoplasias hematologicas e diversos tipos de tumores solidos (7). Trata-se de um agente
antineoplésico antraciclico, isolado no inicio dos anos 50, de culturas de Streptomyces
peucetius, variante caesius (8). E considerado um dos agentes quimioterapicos antitumorais
mais eficazes (9) que age, basicamente, devido sua intercalagdo na hélice de DNA (10)ea
inibicao da atividade da enzima topoisomerase tipo Il impedindo a reparagdao do DNA (11).

Porém, o uso clinico da doxorrubicina ¢ associado a cardiotoxicidade aguda, marcada
por diversos danos cardiacos podendo desencadear insuficiéncia cardiaca (6). Os
mecanismos que levam a cardiotoxicidade ainda ndo sdo totalmente conhecidos, mas
acredita-se que os principais sejam: a geragao em excesso de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (12), a inibicdo da topoisomerase-II  (13-15), ligacdo e dano ao acido
desoxirribonucleico (DNA) (16) e o desequilibrio da estrutura e disfun¢do mitocondrial (17—
19).

Conforme o grau de dano celular gerado pela doxorrubicina, a cardiotoxicidade pode
ser classificada em dois tipos. A do tipo I € irreversivel, causando a morte celular por necrose
ou apoptose; e a cardiotoxicidade tipo II, € reversivel e caracterizada por disfun¢do celular
(20).

Por outro lado, estudos apontam que o exercicio aerobio regular causa reducao da
pressao arterial e da frequéncia cardiaca em repouso, sendo que, essa redugdo ¢ utilizada
para avaliar o aperfeigoamento induzido pelo treinamento (21). Além disso, o exercicio
aerobio ¢ capaz de causar aumento da camara ventricular sem o aumento da espessura da
parede, que ¢ uma caracteristica de hipertrofia excéntrica, aumentando o volume sanguineo
durante a diastole (22,23) e consequentemente aprimorando a aptiddo cardiorrespiratoria e

outros aspectos relacionados a satide em pacientes com cancer (24,25), sendo eficaz no
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aumento de VOxmax, além de atenuar os efeitos colaterais provenientes do tratamento com
quimioterapia associada a doxorrubicina (26).

Dessa forma, o exercicio fisico pode ser uma importante estratégia para evitar a
cardiotoxicidade induzida pelo tratamento com doxorrubicina. O presente estudo teve por
objetivo, avaliar os efeitos do treinamento de corrida no desempenho e na cardiotoxicidade

de ratos tratados com doxorrubicina.

Material e Métodos

Foram utilizados 39 ratos machos da linhagem Wistar, com média de idade de trés
meses e peso corporal entre 250-300 g, fornecidos pela Rede de Biotérios da Universidade
Federal de Uberlandia (REBIR-UFU). Os animais foram alojados em ambiente com
temperatura ¢ umidade controladas e expostos a ciclos alternados de claro e escuro com
duragdo de 12 horas cada. Os animais tiveram livre acesso a dieta padrdo e a 4gua. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados no REBIR-UFU de acordo com o protocolo
de ética do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e pela Comissdo de
Etica na Utilizagdo de Animais da UFU (CEUA), tendo recebido parecer favoravel,
conforme o registro 045/19 do CEUA.

Protocolo Experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: Controle (C),
Doxorrubicina (D), Treinados (T), Treinados + Doxorrubicina (TD), conforme Tabela 1.

O protocolo experimental foi composto por cinco fases, conforme Figura 1, dividido
em periodo de adaptacdo dos animais ao ambiente do laboratdrio, a ragdo e ao exercicio,
com duracao de 14 dias, seguido de programa de treinamento para os grupos T e TD, com
duracdo de 28 dias. O tratamento com doxorrubicina foi realizado durante 14 dias, seguido
de um periodo de repouso e manutengao da dieta padrao, sendo que, que para os animais dos
grupos T e TD, houve manutengao do treino leve (taper), com duragdo de 21 dias. Ao final
do experimento, os animais realizaram ecocardiograma e, posteriormente, ocorreu a
eutanasia. A pesagem dos animais foi realizada ao longo de todo o protocolo experimental e

ndo houve lesdo ou perda de animais durante o experimento.

Protocolo de Treinamento de Corrida
Antes do inicio do treinamento os animais foram submetidos a duas semanas de
adaptacado a esteira rolante, com uma intensidade de 10 m/min e uma inclinagdo de 10° (27).

Um teste de esforgo foi realizado ao final do periodo de adaptagdo e trés semanas apos o
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final do tratamento com doxorrubicina. Todos os animais foram submetidos ao teste de
esfor¢o, onde tiveram que correr o maior tempo possivel a 18 m/min com inclina¢do de 10°
e o final do teste foi determinado pela incapacidade de manter a corrida na velocidade
proposta por 5 segundos (28).

Os animais dos grupos T e TD foram submetidos ao treinamento de corrida, por um
periodo de 3 semanas (29,30), com uma frequéncia de cinco vezes por semana, a uma
intensidade moderada de 18 m/min e uma inclinagdo de 10°, conforme Tabela 2 (27). Na 4*
semana foi realizado o taper para potencializar as adaptacdes fisioldgicas causadas pelo
treinamento (31). As sessOes de treino foram realizadas em esteira ergométrica adaptada para
ratos, contendo 10 pistas individuais (32), todas as sessdes de treinamento foram realizadas

no periodo da tarde .

Tratamento com Doxorrubicina

Os animais dos grupos D e TD receberam inje¢des intraperitoneais de doxorrubicina,
trés vezes por semana, ao longo de duas semanas, totalizando seis inje¢des de 2,25 mg/kg
atingindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg (33,34). Os grupos controles e treinados
receberam dose semelhante de solugdo salina, no mesmo regime empregado para os animais
tratados com doxorrubicina. Todas as injecdes foram preparadas em condigdes estéreis

imediatamente antes das aplicagdes.

Analise Ecocardiografica

Aspectos morfoldgicos e funcionais do coracdo foram analisados por meio de
ecocardiografia no 70° dia ap0s o inicio do experimento. Para realizagdo do ecocardiograma
todos os animais foram anestesiados utilizando-se 0,1 ml/100g de Cetamina a 10% (Syntec
do Brasil Ltda., Santana de Parnaiba- SP, Brasil), associada a mesma dose de Xilazina a 2%
(Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda., Hortolandia-SP, Brasil). O ecocardiograma foi
realizado utilizando-se equipamento ESAOTE, modelo MyLab VET 30 Gold registrando
imagens uni e bidimensionais, e um transdutor de 8,0 MHz de 3,0 cm de profundidade com
um angulo setorial de 75°. O didmetro do ventriculo esquerdo foi obtido no modo M, em
corte direito transversal paresternal no plano das cordas tendineas. A mensuracao foi feita
durante a didstole (DIVEd) e sistole (DIVEs) e utilizada para célculo da fracao de
encurtamento (Delta D %) pela formula DELTA D%= [(DIVEd-DIVEs)/DIVEd]X 100. No

mesmo corte foram medidos os volumes diastdlico final (VDF) e sistolico final (VSF), pelo
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método de Teichholz (35), para posterior calculo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo

(FE%) pela formula FE%= [(VDF-VSF)/VDF]x100.

Eutanasia e coleta de amostras

Ao final do periodo experimental, os animais foram anestesiados utilizando-se
Tiopental Sodico mais Lidocaina (40 mg/kg de PC, i.p.; Thiopentax, Cristalia, Brasil; 1
mg/kg de PC, ip;Cristalia, Blau Pharmaceuticals, Cotia, SP, Brasil) e eutanasiados por
exsanguinacao para coleta de sangue, coragdo, tibia, rins e figado. As amostras de coragdo,
rins e figado foram pesadas e a tibia foi medida. O indice de massa do coragao foi calculado
pela razdo massa do coragdo: comprimento da tibia , e os resultados foram expressos em

g/cm (36).

Analise Histopatologica

Os coragdes retirados, foram lavados em salina 0,9% gelada, secos em papel de filtro,
pesados em balanca de precisdo e colocados em solugdo de formol (10%), por 48 h.
Posteriormente, foram cortados transversalmente e seguiram-se os estagios de desidratacao,
diafanizacdo, banho e inclusdo em parafina. O segmento médio-proximal foi seccionado em
cortes de 5 um e corados para colageno com Picrosirius Red. Os cortes histologicos corados
foram analisados ao microscopio Optico Nikon TS 100 e as imagens digitalizadas em sistema
de microcamera Optcam, utilizando-se objetiva 10x; com aumento final 100x. Em cada corte
foi feito o registro fotografico de pelo menos 10 campos da parede livre do ventriculo
esquerdo. A luz polarizada no microscopio Optico foi utilizada para a identificagdo dos
subtipos I e III de coldgeno. Apds a obtengdo das imagens, a quantificagdo em percentagem
de colageno total, foi feita com o auxilio da ferramenta threshold do software Imagel
1.6.0_24. Essa ferramenta permite delimitar a percentagem de area de coldgeno depositada
na matriz extracelular em relacdo a area total do campo avaliado.

Cortes histologicos de 5 um de espessura foram obtidos dos blocos de parafina e
utilizados para coloracdo com azul de toluidina. Os cortes foram desparafinizados,
hidratados e subsequentemente corados com azul de toluidina a 0,3%. O azul de toluidina ¢é
um corante metacromatico acidofilico e os granulos celulares ficam roxos devido a presenca

de heparina e histamina, facilitando a visualizagdo dos mastdcitos cardiacos (37).
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Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad Prism versao 8.0.
Todos os dados foram expressos como média + desvio padrdo. Foram identificados os
valores outliers pelo teste ROUT. As variaveis do ecocardiograma tiveram outliers no grupo
D (n=2) e TD (n=1), a variavel PCT-I apresentou outliers no grupo D (n=2), a variavel Teste
Pré-Doxo apresentou outlier no grupo TD (n=1). Em seguida, para verificar a normalidade
dos dados, foi realizado o teste de Shapiro Wilk.

Nos dados paramétricos, foi realizado o teste ANOVA one-way com teste post-hoc
de Tukey. Para os dados ndo-paramétricos, foi realizado o teste de Kruskal Wallis com teste
post-hoc de DUNN’s. Os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

Resultados

Foram encontradas diferencas estatisticamente significantes ao compararmos o
tempo do teste de exaustdo realizado antes e apds o tratamento com doxorrubicina,
observando-se uma queda do tempo de corrida do grupo D (80%) e um aumento do
desempenho observados nos grupos T (83%) e TD (69%). Os valores das médias e desvio
padrdo, bem como a comparacdo entre os grupos estdo apresentados na Tabela 3.

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes para o peso corporal
total dos animais dos grupos no inicio do treinamento. No final do experimento o grupo T
apresentou maior peso em relacdo ao D (10,9%). O APC aumentou ao longo do experimento
(C-17,8%; D-10,54%; T- 23,03%, TD- 15,91%), sendo a diferenga significante na
comparagao dos grupos D e T com o grupo C; a maior € a menor variagdo ocorreram nos
grupos T e TD em relagdo ao grupo D, respectivamente. A variagdo maior do grupo T
também foi estatisticamente significante em comparagdo com o TD, conforme a Tabela 4.
Nenhuma morte ocorreu em nenhum dos grupos durante o protocolo experimental.

Na andlise ecocardiografica, foram encontradas diferencas significantes ao
compararmos os grupos C e D nas variaveis: didmetro do ventriculo esquerdo em diastole
(DIVEd- 14%), diametro do ventriculo esquerdo em sistole (DIVEs- 22%), volume sistolico
final (VSF- 51%) e volume diastolico final (VDF- 44%), sendo os maiores valores
encontrados no grupo C para todas as varidveis. Também foram encontradas diferencas
significantes ao compararmos os grupos C e TD para as variaveis: diametro do ventriculo
esquerdo em sistole (DIVEs- 14%) e volume sistolico final (VSF- 34%), sendo os maiores

valores encontrados no grupo C. Além disso, foram encontradas diferencas significativas ao
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compararmos os grupos T e D na variavel didmetro do ventriculo esquerdo em sistole
(DIVEs- 15%), com maior valor no grupo T. O volume sistolico (SV) apresentou menor
valor no grupo D (SV-40%) quando comparado ao grupo C (Tabela 5).

Nas andlises histolégicas, foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes para o Colageno I, entre os grupos D, C e T, com menos coldgeno presente no
grupo treinado. Quanto ao Colageno III, diferenca significante ocorreu ao compararmos o
grupo D com os grupos C, T e TD, com os maiores valores apresentados pelo grupo D em
todas as situacdes analisadas. Para o Colageno Total, foram encontradas diferengas
significantes na comparacao do grupo D com os demais grupos, com maior teor de coldgeno
no grupo que recebeu apenas doxorrubicina, conforme Tabela 6 e Figuras 2 e 3.

Na andlise histologica para verificar a quantidade de mastocitos cardiacos, foram
encontradas diferengas significantes ao compararmos o grupo TD com o grupo C e também,
ao compararmos o grupo D com os demais grupos, indicando maior quantidade destas

células na presenca de doxorrubicina, conforme Figuras 4 ¢ 5.

Discussiao

O treinamento fisico aumenta a forga e resisténcia muscular, aumenta os niveis de
antioxidantes (38), além de promover adaptacdes benéficas no controle do metabolismo e
no sistema e fun¢do cardiovascular (39,40).0 exercicio antes do tratamento com
doxorrubicina pode atenuar a cardiotoxicidade por regulagdo positiva de antioxidantes no
tecido cardiaco e inibi¢do do estresse oxidativo (29), além de proteger o musculo esquelético
contra o aumento de sua degradagdo (41). Especificamente, a corrida atenua os danos
teciduais induzidas pela doxorrubicina, (42), além de fornecer cardioprotecao (43).

O exercicio aerdébio melhora a fun¢ao sistolica e diastolica, o que resulta em maior
tolerancia ao exercicio e resisténcia a fadiga durante o esforco em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, demonstrando sua eficicia na manuten¢do da capacidade funcional
(44-46). Além disso, estudos mostram que uma reducao na carga de treinamento (volume,
frequéncia e intensidade) potencializa as adaptacdes fisiologicas e € capaz de atenuar a
fadiga (47). Nossos resultados estdo de acordo com estes autores conforme observamos nos
resultados dos testes de exaustdo e daqueles obtidos pelo ecocardiograma, que os animais
tratados com doxorrubicina e submetidos ao treinamento de corrida foram capazes de manter
a tolerancia ao esfor¢co quando comparado ao grupo dos animais treinados.

A doxorrubicina causa importantes alteracdes na histopatologia, morfologia e pesos

cardiacos e corporais (48). Ha evidéncias na literatura que a administragao de doxorrubicina
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atenua o ganho de peso corporal (49) e resultados encontrados no nosso estudo também
revelaram um menor ganho de peso corporal no grupo doxorrubicina quando comparado aos
demais grupos.

O treinamento de exercicio aerobio de intensidade moderada ¢ capaz de atenuar o
remodelamento patologico cardiaco (19), além de atenuar a disfungdo cardiaca quando feito
previamente ao tratamento com doxorrubicina (6,50). Em ratos jovens em desenvolvimento
pode ndo haver grandes alteragdes na funcao cardiaca apos tratamento com doxorrubicina,
porém ¢ possivel verificar uma diminuicdo no peso corporal e alteragdes na estrutura
cardiaca (51). Nosso estudo mostra que os animais tratados com doxorrubicina apresentam
volumes de enchimento ventricular significativamente menores durante a sistole e a didstole
quando comparados ao grupo controle, porém, sem diferencas na fracdo de ejegdo.
Corroborando os nossos resultados, Matsumura e colaboradores (52) também relatam
diminui¢cdo do volume sistélico sem comprometimento da fragdo de ejecdo, em
camundongos tratados com doxorrubicina e sugerem que essas alteracdes sejam compativeis
com disfuncgdes sistolicas e diastolicas.

O colageno miocardico representa importante estrutura de sustentacdo e pode estar
implicado em processos de dano ao coracdo. O colageno tipo I € mais rigido e representa
80% da estrutura, exercendo papel fundamental na transmissao da forca de contragao durante
o encurtamento da fibra cardiaca (53). J4 o colageno tipo III constitui cerca de 12% do
colageno cardiaco formando pontes entre os feixes de colageno tipo I, conferindo o grau de
rigidez do tecido cardiaco e a configura¢do das estruturas anatdmicas (54,55) oferecendo
resisténcia as deformagdes patoldgicas e garantindo o posicionamento adequado das
estruturas cardiacas (56).

Porém, a disfun¢do ventricular € relacionada a alteragcdo da complacéncia ventricular
que depende diretamente da quantidade, distribui¢do e composi¢ao do coldgeno que forma
o estroma conjuntivo (57,58). O equilibrio existente entre coldgeno e cardiomiocitos permite
o remodelamento cardiaco fisiologico, enquanto seu desequilibrio prejudica tanto a estrutura
quanto a fun¢do ventricular, caracteristica das hipertrofias patologicas (59).

Alteragdes na composi¢do e qualidade de fibras coldgenas podem ser fatores
importantes na perda da funcao cardiaca devido a administragdo da doxorrubicina. Estes
achados foram semelhantes aos observados por Campos e colaboradores (33), e Fidale(60),
que também verificaram que doses cumulativas de doxorrubicina sdo mais toxicas sugerindo

a dose-dependéncia na cardiotoxicidade. Além disso, estudos apontam que em condigdes
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patoldgicas pode ser formada a fibrose, preservando a estrutura do ventriculo
temporariamente, porém os fibroblastos ativos, podem provocar deposi¢cdo excessiva de
colageno, levando a redugdo da complacéncia cardiaca (61,62).

Estudos apontam que o treinamento aerodbio ¢ capaz de atenuar parcialmente o grau
de hipertrofia e fibrose cardiaca em camundongos (63). Nosso estudo apresenta quantidade
significativamente maior de coldgeno tipo I nos animais do grupo doxorrubicina quando
comparado aos grupos Controle e Treinado, assim como, quantidade maior de colageno tipo
IIT e coldgeno total, do grupo doxorrubicina, quando comparada aos demais grupos.

O processo inflamatério acompanha frequentemente as agressdes ao coragdo. Os
mastocitos sdo células do tecido conjuntivo, derivados de células percursoras da medula
Ossea que podem migrar para outros tecidos através da corrente sanguinea. Estas células
desempenham um papel fundamental no processo de inflamagdo (64) e, quando ativadas
pela doxorrubicina, exibem uma caracteristica pro-inflamatdria induzindo a degradagdo da
matriz extracelular. Este evento pode contribuir para a disfuncdo miocardica e para a
apoptose (65,66). No periodo pos-inflamatdrio, os mastdcitos secretam mediadores (67—69)
que participam ativamente no reparo e remodelamento cardiaco (70).

Diversos modelos de doencas cardiacas tem como caracteristica o aumento na
densidade mastocitaria cardiaca e porcentagem de degranulagdo total (71). Em pacientes
com insuficiéncia cardiaca congestiva, a quantidade de mastdcitos cardiacos estd
diretamente relacionada com os niveis de fibrose miocardica (72).A cardiotoxicidade
produzida pela doxorrubicina € caracterizada por lesdes miocardicas, acompanhada pelo
aumento do niimero de mastocitos cardiacos (73). O exercicio aerobio € capaz de mitigar a
densidade mastocitaria e sua degranulagao total, além de diminuir a fibrose cardiaca (74).
Nosso estudo mostra um aumento significativo de mastocitos no grupo doxorrubicina
quando comparado aos demais grupos, inclusive o TD, sugerindo que de alguma forma o

exercicio aerobio atenuou o aumento dessas células.

Conclusao

A manutencdo do teor das fibras de coldgeno cardiaco, a reducdo do ntimero de
mastocitos cardiacos, bem como as alteragdes favoraveis encontradas na ecocardiografia nos
animais tratados com doxorrubicina e submetidos ao treinamento de corrida, evidenciam o
exercicio aerdbio como uma estratégia protetora do coragdo quando aplicada previamente
ao tratamento com doxorrubicina em ratos Wistar. Conclui-se também, que no modelo

experimental utilizado, o treinamento de corrida aumenta o desempenho dos animais.
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Tabela 1. Composicdo dos grupos experimentais € suas caracteristicas em relagdo ao

tratamento com doxorrubicina e treinamento fisico.

GRUPO C GRUPOD GRUPOT GRUPO TD
Numero de 9 10 10 10
Animais
Treinamento TREINAMENTO TREINAMENTO
Fisico
Tratamento DOXO DOXO
Doxorrubicina

C = Controle; D = Doxorrubicina; T = Treinamento fisico; Grupo TD = Tratamento com Doxorrubicina e

Treinamento fisico.

Tabela 2. Adaptacdo e Treinamento de Corrida

FASES ADAPTACAO TREINAMENTO
Semana 1 2 3 4 5 6
Frequéncia 2X 2X 5X 5X 5X 2X
Volume (min) 5 5 20 25 30 5
Intensidade (m/min) 10 10 18 18 18 10
Inclinacio 10° 10° 10° 10° 10° 10°
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Tabela 3. Comparacdo dos valores das médias e desvio padrdao (DP) do teste de exaustio

aplicado antes e ap6s o tratamento com doxorrubicina.

Grupo C Grupo D Grupo T Grupo TD
N=07 N=07 N=10 N=09

Média £ DP Média + DP Média + DP Média £ DP
Teste Pré- 3,90+2,14 3,14+2.70 397+1,50 4,79 + 7,81
Doxo (min)
Teste Pos- 2,39+£2,10 0,60 +0,49 24,16 +£13,93 25,087+ 21,11
Doxo (min)
Delta Pré- 1,51+ 1,80 2,53 £2,30 20,19+ 7,40 20,29 £ 18,86
pos Doxo

C = Controle; D = Doxorrubicina; T = Treinamento fisico; Grupo TD = Tratamento com Doxorrubicina e
Treinamento fisico. Para valores de p<0,05: * — diferenca estatisticamente significante em compara¢do com
o grupo C; * — diferenca estatisticamente significante em comparagdo com o grupo D. Teste ANOVA one-way.

Tabela 4. Comparacdo dos valores das médias e desvio padrao (DP) do peso corporal total

ao final do experimento e variacdo do peso corporal (APC) durante o experimento, peso

absoluto e peso indexado do coragdo(g)/comprimento da tibia (mm) dos animais de cada

grupo, no inicio e ao final do experimento.

GRUPO C

N=07

Média + DP

GRUPO D

N=08

Média = DP

GRUPO T

N=10

Média + DP

GRUPO TD

N=10

Média + DP

PCT-1 (g)

PCT-F (g)

APC (g)

PAC (2)

Comprimento
tibia (mm)

iPC (g/cm)

345,18 £ 21,15

419,96 + 28,78

74,78 + 12,04

0,97 + 0,09

40,38 £ 0,52

0,024 + 0,00

362,12 £ 15,79

404,82 + 23,42

42,54* £ 15,54

0,93 + 0,06

39,64+ 0,41

0,023 £ 0,01

349,83 + 23,46

454,52" +23 34

104,69*" + 11,85
0,99 + 0,07

40,31+ 0,69

0,024 + 0,00

358,93 + 34,49

426,82 +£36,52

67,89% £11,80

0,99 + 0,08

40,05+ 0,37

0,024 + 0,00
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C = Controle; D = Doxorrubicina; T = Treinamento fisico; Grupo TD = Tratamento com Doxorrubicina e
Treinamento fisico. N = niumero de animais. Para valores de p<0,05: " — diferenca estatisticamente
significante em comparag¢do com o grupo C; (= diferenga estatisticamente significante em compara¢do com o
grupo D, T — diferenca estatisticamente significante em comparagdo com o grupo T. PCT-I = peso corporal
total inicial; PCT-F = peso corporal total final; APC= variag¢do do peso corporal); PAC = peso absoluto do
coragdo, iPC = peso indexado do coragdo (peso do coragdo(g) / comprimento da tibia(cm)) - Teste ANOVA
one-way.

Tabela 5. Comparagdo dos valores das médias e desvio padrdo (DP) das varidveis

ecocardiograficas.
GRUPO C GRUPO D GRUPOT GRUPO TD
N=07 N=06 N=10 N=09

Média = DP  Média = DP Média = DP Média = DP

SIVd (mm) 0,13 +£0,02 0,13+£0,03 0,13+0,03 0,13 +£0,02
SIVs (mm) 0,16 £ 0,03 0,18 £0,02 0,16 = 0,06 0,15+0,02
DIVEd (mm) 0,71 £0,06 0,61* +£0,09 0,66 = 0,09 0,64 + 0,04
DIVEs (mm) 0,49 £0,03 0,38*% £0,13 0,45 £0,07 0,42* £ 0,03
PPVEd(mm)  0,14+0,00 0,14 £0,02 0,14+ 0,03 0,14+ 0,02

PPVEs (mm) 0,18+0,01 0,17 +0,02 0,19+ 0,03 0,20 £ 0,01

VDF (ml) 0,84 £020  0,47* +0,10 0,68 + 0,23 0,61£0,11
VSF (ml) 029 £0,05  0,14*£ 0,03 0,23 + 0,09 0,19% £ 0,05
FE (%) 64,56 £6,14 68,79+ 581 65,92 + 5,12 67,96 + 4,22

SV (ml) 0,55+0,16  0,33* £ 0,08 0,45+0,15 0,42 + 0,08
Delta D (%) 31,14+ 4,13 33,92 +4,53 31,74 £3,43 33,70 £3,02

C=Controle; D = Doxorrubicina; T = Treinamento fisico, Grupo TD = Tratamento com Doxorrubicina e
Treinamento fisico. Para valores de p<0,05: * — diferenca estatisticamente significante em comparacio com
o grupo C. * — diferenca estatisticamente significante em comparagdo com o grupo D. SIVd= Septo
Interventricular em diastole (ANOVA one-way); SIVs= Septo Interventricular em sistole (Kruskal-Wallis);
DIVEd= Diametro do ventriculo esquerdo em didstole (Kruskal-Wallis); DIVEs= Didmetro do ventriculo
esquerdo em sistole (ANOVA one-way); PPVEd= Espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo em
diastole (Kruskal-Wallis); PPVEs= Espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo em sistole (Kruskal-
Wallis); VDF= Volume diastolico final (Kruskal-Wallis); VSF= Volume sistolico final (ANOVA one-way), FE
= fracdo de ejecdo (ANOVA one-way); SV = volume sistolico (Kruskal-Wallis); Delta D = fra¢do de
encurtamento da parede livre do ventriculo (ANOVA one-way).
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Tabela 6. Comparagdo dos valores das médias e desvio padrdo (DP) das varidveis

histologicas colageno tipo I, colageno tipo III, e coldgeno total entre os grupos.

GRUPO C GRUPO D GRUPO T GRUPO TD
N=06 N=06 N=08 N=06
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Colageno I (mm?) 149,28 + 196,39* + 144,05% + 155,17 =
19,32 41,51 21,75 26,25
Colageno III (mm?) 109,70 £ 153,38% 116,99% + 120,16% +
17,67 30,48 20,44 13,32

C = Controle; D = Doxorrubicina; T = Treinamento fisico, Grupo TD = Tratamento com Doxorrubicina e
Treinamento fisico. Para valores de p<0,05.:%* — diferenca estaticamente significante em comparag¢do com o
grupo C; ¥ — diferenca estatisticamente significante em comparagéo com o grupo D. N= niimero de animais-
Teste ANOVA one-way.

NI ~ APLICAGAO POS- oTAGT
ADAPTACAO TREINAMENTO DoNORRORIOA IRATAMENTO EUTANASIA

14 DIAS
(1°- 14°dia)

21 DIAS
(57°-78° dia)

7 DIAS

(79°-86° DIA)

GRUPO C GRUPO C GRUPO C
GRUPO D GRUPO T GRUPO T GRUPO D GRUPO D
GRUPOT GRUPO TD GRUPO TD GRUPO T GRUPO T

GRUPO TD GRUPO TD GRUPO TD

TESTE DE
ESFORCO 1 ESFORCO 2

Figura 1. Desenho esquematico do protocolo experimental. C = Controle; D = Doxorrubicina;, T =
Treinamento fisico, Grupo TD = Tratamento com Doxorrubicina e Treinamento fisico.
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Figura 2. Comparagdo dos valores das médias do Colageno Total. C = Controle (n=06); D = Doxorrubicina
(n=06); T = Treinamento fisico (n=08); Grupo TD = Tratamento com Doxorrubicina e Treinamento
fisico(n=06). Para valores de p<0,05:* — diferenga estaticamente significante em compara¢do com o grupo
C; * — diferenca estatisticamente significante em comparagdo com o grupo D. Teste ANOVA one-way.

A

DOXORUBICIN CONTROL
=

TRAINED

TRAINED +
DOXCORUBICIN

200um

Figura 3: Fotomicrografias de se¢ées coradas com Picrosirius Red demonstrando o potencial antifibrogénico
do exercicio aerobio em tecido cardiaco fibrovascular induzido pela administra¢do de Doxorrubicina. Figuras
(4, C, E, G) Fotomicrografias de sec¢oes coradas com Picrosirius Red sem filtro de polarizagdo. Figuras (B,
D, F, H), fotomicrografias de secgoes coradas com Picrosirius Red com filtro de polariza¢do (ampliagdo final
200x). Sob luz polarizada, as fibras de colageno tipo I sGo marcados em vermelho, tipo III estd marcado em
verde e a sobreposic¢do dessas duas fibras de colageno estd marcada em amarelo ou laranja.
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Figura 4. Numero de mastocitos cardiacos. C = Controle (n=06); D = Doxorrubicina (n=06); T =
Treinamento fisico(n=06); Grupo TD = Tratamento com Doxorrubicina e Treinamento fisico (n=06). Para
valores de p<0,05: * — diferenca estatisticamente significante em comparagdo com o grupo C; * — diferenca
estatisticamente significante em comparagdo com o grupo D- Teste ANOVA one-way.
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Figura 5. Fotomicrografias de segoes coradas com azul de toluidina (Sum) com aumento de 400 X. Analises
histologicas do numero de mastocitos. As setas indicam os mastocitos presentes no tecido cardiaco.
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LIMITACOES E PERSPECTIVAS

O estudo demonstrou que a fibrose decorrente do acimulo de colageno total e o
aumento do niimero de mastocitos cardiacos produzidos pela doxorrubicina podem ser
atenuados pelo treinamento de corrida, porém ndo foram investigadas as vias pelas quais
estes efeitos ocorreram. Algumas destas vias que devem ser analisadas sdo as do estresse
oxidativo no coragdo, da TGF-beta, a ativagdo/desativagdo de miofibroblastos e a expressao
de citocinas pré-inflamatorias.

Nao foram utilizados marcadores especificos para a analise de mastocitos cardiacos,
nao sendo possivel detectar a degranulagdo total dos mesmos.

A doxorrubicina ¢ administrada em pacientes com cancer ¢ em nosso estudo os
animais ndo apresentavam essa doenga. Este fator pode ter influenciado os nossos resultados
obtidos em animais previamente saudaveis. Apesar destas consideragdes € preciso entender
que o objetivo do presente estudo foi atingido ao permitir avaliar aspectos protetores do
treinamento de corrida na fungdo e na estrutura cardiaca.

Nosso estudo servira como referéncia para estudos futuros do grupo de pesquisa, para
que os mecanismos pelos quais o treinamento aerobio esta diretamente relacionado com a
atenuagdo do aumento de fibras de colageno cardiaco e densidade mastocitaria sejam
elucidados. Além disso, espera-se que os resultados encontrados sejam comprovados em
uma pesquisa com humanos e que futuramente seja utilizada como ferramenta auxiliar na

rotina clinica de pacientes submetidos a quimioterapia contendo a doxorrubicina.



