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RESUMO

A doxorrubicina (Doxo) € um quimioterapico utilizado no cancer de mama. Entretanto,
a Doxo pode provocar efeitos colaterais como a cardiotoxicidade. Em adigao, o proprio
tumor promove alteracbes metabdlicas dos cardiomiocitos. O treinamento fisico
aerobico (TFA) apresenta potencial de mitigacao dos efeitos da quimioterapia e tumor
sobre os cardiomiécitos. O objetivo deste estudo foi caracterizar um modelo pré-
clinico de cardiotoxicidade e avaliar o efeito cardioprotetor do TFA. A primeira etapa
do estudo consistiu na padronizacéo da cardiotoxicidade. Para isso, os animais foram
divididos em quatro grupos: Controle (Ct), Doxo (Doxo), Tumor (Tm), Tumor+Doxo
(Tm+Doxo). Foram inoculadas 2x10° células EO771 tumor de mama subclassificado
com luminal B na primeira glandula cervical direita. O tratamento com a Doxo foi
realizado uma vez por semana, com duragcdo de cinco semanas,uma dose de
(5mg/Kg), iniciado sete dias apds a inoculagéo das células. A segunda etapa consistiu
na avaliagao do efeito cardioprotetor do TFA. Nesta etapa os animais foram divididos
em dois grupos: Tumor+Doxo Sedentario (Tm+Doxo SED) e Tumor+Doxo TFA. O TFA
foi iniciado juntamente com o tratamento da Doxo. Os testes de esforgo
cardiopulmonar (TCP) e de forgca muscular foram realizados antes e apds o TFA. Em
ambas etapas, os animais foram submetidos a imagem de PET para avaliacdo do
metabolismo e fungdo do miocardica com fluordeoxiglicose ('®F-FDG) (SUV) nas
semanas 2 (S2), semana 4 (S4) e semana 6 (S6) apds o inicio do protocolo. A analise
histopatoldgica incluiu a quantificagcdo da intensidade das espécies reativas de
oxigénio (ROS) e inflamacédo (CD68) no miocardio. Na primeira etapa houve queda
progressiva da fragédo de ejegéo do ventriculo esquerdo (FEVE) nos grupos Doxo (S2
vs S6, p= 0,037) e Tm+Doxo (S2 vs S4, p= 0,024; S2 vs S6, p=0,003). Foi observado
aumento progressivo da captagdo miocardica de '®F-FDG em todos os grupos
experimentais (p< 0,05), exceto no grupo Ct. Foi observado aumento importante de
ROS no grupo Doxo. O grupo Doxo, assim como no grupo Tm+Doxo (p= 0,001)
apresentaram maior intensidade de inflamagédo. Na segunda etapa, houve queda
progressiva da FEVE no grupo Tm+Doxo SED (S2 vs S4, p=0,024; S2 vs S6, p=0,003)
que néo foi observada no grupo Tm+Doxo TFA (p> 0,05). O grupo de animais
submetidos ao TFA apresentou menor produgdo de ROS e menor inflamacao
miocardicas. O TFA impediu a queda do consumo maximo de oxigénio no pico do
exercicio (VOzpico) e aumentou a tolerancia ao exercicio. O TFA foi capaz também de
impedir a reducao de forgca muscular esquelética. O modelo caracterizado induziu a
cardiotoxicidade e apresentou alteragées miocardicas. Além disso, o TFA mostrou-se
eficaz na protegao contra a cardiotoxicidade da Doxo. Reduziu a captagao miocardica
de glicose, diminuiu ROS e inflamacéo, e preservou a fungdo cardiaca, além de
manter o desempenho fisico. Esses achados destacam seu potencial como estratégia
complementar no tratamento do cancer de mama.

Palavras - chaves: Doxorrubicina; Cardiotoxicidade; Treinamento fisico aerdbico.



ABSTRACT

Doxorubicin (Doxo) is a chemotherapy drug used in breast cancer. However, Doxo can
cause side effects such as cardiotoxicity. In addition, the tumor itself promotes
metabolic changes in cardiomyocytes. Aerobic physical training (AFT) has the potential
to alleviate the effects of chemotherapy and tumors on cardiomyocytes. This study
aimed to characterize a preclinical model of cardiotoxicity and evaluate the
cardioprotective effect of TFA. The first stage of the study consisted of standardizing
cardiotoxicity. For this, the animals were divided into four groups: Control (Ct), Doxo
(Doxo), Tumor (Tm), Tumor+Doxo (Tm+Doxo). 2x105 EO771 breast tumor cells
subclassified with luminal B were inoculated into the first right cervical gland. Treatment
with Doxo was carried out once a week, lasting five weeks, at a dose of (5mg/kg),
starting seven days after cell inoculation. The second stage consisted of evaluating the
cardioprotective effect of TFA. At this stage, the animals were divided into two groups:
Tumor+Doxo Sedentary (Tm+Doxo SED) and Tumor+Doxo TFA. TFA was started
along with Doxo treatment. Cardiopulmonary exercise (CPT) and muscle strength tests
were performed before and after TFA. In both stages, the animals underwent PET
imaging to evaluate metabolism and myocardial function with fluorodeoxyglucose
(18F-FDG) (SUV) in weeks 2 (W2), week 4 (W4) and week 6 (W6) after the start of the
protocol. Histopathological analysis included quantification of the intensity of reactive
oxygen species (ROS) and inflammation (CD68) in the myocardium. In the first stage,
there was a progressive drop in left ventricular ejection fraction (LVEF) in the Doxo
(W2 vs W6, p= 0.037) and Tm+Doxo (W2 vs W4, p= 0.024; W2 vs W6, p=0.003)
groups. A progressive increase in myocardial 18F-FDG uptake was observed in all
experimental groups (p< 0.05), except in the Ct group. A significant increase in ROS
was observed in the Doxo group. The Doxo group, as well as the Tm+Doxo group (p=
0.001) showed greater intensity of inflammation. In the second stage, there was a
progressive drop in LVEF in the Tm+Doxo SED group (W2 vs W4, p= 0.024; W2 vs
W6, p=0.003) which was not observed in the Tm+Doxo TFA group (p> 0.05). The group
of animals subjected to TFA showed lower ROS production and less myocardial
inflammation. TFA prevented the drop in maximum oxygen consumption at peak
exercise (VO2peak) and increased exercise tolerance. TFA was also able to prevent
the reduction in skeletal muscle strength. The characterized model induced
cardiotoxicity and presented myocardial changes. Furthermore, TFA was shown to be
effective in protecting against Doxo cardiotoxicity. It reduced myocardial glucose
uptake, decreased ROS and inflammation, and preserved cardiac function, in addition
to maintaining physical performance. These findings highlight its potential as a
complementary strategy in the treatment of breast cancer.

Keywords: Doxorubicin; Cardiotoxicity; Aerobic physical training.
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1. INTRODUCAO

O cancer é um importante problema de saude publica, sendo a segunda maior
causa de morte natural afetando milhdes de pessoas em todo o mundo. Em 2020,
houve uma estimativa de 19,3 milhdes de novos casos e 10 milhdes de mortes por
cancer em todo o mundo e até 2040, prevé — se que o numero de diagnostico por
cancer possa aumentar rapidamente (SIEGEL; MILLER; WAGLE; JEMAL, 2023).

Por outro lado, nas ultimas décadas o tratamento do cancer tem sofrido
avancos, o que tem levado a um aumento na taxa de sobrevivéncia desses pacientes.
A taxa de sobrevivéncia em 5 anos passou de 75% no ano de 1977 a 90% na era
presente, em consequéncia do diagndstico precoce, progressao do rastreamento e
estratégias de tratamentos abrangentes e adjuvantes (ALTER, BLANCHE P; GIRI,
NEELAM; SAVAGE, SHARON A; PETERS, JUNE A et al.,, 2010; STURGEON,
KATHLEEN M; KY, BONNIE; LIBONATI, JOSEPH R; SCHMITZ, KATHRYN H, 2014).
No entanto, com 0 aumento da taxa de sobrevivéncia desses pacientes com cancer,
esta surgindo uma maior preocupacao com eventos secundarios de longo prazo,
relacionados as doencas cardiovasculares. Até o momento estima-se que a incidéncia
de insuficiéncia cardiaca (IC) em pacientes que receberam o tratamento com
quimioterapicos seja de 3%, com uma taxa de mortalidade de mais de 60% em 2 anos
(CHEN, J. J.; WU, P.-T.; MIDDLEKAUFF, H. R.; NGUYEN, K.-L., 2017; YOOD;
WELLS; ALFORD; DAKKI et al., 2012).

Dentre os quimioterapicos disponiveis para o tratamento oncolégico, as
antraciclinas como a doxorrubicina (Doxo), sdo as mais utilizadas para o tratamento
de pacientes com cancer de mama. Esses agentes quimioterapicos sao fundamentais
para a reducao do tumor e aumento da sobrevida dos pacientes com cancer, mas, no
entanto, provocam sérios efeitos colaterais que tém sido alvos de estudos (CHEN, J.
J.; WU, P. T.; MIDDLEKAUFF, H. R.; NGUYEN, K. L., 2017; STURGEON, K. M.; KY,
B.; LIBONATI, J. R.; SCHMITZ, K. H., 2014). Devido ao tratamento, esses pacientes
podem adquirir dano cardiaco permanente o que eleva a mortalidade pela doenca
cardiovascular e ndo pela reincidéncia do cancer de mama (RABELO; CORDEIRO;
AQUINO; FONSECA et al., 2019). Infelizmente, a doenca cardiaca € a causa mais
comum da morte de pacientes com cancer de mama e que viveram mais do que 9
anos apos o tratamento (PATNAIK, JENNIFER L; BYERS, TIM; DIGUISEPPI,
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CAROLYN; DABELEA, DANA et al., 2011). Além disso, cabe salientar que a presenca
de disfuncdo miocardica grave leva a interrupcéo, temporaria ou permanente, do
tratamento quimioterapico, podendo contribuir para a reincidéncia ou agravamento do
cancer.

Um dos principais efeitos adversos causados pela Doxo é a cardiotoxicidade,
caracterizado por danos causados no miocardio decorrente do tratamento
quimioterapico. Entre os possiveis mecanismos fisiopatoldgicos destacam-se o
estresse oxidativo e o processo inflamatorio levando a apoptose dos midcitos e fibrose
miocardica culminando em IC. Dessa forma, para melhor intervencdo contra esses
efeitos colaterais sd0 necessarios mais estudos para elucidar os mecanismos
fisiopatologicos da cardiotoxicidade e detectar precocemente o envolvimento
miocardico. Além disso, € importante identificar os marcadores prognosticos que
podem favorecer a intervencdo precoce e desenvolvimento de estratégias que
possam prevenir ou restaurar a disfuncdo miocardica (<estimativa-2023.pdf> ;
ASSELIN; LAM; CHEUNG; EEKHOUDT et al., 2020; HAJJAR; COSTA; LOPES;
HOFF et al., 2020).

Atualmente, o diagndstico da cardiotoxicidade € confirmado através de
alteracdes cardiovasculares novas ou apds o tratamento, por alteracbes em
biomarcadores como Troponina | ou T, peptidios natriurético tipo B (BNP) ou N
Terminas — pré BNP ou exames de imagens cardiovascular como o
eletrocardiograma, ecocardiograma, ressonancia magnética cardiaca (HAJJAR;
COSTA,; LOPES; HOFF et al., 2020).

Além desses exames de imagem, a tomografia por emissao de pésitrons (PET),
que é frequentemente utilizada para rastreamento de tumores, pode ser uma
modalidade de imagem promissora para o diagnéstico da cardiotoxicidade (BECKER,;
ARRUDA; BERENGUER; BURIL et al., 2023). Trata-se de uma modalidade de
imagem molecular, quantitativa, ndo invasiva, utilizada para avaliar processos
metabdlicos diversos in vivo. Para a aquisigdo das imagens PET é utilizado uma
molécula marcadora com is6topo emissor de pdsitrons (B+) conhecida como
radiofarmacos (ALCANTARA; LEAL; GARCIA-BOCANEGRA; GARCIA-MARTIN,
2014).

O Fluordesoxiglicose ('®F-FDG) é um analogo da glicose que é rotineiramente

utilizado na investigacdo e monitorizagcédo clinica de individuos com suspeita ou
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confirmagdo de céancer. Além disso, o '"®F-FDG pode ser utilizado também para
investigar a presenca de processos inflamatérios miocardicos (NAHRENDOREF;
FRANTZ; SWIRSKI; MULDER et al., 2015; NENSA; KLOTH; TEZGAH; POEPPEL et
al., 2018) e/ou avaliar o metabolismo miocardico(KNUUTI; SCHELBERT; BAX, 2002;
MACHAC; BACHARACH; BATEMAN; BAX et al., 2006).

Em pacientes com cardiotoxicidade, acredita-se o '® F-FDG pode ser um
marcador precoce de cardiotoxicidade. O aumento das captagbes de '8 F-FDG esta
intimamente relacionado com o dano no miocardio. O '® F-FDG ¢é capaz de identificar
a resposta da via das pentoses fosfato ao estresse oxidativo no reticulo
endoplasmatico, podendo mostrar anormalidades metabdlicas e danos precoces no
miocardio (BECKER; ARRUDA; BERENGUER; BURIL et al., 2023).

Por outro lado, o crescimento tumoral depende do fornecimento permanente de
glicose que geralmente € obtido a partir da reprogramacao do metabolismo da glicose
mediada pelas células tumorais nos individuos com cancer (SCHWARTSBURD, 2019;
ZHANG; LI; HUANG; LI et al., 2022). Embora ainda ndo seja bem conhecido os
mecanismos pelos quais as células cancerigenas exercem tal influéncia sobre o
metabolismo do hospedeiro, 0 aumento da disponibilidade sistémica de glicose
poderia induzir a maior captacédo de '®F-FDG pelos midcitos cardiacos levando a uma
confusdo na interpretacao da cardiotoxicidade.

De acordo com suas especificidades, o '"®F-FDG pode responder e auxiliar no
entendimento dos mecanismos pelos quais as antraciclinas induzem cardiotoxicidade
bem como avaliar o efeito de possiveis tratamentos para amenizar, impedir ou
restaurar a cardiotoxicidade (RISCHPLER; DIRSCHINGER; NEKOLLA; KOSSMANN
etal.,, 2016; WERNER, R. A.; CHEN, X.; ROWE, S. P.; LAPA, C. et al., 2020).

Uma estratégia que tem sido usada para combater os efeitos adversos da
quimioterapia no sistema cardiovascular dos pacientes com cancer de mama € o
exercicio aerdbico. Ja € bem descrito que o treinamento fisico aerdbico (TFA) promove
um efeito cardioprotetor por diferentes mecanismos. Este treinamento reduz os niveis
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e estimula antioxidantes, reduz morte celular
e estimula a sintese de miofilamentos (DUCHARME; GOERTZEN; PATTERSON;
DEMETER, 2009). Nao obstante, o TFA e o treino resistido tem a capacidade de
regular a homeostase sistémica da glicose e o transporte de glicose muscular

esquelética, aumentar os niveis de insulina no sangue e estimular a captagado de
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glicose no tecido adiposo (EVANS; MCMILLIN; WEYRAUCH; WITCZAK, 2019). Além
disso, estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que o TFA traz beneficios e
previne os efeitos cardiotdxicos provocados pelas antraciclinas (CHEN, J. J.; WU, P.-
T.; MIDDLEKAUFF, H. R.; NGUYEN, K.-L., 2017). No entanto, n&o se sabe ao certo
todos os mecanismos pelos quais as antraciclinas induzem cardiotoxicidade. Além
disso, ainda existe pouca informagao sobre o papel que o exercicio fisico exerce em

pacientes com cancer de mama.

Dessa forma, ha uma necessidade de desenvolver novas técnicas que auxiliem
no estudo de mecanismos associados a cardiotoxicidade pos-quimioterapia em
modelo murino de cancer de mama, ou seja, em um modelo mais proximo do que
ocorre em humanos. Ademais, considerando esse novo modelo experimental, ha a

necessidade de maiores estudos sobre os efeitos do TFA sobre a cardiotoxicidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer de Mama

O cancer de mama destaca-se como a neoplasia maligna mais prevalente entre
as mulheres, representando um aumento significativo global de morbidade e
mortalidade. Anualmente, cerca de 2,3 milhdes de mulheres sdo afetadas com essa
condigao, correspondendo a 11,7% de todos os diagnosticos de cancer e contribuindo
para aproximadamente 685.000 mortes a cada ano (SUNG; FERLAY; SIEGEL;
LAVERSANNE et al., 2021). Em 2020, em paises desenvolvidos foi registrado uma
incidéncia de 88% mais alta do que a apresentada pelos paises em desenvolvimento
(55,9 e 29,7 por 100 mil mulheres, respectivamente). Esse cenario pode ser atribuido
ao envelhecimento da populacdo, ao aumento demogréafico e aos fatores de risco
associados aos estilos de vida ocidentais (<estimativa-2023.pdf> ; SUNG; FERLAY,;
SIEGEL; LAVERSANNE et al., 2021) (DANTAS DE ARAUJO SANTOS CAMARGO;
DOS SANTOS; SIMOES; CARVALHO et al., 2021).

No Brasil, 0o numero estimado de novos casos de cancer de mama para o triénio
de 2023 a 2025, é de 73.610 casos (30,1% dos canceres femininos). Esses dados
resultam em um risco estimado de 66,54 novos casos a cada 100 mil mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de cancer também ¢é o
primeiro mais frequente nas mulheres das Regides Sudeste (84,46/100 mil), Sul
(71,44/100 mil), Centro-Oeste (57,28/100 mil) e Nordeste (52,20/100 mil). Na Regiao
Norte, é o segundo tumor mais incidente (24,99/100 mil) (DA SILVA, 2020). Quanto a
taxa de mortalidade, o Brasil registrou 17.825 6bitos por cancer de mama, equivalente
a um risco de (16,47/100 mil) (SANTOS; LIMA; MARTINS; OLIVEIRA et al., 2023).

Assim como outras neoplasias malignas, o cancer de mama engloba um grupo
heterogéneo de doengas caracterizadas pelo crescimento celular desordenado,
mutagdes genéticas, invasao de tecidos e potencial de metastase
(BERTRAM, 2000; FENG; SPEZIA; HUANG; YUAN et al., 2018). Existem diferentes
subtipos de cancer de mama, que sao classificados com base na imuno-histoquimica
dos receptores de estrogeno (ER), progesterona (PR) e do receptor humano do fator
de crescimento epidérmico 2 (HER-2) (BURGUIN; DIORIO; DUROCHER, 2021;
FENG; SPEZIA; HUANG; YUAN et al, 2018). Os quatro principais subtipos
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moleculares do cancer de mama incluem o luminal A, luminal B, HER-2 e triplo
negativo. Em destaque, o luminal B, corresponde a menos de 20%, caracterizado por
apresentar crescimento um pouco mais rapido e o prognostico pior que o luminal A
(FENG; SPEZIA; HUANG; YUAN et al., 2018).

O tratamento convencional com Doxo, muitas vezes efetivo no tratamento do
cancer, provoca diversos efeitos adversos. Dentre os efeitos colaterais comuns,
destacam-se alopecia, vOmitos, perda de peso, erupcdes cutdneas e supressao da
medula éssea. Os efeitos colaterais graves sdo hepatotoxicidade, eritema e ruptura
de epitélio intersticial (RODRIGUES; COYLE; FUZI; FERREIRA et al., 2022). Além
disso, a administragao progressiva da Doxo, idade acima de 65 anos, sexo feminino,
doenca cardiovascular pré-existente e inclusao do coragdo no campo de radiagao, sao
fatores que aumentam o risco de cardiotoxicidade (HAJJAR; COSTA; LOPES; HOFF
et al., 2020; JAIN; ARONOW, 2019; SESTIER; HILLIS; FRASER; LEONG, 2021). Nao
obstante, o uso associado de outros agentes cardiotéxicos como modeladores
seletivos de HER (Human Epidermal growth factor receptor), receptores de estrogénio
(Trastuzumabe e Pertuzumabe), antimetabdlicos (5-fluorouracil, capecitabina),
agentes da platina (Cisplatina), inibidores da tirosina quinase (lapatinibe, neratinibe,
pirotinibe e tucatinibe), taxanos (paclitaxel e o docetaxel) e agente alquilante
(ciclofosfamida) também aumentam o risco de cardiotoxicidade. Por fim, doses
acumulativas de Doxo maiores que 400 mg/m?resultam em um aumento exponencial,
com risco de cardiotoxocidade em até 50% a 700 mg/m? (HAJJAR; COSTA; LOPES;
HOFF et al., 2020).

2.2 Doencas cardiovasculares e o cancer

As doengas cardiovasculares (DCV) séao patologias comuns e graves, sendo
consideradas uma das principais causa de mortalidade e incapacidade no Brasil e no
mundo (ROSSI NETO; CASADEI; FINGER, 2020; ROTH; MENSAH; JOHNSON;
ADDOLORATO et al., 2020). As DCV estdo aumentando em todo o mundo e sua
prevaléncia quase duplicou de 271 milhdes em 1990 para 523 milhdes em 2019. Em
consequéncia aos aumentos dos casos, o numero de mortes por DCV elevou
consideravelmente de 12,1 milhdées em 1990 para 18,6 milhdes em 2019 (ROTH,;
MENSAH; JOHNSON; ADDOLORATO et al., 2020).
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Atualmente, as DVC e o cancer, constituem duas das principais causas de
morbimortalidade no mundo (RAPSOMANIKI; TIMMIS; GEORGE; PUJADES-
RODRIGUEZ et al., 2014). A relagdo entre as duas doengas graves é complexa,
intrigante e envolve muitos componentes (Figura 1). Atualmente, estudos
demostraram que as DCV e o cancer estdo relacionados com fatores de risco e
mecanismos fisiopatolégicos em comum. A presenga do cancer pode levar a
disfuncdo miocardica e a presencga da IC pode ser um fator de risco para o aumento
da incidéncia de céancer (AUSONI; AZZARELLO, 2020; DE BOER; HULOT;
TOCCHETTI; ABOUMSALLEM et al., 2020; TOCCHETTI; AMERI; DE BOER;
D'ALESSANDRA et al., 2020).

As DVC e os canceres sao multifatoriais e possuem diversos fatores de riscos
em comum, incluindo dislipidemia, obesidade, caquexia, idade, tabagismo,
hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM) e falta de atividade fisica
(MEIJERS; DE BOER, 2019). Estes fatores de risco e comorbidades podem aumentar
a mortalidade tanto a curto como a longo prazo (GIZA; ILIESCU; HASSAN;
MARMAGKIOLIS et al., 2017).

Figura 1: Complexa interacéo entre insuficiéncia cardiaca e cancer
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Além dos fatores de risco comuns, o aumento do estado inflamatério é
determinante para o surgimento e progressao do cancer e das DCV. As células
cancerigenas podem produzir uma variedade de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias, que além de promoverem a difusdo de elementos pré-coagulantes no
espacgo extravascular, também podem promover danos endoteliais e aumentar a
permeabilidade dos pequenos vasos sanguineos (GIOVANNUCCI; HARLAN;
ARCHER; BERGENSTAL et al., 2010). Esse processo inflamatorio € causado pelo
acumulo de particulas de colesterol nas paredes internas dos vasos sanguineos,
formando placas. Isto resulta num efeito pro-aterosclerético, contribuindo para um
estado pro-trombaotico do cancer, aumentando o risco de doenca arterial coronariana
(DAC) em pacientes com cancer (GIZA; ILIESCU; HASSAN; MARMAGKIOLIS et al.,
2017).

A funcao principal do metabolismo celular consiste em garantir a obtencéo de
energia (Adrenosina Trifosfato - ATP) necessaria para suas funcdes e se proteger
contra as reacdes metabdlicas oxidativas (KARLSTAEDT; MOSLEHI; DE BOER,
2022). Os cardiomiécitos e as células cancerigenas sao capazes de manter de manter
seu metabolismo celular mesmo em situacdes de estresse durante um periodo. Os
midcitos cardiacos séo capazes de suprir sua demanda metabdlica utilizando acidos
graxos, que sado preferidos em condi¢cdes fisiolégicas normais em relacdo a
carboidratos e aminoéacidos, para a geracao de ATP. Porém, os cardiomiocitos séo
capazes de alterar o seu substrato energético em situacbes especificas como
aumento de biodisponibilidade de carboidratos ou frente a reducdo da capacidade
oxidativa mitocondrial de producdo energética (TAEGTMEYER; YOUNG,;
LOPASCHUK; ABEL et al., 2016).

Ja a maioria das células cancerosas, apresentam altas taxas de captacédo de
glicose e glicdlise para manutencédo de seu metabolismo. Foi identificado na década
de 1920 que as células cancerosas tendem a metabolizar a glicose em lactato. Isso é
conhecido como efeito Warburg, que consiste na captacao de glicose pelas células no
microambiente tumoral ou glicolise aerébica (ZHANG; LI; HUANG,; LI et al., 2022). O
cancer através de programas catabélicos complexos (inflamatorio, estresse e lipdlise)
induz uma ativacdo da sintese hepética de glicose que redireciona a glicose nédo
utilizada no musculo e adipdcitos, alterando o metabolismo sistémico da glicose no

hospedeiro para fornecer glicose para o tumor. ISso gera, nos outros tecidos, e
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potencialmente nos cardiomiocitos, uma substituicdo do metabolismo aerdbico celular
para um metabolismo glicolitico anaerdbico levando a prejuizo celular energético,

caquexia e que podem favorecer a progressao do cancer(SZABLEWSKI, 2013).

2.3 Doxorrubicina

A Doxo, conhecida comercialmente como adriamicina, € um antibiotico da
principal classe das antraciclinas, foi isolada pela primeira vez de uma cepa da
bactéria Streptomyces peucetius var. caesius, na década de 1960 (KHASRAW; BELL,;
DANG, 2012). A Doxo teve seu uso aprovado pela Food and drug administration (FDA)
dos Estados Unidos como um agente quimioterdpico citotoxico eficaz para uma
variedade de tumores solidos e malignidades hematologicas. Entre eles, incluindo
leucemias, sarcomas de tecidos moles e cancer de mama (AL-MALKY; AL HARTHI,
OSMAN, 2020). Dessa forma, ela esta presente na lista de medicamentos essenciais
da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (AL-MALKY; AL HARTHI; OSMAN, 2020;
KHASRAW; BELL; DANG, 2012; WU; LEUNG; POON, 2022).

Embora seja um agente antitumoral bem estabelecido e comprovadamente
eficaz contra a maioria das células tumorais, seu uso é limitado devido a sua
natureza hidrofilica. A droga tem meia-vida curta e grande volume de distribuicéo,
necessitando de altas doses para tratamento eficaz, levando a efeitos colaterais
graves como a cardiotoxicidade que, dependendo da dose, pode ser letal (Peter,
Alven, et al., 2022).

A Doxo € comercializada na forma de cloridrato e administrada por via
endovenosa. A dose recomendada é de 50 a 75 mg/m?, geralmente administrada em
dose Unica com intervalo de 21 dias (YANG; TEVES; KEMP; HENIKOFF, 2014).

Apesar do seu extenso uso na clinica, 0s mecanismos de a¢do que causa a
morte celular cancerigena ndo sdao bem compreendidos. Entretanto, as hipoteses
mais aceitas envolvem a inibicdo da topoisomerase Il (top Il) e estresse oxidativo
pela formacéo de radicais livres, levando a danos no desoxirribonucleico (DNA), e
superproducéo de ceramidas que levam a apoptose e morte celular via ativacdo da
caspase-3 (Figura 2) (FABIANI; AIMO; GRIGORATOS; CASTIGLIONE et al., 2021;
YANG; TEVES; KEMP; HENIKOFF, 2014).
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Figura 2: Principais mecanismos causadores de morte celular mediada por Doxo
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Fonte: Adaptado de (YANG; TEVES; KEMP; HENIKOFF, 2014).

Embora eficaz, o uso clinico de Doxo esté associado a varios efeitos colaterais
sisttmicos, o que limita o0 seu uso principalmente devido aos efeitos
cardiacos.(CHOKSEY; TIMM, 2021). Embora esteja associada a uma série de
complicacbes cardiovasculares agudas, estas sdo geralmente leves e transitérias.
No entanto, uma vez diagnosticada a IC, a cardiotoxicidade pode cursar com
complicacbes graves a longo prazo, com uma taxa de mortalidade de 60%
(SOBCZUK; CZERWINSKA; KLEIBERT; CUDNOCH-JEDRZEJEWSKA, 2022; WU;
LEUNG; POON, 2022).

2.4 Cardiotoxicidade

O uso da Doxo para o tratamento oncoldgico se iniciou em 1967 (HAJJAR;
COSTA; LOPES; HOFF et al., 2020). Ja nos anos 70, surgiram os primeiros relatos
sobre seus efeitos relacionados a toxicidade cardiaca, ao dano progressivo do
coracao, o qual poderia ser irreversivel e até mesmo levar a morte dos cardiomiécitos.
Neste periodo, ja se pensava em uma possivel relacdo destes efeitos com a dose de
Doxo (WU; LEUNG; POON, 2022). Estudos clinicos atuais demonstram que a

identificagdo precoce e o0 inicio do tratamento cardioprotetor resultaram em
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recuperacao parcial em 82% dos pacientes e recuperacao total em 11% dos casos de
danos cardiacos. Em resumo, realizar o rastreamento precoce e a intervencgao
imediata aumentam a probabilidade de melhoria dos efeitos prejudiciais da
cardiotoxicidade (DEMPKE; ZIELINSKI; WINKLER; SILBERMAN et al., 2023).

A cardiotoxicidade € um dos efeitos adversos mais graves relacionados a
qguimioterapia, sendo definida como a reducdo na fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE) superior ou igual a 10% em pacientes assintomaticos ou mais de
5% em pacientes sintomaticos para um valor abaixo do limite inferior da normalidade
de 50%(HAJJAR; COSTA; LOPES; HOFF et al., 2020).

Os possiveis mecanismos de lesdo nos cardiomiécitos sao a reducao de elétron
produzindo ROS, anion superoxido e peroxido de hidrogénio. O estresse oxidativo €
promovido através da reacdo de ROS com ferro (Fe 2* e Fe®") que produz o radical
hidroxila altamente toxico, causando danos ao DNA, proteinas e levando a morte
celular. Outro mecanismo é o aumento da concentracédo intracelular de ferro, atraves
da inibicdo da proteina reguladora do ferro — 1(IRP-1). A inibicdo da expressédo de
IRP-1 leva ao aumento dos niveis intracelulares de ferro, gerando um aumento dos
niveis intracelulares de ferro e do estresse oxidativo (KONG; GUO; SONG; ZHANG et
al., 2022).

A cardiotoxicidade induzida pela Doxo pode ocorrer em qualquer estagio do
tratamento oncolégico e é dividida em duas categorias: aguda ou crénica
(SONGBO; LANG; XINYONG; BIN et al., 2019). Estima-se que até 30% dos
pacientes submetidos a esse tratamento antitumoral manifestem alteracdes
sistémicas. A cardiotoxicidade aguda pode ser detectada dentro de 24 horas ou até
quatorze dias ap6s a interrupcdo do tratamento oncolégico, comprovada por
eletrocardiograma (ECG), mostrando alteracfes atipicas do segmento ST,
anormalidades na repolarizacdo ventricular e prolongamento da duracao do intervalo
QT, diminuicdo da voltagem do QRS, taquicardia ou batimentos supraventriculares
prematuros. A cardiotoxicidade aguda presente em pacientes submetidos ao
tratamento com Doxo pode ser controlada clinicamente e os efeitos cardiotoxicos
sdo reversiveis. Essas alteragcbes geralmente podem ser resolvidas
espontaneamente ou impedir a continuacdo do tratamento quimioterdpico
(DEMPKE; ZIELINSKI; WINKLER; SILBERMAN et al.,, 2023; SONGBO; LANG;
XINYONG; BIN et al., 2019).
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A cardiotoxicidade crbnica esta associada a disfuncéo miocardica progressiva
de semanas a meses apds a administracdo do anticancerigeno, apresentando
manifestacbes precoces e tardias. A mesma pode ocorrer durante a quimioterapia
ou no primeiro ano apds o término. E tipicamente caracterizada pelo
desenvolvimento de disfuncédo sistdlica do ventriculo esquerdo, levando a
cardiomiopatia dilatada e IC (DEMPKE; ZIELINSKI; WINKLER; SILBERMAN et al.,
2023).

A dose total acumulada é um importante fator de risco para efeito téxico da
Doxo sobre os cardiomiécitos. A dose cumulativa de eventos cardiacos foi estimada
em 32%, 54% e 64% para acumulos de Doxo de 400, 500 e 550mg/m,
respectivamente (CHOKSEY; TIMM, 2021; DEMPKE; ZIELINSKI; WINKLER;
SILBERMAN et al., 2023; LIU, 2020).

Sinais e sintomas de IC como dispneia e fadiga, podem indicar a instalacéo da
cardiotoxicidade. Entretanto, os sinais e sintomas apresentados por estes pacientes
podem ser confundidos pela propria apresentacdo clinica do cancer (CARDINALE;
COLOMBO; LAMANTIA; COLOMBO et al., 2010).

Atualmente, o diagnostico da cardiotoxicidade € confirmado através da medicao
de enzimas cardiacas ou fatores humorais, como troponina | e T. O peptideo
natriurético tipo B, pode ser uma estratégia adicional para identificar sinais de danos
ao coracao causados pela Doxo. No entanto, esses marcadores indicam lesdes gerais
no tecido cardiaco. Por outro lado, o uso de marcadores especificos de dano cardiaco
em conjunto com técnicas de imagem pode aumentar a sensibilidade na detecc¢éo de
cardiomiopatia (HAJJAR; COSTA; LOPES; HOFF et al., 2020).

A utilizacdo de biomarcadores embora pareca ter bom valor prognéstico e
indique lesao tecidual (SALVATICI; CARDINALE; SPAGGIARI; VEGLIA et al., 2010),
(ZAMORANO; LANCELLOTTI; RODRIGUEZ MUNOZ; ABOYANS et al., 2016), ainda
ndo ha evidéncias que embasem a mudancga de condutas clinicas dependendo de
seus resultados (SCHWARTZ; JAIN; STOROZYNSKY, 2013). Além disso, a biopsia
endomiocardica embora seja altamente sensivel e especifica, é altamente invasiva e
expde 0s pacientes a riscos associados ao exame (DE ONCOLOGIA CLINICA; DE
MEDICINA; KALIL FILHO; HAJJAR et al., 2011).

Nas ultimas décadas, os métodos de imagem para a avaliacdo de parametros

funcionais e estruturais cardiacos tém sido amplamente utilizados para o
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monitoramento e deteccdo da cardiotoxicidade. Neste contexto, a FEVE, dentre os
parametros mensuraveis, € a variavel chave para a avaliacdo do remodelamento
miocardico, grau de disfung&o ventricular e progndstico da doenca miocardica (ERIC;
SLOGGETT; IWANOCHKO; RAKOWSKI et al., 2000).

O ecocardiograma tem sido amplamente utilizado para a avaliagao da fungcao
ventricular em humanos e em modelos de cardiopatia por ser uma ferramenta de baixo
custo, rapida obtencdo das imagens e ndo necessitar de is6topos radioativos.
Entretanto, a avaliagdo ecocardiografica é altamente avaliador-dependente e com
limitada reprodutibilidade interobservador, limitando assim, a detecgao de alteragdes
discretas (OLIVEIRA; O'CONNELL; CARVALHO; PULICI et al, 2017). A
ventriculografia radioisotopica (VRI) é uma técnica frequentemente utilizada na pratica
clinica, demonstrando boa acuracia e niveis elevados de reprodutibilidade em
avaliacOes seriadas para a quantificacdo da FEVE na avaliagao da cardiotoxicidade
(ARMSTRONG; PLANA; ZHANG; SRIVASTAVA et al, 2012; BOELLAARD;
DELGADO-BOLTON; OYEN; GIAMMARILE et al., 2015; OLIVEIRA; O'CONNELL;
CARVALHO; PULICI E et al., 2017; YU; SLOGGETT; IWANOCHKO; RAKOWSKI et
al., 2000). Entretanto, a técnica ndo possui ampla disponibilidade e necessita de

radiacao ionizante.

Da mesma forma, a ressonancia magnética cardiaca também permite a
avaliagao precisa dos volumes cavitarios e da fungao miocardica, além de auxiliar nos
casos em que ha duvidas da etiologia da miocardiopatia (CHEN, J. J.; WU, P.-T,;
MIDDLEKAUFF, H. R.; NGUYEN, K.-L., 2017). Porém, igualmente possui

disponibilidade reduzida de utilizagdo especialmente em paises em desenvolvimento.

As técnicas de imagens estabelecidas na monitorizacdo e detecgdo da
cardiotoxicidade sdo baseadas na avaliagdo funcional e estrutural miocardica e nao
capazes de detectar fendbmenos bioldgicos que antecedem a lesdo miocardica como
o processo inflamatério, alteragdes do metabolismo dos midcitos, estresse oxidativo,
disfungdo mitocondrial, sobrecarga de caélcio e apoptose celular (STURGEON;
SCHADLER; MUTHUKUMARAN; DING et al., 2014).

Além das técnicas de imagens utilizadas para a monitorizacdo e deteccao de
cardiotoxicidade, temos a tomografia emissdo de positrons (PET), que é

rotineiramente utilizada para o estadiamento, reestadiamento e monitoramento
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terapéutico de varios tipos de cancer e tem sido estudado para avaliacdo de alteracdes

miocardicas.

2.5 Imagem de tomografia por emissao de pdsitrons (PET)

O PET € uma tecnologia desenvolvida para a aquisicdo de imagem analitica
utilizando compostos marcados com radioisétopos emissores de positrons, capaz de
gerar imagens moleculares com boa resolucdo e alta sensibilidade (JAMAR;
BUSCOMBE; CHITI; CHRISTIAN et al., 2013). E um exame de diagndstico ndo
invasivo que fornece informacdes quantitativas para avaliar processos metabolicos e
biolégicos em niveis celulares e moleculares em mamiferos in vivo (BOELLAARD;
DELGADO-BOLTON; OYEN; GIAMMARILE et al., 2015).

As imagens PET tem sido frequentemente utilizadas para rastreio, avaliagcéo e
estadiamento de canceres devido a sua capacidade de fornecer avaliacédo
quantitativa, superior sensibilidade de detecg¢ido, melhor resolucao espacial e temporal
com relagdo a outras técnicas de medicina nuclear. Atualmente essa técnica tem
ganhado espaco na area da cardiologia com o objetivo de avaliar a perfusédo
miocardica (SCHELBERT; PHELPS; HUANG; MACDONALD et al., 1981; UREN;
MELIN; DE BRUYNE; WIJNS et al., 1994), inervacdo autonbmica cardiaca
(SCHWAIGER; KALFF; ROSENSPIRE; HAKA et al., 1990) e consumo de substrato
energético miocardico (KNUUTI; SCHELBERT, BAX, 2002; TILLISCH; BRUNKEN;
MARSHALL; SCHWAIGER et al., 1986).

Para a aquisicdo das imagens PET é utilizada um farmaco marcador
combinado com um isétopo emissor de positrons (B+) conhecido como radiofarmaco.
Dessa forma, a biodistribuicao in vivo e a especificidade da imagem esta relacionada
com a natureza do radiotragador utilizado (ALCANTARA; LEAL; GARCIA-
BOCANEGRA; GARCIA-MARTIN, 2014). Os principais componentes do PET s&o
cristais de cintilagdo e um fotossensor. No PET scanner sdo usados principalmente os
cristais de cintiladores de silicato de lutécio dopados com cério oxiortossilicato de
lutécio (LSO) e oxiortossilicato de lutécio e itrio (LYSO) (MOODY; LEE; CORBETT;
FICARO et al., 2015). O radiofarmaco injetado € capaz de emitir pdositrons, que ao
encontrar elétrons presentes no tecido alvo sofrem um processo chamado de

aniquilacao. Neste processo, é emitindo dois raios gama de 511 KeV de energia em
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diregcdo oposta. Estes fotons, sdo detectadas pelo anel de receptores de cristais
posicionados a 360° ao redor do alvo (MILLER; LONG; VILAR; GEE, 2008). A partir
de algoritmos especificos, as imagens do 6rgao alvo sdo processadas e reconstruidas

tridimensionalmente.

O uso do PET tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos tanto em
modelo experimental quanto no cenario clinico contribuindo significativamente para
avancgar o entendimento dos mecanismos e da fisiopatologia de diversas doengas e
na pesquisa clinica. Dentre elas, destacam-se as doengas cardiacas (OSIECKI,;
STERLINSKI;  MARCINIAK-EMMONS; DZIUK, 2021), oncoldgicas(ROY;
WHITEHEAD; LI; ADEMUYIWA et al., 2022) e neuroldgicas (CHEVIN; CHABRIER;
DINOMAIS; BEDELL et al., 2020).

2.6 Fluordesoxiglicose ('8F-FDG)

O '8F-FDG, molécula andloga da glicose, € o radiofarmaco mais
frequentemente utilizado como marcador molecular para o estadiamento,
reestadiamento e monitoramento terapéutico de varios tumores (WERNER, RUDOLF
A; CHEN, XINYU; ROWE, STEVEN P; LAPA, CONSTANTIN et al., 2020). Além disso,
esse radiofarmaco é amplamente utilizado na cardiologia, pois permite a avaliagéo da
viabilidade do miocardio. Os primeiros estudos com FDG, foi documentado na primeira
metade da década de 70 em conjunto com alguns compostos rotulados como '°0,
BN,"C e '8F.(BASU; HESS; NIELSEN BRAAD; OLSEN et al., 2014).

O "8F-FDG ¢é absorvido pelo meio intracelular pelos transportadores de glicose
(GLUTSs), seguido de fosforilagdo pela hexoquinase para formacgao de '8F-FDG-6-
fosfato. (BASU; HESS; NIELSEN BRAAD; OLSEN et al., 2014). Dessa forma, essa
molécula é aprisionada na célula e quando a expressao de GLUTs aumenta no tecido,
a captacgdo de '8F-FDG se eleva permitindo assim, a obtencdo de imagens PET do
metabolismo glicolitico regional (NELSON; WANG; LEAV; CRANE, 1996; YAMADA;
UCHIDA; KWANG-LEE; KITAMURA et al., 2012).

Apds a aquisigao da imagem, a analise dela reflete o metabolismo da glicose
in vivo. A captacédo do FDG é frequentemente quantificada por valores de captacao
padronizado através de um biomarcador de imagem confiavel que é o SUV, do inglés
Standardized uptake value (MEYER; WIENKE; SUROV, 2019). A medida do SUV é
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realizada através dos valores obtidos da radioatividade da regido de estudo e a dose
de radiagao injetada corrigida pelo peso do paciente. Um ROI, do inglés (regions of
interest), € desenhado entdo na regido de interesse por todo miocardio a ser
analisado. Em geral, as regides estudadas s&o o septo interventricular, paredes do
ventriculo esquerdo e ventriculo direito, gerando um valor de SUV (VAQUERO;
KINAHAN, 2015).

Portanto, como mencionado anteriormente, em condi¢des fisiolégicas os
midcitos cardiacos utilizam acidos graxos preferencialmente para a geracao de ATP
em relacdo a carboidratos e aminoacidos (TAEGTMEYER; YOUNG; LOPASCHUK;
ABEL et al., 2016). Entretanto, como consequéncia da cardiotoxicidade gerada pelas
antraciclinas e consequente disfuncdo mitocondrial, acredita-se que h& uma
substituicdo do metabolismo aerdbico por metabolismo anaerdbico glicolitico (LEI;
WANG; SHELDON; SUN et al., 2023). Dessa forma, acredita-se que o0 aumento da
captacdo de '®F-FDG em individuos submetidos a quimioterapia possa ser um
marcador precoce de cardiotoxicidade (BECKER; ARRUDA; BERENGUER; BURIL et
al., 2023).

2.7 Reducgao de capacidade funcional

Baixos niveis de aptidao cardiorrespiratoria estdo associados a alto risco de
doengas DVC e estédo relacionados com a mortalidade de alguns tipos de cancer
(ROSS; BLAIR; ARENA; CHURCH et al., 2016). Além disso, boa aptidao
cardiorrespiratéria esta relacionada com a reducdo da mortalidade(KOKKINOS;
FASELIS; SAMUEL; PITTARAS et al, 2022). Vale ressaltar que aptidao
cardiorrespiratoria € um importante preditor para avaliacdo da saude cardiovascular
na infancia, adolescéncia e vida adulta (HENRIKSSON; HENRIKSSON; TYNELIUS;
EKSTEDT et al., 2020). O nivel de aptidao cardiorrespiratéria € expresso pelos
equivalentes metabdlicos (METs). 1 MET = 3,5mLO2 / Kg/min, esses equivalentes
estdo relacionados com o risco de DAC. A cada 1 MET aumentado a taxa de
mortalidade reduz em aproximadamente ~ 16%, aumentando a expectativa de vida e
reduzindo as taxas de DVC (FRANKLIN; EIJSVOGELS; PANDEY; QUINDRY et al.,
2022).
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Pacientes com cancer de mama apresentam menor capacidade
cardiorrespiratoria quando comparadas a mulheres saudaveis antes do tratamento
adjuvante (PEEL; THOMAS; DITTUS; JONES et al., 2014). Além disso, pode ser
observada reducdo meédia do VO2 pico em 10% apdés o tratamento com
quimioterapicos (PEEL; BARLOW; LEONARD; DEFINA et al., 2015; VAN DER
SCHOOT; ORMEL; WESTERINK; MAY et al., 2022; WIESTAD; RAASTAD; NORDIN;
IGELSTROM et al., 2020).

Com isso, o exercicio fisico é cada vez mais recomendado como uma
abordagem nao farmacolégica para minimizar os efeitos adversos do tratamento com

Doxo.

2.8 Exercicio Fisico

O Exercicio fisico foi identificado como uma promissora abordagem nao
farmacoldgica para prevenir os efeitos causados pelo tratamento quimioterapico com
a Doxo (SANTOS-ALVES; RIZO-ROCA; MARQUES-ALEIXO; COXITO et al., 2019).
O exercicio fisico influencia modificagcbes epigenéticas associadas a doencas
cardiovasculares, envolvendo uma série de enzimas, metabolitos e vias de
sinalizacao. Dentre essas modificagdes estao a fibronectina tipo Il contendo dominio
5 (GNDCS5), miosina, FGF21 e osteocrina, que estdo relacionadas a diminuigéo
significativa do apoptose e do dano oxidativo em cardiomiécitos(WU; ZHANG; GAO,
2021). Além disso, o exercicio continuo e permanente antes e durante o tratamento
com a Doxo, pode melhorar a fungcdo mitocondrial e prevenir o desequilibrio da
homeostase redox e danos mitocondriais através da regulagao positiva de SIRT3 e da
regulacdo negativa de p66shc que estdo relacionadas a um fendtipo protetor
mitocondrial (LI; YANG; WANG; HE et al., 2021).

O exercicio fisico tem ganhado cada vez mais importancia na oncologia devido
a seus inumeros beneficios como a melhora da qualidade de vida e reduzindo os
sintomas e efeitos colaterais do tratamento oncologico. Do mesmo modo, 0 exercicio
parece reduzir o risco de recidiva (CAMPOS; FEITOSA; MIZZACI; FLACH et al.,
2022), evita 0 aumento do peso corporal (ROCK; THOMSON; SULLIVAN; HOWE et
al., 2022), funcdo cognitiva (KOEVOETS; SCHAGEN; DE RUITER; GEERLINGS et
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al., 2022), além de aumentar a expectativa de vida (DE BOER; WORNER; VERLAAN;
VAN LEEUWEN, 2017).

Atualmente as recomendacdes de exercicios para sobreviventes de cancer,
sugerem o treinamento aerébico de intensidade moderada de 150—-300 min/semana
ou em intensidade vigorosa de 75—-150 min/semana, ou uma combinacao equivalente
de ambas. Igualmente é recomendado o treinamento de resisténcia 2 ou 3 vezes por
semana para os principais grupos musculares (50-70% de uma repeticdo maxima-1
RM), e mobilidade articular realizada 2-3 vezes por semana (TRANCHITA; MURRI;
GRAZIOLI; CERULLI et al., 2022).

O treinamento aerdébico promove um efeito cardioprotetor por diferentes
mecanismos. Este treinamento reduz os niveis de ROS, estimula anti-oxidantes,
reduzem morte celular e estimula a sintese de miofilamentos (DUCHARME;
GOERTZEN; PATTERSON; DEMETER, 2009). Estudos pré-clinicos e clinicos ja
demonstraram que o exercicio aerébico traz beneficios e ameniza os efeitos
cardiotdxicos provocados pelas antraciclinas (CHEN, J. J.; WU, P.-T.; MIDDLEKAUFF,
H. R.; NGUYEN, K.-L., 2017).

Estudos experimentais mostraram o papel do treinamento fisico como uma
estratégia contra os efeitos colaterais do tratamento quimioterapico, sendo capaz de
reduzir a disfuncao cardiaca (FOULKES; HOWDEN; HAYKOWSKY; ANTILL et al.,
2023). Entretanto, sdo necessario novos estudos para um melhor entendimento dos
beneficios do treinamento fisico e em qual fase do tratamento com Doxo o treinamento

tera um efeito melhor.

2.9 Modelo Animal

Na ultima década, o tratamento oncoldgico tem evoluido consideravelmente, e
muitos pacientes com cancer de mama estao sobrevivendo ao progndstico de cancer.
Claramente, a introdugcdo de novas drogas, tem melhorado e elevando a taxa de
sobrevivéncia das mulheres diagnésticas com cancer de mama, entretanto essas
terapias s&o citotoxicas resultando em agravos cardiacos como a cardiotoxicidade e
em muitos casos evoluindo para morte. Porém, ainda ndo € claro quais sdo os
mecanismos causadores da cardiotoxicidade (ANAND; DEY; CHANDEL; SANYAL et
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al., 2023). Diante dos efeitos cardiotdéxico do tratamento oncolégico, torna - se

importante o estudo para compreender os mecanismos da cardiotoxicidade.

Os modelos murinos sao rotineiramente utilizados para reproduzir doengas
humanas, tornando um componente importante para as pesquisas pré - clinicas. Os
camundongos apresentam uma semelhanga anatomica e fisioldgica com a do ser
humano quando comparado com outros modelos. Além disso, sdo importantes para
entender processos e vias biologicas relacionados ao metabolismo, estresse e
progresséo da doenca, permitindo assim uma investigagado detalhada da patologia
(ROSENTHAL; BROWN, 2007).

Alguns modelos de cardiotoxicidade ja foram descritos na literatura; no entanto,
as doses e os intervalos descritos variam e dependem do tipo de cardiotoxicidade
aguda ou crbénica que se deseja desenvolver. Alguns autores realizam a administragcéo
da Doxo uma vez na semana, com o objetivo de desenvolver um modelo crénico
(DESAI; VIJAY; LEE; HAN et al., 2022) e outros uma unica dose com o objetivo de
desenvolver um modelo agudo (LI; SUNG; HUANG; YANG et al., 2006). A dose
injetada via intraperitoneal acumulativas variam de entre 10mg/Kg a 25 mg/Kg e via
intravenosa de 10mg/ Kg ou 15mg/Kg ou 25mg/Kg no modelo crénico (MENG; FAN;
WANG; WANG et al, 2022). Da mesma maneira, existem duas formas de
administracdo, via intravenosa e via intraperitoneal. Ambas induzem a
cardiotoxicidade, porém apresentam alguns efeitos colaterais. Com na administragao
via intravenosa podem ocorrer flebite, morte tecidual da cauda, além de ser uma
técnica dificil. Ja a via intraperitoneal € uma técnica simples, mas com grande
mortalidade devido ao risco de lesao peritoneal, peritonite e ascite. Vale ressaltar que

o tratamento em humanos é realizado via intravenosa.
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3. JUSTIFICATIVA

Todos os anos, 2,3 milhdes de mulheres sé&o diagnosticadas com cancer de
mama, uma das principais causas de morbidade e mortalidade nesta populacdo em
todo o mundo (SANTOS; LIMA; MARTINS; OLIVEIRA et al., 2023). Por outro lado,
nas Ultimas décadas o tratamento do cancer tem sofrido grandes avangos o que tem
levado ao aumento na taxa de sobrevivéncia desses pacientes (ALTER, B. P.; GIRI,
N.; SAVAGE, S. A,; PETERS, J. A. etal., 2010; STURGEON, K. M.; KY, B.; LIBONATI,
J. R.; SCHMITZ, K. H., 2014). No entanto, 0 aumento na taxa de sobrevivéncia tem
gerado maior preocupacdo com o0S eventos secundarios ao tratamento do
cancer(CHEN, J. J.; WU, P.-T.; MIDDLEKAUFF, H. R.; NGUYEN, K.-L., 2017,
PATNAIK, J. L.; BYERS, T.; DIGUISEPPI, C.; DABELEA, D. et al., 2011; YOOD;
WELLS; ALFORD; DAKKI et al., 2012).

A doenca cardiovascular provocada pelo uso de agentes quimioterapicos tem
sido a causa mais comum da morte de pacientes com cancer de mama que
sobreviveram por mais de nove anos apos o tratamento(CHEN, J. J.; WU, P. T;
MIDDLEKAUFF, H. R.; NGUYEN, K. L., 2017). No entanto, os mecanismos involvidos
na cardiotoxicidade associada a esses agentes quimioterapicos, ainda nao foram
totalmente elucidados (GINSBURG; BRAY; COLEMAN; VANDERPUYE et al., 2017).

Nas ultimas décadas, o exercicio aerébico tem sido utilizado como uma
estratégia potencial ndo farmacologica para combater os efeitos adversos da
guimioterapia no sistema cardiovascular dos pacientes com cancer. No entanto, para
melhor padronizagdo dessa técnica e compreensdo dos mecanismos associados é
necessario o desenvolvimento de modelo pré-clinico adequado e o uso de técnicas
nao invasivas para acompanhamento da evolucdo desses animais. Portanto, a
proposta inovadora deste projeto € o desenvolvimento de modelo murino de
cardiotoxicidade em camundongos com tumor de mama e a utilizagdo de imagens
PET como ferramenta chave para o estudo dos mecanismos associados, assim como

avaliacdo dos beneficios do exercicio aerdbico sobre a cardiotoxicidade.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Caracterizar um modelo pré-clinico de cardiotoxicidade em animais com cancer
de mama e avaliar o efeito cardioprotetor do TFA sobre 0s mecanismos associados a
cardiotoxicidade decorrente da quimioterapia.
4.2 Objetivos Especificos
1- Caracterizar um modelo pré-clinico de cardiotoxicidade em animais com cancer de
mama para o estudo dos efeitos adversos da quimioterapia, e compreender as

alteragdes funcionais, estruturais e histolégicas miocardicas;

2- Avaliar os efeitos da quimioterapia sobre o metabolismo miocardico e fungao

miocardica de camundongos com tumor de mama utilizando o "®F-FDG;

3-Identificar os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na cardiotoxicidade através

da avaliagdo histologica do estresse oxidativo e da inflamacgéo;

4- Avaliar o efeito do TFA sobre a cardiotoxicidade;

5- Avaliar o efeito do TFA sobre a capacidade funcional em modelo de cardiotoxicidade

6- Avaliar o efeito do TFA sobre o estresse oxidativo e a inflamagao miocardica.



40

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6J isogénicos, fémeas com 8 semanas
de vida, peso aproximado de 20 gramas adquiridos do Biotério Central da UFMG,
distribuidos aleatoriamente em grupos experimentais de acordo com o protocolo de
estudo. Os animais foram mantidos em alojamento climatizado no Centro de
Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear da Comissao Nacional de Energia Nuclear
(CDTN - CNEN, Belo Horizonte - MG), com livre acesso a agua e alimento (ragao
labina irradiada - Presence), temperatura controlada (23 — 24°C) e luminosidade com
ciclo de 12 horas de luz/sombra. Todos os experimentos realizados foram aprovados
pela Comissao de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) (numero de protocolo 51/2022).

Os animais foram submetidos aos procedimentos sob anestesia, de forma a
nao induzir estresse ou dor. Em todo experimento com indugao anestésica, a cérnea
dos animais foi protegida do ressecamento e trauma, por meio do uso de gel oftalmico
(VIDISIC gel bausch + lomb 10 mg) desde o inicio da anestesia (YANG; TEVES;
KEMP; HENIKOFF, 2014). Nao foram utilizados métodos cruentos ou que submetesse
0s animais a sofrimento. Em caso de aumento do tempo de sono, desidratacao,
piloerecdo, postura encurvada, isolamento do resto do grupo e gritos ao serem
tocados, o animal seria eutanasiado por deslocamento cervical apos anestesia com
xilazina/Ketamina. Para os exames de PET, os animais ndo foram mantidos em jejum
porque a manipulacdo metabdlica dos cardiomiocitos foi realizada através do
anestésico utilizado e, somente a ragao foi retirada 60 minutos antes da imagem para
reduzir o risco de broncoaspiragdo durante a anestesia. Os animais foram
climatizados no ambiente por pelo menos 1 semana antes de iniciar os experimentos.

Os animais foram manuseados por apenas dois pesquisadores para reduzir
riscos de estresse ao animal, os experimentos foram realizados sempre no mesmo
horario do dia para manter o ritmo circadiano dos animais, pois 0 mesmo se relaciona
com varios parametros fisioloégicos e metabdlicos e o objetivo foi minimizar variaveis.

Os tumores de mama frequentemente sao mais acometidos em mulheres, por

isso 0 tumor de mama foi induzido em fémeas por um Unico pesquisador e a escolha
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de usar células da linhagem EQ771 foi por serem classificadas como luminal B (ER+,

PR+/-, HER+), subtipo mais frequente de cancer de mama em humanos.

5.2 Delineamento geral do estudo

O estudo foi conduzido em etapas distintas, conforme detalhado nos seguintes
itens dos materiais e métodos. Inicialmente, os animais foram divididos em quatro
grupos: grupo controle (Ct), grupo Doxo (Doxo), grupo tumor (Tm) e grupo
Tumor+Doxo (Tm+ Doxo). O protocolo iniciou com a inoculagéo das células tumorais
EO0771 ou inoculagdo com igual volume de salina (semana inicial, S0). Apos 7 dias da
inoculagdo das células, os animais foram submetidos ao tratamento com Doxo ou
salina, uma vez por semana por cinco semanas. Sete dias apds o primeiro tratamento,
os animais foram submetidos a exame de imagem para avaliar metabolismo e fungéo
miocardica no MicroPET com '8F-FDG. Os animais foram submetidos aos métodos
de imagens na semana 2 (S2), semana 4 (S4) e semana 6 (S6) (figura 3 - A). Ao final
do periodo de experimento, os animais foram submetidos a eutanasia para a retirada
do coracdo para a quantificagdo da intensidade de inflamacao e estresse oxidativo
através da analise histoldgica.

Para avaliar o efeito cardioprotetor do TFA, um novo grupo de animais foi
submetido ao mesmo protocolo acima mencionado acrescido do teste de esforgco
cardiopulmonar (TCP) e do tratamento através TFA em concomitancia com a doxo. Os
animais foram submetidos ao mesmo exame de imagem para avaliar metabolismo e
funcdo miocardica nas mesmas janelas temporais (S2, S4 e S6). Para avaliar a
capacidade de exercicio, foi realizado o TCP para avaliar a capacidade aerdbica. A
forga muscular foi avaliada através do teste de preensao muscular (48h apos o TCP).
Apos as avaliagdes, e em concomitancia ao tratamento com doxo, foi iniciado o TFA,
4 vezes por semana, durante 5 semanas com intensidade de 40% (S1 e S2) e 50%
(S3, S4 e S5) da velocidade méaxima atingida no TCP (GOMES-SANTOS; JORDAO;
PASSOS; BRUM et al., 2021) (figura 3 -B). Ao final do periodo de experimento os
animais foram submetidos a eutanasia, para a retirada do coracido para a
quantificacdo da intensidade de inflamacado e estresse oxidativo através da analise

histologica.
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Figura 3 - Desenho experimental da caracterizagdo do modelo de cardiotoxicidade em

animais com cancer de mama e da avaliagao do efeito cardioprotetor do TFA.

A Inoculagdo das 1 2 Tratamento 2 ° Tratamento 3 ¢ Tratamento 4 2 Tratamento 5 2 Tratamento PET - 18F-FDG
células tumorais com Doxofsalina  com Doxo/salina com Doxo/salina com Doxo/salina com Doxo/salina Eutanasia
PET - *F-FDG PET - 5F-FDG
Ct
boxo | | l | | | |
I’" boxo | | | | 1 1 1
'm + Doxo
So s, s, S; S4 Ss Ss
B Inoculagdo das 12 Tratamento 22 Tratamento 3 © Tratamento 4 2 Tratamento 52 Tratamento  PET - ¥F-FDG
células tumorais com Doxo/salina com Doxo/salina com Doxo/salina com Doxo/salina com Doxo/salina Eutanasia
TFA PET - 8F-FDG TFA PET - ®F-FDG TFA
Teste de Forca TFA TFA Teste de Forga
Tm +Doxo SED | | | | | | |
Tm +Doxo TFA | 1 | | I 1 |
Sy S, S, S, S, S; Sg

(A) - Apos a inoculagdo por células ou salina, os animais foram acompanhados por seis semanas
divididos em quatro grupos (Controle, Doxo, Tumor e Tumor+Doxo). Os animais foram tratados com
Doxo ou salina uma vez por semana totalizando 5 doses e as imagens positrénicas foram realizadas
na S2, S4 e S6. (B) - Apds a inoculagéo por células, os animais foram tratados com Doxo (5 doses),
associado ou ndo ao TFA durante 5 semanas. Os animais foram divididos em dois grupos (Tumor+Doxo
SED e Tumor+Doxo TFA). As imagens positrénicas foram realizadas na S2, S4 e S6. '8F-FDG=
Fluorodesoxiglicose marcado com Flior 18; PET= Tomografia computadorizada por emissao de
positrons; TCP= teste de esfor¢o cardiopulmonar; TFA= treinamento fisico aerébico; SED= sedentario.

5.3 Grupos Experimentais

Para atingir os objetivos propostos, os animais foram divididos aleatoriamente

em grupos experimentais, conforme a seguir.

Primeira etapa:

A primeira etapa do projeto consistiu na padronizagdo do modelo murino de
cardiotoxicidade em camundongos com tumor de mama EO771. Para isso, os animais
foram divididos em quatro grupos experimentais:

Grupo Controle (Ct) — Animais sadios (n=9)

Grupo Doxo (Doxo) - Animais sadios tratados com Doxo (n=10)
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Grupo Tumor (Tm) — Animais que foram inoculados células tumorais EO771 (n=5)
Grupo Tumor+Doxo (Tm+Doxo) — Animais que foram inoculados células tumorais e

tratados com Doxo (n=14)

Segunda etapa:

A segunda etapa consistiu na avaliagdo dos mecanismos associados ao efeito
do treinamento fisico aerobico (TFA) na cardiotoxicidade provocada pelo tumor e/ou
tratamento com Doxo. Nesta etapa os animais foram divididos em dois grupos:
Grupo Tumor+Doxo SED (Tm+Doxo SED) — Animais que foram inoculados células
tumorais EO771 e tratados com Doxo (n=14)

Grupo Tumor+Doxo TFA (Tm+Doxo TFA) — Animais que foram inoculados células

tumorais EO771, tratadas com Doxo e submetidos ao TFA (n=12)

5.4 Cultura de Células

O modelo murino de tumor de mama EQ0771 foi obtido de uma linha celular
estabelecida a partir de tumores espontdneos em camundongos BALBI/c,
caracterizado por sua agressividade e capacidade de formar tumores solidos em
mamiferos (JIA, YU et al. 2014). Um criotubo contendo 1 mL de células de tumor de
mama EO771, mantido congelado em nitrogénio, foi rapidamente descongelado com
auxilio de banho-maria (37 °C). As células foram transferidas para um frasco de
cultura em capela de fluxo laminar, com adicdo de meio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) (Sigma Aldrich, Suiga), suplementado com 10% de soro fetal
bovino - FBS (Sigma Aldrich, Suica) e 1% penicilina/estreptomicina (Gibco by Life
Technologies). O frasco contendo as células foi mantido em incubadora a 37 °C e 5%
de COze atmosfera umida. O crescimento celular e a viabilidade foram monitorados a
cada trés dias, com transferéncia para outros frascos até atingir a quantidade
necessaria para inoculacao.

Para a inoculacao das células, elas foram cultivadas até a sua confluéncia e
soltas do frasco de cultura celular por meio da agao de tripsina/EDTA 0,25% e deixada
na estufa por 2 min. Apds esse tempo, a mesma foi retirada da estufa e a agdo da
tripsina foi interrompida por meio da adicao de meio para a suspensao das células. A

sequir, as células foram transferidas para um tubo falcon e centrifugadas por 5 minutos
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em uma velocidade de 12000 rpm. O sedimento celular foi lavado duas vezes com
PBS, pré-aquecido e as células foram suspensas em meio DMEM. A contagem celular
e a viabilidade foram avaliadas usando o teste de exclusdo Trypan Blue em uma
camera Neubauer 9020-01 (HBG, Germany) utilizando um microscépio Telaval 31.

5.5 Modelo murino de tumor de mama EQ771

Para a realizacdo da inoculagdo das células os animais foram anestesiados
com Isoflurano 3% em 95% oxigénio (O2) e foram inoculadas por via subcutanea na
primeira glandula cervical direita com 2,5x10° células em 100 pyL de meio DMEM
utilizando uma seringa de insulina e agulha 13mm x 0,33mm.

ApoOs o indculo, os seguintes parametros foram observados diariamente:
mortalidade, sinais clinicos, variagdes no peso corporal e no consumo de agua e
ragcao. Dos animais inoculados com células tumorais, todos apresentaram crescimento

tumoral.

Figura 4 - Inoculagao das células tumorais na primeira glandula cervical direita

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.6 Tratamento com Doxo

O tratamento com a Doxo foi iniciado 7 dias apds a inoculagdo das células
tumorais nos animais independentemente do tamanho do tumor. Os grupos de
animais tratados com Doxo receberam injecao intravenosa com 100 pyL de 5 mg/kg de
cloridrato de doxorrubicina por cinco semanas, totalizando 25 mg/kg. A doxorrubicina
utilizada possuia 98,6% de pureza sem adigado de adjuvantes (Eurofarma, Sao Paulo,
Brasil). A cada semana, o animal era pesado e realizado o calculo da dose ideal para
0 seu peso. Os animais do grupo controle receberam 100 yL de salina por injecéo
intravenosa.

No grupo de animais que foi submetido ao exercicio, o TFA foi iniciado
juntamente com o tratamento da Doxo. Os animais realizavam o TFA 4 vezes na
semana (segunda a quinta-feira) e entao, eram submetidos ao tratamento com Doxo,
as sextas-feiras. Neste dia os animais nao realizavam o TFA e descansavam por dois
dias apds o tratamento com Doxo (GOMES-SANTOS; JORDAO; PASSOS; BRUM et
al., 2021).

Figura 5 - Tratamento com Doxo via intravenosa

Fonte: Elaborado pela autora

5.7 Imagens de Tomografia por Emissao de Positrons com "8F-FDG
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A aquisicao das imagens positrénicas foi realizada na S2, S4 e S6 para
acompanhamento da evolugéo da cardiotoxicidade ao longo do experimento. Para
isso, foi utilizado um MicroPET dedicado para aquisigdo e reconstru¢cao de imagens
de tomografia positrénica para pequenos animais (General Electric Healthcare modelo
LabPET 4 solos) na Unidade de Pesquisa de Radiofarmacos do CDTN. Trata-se de
um PET-scanner, totalmente digital, baseado em fotodiodos avalanche (APD). O
Conjunto de deteccéo é constituido por pares de cristais LYSO/LGSO com dimensdes
de 2x2x12 mm. Cada par de cristais acoplado a um APD constitui um canal e, ao todo
sdo 1536 canais. O campo de visdo (FOV) transverso mede 11,0 cm e os axiais 3,75
cm. A sensibilidade considerando uma janela de energia de 250-650 KeV €& de
aproximadamente 1,1%.

Os animais foram posicionados em prono e o coragao e o tumor localizados o
mais proximo possivel do centro do FOV. Os sinais vitais foram monitorizados e a
anestesia era ajustada para manutencado da frequéncia respiratéria entre 15 e 25
incursdes por minutos (monitorada através de um travesseiro pneumatico pequeno).
A frequéncia cardiaca foi monitorada através do eletrocardiograma (ECG). A
temperatura corporal foi mantida em 37°C através de sistema de aquecimento por luz
durante toda a aquisicdo da imagem, com o principal objetivo de evitar hipotermia e o
aparecimento de tecido adiposo marrom nas imagens.

Para a avaliagcdo do metabolismo, fungéo e morfologia miocardica, os animais
foram mantidos anestesiados com isoflurano com dose de indugao 3% em 95% Oz e
uma dose de manutengao de 1,5% em 0,8 L/min de Oz por vinte minutos para aumento
da captagdo do '8F-FDG pelos midcitos cardiacos (THACKERAY; PIETZSCH;
STAPEL; RICKE-HOCH et al., 2017). Neste periodo o animal foi mantido sobre uma
manta elétrica aquecida, com o objetivo de evitar hipotermia e dilatar a cauda. Apos
esse periodo, uma dose de 20 MBq de '®F-FDG foi injetada na veia caudal lateral
através de uma canula de polietileno (MAXION B10) com 20 cm confeccionada pelo
pesquisador. Uma imagem sincronizada com o ECG foi adquirida por 20 minutos apods
40 minutos da injecdo de '®F-FDG. Para isso, o animal foi posicionado com as patas
dianteiras nos eletrodos dianteiros e a pata traseira esquerda no eletrodo traseiro
utilizando um gel condutor (MERCUR).
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Figura 6 - Sistema MicroPET dedicado para aquisicao e reconstru¢ao de imagens de
tomografia positrénica para pequenos animais (General Electric Healthcare modelo
LabPET 4 solos).

Fonte: Elaborada pela autora

Foram realizadas duas reconstru¢des dessa imagem: 1) reconstru¢ao estatica
dos 20 minutos de captagao para avaliar o metabolismo miocardico de glicose; 2)
reconstrugdo sincronizada com o eletrocardiograma (8 fases por ciclo cardiaco
completo) para avaliagao da fragdo de ejecdo e mensuragao dos volumes sistolico e
diastdlico do ventriculo esquerdo. As imagens adquiridas foram reconstruidas em
matriz de 184 X 184 x 64 utilizando o algoritmo MLEL — 3D (20 iteragbes) com alta
resolugéo e sem corregao por atenuagéo ou espalhamento.

A glicemia foi avaliada com o auxilio de glicosimetro (Accu-Chek, Roche,
Indiana, Estados Unidos). Para isso, uma gota de sangue foi depositada na tira-teste.
A tira-teste foi inserida no monitor que 1é e quantifica a glicemia. A gota de sangue
(maximo 5ul) foi coletada cuidadosamente da veia caudal lateral dos camundongos

antes da injecéo de "8F-FDG e ao final da aquisigdo da imagem.
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Apods o fim da imagem o animal foi retirado cuidadosamente do leito do PET e
colocado em uma gaiola limpa com papel para evitar aspiragao de pé de maravalha e

mantido isolado até sua total recuperacgao.

5.8 Analise das Imagens

A analise da captagdo miocardica de '®F-FDG nas imagens estaticas foram
realizadas através do software AMIDE. As regides de Isocontorno 3D de interesse
(ROIs) foram selecionadas ao longo de todo o ventriculo esquerdo e o valor de
absorgdo padronizada (SUV, g/cm?) foi avaliado.

Para analise semiquantitativa, o SUV foi calculado usando o valor médio do
volume de interesse (VOI) através da formula: SUV= [concentracdo média de
atividade tecidual (MBg/mL) / dose injetada (MBq)/ peso corporal (g)] para cada
regido. Foi assumida uma densidade de tecido de 1 g/mL.

As imagens gateadas foram utilizadas para avaliar os volumes e a fragcdo de
ejecao do ventriculo esquerdo (VE) através do software Segment (Medviso, Suécia).
Apos identificacdo dos frames sistolicos e diastdlicos finais, um VOI dinamico foi
desenhado ao longo da borda endocardica no eixo curto do VE por toda sua extensao
para determinacdo dos volumes diastélico (Vd) e sistélico (Vs) finais. A fracao de
ejecao do ventriculo esquerdo foi determinada pela férmula: (Vd -. Vs) /Vd x 100. O

software fornece ainda a medida de volume sistolico (VS) e débito cardiaco (DC).

5.9 Avaliagcao da Capacidade Aerdbica

Previamente ao teste de TCP, os animais foram climatizados a esteira rolante
para pequenos animais (Gaustec®, Nova Lima, MG, Brasil) por 5 dias consecutivos
com velocidades incrementais e inclinagao fixa 0° (TEIXEIRA-COELHO; FONSECA,;
BARBOSA; VAZ et al., 2017). Para a ambientacdo a esteira, os animais foram
mantidos dentro do equipamento por cinco minutos com ela desligada e em seguida
correram por mais 5 minutos a uma velocidade de 5 a 6 m/min (LACERDA; MORAES;
NUNES-SILVA; COSTA et al., 2019). O método de avaliagao da capacidade aerdbica

foi selecionado devido a sua capacidade de fornecer uma medida objetiva e
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quantitativa do desempenho fisico dos animais em resposta ao protocolo de

treinamento.

Tabela 1- Protocolo de familiarizagdo planejado para ensinar os camundongos correr
na esteira rolante.

Dia Estagio 1 Estagio 2

1 5 min de repouso 5 min a 5 m/min

2 5 min de repouso 5 min & 6 m/min
3e4d 5 min de repouso 5 min a 6 m/min

5 Familiarizacdo ao teste de carga incremental

Fonte: Adaptado de (LACERDA; MORAES; NUNES-SILVA; COSTA et al., 2019).

Para avaliagdo da aptidao cardiorrespiratéria dos animais, o consumo de
oxigénio (VOz2) foi mensurado continuamente por calorimetria indireta de fluxo aberto
em esteira com velocidade e inclinagao incremental (Panlab/Harvard Apparatus). O
VO: foi expresso em unidades ajustadas ao tamanho do animal (mL.kg-% 7>min-1) e o
VO2 pico foi definido como o maior valor de VO2 mensurado durante o teste de
exaustao.

O protocolo de estresse foi descrito e validado por PETROSINO; HEISS;
MAURYA; KALYANASUNDARAM et al., 2016. O protocolo consiste em aumentar a
velocidade e a inclinagdo da esteira a cada etapa. As 3 primeiras etapas duraram 2
minutos com aumento de 5 graus na inclinagdo em cada etapa. A partir da etapa 4 a
duracéao passou a ser de 1 minuto e a inclinagao foi mantida em 15 graus. A velocidade
foi iniciada em 15 cm/s e aumentou 5 cm/s a cada etapa até a etapa 6. A partir dai a
velocidade aumentou 1,67 cm/s a cada etapa até a exaustao do animal (Tabela 2). Os
critérios para interrupcéo do teste foram: os animais permanecerem por tempo igual
ou superior a 5 segundos na grade de estimulagao elétrica; ou permanecerem por 10
segundos na extremidade distal da esteira (PETROSINO; HEISS; MAURYA;
KALYANASUNDARAM et al., 2016; TEIXEIRA-COELHO; FONSECA; BARBOSA; VAZ
etal., 2017).
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Os TCP foram realizados no mesmo horario do dia no Laboratério de Fisiologia
do Exercicio (LAFISE) da Escola de Educacédo Fisica, Fisioterapia e Terapia
Ocupacional (EEFFTO) da UFMG por examinador cego a qual grupo os animais

pertenciam para minimizar o risco de viés.

Tabela 2 - Protocolo do teste de VO2 em camundongos.

Estagio Velocidade Velocidade Inclinagéo Duracao
(m/min) (cml/s) (% grade) (min)
1 9 15 3 2
2 12 20 6 2
3 15 25 10 2
4 18 30 10 1
5 21 35 10 1
6 23 38 10 1
7 24 40 10 1
8 25 42 10 1
9 26 43 10 1
10 27 45 10 1
11 28 47 10 1
12 29 48 10 1
13 30 50 10 1
14 31 52 10 1
15 32 53 10 1
16 33 55 10 1
17 34 57 10 1
18 35 58 10 1
19 36 60 10 1
20 37 62 10 1

5.9.1 Treinamento Fisico Aerdbico (TFA)

O TCP foi realizado no inicio e final do tratamento dos animais. Apos determinar

a velocidade de treinamento através do TCP, os animais foram submetidos ao TFA em
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intensidade baixa a moderada. Na primeira semana, a esteira foi configurada em uma
velocidade de 40% da capacidade maxima atingida no TCP por 20 minutos e no dia
seguinte, o tempo foi aumentado para 30 minutos. Na segunda semana, a esteira
permaneceu na velocidade de 40% e o tempo progrediu para 35 minutos e por fim, o
tempo de treinamento foi fixado em 40 minutos até o final do protocolo. Na terceira,
quarta e quinta semana, a esteira foi configurada em uma velocidade de 50% da
capacidade maxima atingida no teste incremental por 40 minutos. Durante todo o
treinamento a esteira foi mantida com inclinacdo de 0%. O protocolo de treinamento
detalhado pode ser observado na Tabela 3.

Os animais realizaram o TFA quatro vezes por semana por cinco semanas. As
sessdes de exercicios foram realizadas de segunda a quinta-feira sempre no periodo
da manha para manter o ritmo circadiano dos animais. As sextas feiras eram
dedicadas ao tratamento com Doxo (GOMES-SANTOS; JORDAO; PASSOS; BRUM
et al., 2021). As intensidades de treinamento foram selecionadas com base na
capacidade aerdbica inicial dos animais, com o objetivo de proporcionar um estimulo
adequado para promover adaptagbes fisiolégicas ao longo do protocolo de

treinamento.

Tabela 3 - Protocolo de TFA dos camundongos
Sessao 1 Sessao 2 Sessao3 Sessao 4

S$1, inclinagao 0°

Intensidade (% da 40 40
velocidade maxima)
Duragao (min) 20 30

$2, inclinagao 0°

Intensidade (% da 40 40 40 40
velocidade maxima)
Duragéao (min) 35 40 40 40
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S§3-5, inclinagao 0°

Intensidade (% da 50 50 50 50
velocidade maxima)
Duragao (min) 40 40 40 40

5.10 Avaliacao da Forga

O protocolo de mensuragdo da forga muscular foi executado conforme
previamente descrito. O método de avaliagdo da forgca muscular foi previamente
validado e demonstrou alta confiabilidade na medicdo da forga de preensdo em
pequenos roedores, garantindo a precisao e consisténcia dos resultados. (BONETTO;
ANDERSSON; WANING, 2015). Para isso, foi utiizado um medidor de forgca de
preensao (Grip Strenght Meter, BONTHER, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) proprio para
pequenos roedores, que contém um suporte com grade cuja angulagéo foi ajustada
em 45 graus. O animal foi aproximado do suporte de forma que ele se segure na grade
somente com as patas dianteiras ou com as quatro patas, e entdo sua cauda foi
segurada pelo ter¢o proximal e puxada horizontalmente até que o animal se solte da
grade. Ressalta-se que foi realizado um protocolo de confiabilidade da medida
executada pelo pesquisador através de um protocolo de familiarizagdo dos animais
ao equipamento. Os testes foram realizados 48 horas apds o TCP e foram realizadas
6 medidas com 1 minuto de intervalo entre elas. A forca foi determinada através da

média dos valores registrados.

5.11 Eutanasia e Coleta de Tecidos

A eutanasia dos animais foi realizada em conformidade com as diretrizes da
pratica de eutanasia de animais de laboratério (CONCEA, 2016) (<RESOLUCAO
NORMATIVA N° 30, DE 02 DE FEVEREIRO DE 2016..pdf>). O momento da eutanasia
foi determinado com base em critérios pré-estabelecidos, incluindo o estado clinico
dos animais e a conclusdo dos procedimentos experimentais planejados. Para isso,

os animais foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal de ketamina (84
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mg/kg) e xilazina (11,2 mg/kg) e sacrificados por exsanguinag¢ao. Foram coletados o
tumor primario e o coragao.

ApOs a eutanasia dos animais, o coragéao foi exposto e injetado 1 ml de KCL10%
no coracdo do animal até a parada total. O coracéo foi retirado e realizado a limpeza
delicadamente com a tesoura para retirar todos os residuos de artérias. O coragao foi
secado utilizando um papel filtro e pesado o coragao inteiro em uma balanga analitica
calibrada. Com o auxilio de um bisturi os atrios direito e esquerdo foram removidos. O
apice do coracgao foi retirado e incluido em formaldeido tamponado 10% e 24 horas
apos a incluséo, a solugéo foi trocado por alcool 70% e mantido em temperatura
ambiente. O restante do coracao foi imergido por 24 horas em volume de 10 ml de
PFA 4% gelado em um tubo falcon de 15 ml. Nas primeiras 2 horas, o falcon contendo
o coragao foi mantido imergido no gelo e apds esse tempo, retirado e deixado em
temperatura ambiente. No dia seguinte, o coragao foi retirado do tubo falcon e
colocado em outro tubo falcon com solugdo de PBS por 10 minutos. Em seguida, o
coracao foi imerso em solugcdo de sacarose 30% em tudo falcon e deixado por 24
horas na geladeira. Apos as 24 horas, o coragao que estava decantado, foi retirado
do tubo falcon e lavado por trés vezes com solugado de PBS e incluido em OCT.

Apos a retirada do coragcdo, o tumor foi removido inteiro e incluido em
formaldeido tamponado 10%. Apds 24 horas, a solugao de formaldeido foi descartada

e preenchido de alcool 70% e mantido em temperatura ambiente.

5.11.1 Avaliagao in situ da expressao do CD68 no coragao

As sec¢des transversas do VE do coragao foram incubadas com solugao de PFA
4% por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas
3 vezes com BSA1% e realizado o bloqueio de proteinas inespecificas com BSA 3 %
em temperatura ambiente por 30 minutos. As laminas foram lavadas novamente com
BSA1% e incubadas overnight em uma camara umida com o seguinte anticorpo
primario diluido em BSA 3%: CD68 monoclonal Antibody (FA-11) (1:200,
eBioscience). A avaliagdo da expressdao do CD68 no coragdo € de particular
importancia devido ao seu papel como marcador de inflamacéo e resposta imune,
fornecendo insights importantes sobre os processos patofisiolégicos em estudo. As

laminas controle negativo, receberam o mesmo volume de BSA (3%). No dia seguinte,
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as laminas foram lavadas trés vezes com solugdo BSA 1% e em seguida o anticorpo
secundario (Alexa Fluor 555 Invitrogen 1:300) foi diluido em solugdo BSA a 1%. As
laminas foram incubadas em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, as
laminas foram lavadas trés vezes com solucdo BSA 1%. As Iaminas foram montadas
em seguida e seladas com fluoromount (meio de montagem). As imagens foram
capturadas com um microscopio de fluorescéncia Zeiss-APOTOME, usando filtro 461
nm para o DAPI e 555 nm para a Rhodamina. O software ZEN (vers&o 3.3.89.0000)
foi utilizado para analisar a intensidade de fluorescéncia, que foi normalizada para a
area selecionada. As analises foram realizadas por dois avaliadores independentes

cegados e foi realizada a média dos resultados entre eles.

5.11.2 Avaliagao in situ da producao de espécies reativas de oxigénio no coragao

A avaliagédo da producao de espécies reativas de oxigénio no coragao €
essencial para entender o papel do estresse oxidativo na fisiopatologia da doenga em
estudo e identificar potenciais alvos terapéuticos. Portanto, para isso, as secoes
transversais do coragao foram incubadas por 30 minutos a 37°C, com 200 ul/lamina
de dihidroetidio (DHE - 10 yM) (life tecnologies) para avaliar a producéo de ROS. As
laminas foram entdo fixadas por 5 minutos com paraformaldeido (PFA) a 4% e seladas
com fluoromount. As laminas controle negativo, receberam o mesmo volume de PFA
4%. As imagens foram capturadas com um microscopio de fluorescéncia Zeiss-
APOTOME, usando filtro 555 nm para o DHE. O software Fiji (versdo 1.51j8) foi
utilizado para analisar a intensidade de fluorescéncia, que foi normalizada para a area
selecionada. As analises foram realizadas por dois avaliadores independentes

cegados e foi realizada a média dos resultados.

5.12 Analise Estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrao ou
mediana e intervalo interquartil. A distribuicao das variaveis foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov.

Para testar a diferenca entre médias de dois grupos foi empregado o Teste t de

Student, para variaveis com distribuicdo normal, e o Teste de Mann-Whitney, para as
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variaveis com distribuicdo ndo-normal. A analise de variancia ANOVA unidirecional foi
utilizada para comparacao simultanea dos quatro grupos experimentais para analises
histopatoldgicas.

Para as analises de correlagao, foi utilizado o teste de Pearson quando as
variaveis apresentavam uma distribuicdo normal, e o teste de Spearman quando as
variaveis nao seguiam uma curva de distribuicdo normal.

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) para modelos mistos de medidas
repetidas em um dos fatores (mixed ANOVA ou split-plot factorial ANOVA). Dessa
forma, foi verificado o efeito resultante da interacdo (main effect) de duas variaveis
independentes: tempo e grupo. O fator tempo associa-se a efeitos e potenciais
diferencas em um mesmo individuo (within-subjects effects), enquanto o grupo,
associa-se a efeitos e potenciais diferengas entre os individuos (between-subjects
effects). O objetivo dessa analise foi avaliar se ha interacao significativa entre esses
fatores sobre as variaveis dependentes. Apenas animais que sobreviverem até o final
do estudo foram incluidos nessa analise.

As analises foram realizadas com o auxilio do programa GraphPad Prism,
versao 9.5.0 (Graphpad Software, La Jolla, CA, USA), e os testes estatisticos
especificos foram selecionados com base na distribuicdo das variaveis e nos objetivos

do estudo. O nivel de significancia estabelecido foi de 5% bicaudal (p < 0,05).
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6. RESULTADOS
6.1 Padronizacdo do modelo de cardiotoxicidade
6.1.1 Avaliacao clinica e de mortalidade
Ao longo do estudo, observou-se que alguns dos animais do grupo Doxo e
Tm+Doxo apresentaram hiperpigmentagdo das unhas, plantas dos pés e na cauda,

conforme demonstrado na Figura 7.

Figura 7- Hiperpigmentag&do nos animais que receberam tratamento com Doxo.

(A) Animal Ct — auséncia de hiperpigmentagéo na cauda e plantas dos pés. (B) Animal Doxo — presenga

de hiperpigmentagéo na cauda e plantas dos pés. Abreviagdes: Ct= Controle; Doxo= Doxorrubicina.

Ao longo das semanas do experimento, todos os grupos apresentaram ganho
de peso em relagao ao peso basal (Figura 8). Comparado ao peso inicial, o grupo Ct
apresentou aumento de peso significativo desde a S2 (p=0,002) até a S6 (p<0,001).
O grupo Tm apresentou um comportamento semelhante ao grupo Ct, embora mais
intenso, com aumento de peso na S1 (p<0,001) até a S6 (p<0,001). O grupo Doxo
apresentou ganho de peso somente na S3 (p=0,047) até a S6 (p=0,002). No grupo
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Tm+Doxo apresentou um aumento do peso corporal na S1 (p<0,001), S2 (p=0,006),
S3 (p=0,028) e S6 (p=0,003).

Na ultima semana de experimento, o grupo Tm apresentava maior peso em
comparacgao a todos demais grupos (p<0,05). O grupo Tm+Doxo apresentou 0 menor
peso ao final do experimento com diferenca significativa também em comparacéo ao
grupo Ct (p=0,02). Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos Doxo e

Tm+Doxo.

Figura 8 - Peso corporal dos animais durante o experimento
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Representacdo grafica do peso corporal dos animais durante as semanas de experimento.
Abreviacdes: Ct= Controle; Doxo= Doxorrubicina; g= gramas; Tm= Tumor; S= Semana. Os dados sao

expressos como média £ S.E.M. * = p<0,05 vs respectivo grupo na S6.

Foi observada uma mortalidade de dois animais do grupo Doxo (20%) na
terceira semana de tratamento e quatro animais do grupo Tm+Doxo (28,6%), sendo
um animal na primeira semana e trés animais na quarta semana. Dois animais do
grupo tumor morreram no ultimo dia de experimento. Nao observado diferenga
significativa entre os grupos na analise de sobrevida pela curva de Kaplan Meier
(Figura 9).



Figura 9 - Probabilidade de sobrevivéncia
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Representagdo grafica da probabilidade de sobrevivéncia durante as semanas de experimento.

Abreviagdes: Ct= Controle; Doxo= Doxorrubicina; Tm= Tumor. Os dados sdo expressos como média +

S.E.M

6.1.2 Funcao sistélica e morfologia ventricular esquerda pelas imagens pet

sincronizadas com o ECG

Os dados evolutivos da fungao sistdlica e da morfologia do ventriculo esquerdo

nos animais dos diferentes grupos que sobreviveram até o final do estudo sao

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Sumario dos resultados da avaliacédo da funcgao sistélica e morfologia
ventricular esquerda dos animais nos grupos Ct, Doxo, Tm e Tm+Doxo.

Variaveis Ct Doxo Tm Tm+Doxo Valor P
(n=9) (n=9) (n=5) (n=10)

FEVE (%)

S2 69,26+0,9 67,0927 65,95+1,42 67,6+£1,34

S4 69,5+1,21 62,892,171 61,65+1,28" 64,33+1,3*

S6 68,55+0,8 58,03+1,45*t  61,67+2,15 61,41£1,51*T 0,107

VDFVE (ul)

S2 28,71+£1,92 25,66+1,52 26,1612,07 25,59+1,41

S4 27,43+1,32 26,32+1,10 30,40+1,75% 28,22+1,1
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S6 31,11+1,46  27,48+1,68 31,20+2,5 27,12+1,05 0,162
VSFVE (ul)

S2 8,8+0,64 8,3+0,73 9,0+1,05 8,3+0,64

S4 8,4+0,66 9,8+0,65 10,84+0,76 10,2+0,72*

S6 10,10+0,68 11,5+0,70* 12,14+1,5 10,43+0,51* 0,277
Volume

sistolico (pl)

S2 19,89+1,36 17,30£1,40  17,14+1,02 17,3+0,95

S4 19+0,75 16,6+0,92 19,67+1,14  18,05+0,49

S6 21+0,88 16+1,15T 19,06+1,26  16,68+0,837 0,117
Frequéncia

cardiaca

(bpm)

S2 244+12,9 264+15,12 245+9,9 264+8,9

S4 283+10,8* 223+7,64 291+13,9* 3116*

S6 303+20  302+15,88 323+24,8 270+10 0,039
Débito

cardiaco (ml)

S2 4,7545,7 4,6+0,42 4,2+0,25 4,6+0,29

S4 5,4+0,2 4,7+0,25 5,92+0,43* 5,5+0,19*

S6 6,4+0,6* 4,9+0,56 6,44+0,88 4,4+0,267 0,031

Os dados sao apresentados como médiazSEM. Abreviagbes: Controle (Ct), Doxorrubicina (Doxo), Tumor
(Tm). FEVE= fragdo do ventriculo esquerdo; VDFVE= volume diastdlico final do ventriculo esquerdo;
VSFVE=volume sistélico final do ventriculo esquerdo.Valor de P se refere ao efeito principal no teste de
ANOVA mista. *p<0.05 vs. semana 1 do mesmo grupo, t p<0.05 vs Ct, Teste de comparagéo muiltipla de
Sidak.

Como pode ser observado na Tabela 4 e Figura 10, houve queda progressiva
da FEVE nos grupos Doxo e Tm+Doxo. Foi observada diferenga significativa nos
fatores “Tempo (p<0,001)” e “Grupos (p= 0,005)”. Entretanto, ndo foi observada
diferenca no fator “Tempo x Grupo (p= 0,107)". No grupo Doxo, foi observada uma
reducao significativa da FEVE quando comparado a S2 e S6 (p= 0,037). O grupo
Tm+Doxo apresentou uma redugao significativa da FEVE na comparagao entre S2 e
S4 (p= 0,024) e S2 e S6 (p=0,003). Embora tenha sido observada redugéo da FEVE
no grupo Tm, essa ndo atingiu significancia estatistica. Por fim, o grupo Ct nao

apresentou quebra significativa da FEVE em nenhuma semana.
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Na comparagao dos valores de FEVE dos demais grupos em relagéo ao grupo
Ct, foi observada diferenca estatisticamente significativa no grupo Tm somente S4
(p=0,034). O grupo Doxo apresentou reducéo significativa da FEVE na S4 (p=0,049)
e S6 (p=0,002), enquanto o grupo Tm+Doxo apresentou uma redugao significativa na

S4 (p=0,027), S6 (p=0,003) em comparagao ao grupo Ct.

Figura 10 - Avaliacdo da FEVE.
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Representagao grafica da redugdo da FEVE dos Grupos Ct, Doxo, Tm e Tm+ Doxo. Abreviagbes: Ct =
Controle; Doxo = Doxorrubicina; Tm = Tumor; Tm+ Doxo = Tumor + Doxorrubicina; S= Semana; FEVE=
Fracao de ejegao do ventriculo esquerdo. Os dados sdo expressos como média + S.E.M. * = p<0,05 vs

Grupo Tm, Grupo Doxo e Grupo Tm+Doxo; # = p<0,05 vs Grupo Doxo e Grupo Tm+Doxo.

Como observado na Tabela 4, nao foram observadas diferengas significativas
do VDFVE nos grupos Tm+Doxo, Doxo e Ct ao longo do experimento. Somente o
grupo Tm apresentou aumento significativo do VDFVE da S2 vs S4 (p= 0,0289), mas
que nao foi observado na S6. Na comparagado dos grupos em relagdo ao grupo Ct,
nao foram observadas diferencas estatisticas.

Os valores de VSFVE nos grupos Ct e Tm nao apresentaram diferenga
estatistica ao longo do experimento. Por outro lado, foi observado incremento
significativo do VSFVE no grupo Doxo na S6 em relagéo a S2 (p=0,032). No grupo
Tm+Doxo, em relagédo a S2, foi observado aumento significativo do VSFVE na S4 (p=
0,010) e S6 (p=0,003). Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos

em nenhuma janela temporal.
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Além disso, o VS ndo apresentou diferenga estatistica em nenhum grupo
quando comparada a avaliagdo de S2. Em comparagao ao grupo Ct, foi observada
diferenca estatistica somente na S6 nos grupos Doxo (p=0,011) e Tm+Doxo
(p=0,007).

Em relacdo ao DC, o grupo Doxo nao apresentou diferencga significativa ao
longo das semanas. O grupo Ct apresentou aumento significativo na S6 em relagao
S2 (p=0,033), enquanto que o grupo Tm apresentou incremento significativo do DC
na S4 vs S2 (p=0,005), que ndo foi observado na S6. Foi observado incremento
significativo do DC grupo Tm+ Doxo na S4 vs S2 (p=0,01). Entretanto, foi observada
queda significativa do DC na S6 em relagcédo a S4 (p= 0,014). Em comparagao ao grupo
Ct, apenas o grupo Tm+Doxo apresentou redugao significativa do DC na S6(p=0,027).
Como observado na Tabela 1, essa queda do DC do grupo Tm+Doxo na S6 teve

contribuigao expressiva da queda da frequéncia cardiaca deste mesmo grupo.

6.1.3 Anadlise do metabolismo miocardico do ventriculo esquerdo

A partir das imagens "®F-FDG estaticas, foi avaliado o metabolismo miocardico
do ventriculo esquerdo (Figura 11). Desde a S2, os animais que foram submetidos a
Doxorrubicina (Grupo Doxo e Grupo Tm+Doxo) apresentaram maior SUV em relagao
ao grupo controle (p<0,05). Foi observado aumento da captagdo miocardica de '8F-
FDG na S6 em relagdo a S2 em todos os grupos (p< 0,05), exceto no grupo controle
(p> 0,05). Na S4 e S6, todos os grupos apresentaram significativamente maior

captacéo de '"8F-FDG em relagdo ao Grupo Ct (p<0,05).
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Figura 11 - Captacao do SUV no ventriculo Esquerdo.
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Representagao grafica da captagdo de SUV no ventriculo esquerdo. Abreviagdes: Ct = Controle; Doxo
= Doxorrubicina; Tm = Tumor; Tm+ Doxo = Tumor + Doxorrubicina; S= Semana; SUV = valor
padronizado de captagdo. Os dados sdo expressos como média = S.E.M. * = p<0,05 vs Grupo Doxo e
Grupo Tm+Doxo; # = p<0,05 vs Grupo Doxo, Grupo Tm+Doxo e Grupo Tm.

6.1.4 Glicemia sanguinea

A glicemia sanguinea foi mensurada antes da administracdo do radiofarmaco
'8F-FDG e ao final da aquisicdo da imagem para verificar sua variagdo. Nao foi
observada diferencga significativa na glicemia pré administragédo do '®F-FDG entre os
grupos e ao longo das semanas, embora o grupo Tm apresentasse uma tendéncia a
apresentar hiperglicemia na semana 6 (Figura 12 A).

Considerando a variagdo da glicemia ao longo da aquisicdo da imagem, foi
observada diferenca significativa no grupo Tm na S6 com relagéo S2 (p=0,002) e S4
(p = 0,026). Na comparacao entre grupos, foi observada diferenga significativa do
grupo Tm em comparagao a todos demais grupos somente na S6 (p<0,05). Nao houve

diferenca significativa nos demais grupos (Figura 12 B).
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Figura 12 - Mensuracéao da glicemia pré inje¢ao de FDG
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(A) e a variagdo da glicemia durante a aquisi¢gdo da imagem (B). Abreviagdes: Ct = Controle; Doxo =
Doxorrubicina; Tm = Tumor; Tm+ Doxo = Tumor + Doxorrubicina; S= Semana. Os dados sao

expressos como média £ S.E.M. * = p<0,05.

6.1.5 Avaliagdo do crescimento tumoral e captagao de '8F-FDG

O tamanho do tumor foi mensurado nas semanas (S2, S4 e S6) pelas imagens
de "8F-FDG. Na S2, a média do volume do tumor do grupo Tm foi de 209,1+59,2 mms3,
na S4 foi de 531,3+153,8 mm?® e na S6 o tumor mediu 690,0+ 134,3 mm3. No grupo
m+Doxo, o volume tumoral foi de 43,79+9,7 mm3, 298,4+ 37,2mm3 e 615,3+76,4mm?3
na semana 2, 4 e 6, respectivamente. Embora os resultados ndo tenham apresentado
diferenca significativa no fator “Grupos x Tempo”, pode ser observado que o

tratamento com Doxo retardou o crescimento tumoral, como observado na figura 13.



64

A atividade metabdlica tumoral foi mensurada através da captacéo de '8F-FDG
no tumor na S2, S4 e S6. No grupo Tm a captacéo de '®F-FDG na S2 foi de 0,22 +
0,023 g/cm?, aumentou para 0,51 + 0,12 g/cm® na S4 e reduziu para 0,39 + 0,036
g/cm? na S6. No grupo Tm + Doxo, a captacdo foi de 0,24 + 0,051 g/cm? na S2, 0,28
+ 0,043 g/cm® na S4 e 0,29 + 0,074 g/cm? na S6. Comparando os resultados no fator

“Grupos x Tempo”, nao houve diferenca significativa entre eles. (figura 13).

Figura 13 - Avaliagdo do crescimento Tumoral e captagdo do SUV
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(A) Representacéao grafica do crescimento tumoral ao longo das S2, S4 e S6 apds inoculagéo das

Tm+ Doxo

células, (B) Representacao grafica do SUV do tumor ao longo das S2, S4 e S6 apds inoculagéo das
células e (C) Figura representativa do crescimento tumoral com 14 dias, 28 dias e 42 dias apds
inoculagado das células tumorais. Abreviagdes: Tm = Tumor; Tm+ Doxo = Tumor + Doxorrubicina; S=
Semana; SUV = valor padronizado de captagédo. Os dados sdo expressos como média + S.E.M. * =
p<0,05.
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6.1.6 Avaliagcao da producao de ROS

Para avaliar a presenca de ROS nos cardiomiocitos, a dosagem de ROS foi
mensurada, utilizando a sonda DHE. A quantificacdo dos resultados mostrou que o
grupo Doxo apresentou fluorescéncia aumentada quando comparado aos grupos Ct
(p< 0,001), tumor (p< 0,001), e Tm+Doxo (p< 0,001) (Figura 14A e 14B).

Figura 14 - Avaliagdo da producéo de ROS no coragao
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(A) Figura representativa da fluorescéncia da sonda DHE nos cardiomidciots dos grupos Ct, Doxo, Tm

e Tm+Doxo. (B) Representacao grafica da intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda DHE, que
reflete a quantidade de ROS presente no coracao. Abreviagdes: Ct = Controle; Doxo = Doxorrubicina;
Tm = Tumor; Tm+ Doxo = Tumor + Doxorrubicina. Os dados sao expressos como média + S.E.M.
*p<0.05.
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6.1.7 Avaliagao do processo inflamatério nos cardiomiécitos

A quantidade de macrofagos nos cardiomiocitos foi mensurada utilizando o
marcador CD68. Foi observado que em relagao ao grupo Ct, o grupo Doxo (p= 0,002)
assim como o grupo Tm+Doxo (p= 0,001) apresentavam maior intensidade de
inflamagé&o (Figura 15 A e B). N&o foi observada diferencga significativa entre o grupo

Tm e os demais grupos (p> 0,05).

Figura 15 - Avaliagao do processo inflamatério nos cardiomiécitos
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Avaliagdo do processo inflamatério nos cardiomiocitos. (A) Figura representativa infiltrado de
macréfagos nos cardiomiociots dos grupos Ct, Doxo, Tm e Tm+ Doxo. (B) Representagéo grafica da
quantidade de células, que reflete a quantidade de macréfagos presente no coragéo. Abreviagdes: Ct
= Controle; Doxo = Doxorrubicina; Tm = Tumor; Tm+ Doxo = Tumor + Doxorrubicina. Os dados séo
expressos como média + S.E.M. *p<0.05.



67

~

6.1.8 Mecanismos associados ao aumento da captacdo de '8F-FDG e a

cardiotoxicidade

Na analise de correlagdo entre a captacdo miocardica de '®F-FDG e a FEVE
em cada grupo associado ao grupo Ct, foi observada uma correlagdo negativa
significativa entre o SUV e a FEVE nos grupos Doxo, Tm, Tm+Doxo e quando todos
os grupos foram analisados em conjunto (Figura 16). Além disso, o SUV na S2 se

correlagado negativamente com a FEVE na S6 (r= -0,62, p< 0,001).

Figura 16 - Graficos de disperséo ilustrando a correlagcédo entre a FEVE E SUV
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Abreviagdes: Ct = Controle; Doxo = Doxorrubicina; Tm = Tumor; Tm+ Doxo = Tumor + Doxorrubicina;
FEVE= fragado de ejeg¢do de ventriculo esquerdo; SUV= valor padronizado de captacdo. Os dados sao

expressos como média + S.E.M. * = p<0,05.
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Nao foi observada correlagao significativa entre o SUV e a glicemia sanguinea
pré '"8F-FDG no grupo Doxo. Entretanto, foi observada correlagéo significativa entre o
SUV e a glicemia nos grupos Tm e Tm+Doxo. Também foi observada correlagdo
significativa entre o SUV e a glicemia quando todos os grupos foram analisado em
conjunto (Figura 17). Nao foi observada correlagao significativa entre SUV e a

variagao de glicemia durante a imagem em nenhum grupo ou quando considerado
todos os grupos.

Figura 17 - Graficos de dispersao ilustrando a correlagao entre a Glicemia E SUV
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Abreviagdes: Ct = Controle; Doxo = Doxorrubicina; Tm = Tumor; Tm+ Doxo = Tumor + Doxorrubicina;

SUV= valor padronizado de captag¢édo. Os dados sdo expressos como média + S.E.M. * = p<0,05.

Considerando as imagens miocardicas da S6 e a analise histolégica, nao foi
observada correlagéo significativa entre o SUV e o estresse oxidativo (r= 0,24, p=
0,245) ou intensidade de inflamagao tecidual (r= -0,06, p= 0,98).
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Ja a fungao sistdlica ventricular esquerda se correlacionou também com a
intensidade de estresse oxidativo tecidual (r= -0,46, p= 0,019) e houve uma tendéncia
de se correlacionar com a inflamag¢ao miocardica (r= -35, p= 0,07). Houve correlagéo

moderada de ROS com a inflamag¢do miocardicas (r= 0,45, p= 0,025).

6.2 Segunda etapa: Efeito cardioprotetor do TFA

6.2.1 Avaliacao clinica e de mortalidade:

No decorrer do estudo, observou-se que alguns animais nos grupos Tm+ Doxo
SED e Tm+Doxo TFA desenvolveram hiperpigmentacao nas unhas, plantas dos pés
e na cauda. Nao foi observada diferenga significativa na intensidade da
hiperpigmentacéo entre os grupos Tm+Doxo TFA.

Em relagcdo ao peso corporal dos animais durante o TFA, foi observado um
ganho progressivo ao longo das semanas, especialmente nas semanas S1 e S6, em
comparagao com a semana SO (p < 0,05). Nao houve diferenca significativa entre os

grupos ao longo das semanas, como demonstrado na Figura 18.

Figura 18 - Peso corporal dos animais durante o TFA
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Representacdo grafica do peso corporal dos animais durante as semanas de experimento.
Abreviagdes: Tm + Doxo SED= Tumor+ Doxorrubicina Sedentario; Tm + Doxo TFA = Tumor+
Doxorrubicina Treinamento fisico aerébico; g= gramas; S= Semana. Os dados sdo expressos como
média + S.E.M.
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O tratamento com Doxo e a presenga do Tm, quando associados, tém o
potencial de causar efeitos colaterais intensos. Portanto, durante a intervengéo com o
TFA, foram avaliadas as perdas de animais tanto no grupo treinado quanto no grupo
sedentario. Conforme mencionado anteriormente, no grupo Tm+Doxo SED, houve
uma taxa de mortalidade de 28,6%. No grupo Tm+Doxo+TFA, foram observadas
quatro mortes (33,3%), sendo duas na semana S4 e duas na semana S5. Na analise
de sobrevida pela curva de Kaplan-Meier, n&o foi observada diferenga significativa

entre os grupos, como mostrado na Figura 19.

Figura 19 - Probabilidade de sobrevivéncia durante o experimento TFA
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Representagdo grafica da probabilidade de sobrevivéncia durante as semanas de experimento.
Abreviagdes: Tm + Doxo SED= Tumor+ Doxorrubicina Sedentario; Tm + Doxo TFA = Tumor+

Doxorrubicina Treinamento fisico aerébico. Os dados sao expressos como média + S.E.M.

6.2.2 Funcgao sistélica e morfologia ventricular esquerda pelas imagens PET

sincronizadas com o ECG

Os dados evolutivos da fungao sistdlica e da morfologia do ventriculo esquerdo
nos animais dos diferentes grupos que sobreviveram até o final do estudo séo

apresentados na tabela 5.
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Tabela 5 - Sumario dos resultados da avaliacédo da fungao sistdlica e morfologia
ventricular esquerda dos animais.

Varidveis Tm+doxo SED Tm+doxo TFA Valor P
(n=10) (n=6)

FEVE (%)

S2 67,6+1,34 67,2+2,30

S4 64,33+1,3* 66+2,10

S6 61,41£1,51* 64,3£1,5 P=0,327

VDFVE (ul)

S2 25,59+1,41 30,1£1,17

S4 28,22+1,1 29+1,4

S6 27,12+1,05 29,8+1,44 P=0,246

VSFVE (ul)

S2 8,3+0,64 10£1,05

S4 10,2+0,72 10+0,80

S6 10,43+0,51 10,64+0,72 P=0,407

Volume sistolico (pl)

S2 17,3+0,95 20,15+0,40

S4 18,05+0,49 19,131,016

S6 16,68+0,83 19,15+1 P=0,484

Frequéncia cardiaca (bpm)

52 265+10,9 2874253

S4 306,7+6,6 293+16,25

S6 266+11,15 26949 P=0,423

Débito cardiaco (ml)

S2 4,6+0,29 5,8+0,50

S4 5,5+0,19* 5,6+0,46

S6 4,4+0,26t 5,240,40 P=0,265

Os dados sdo apresentados como médiatSEM. Abreviagdes: Controle (Ct), Doxorrubicina (Doxo),

Tumor (Tm). FEVE= fracdo do ventriculo esquerdo; VDFVE= volume diastdlico final do ventriculo

esquerdo; VSFVE= volume sistdlico final do ventriculo esquerdo. Valor de P se refere ao efeito principal

no teste de ANOVA mista. *p<0.05 vs. S1 do mesmo grupo, T p<0.05 vs S4 do mesmo grupo, Teste de

comparagdo multipla de Sidak.
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Como pode ser observado na Tabela 5 e Figura 20, houve queda progressiva
da FEVE no grupo Tm+Doxo SED e queda de menor intensidade no Tm+Doxo TFA.
No grupo Tm+Doxo SED foi observada uma redugéo significativa da FEVE quando
comparado a S2 vs S4 (P=0,036) e S2 vs S6 (p=0,05). No grupo Tm+ Doxo TFA, n&o
houve diferenca significativa em nenhuma semana quando comparadas a S2.
Entretanto, ndo foram observadas diferencgas significativas da FEVE entre os grupos
em nenhuma janela temporal. Nao foram observadas diferengas significativas entres

0S grupos nas demais variaveis das imagens sincronizadas com o ECG.

Figura 20 - Avaliacdo da FEVE durante o TFA
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Representagao grafica da FEVE dos animais durante as S2, S4 e S6 do experimento. Abreviagdes: Tm
+ Doxo SED= Tumor+ Doxorrubicina Sedentario; Tm + Doxo TFA = Tumor+ Doxorrubicina Treinamento
fisico aerdbico; FEVE = fracao de ejecéo do ventriculo esquerdo; TFA = treinamento fisico aerdbico; S=

semana. Os dados sao expressos como média + S.E.M. * = p<0,05.

6.1.3 Analise do metabolismo miocardico do ventriculo esquerdo

A partir das imagens '8F-FDG estaticas, foi avaliado o metabolismo miocérdico
do ventriculo esquerdo (Figura 21). Desde a S2, os animais do grupo Tm+Doxo SED
apresentaram maior SUV em relagao ao Tm+Doxo TFA; porém, sem atingir diferenca
estatisticamente significativa. Em relagédo a semana 2, foi observado aumento da
captagdo miocardica de '8F-FDG na S2 vs S4 (p= 0,004) e na S2 vs S6 (p=0,002) do



73

grupo de animais sedentarios enquanto o grupo Tm+Doxo TFA nao apresentou

aumento do metabolismo da glicose ao longo do experimento.

Figura 21 - Captagdo do SUV no ventriculo Esquerdo durante o TFA
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Representagéo grafica da captagdo de SUV no VE. Abreviagbes: Tm + Doxo SED= Tumor+
Doxorrubicina Sedentario; Tm + Doxo TFA = Tumor+ Doxorrubicina Treinamento fisico aerébico; s =

semana; SUV= valor padronizado de captagdo. Os dados sdo expressos como média £ S.E.M. * =

p<0,05 vs S2 do mesmo grupo.

6.2.4 Glicemia sanguinea

Na avaliagdo ao longo do tempo, foi observado que o grupo Tm+Doxo TFA
apresentou menores valores de glicemia na S4 (p= 0,013) e S6 (p= 0,041) quando
comparado a S2 (figura 22). Na comparagao entre grupos, foi observada diferenca
significativa na glicemia pré administragio do '®F-FDG somente na S4 (p=0,019).



74

Figura 22 - Glicemia Sanguinea durante o TFA
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Representagao grafica da glicemia pré realizagdo da imagem PET dos animais. Abreviagées: Tm +
Doxo SED= Tumor+ Doxorrubicina Sedentario; Tm + Doxo TFA = Tumor+ Doxorrubicina Treinamento
fisico aerdbico; s = semana; PET = Tomografia por emissdo de poésitrons. Os dados sdo expressos
como média £ S.E.M. * = p<0,05.

6.2.5 Avaliagcao do crescimento e metabolismo da glicose tumoral

Para avaliar o crescimento e desenvolvimento do tumor, o mesmo foi
mensurado na S2, S4 e S6 apds a inoculacdo pelas imagens de '®F-FDG. Na S2 a
média do volume do tumor do grupo Tm+Doxo SED, foi de 43,79 9,668 mm?> na S4
foi 298,4 +76,43 mm?3 e na S6 615,3 +76,43 mm?3. No grupo Tm+Doxo TFA as S2 a
média foi de 26,50+10,30 mm3, na S4 124,7+9,590 mm?3 e na S6 398,4 + 74,58 mm?.
No grupo Tm+ Doxo SED Houve diferenca significativa S2 vs S4 (P=0,0003) e S2 vs
S6 (P=0,0003). No grupo Tm+ Doxo TFA foi observada diferenca significativa entre
S2 vs S4 (P=0,002) e S2 vs S6 (P=0,007).

Na comparacao entre os grupos, foi observada diferenca significativa na S4 (p=
0,004) onde o grupo Tm+Doxo TFA apresentou menor tamanho de tumor. Entretanto,
tal diferenca foi perdida na S6.

A captacéo de "8F-FDG no tumor foi mensurada na S2, S4 e S6 através das
imagens PET. No grupo Tm+Doxo SED a captacéo de '®F-FDG na S2 foi de 0,388 +
0,087 g/cm3, reduziu para 0,363 + 0,12 g/cm® na S4 e reduziu para 0,348 + 0,096
g/cm3 na S6. No grupo Tm +Doxo TFA, a captacao foi de 0,39 + 0,048 g/cm? na S2,
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0,38 *+ 0,043 g/cm® na S4 e 0,36 + 0,054 g/cm® na S6.N&o houve diferenca

significativa nos fatores Tempo, Grupo e GrupoxTempo. (figura 23 B).

Figura 23 - Avaliagdo do Crescimento e atividade Tumoral durante o TFA
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(A) Representacao grafica do crescimento tumoral ao longo das S2, S4 e S6 apds inoculagéo das

células. (B) Representagao grafica do SUV ao longo das S2, S4 e S6 apds inoculagao das células. (C)
representagao ilustrativa do crescimento tumoral ao longo das S2, S4 e S6 apos inoculagéo das células.
Abreviagdes: Tm + Doxo SED= Tumor+ Doxorrubicina Sedentario; Tm + Doxo TFA = Tumor+
Doxorrubicina Treinamento fisico aerébico; s = semana; SUV= valor padronizado de captagao.Os

dados sao expressos como média £ S.E.M. * = p<0,05.
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6.2.6 Avaliagcao da producao de ROS e da inflamagao miocardica

Em relagdo a inflamagdo miocardica, foi observado que o grupo de animais
submetidos ao treinamento fisico apresentou menor intensidade de intensidade de
inflamagao quando comparado ao grupo de animais sedentarios (p< 0,001) (figura 24
Ae B).

Na analise histolégica, o grupo de animais submetidos ao TFA apresentou
menor producdo de ROS quando comparado ao grupo de animais sedentarios (p=
0,003) (figura 24 C e D).

Figura 24 - Avaliagao da Inflamacao e produgao de ROS durante o TFA
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(A) Figura representativa da quantidade de macréfagos nos cardiomiécitos dos grupos Tm+ Doxo SED
e Tm+ Doxo TFA. (B) Representacao grafica de macrofagos nos cardiomidcitos, refletindo a quantidade
de inflamagéo presente no coragéo. (C) Figura representativa da imunofluorescéncia para ROS nos
cardiomiécitos dos grupos Tm+ Doxo SED e Tm+ Doxo TFA. (D) Representacéo gréafica da intensidade
de fluorescéncia emitida pela sonda DHE, que reflete a quantidade de ROS presente no coragao.
Abreviagdes: Tm + Doxo SED= Tumor+ Doxorrubicina Sedentario; Tm + Doxo TFA = Tumor+

Doxorrubicina Treinamento fisico aerébico. Os dados sido expressos como média + S.E.M. *p<0.05.
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6.2.7 Capacidade cardiorrespiratéria e forga muscular

No teste de capacidade cardiorrespiratéria (TCP), observou-se que o grupo
Tm+Doxo SED apresentou uma redug¢do do VOZ2pico apds o periodo de seguimento
em comparagado com o grupo Tm+Doxo TFA (p = 0,017). Além disso, o grupo de
animais submetidos ao TFA aumentou o tempo de exercicio (289,1 + 201,67 s),
enquanto o grupo sedentario apresentou uma redugéao (-182,67 £ 395,49 s, p = 0,009).
Como resultado, o grupo Tm+Doxo TFA aumentou a velocidade atingida no TCP em
comparagao com o grupo Tm+Doxo SED (9,1 £ 5,7 vs -2,2 + 4,4 m/min, p = 0,001).

Foi observado que o TFA também foi capaz de impedir a reducédo da forca
muscular esquelética demonstrada no grupo sedentario apos o periodo de seguimento
(Figura 25). O grupo Tm+Doxo SED apresentou reduc¢ao da for¢a muscular ao longo
das cinco semanas, com diferenca estatisticamente significativa (p = 0,0259) em

comparag&o aos grupos.

Figura 25 - Capacidade cardiorrespiratéria e forca muscular durante o TFA
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Representacao grafica da variagcdo do VOzpico, tempo de exercicio, velocidade pico, e forgca muscular
dos grupos Tm+Doxo SED e Tm+Doxo TFA. Abreviagdes: Tm + Doxo SED= Tumor+ Doxorrubicina
Sedentario; Tm + Doxo TFA = Tumor+ Doxorrubicina Treinamento fisico aerébico; VO2pico = maior taxa

de consumo de oxigénio durante o exercicio. Os dados s&o expressos como meédia = S.E.M. *p<0.05.
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7. DISCUSSAO

7.1 Principais achados

Através da utilizagdo de métodos de imagens realizada de maneira seriada e
seguida da analise histoloégica correlacionando com as imagens in Vivo,
demonstramos achados importantes e relevantes sobre a cardiotoxicidade
desenvolvida em um modelo murino de cancer de mama.

Observamos que a reducdo da FEVE e o aumento da captagéo de'®F-FDG no
miocardio neste modelo s&o compativeis com o desenvolvimento da cardiotoxicidade
e as caracteristicas sdo semelhantes as encontradas em humanos.

Identificamos através da analise histologica um aumento da produgédo de ROS
e inflamacéao nos grupos que foram submetidos ao tratamento com Doxo. Observamos
ainda que a producao de ROS parece ser um potente mecanismo para redugao da
FEVE.

Observamos também que os animais submetidos ao TFA, apresentaram
menores niveis circulantes de glicemia, menor captagdo miocardica de FDG, com
menor intensidade da queda da FEVE. Essas alteragdes podem ser suportadas por
uma redugao na producao de ROS e na inflamagao miocardica quando comparados
ao grupo néo treinado.

Documentamos que o TFA demonstrou ser uma estratégia potente para atenuar
a cardiotoxicidade por Doxo, aumentar a capacidade de exercicio, impedir a redugao

da forgca muscular esquelética.

7.2 Caracterizacao do modelo

O presente estudo mostrou que o modelo utilizado para o desenvolvimento da
cardiotoxicidade consiste em resultados semelhantes aos encontrados em outros
estudos. Alguns modelos de cardiotoxicidade ja foram desenvolvidos, mas poucos
associaram o uso da Doxo com as células tumorais e os principais mecanismos
envolvidos neste modelo de cardiotoxicidade (JIANG; DU; MENG; ZHANG et al.,
2018). Com o objetivo de estudar um modelo semelhante a cardiotoxicidade

observada em humanos, utilizamos um modelo crénico de cardiotoxicidade, com
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tratamento semanal, com uma dose de 5mg/kg, semelhante a que é utilizada no
tratamento oncolégico humano (10 - 80mg/m?) (GABIZON; SHMEEDA,;
BARENHOLZ, 2003) e células tumorais classificadas como luminal B ER+, PR+/-,
HER+), subtipo mais frequente de cancer de mama em humanos (REGEV; KIZNER,;
RONCATO; DADIANI et al., 2022). Dessa forma, padronizamos um modelo de
cardiotoxicidade mais realistico e semelhante a situagao observada em humanos.

A cardiotoxicidade foi confirmada através da redugdo da FEVE nos grupos
Tm+Doxo e Doxo, associada ao aumento da captacao de FDG, estresse oxidativo e
inflamacado. Houve percentualmente uma maior queda da FEVE, embora sem
significancia estatistica, no grupo Doxo. Provavelmente essa maior queda da FEVE
neste grupo poderia ser explicada pela maior produ¢cdo de ROS e inflamagéo no
miocardio desses animais. Uma hipotese é que com a auséncia do tumor, ha um maior
acumulo de Doxo nos midcitos, que ocorre em menor intensidade em animais com
tumor, pois uma porcentagem da droga € destinada as células tumorais.

Interessantemente, no grupo Tm foi observada uma redugdo da FEVE
associada ao aumento da captagdo de FDG. Esses resultados se assemelham aos
observados no estudo de Thackeray et al. (2017) que observou atrofia cardiaca
associada a aumento da captagdo miocardica de '8F-FDG proporcional ao
crescimento tumoral em um modelo com células de carcinoma de colon (C26)
comparado a animais controles. Os autores observaram que essa mudanca
metabdlica estava associada a redugado dos niveis de triglicerideos cardiacos e
aumento da expressao de GLUT1 e GLUT4, embora os niveis de insulina plasmatica
estivssem reduzidos. Em contraste, neste mesmo estudo, um modelo de células de
melanoma também induziu atrofia cardiaca, mas com reducédo progressiva da
captacdo de FDG. Os autores observaram que neste modelo, além da reducio de
insulina e dos triglicerideos cardiacos, os animais possuiam reducao da expressao de
GLUT4 (THACKERAY; PIETZSCH; STAPEL; RICKE-HOCH et al., 2017). Dessa
forma, esses resultados, em conjunto com os resultados do presente estudo, indicam
que diferentes tipos de células cancerigenas podem induzir diferentes respostas
metabdlicas nos cardiomiocitos e que esta deve ser levada em consideracdo na
interpretagéo dos resultados das imagens '8 F-FDG.

O "8 F-FDG PET ¢é uma ferramenta de imagem utilizada rotineiramente para o

monitoramento de pacientes em tratamento oncoldgico. Além de fornecer informacgoes
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importantes sobre o estadiamento do cancer pode ser utilizado para o diagndstico
precoce de cardiotoxicidade induzida por Doxo. (PAYDARY; SERAJ; ZADEH,;
EMAMZADEHFARD et al., 2019). A analise do metabolismo miocardico do ventriculo
esquerdo apresentou um maior SUV nos grupos tratados com Doxo. Um estudo
realizado por Bauckneht e colaboradores (2017) mostrou um comportamento
semelhante em seu estudo translacional. No estudo in vivo foi observado que a Doxo
induz aumento de captacéo de glicose cardiaca sem alterar o peso dos animais e 0s
niveis glicémicos. Observaram ainda um aumento do SUV de forma dose dependente,
ou seja, foi observado um aumento progressivo ao longo do tratamento.

No estudo clinico retrospectivo realizado com um banco de dados, foi
observado um comportamento parcialmente semelhante ao encontrado no
experimento animal. Existe uma tendéncia de aumento da captacéo '® F-FDG, mas o
efeito da Doxo foi heterogénico entre os grupos (BAUCKNEHT, FERRARAZZO; FIZ;
MORBELLI et al., 2017). Dessa forma, os autores relataram que este achado pode
ser a reposta metabdlica observada e possa ser um marcador precoce de toxicidade
cardiaca, sendo capaz de diagnosticar precocemente disfungdo cardiaca. De fato,
nossos dados corroboram essa hipétese uma vez que a intensidade do SUV se
correlacionou negativamente com FEVE. Além disso, observamos ainda que o SUV
na S2 se correlacionou negativamente com a FEVE na S6. Um estudo realizado
através da analise de prontuarios de pacientes portadores de linfoma de Hodgkin
demostrou que o uso da Doxo aumentou a captacdo cardiaca de '8F-FDG e que foi
associada a queda da FEVE (SAROCCHI; BAUCKNEHT; ARBOSCELLO; CAPITANIO
etal., 2018).

Observamos neste modelo uma baixa mortalidade, o grupo Tm+Doxo teve uma
porcentagem de mortalidade levemente maior do que o grupo Doxo, possivelmente
por ser um modelo com células tumorais associado ao tratamento com Doxo.
Acreditamos que essa diferenca do percentual de mortalidade do grupo Tm+Doxo foi
maior por ser um modelo que recebeu células tumorais. As células tumorais E0771
utilizadas no estudo sao proliferativas e com caracteristica de disseminacao
metastatica, preferencialmente nos pulmoes, peritbnio, ossos, cérebro, diafragma e
intestinos (LE NAOUR; ROSSARY; VASSON, 2020). Além disso, a baixa mortalidade,
pode ser associada a via de administracdo da Doxo. Neste estudo foi utilizado a via

intravenosa. A administracdo da Doxo nesta via é considerada de dificil execucao,
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aumenta o risco de flebite e necrose caudal enquanto que a via intraperitoneal, que é
considerada de facil administragao, pode causar lesdo peritoneal e aumentar o risco
de morte, peritonite e ascite. Vale ressaltar que essa via pode influénciar nos
resultados dos experimentos em caso de lesdo peritoneal que pode ocorrer
comprometimento na absorgao do medicamento (MENG; FAN; WANG; WANG et al.,
2022).

Durante o estudo observamos que a maioria dos animais que receberam
tratamento com Doxo apresentaram uma hiperpigmentagao na cauda, patas dianteira
e traseira. Na literatura € bem documentado os efeitos colaterais comuns ao
tratamento como vémitos, alopecia, erupgdes cutaneas (ALAM KHAN; JAWAID
AKHTAR, 2022). Um efeito pouco abordado é a hiperpigmentagdo. Nao observamos
estudos que tenham relatado tais caracteristicas em modelo animal. Entretanto,
poucos estudos documentaram essas caracteristicas em humanos. Um estudo
realizado com 42 pacientes submetidos ao tratamento com Doxo, com uma dose
acumulativa de 500 mg/Kg, observou que alguns pacientes apresentaram
hiperpigmentacdo nas unhas e leitos da unha dos dedos das méaos e pés. Essas
manifestagcbes foram observadas entre seis e oito semanas apods do inicio do
tratamento (ALAGARATNAM; CHOI; ONG, 1982).

Em nosso estudo, todos os animais ganharam peso ao longo do experimento,
mesmo os grupos que foram tratados com Doxo. O ganho de peso foi menor nos
grupos que receberam tratamento com Doxo. Apenas o grupo Tm teve um ganho de
peso maior nas ultimas semanas do experimento. O aumento do tumor nas ultimas
semanas fez com que o animal apresentasse um peso maior. Infelizmente nao foi
possivel saber o peso real do animal sem o tumor. Um estudo realizado por Oudote
colaboradores (2021), utilizou um modelo experimental com ratos, tratados com a
mesma dose de Doxo deste estudo, administrada intravenosamente, com uma dose
acumulativa de 15mg/Kg. Os autores observaram uma redugao significativa no peso
dos animais (p< 0,01) na semana 2 de tratamento e (p<0,001) na semana 4 e 6
(OUDOT; COURTEAU; GUILLEMIN; VRIGNEAUD et al., 2021). Um outro estudo
realizado por Haesen e colaboradores (2024), estudou um modelo de cardiotoxicidade
em ratos tratados com uma dose de 2mg/Kg por 8 semanas, uma dose acumulativa
de 16mg/Kg. Os autores observaram, em concordancia com o estudo anterior, uma

reducao significativa do peso desde o inicio do tratamento (HAESEN; JAGER,;
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BRILLOUET; DE LAAT et al., 2024). Uma hipétese para o aumento do peso dos
animais no nosso estudo pode estar na diferenca entre ratos e camundongos, boas
condi¢cdes sanitarias e um bom enriquecimento ambiental. Mantendo os animais em
boas condi¢des evita o estresse dos animais e possivelmente a perda de peso.

O estresse oxidativo e a inflamagéo séo os principais responsaveis por danos
cardiacos causados por Doxo (FABIANI; AIMO; GRIGORATOS; CASTIGLIONE et al.,
2021; SONGBO; LANG; XINYONG; BIN et al., 2019). O estresse oxidativo é
considerado por diversos pesquisadores como o principal mecanismo da
cardiotoxicidade induzida por Doxo. Geralmente, € observado um desequilibrio entre
ROS e antioxidantes que leva ao estresse oxidativo e deplecao energética (SONGBO;
LANG; XINYONG; BIN et al., 2019). Em um estudo realizado por Yang e
colaboradores (2020) observaram também que a Doxo aumenta a produgdo de ROS
(YANG; HSIEH; HUNG; CHENG et al., 2020). Nossos dados corroboram os estudos
anteriores. Em nosso estudo observamos um aumento da produgédo de ROS, o qual
foi correlacionado negativamente com a FEVE.

Neste estudo foi observado o aumento significativo de macréfagos M1
(CD68+), fase inicial de inflamagdao no tecido do ventriculo esquerdo que foi
correlacionado ao estresse oxidativo. Zhang, Xu e colaboradores (2020) também
observaram infiltrado de macréfagos no tecido cardiaco de animais tratados com uma
dose total de 15 mg/Kg (ZHANG; XU; SUN; YANG et al., 2020). Entretanto, n&o

observamos correlagao significativa da inflamag¢ao com a FEVE.

7.2 Efeito cardioprotetor do TFA

O treinamento fisico promove diversos beneficios para o sistema
cardiovascular, como a reducdo da mortalidade (DOLINSKY; ROGAN; SUNG,;
ZORDOKY et al., 2013). Atualmente, o treinamento aerdbico tem sido alvo de estudo
e recomendado como um potente cardioprotetor ndo farmacolégico contra lesdes
miocardicas induzida por Doxo (KOUZI; UDDIN, 2016; MARQUES-ALEIXO;
SANTOS-ALVES; MARIANI; RIZO-ROCA et al., 2015).

O consumo maximo de oxigénio durante o exercicio (V02 max) € uma medida
importante para avaliar a capacidade funcional e a redugao do V02 max esta diretamente
relacionado com IC e aumento da mortalidade (HOWDEN; BIGARAN; BEAUDRY;

FRASER et al., 2019). Em nosso estudo, utilizamos um protocolo de treinamento de
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intensidade baixa a moderada de 40-50% do VOzpico Obtido através da do TCP para a
prescricao adequada para o TFA. Demonstramos que TFA nao foi capaz de impedir a
queda da FEVE, porém em comparagao ao grupo sedentario, a reducdo FEVE foi
menor, mas n&o atingiu nivel de significancia. Em consonancia com 0S nossos
resultados, Gomes e colaboradores (2021) obtiveram um resultado semelhante. Neste
estudo, foi realizado o TFA com a mesma intensidade (40 — 50% da capacidade
maxima), por 40 min por sessao, 4 dias por semana durante 5 semanas, realizado
com camundongos C57bl/6J machos, dose acumulada de Doxo de 25mg/Kg.
(GOMES-SANTOS; JORDAO; PASSOS; BRUM et al., 2021). Eles observaram que o
TFA nao preservou a FEVE e nem reduziu a fibrose. No entanto, o TFA preservou a
tensdo circunferencial miocardica, aliviou a atrofia cardiaca e restaurou a area
transversal dos cardiomiocitos, além de diminuiu a intolerancia ao exercicio induzida
pela Doxo. Acreditamos que o TFA nao protegeu a queda da FEVE devido a
intensidade do TFA e o momento que foi iniciado o treinamento.

Avaliamos o metabolismo cardiaco dos animais treinados e sedentarios
utilizamos o "8F -FDG. Observamos em nosso estudo que os animais submetidos ao
TFA nao apresentaram aumento significativo da captagao de '®F-FDG no miocardio.
Uma hipotese para esse resultado é o efeito cardioprotetor de TFA no miocardio. Essa
hipétese é suportada pela redugao da producéo de ROS e inflamacgao.

O exercicio aerdbico aumenta a expressao de enzimas antioxidante no musculo
cardiaco e esquelético e regula positivamente os sistemas antioxidantes. A regulagao
das enzimas antioxidantes permite a redugdo de ROS e preserva a fungao
mitocondrial no musculo cardiaco tratado com Doxo (GAYTAN; LAWAN; CHANG;
NURUNNABI et al., 2023). Observamos em nosso estudo que os animais submetidos
ao TFA reduziram os niveis de ROS significativamente. Esses dados corroboram os
resultados de Marques e colaboradores (2015) que em seu estudo com modelo
murino cardiotoxicidade mostrou que o treinamento pré e pds tratamento reduziu os
niveis de ROS (MARQUES-ALEIXO; SANTOS-ALVES; MARIANI; RIZO-ROCA et al.,
2015). Além disso, um estudo realizado por Smurd e colaboradores (2011) com ratos
tratados com Doxo e submetidos ao treinamento aerébico com intensidade de 70%
da capacidade maxima observou que a producdo de ROS foi reduzida no musculo
esquelético (SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011). Vale ressaltar que

observamos em nosso estudo que o TFA contribuiu para a reducédo da inflamacgao
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corroborando com os achados de Yang e colaboradores (2020). Esses autores
encontraram resultados semelhantes em seu estudo com exercicio aerébico precoce
de intensidade moderada reduzindo a resposta inflamatoria e consequentemente
fibrose miocardica(YANG; HSIEH; HUNG; CHENG et al., 2020) .

O presente estudo avaliou ainda os aspectos clinicos dos animais tratados com
Doxo e submetidos ao TFA. Os animais dos grupos Tm+Doxo SED e Tm+Doxo TFA
apresentaram hiperpigmentagdo nas unhas, plantas dos pés e na cauda. Nao foi
observado diferenca entre os grupos, com isso TFA ndo minimizou a
hiperpigmentagdo provocada pela Doxo. A hiperpigmentagdo, conhecida como
toxicidade ungueal é um efeito adverso cutdneos provocados pelo tratamento
oncologico (SARASWAT; SOOD; VERMA; KUMAR et al., 2020). Nao foi encontrado
estudos que relataram os efeitos do TFA e a hiperpigmentagdo. Uma hipétese para o
TFA nao ter influenciado na presenga da hiperpigmentacdo nos animais € o0 pouco
tempo de treinamento. O TFA foi realizado por 5 semanas, talvez se tivesse realizado
por mais tempo e uma intensidade maior, poderia ter observado benéficos sobre a
hiperpigmentacéo.

Observamos neste estudo que o peso dos animais aumentou ao longo dos
experimentos, nos grupos Tm+Doxo SED e Tm+Doxo TFA. Corroborando com os
nossos resultados, Ghignatti e colaboradores (2022) observaram em seu estudo um
comportamento semelhante ao nosso. Utilizaram uma dose acumulativa de 16mg/Kg
e os animais foram submetidos ao treinamento fisico e apresentaram ganho de peso
médio maior do que os sedentarios (GHIGNATTI; RUSSO; BECKER; GUECHEVA et
al., 2022). Além disso, foi observamos uma taxa de mortalidade maior no grupo
Tm+Doxo TFA comparado ao grupo Tm+ Doxo SED, mas que nao atingiu significancia
estatistica. Uma justificativa para a taxa maior de mortalidade no grupo treinado foi
que uma morte ocorreu durante o primeiro tratamento e as outras trés mortes
ocorreram apoOs a realizacdo das imagens, possivelmente devido ao efeito do
anestésico.

Um achado interessante neste estudo foi o efeito do TFA sobre o crescimento
do tumor. Observamos na S4 uma redugéo no crescimento do tumor, porém na S6
houve um aumento no crescimento tumoral. Recentemente Gomes e colaboradores
(2021) estudaram o efeito do treinamento aerdbico na vasculatura tumoral em com

cancer de mama, utilizando trés linhagens diferentes de células tumorais, sendo uma
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delas a linhagem E0771, a mesma utilizada neste estudo. Foi realizado o treinamento
aerobico diariamente com intensidade moderada a vigorosa em esteira de corrida por
um tempo de 30 a 45 min. Os autores demostraram que em sete dias de treinamento,
foi observado um retardo no crescimento tumoral (GOMES-SANTOS; AMOOZGAR,;
KUMAR; HO et al., 2021).

8. LIMITACOES DO ESTUDO

O presente estudo apresenta algumas limitagdes que merecem consideragao
para uma interpretacdo adequada dos resultados e para orientar futuras pesquisas.

A escolha de utilizar camundongos C57BL/6J fémeas pode introduzir um viés,
uma vez que estudos prévios sugerem um efeito cardioprotetor nessa linhagem. Essa
caracteristica pode mascarar ou modificar certos resultados, tornando necessario
investigar os efeitos do tratamento em camundongos C57BL/6J machos para uma
compreensao mais abrangente.

Embora tenhamos utilizado uma linhagem especifica de células tumorais, os
resultados podem n&o ser generalizaveis para outras linhagens ou tipos de cancer.
Portanto, sdo necessarios estudos adicionais que investiguem o efeito do tratamento
com Doxo em diferentes linhagens celulares para uma compreensdo mais completa
do seu impacto no coragao.

Existe incerteza sobre o momento ideal para iniciar o treinamento fisico
aerobico (TFA) em relagcao ao tratamento com Doxo. Apesar de termos iniciado o TFA
junto com o tratamento com Doxo, € importante explorar como diferentes momentos
de inicio do exercicio podem influenciar os resultados, considerando as peculiaridades
biolégicas e os potenciais efeitos sinérgicos ou adversos.

Além das mencionadas, outras limitagdes incluem a falta de analise de
parametros cardiovasculares adicionais, potenciais efeitos adversos do TFA nao
investigados, como lesdes musculares ou fadiga, e a possivel interferéncia de fatores
externos, como dieta ou ambiente. Para mitigar essas limitagbes, foram adotadas
medidas rigorosas de controle experimental e analises complementares serdo

consideradas em estudos futuros
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9. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo fornecem insights valiosos sobre os efeitos da
doxorrubicina (Doxo) na cardiotoxicidade e a eficacia do treinamento fisico aerdbico
(TFA) como uma intervencgao preventiva ou mitigadora. Através de uma abordagem
abrangente, demonstramos que o protocolo de indugédo da cardiotoxicidade foi eficaz
na reducao da fragdo de ejecdo ventricular esquerda (FEVE), aumento da captagéo
de 18F-FDG e producédo de ROS e inflamacgéao. Além disso, identificamos o aumento
do SUV como um marcador precoce de cardiotoxicidade, destacando sua relevancia
clinica potencial.

Nossos resultados também revelam o TFA como uma estratégia promissora na
protecao do coragdo contra os efeitos adversos da Doxo. Ao minimizar a redugao da
FEVE, melhorar o metabolismo miocardico e controlar a producédo de ROS e
inflamacgédo, o TFA emergiu como uma intervencdo clinicamente significativa. No
entanto, é importante reconhecer as limitacdes deste estudo, incluindo a utilizacdo de
uma unica linhagem de células tumorais e a falta de investigagdo sobre 0 momento
ideal para iniciar o TFA em relagédo ao tratamento com Doxo.

Portanto, este estudo destaca a necessidade continua de pesquisas adicionais
para aprimorar nossa compreensdo dos mecanismos subjacentes a cardiotoxicidade
da Doxo e avaliar a eficacia de intervencdées como o TFA em diferentes cenarios
clinicos. Essa abordagem holistica pode levar a avangos significativos no manejo da
cardiotoxicidade em pacientes em tratamento oncolégico, melhorando sua qualidade

de vida e prognostico.
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Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

10

Peso/ldade 25g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

10

Peso/ldade 25g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isegénico / C57BL/6J

N° de animais

10

Peso/ldade 25g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

10

Peso/ldade 25g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

5

Peso/ldade 25g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isegénico / C57BL/6J

N° de animais

5

Peso/ldade 25g / 2(meses)
Sexo feminino
Origem Biotério Central da UFMG

Dados dos animais agrupados (uso do biotério)

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / C57BL/6J

N° de animais

122
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Ildade 2(meses)
Sexo feminino
Origem |Biotério Central da UFMG
Consideracoes posteriores:
08/05/2023 Pedido de Adendo Aprovado com Recomendacao na

reuniao ordinaria on-line do dia 08/05/2023. Pedido de
adendo para inclusdao de 5 grupos experimentais,
totalizando 40 animais. Recomendacao: Para a
realizacao dos projetos de pesquisa, o pesquisador
deve seguir estritamente a metodologia aprovada pela
CEUA, incluindo o nimero de animais aprovados em
cada grupo experimental. A equipe deve passar por
treinamento  previamente a  execu¢ao  dos
procedimentos experimentais. Caso o grupo nao tenha
experiéncia e seja necessario padronizar o modelo
utilizado, deve haver previsao de grupos experimentais
para essa finalidade. Se houver qualquer ocorréncia
que possa comprometer a execugao ou a conclusao do
protocolo, deve-se comunicar estes fatos previamente a
CEUA para evitar a utilizacao desnecessaria de
animais.

25/04/2022 Aprovado na reunidao ordinaria on-line do dia
25/04/2022. Validade: 25/04/2022 a 24/04/2027.

Belo Horizonte, 08/05/2023.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
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APENDICES A — Minicurriculo

IDENTIFICAGAO

Nome: Mariana Duarte de Souza

Contato: maridsouza20@gmail.com

Lattes ID: http://lattes.cnpq.br/8180883138546982

FORMAGAO ACADEMICA/ TITULAGAO

2021-2024: Mestrado em andamento em Ciéncias da Reabilitagdo na Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

Titulo: Treinamento fisico aerdbico promove efeito cardioprotetor sobre a
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina em modelo murino de cancer de mama.
Orientador: Luciano Fonseca Lemos de Oliveira.

Coorientadora: Brigida Gomes de Almeida Schirmer.

Bolsista do(a): Coordenagdao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior,
CAPES, Brasil.

2022-2023: Especializagcdo em Fisioterapia Cardiovascular pela Pontificia
Universidade Catdlica do Parana (PUC-PR). Carga Horaria: 375 horas.

2022-2023: Especializacdo em Fisiologia clinica do exercicio pela Universidade

Federal de Sao Carlos (UFScar). Carga Horaria: 360 horas.

2015-2019: Bacharelado em Fisioterapia pelo Centro Universitario de Vigosa —
Univigosa.

Titulo: Analise da pele de camundongos submetidos a radiagdo Ultravioleta do tipo
(UVA E UVB). Orientadora: Michelle Barbosa Soares

FORMACAO COMPLEMENTAR
Cursos

2023 - Radioprotegao para o Preparo, Uso e Manuseio de Fontes Radioativas. Carga
horaria: 40 horas. Instituicdo: Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear,
CDTN.
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2023 - Radiagao na Saude — Aplicagao em Medicina Nuclear. Carga horaria: 30 horas.
Instituicdo: Universidade Estadual Paulista — Campus de Botucatu — Faculdade de

Medicina.

2023 - Preparacao e Resposta a Emergéncias Radioldégicas. Carga horaria: 8 horas.

Instituicdo: Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear, CDTN.

2023 - Capacitagdao em Escrita Cientifica. Carga horaria: 15 horas. Instituicdo Escola

de Educacao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional EEFFTO — UFMG.

2023 - Etica na Escrita Cientifica e Apresentacdo de Resultados. Carga horaria: 30

horas. Instituicdo: Universidade Federal de Sao Carlos. UFScar.

2022- Capacitagao do Uso e Manejo de Animais de Laboratério. Carga horaria: 60

horas. Instituicao: Instituto de Ciéncias Biologicas de USP, ICB/USP.

2022- Cuidados Paliativos e Tanatologia. Carga horaria:15 horas. Instituicdo Escola

de Educacao Fisica, Fisioterapia e Terapia Ocupacional EEFFTO — UFMG.

2022- Introdugao a Protecédo Radiolégica. Carga Horaria: 3 horas. Instituicdo: Centro

de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear, CDTN.

PROJETOS DE PESQUISA

2021 - Atual: Uso de radiofarmacos PET para o estudo dos mecanismos associados
a cardiotoxicidade decorrente da quimioterapia e do consequente efeito cardioprotetor
do exercicio aerdbico em modelo murino de cancer de mama.

Orientador: Luciano Fonseca Lemos de Oliveira.

Coorientadora: Brigida Gomes de Almeida Schirmer.

PROJETOS DE EXTENSAO

2021- Atual: Reabilitagcdo cardiopulmonar da crianga e do adolescente.
Coordenadores: Prof?. Dr?. Fernanda de Cordoba Lanza e Prof. Dr. Luciano Fonseca
Lemos de Oliveira. Carga horaria semanal: 8 horas. Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

EXPERIENCIA PROFISSIONAL
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2021: Fisioterapeuta na Unidade de terapia Intensiva e enfermaria do Hospital Sao
Joao Batista em vigcosa — MG.

2023- 2024: Fisioterapeuta na Unidade de Terapia Intensiva Pediatrico da Santa Casa
BH em Belo Horizonte — MG — Atual.

2023: Preceptora de estagio em cardiorrespiratério na instituicao Centro Universitario

Newton Paiva — Vaga Temporaria.

COORIENTAGAO DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

2023-2024 Discente: lanara Pereira Silva

Titulo: Efeito cardioprotetor do exercicio sobre a cardiotoxicidade em modelo murino
de cancer de mama

Orientador: Luciano Fonseca Lemos de Oliveira

Coorientadoras: Danielle A. Gomes Pereira e Mariana Duarte de Souza

BANCA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

1. Titulo: Diabetes: Fatores de Riscos Cardiovasculares associados
Nome do Candidato: Bruna de Jesus Tropoli

Instituicao: Centro Universitario de Vigosa — Univigosa

Data: 24 de maio de 2023

2. Titulo: Prevaléncia de fatores de Riscos Cardiovasculares em uma Instituicdo de
Ensino

Nome do Candidato: Vitoria de Queiroz Messias

Instituicao: Centro Universitario de Vigosa — Univigcosa

Data: 24 de maio de 2023

3. Titulo: Relagdo entre indice de massa corporal e indicadores de obesidade
abdominal em jovens obesos

Nome do Candidato: Gael Machado Ferreira

Instituicao: Centro Universitario de Vigosa — Univicosa

Data: 25 de maio de 2023

AULA MINISTRADA COMO CONVIDADA
1. Tema: Suporte Basico de Vida em adultos (pratica)

Convidada pela Prof?.Isabel Cristina Sousa
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Instituicao: Centro Universitario de Vigosa — Univigosa
Data: 25 de maio de 2023

COLABORAGAO EM PROJETOS DE PESQUISA

1. Titulo do projeto: Avaliagao da Eficacia do radiofarmaco PET/ [18F] DPA- 714 para
o estudo da neuroinflamagado em modelo murino.

Pesquisador responsavel: Brigida Gomes de Almeida Schirmer

2. Titulo do projeto: Investigacdo das alteragbes cardiacas em camundongos
infectados com o Betacoronavirus MHV-3, um virus like SARS — COV2.

Pesquisador responsavel: Natalia Muradas Valério Souza

PREMIAGOES

2022: 1° Place in the Best Scientific Initiation - Poster category. Is a non-invasive
method for ECG and HRV assessment capable to detect ventricular dysfunction and
sympathetic denervation? OLIVEIRA, R.D.B.; TANAKA, D.M.; DAMASCENO, T.R;;
FABRICIO, C.G.; RESENDE, A.A.; CARVALHO, E.E.V.; GONCALVES, D.AP;
MAGNANI, E.F.; SOUZA, M.D.; SIMOES, M.V.; OLIVEIRA, L.F.L. 77th Brazilian
Congress of Cardiology and 2022 World Congress of Cardiology.

PRODUGOES

Artigo completo publicado em peridodicos

Sousa BLSC, Dos Santos Rosa T, Silvino VO, Barros EML, de Luca Corréa H, do
Prado DML, Veras-Silva AS, de Souza MD, de Lima CEB, de Oliveira LFL, Dos Santos
MAP. Physical and autonomic functionality in women with breast cancer pre and post
chemotherapy: a case control study. BMC Sports Sci Med Rehabil. 2024 Jan 2;16(1):5.
doi: 10.1186/s13102-023-00797-y. PMID: 38167062; PMCID: PMC10763182.

Apresentagoes de trabalho e Resumos publicados em anais de congressos

1. DAMASCENO, T. R.; MAGNANI, E. F; OLIVEIRA, R. D. B.; PEREIRA, J. M,
TANAKA, D. M.; SOUZA, M. D.; CABEZA, J. M.; FABRICIO, C. G.; RESENDE, A. A;;
GONCALVES, D. A. P.; SIMOES, M. V.; OLIVEIRA, L. F. L. Association of myocardial
changes with functional capacity and effects of aerobic physical training in syrian
hamsters with chronic Chagas cardiomyopathy. 2022.
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2. OLIVEIRA, R. D. B.; TANAKA, D. M.; DAMASCENO, T. R.; FABRICIO, C. G,
RESENDE, A. A.; CARVALHO, E. E. V.; GONCALVES, D. A. P,; MAGNANI, E. F;
SOUZA, M. D.; SIMOES, M. V.; OLIVEIRA, L. F. L. Is a non-invasive method for ECG
and HRV assessment capable to detect ventricular dysfunction and sympathetic
denervation?. 2022

3. SOUZA, N.M.V.; ALVES, |.V.; ALVES, A.R.P.; MELO, T.L.; LACERDA, L.S.B;
SOUZA, M.D.; SCHIRMER, B.G.A.; OLIVEIRA, R.D.B.; MALAMUT, C.; OLIVEIRA,
L.F.L.; RESENDE, C.R.; COSTA, V.V.; TEIXEIRA, M.M.; LEMOS, V.S. Investigagao
das alteragdes cardiacas em camundongos infectados com o Betacoronavirus MHV-
3, um virus like SARS — COV2. PITCHOF SCIENCE 2023.

EVENTOS

1. 77th Brazilian Congress of Cardiology and 2022 World Congress of Cardiology.
2022. (Congresso).

2. | Simpdsio SMC-DERC-SBC- Ergometria Reabilitagdo Cardiovascular Medicina
Nuclear e Cardiologia do Esporte. 2022. (Simpdsio).

3. | Jornada Mineira de Atualizagao em Fisioterapia Cardiorrespiratéria e em Terapia
Intensiva. 2022. (Jornada)

4. XX Simpdsio Internacional de Fisioterapia Cardiorrespiratoria e Fisioterapia em
Terapia Intensiva (XX SIFR 2022). (Simpésio)

5. XXVI Simpdsio Brasileiro de Fisiologia Cardiovascular. 2022. (Simpdsio).



