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NUNES, Jonathan Henrique Carvalho. O treinamento resistido periodizado com a
quimioterapia atenua a atrofia, perda de for¢ca muscular e estresse oxidativo induzido
pela doxorrubicina em camundongos. 2022. 35 f. Dissertagdo (Mestrado em em Educagao
Fisica) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

Introducio: A doxorrubicina (DOX) ¢ um quimioterapico amplamente utilizado na area
oncoldgica devido a sua eficiéncia na reducdao de tumores, no entanto, ela apresenta diversos
efeitos colaterais, dentre eles, aumento do estresse oxidativo de forma exacerbada, além da
perda de massa e for¢a muscular. Nesse sentido o treino resistido (TR) parece ser uma
importante intervengdo para atenuagdo desses efeitos, porém, pouco se sabe sobre a melhor
forma de periodizar essa modalidade durante os ciclos de quimioterapia que possa gerar
melhores beneficios ao paciente oncologico. Objetivo: Determinar os efeitos do TR
periodizado em relagdo aos dias da quimioterapia na forca, massa muscular, marcadores
inflamatorios e de estresse oxidativo em camundongos tratados com DOX. Métodos:
Camundongos Swiss foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (n = 70) sendo 14
animais em cada grupo: controle (C), tratados com quimioterapia (Q), treinamento (T),
treinamento tratados com quimioterapia (TQ) e treinamento periodizado com a quimioterapia
(TPQ). A doxorrubicina (DOX) (i.p.) foi aplicada semanalmente em um total de 11 mg / kg
durante 3 semanas (semana 1: 4 mg; semana 2: 4mg; semana 3: 3mg). O treinamento resistido
consistiu de 4 a 8 escaladas, com intensidade progressiva, 3 vezes por semana durante 3
semanas. Ao final da terceira semana, os animais foram eutanasiados. Resultados: o
tratamento com DOX promoveu reducdo no peso corporal (-14,6%), atrofia dos musculos
esqueléticos extensor digital longo (-22,6%), séleo (-27,6%), diafragma (-30,4%), reducdo da
espessura da parede do ventriculo esquerdo (-42,5%) e perda de forca (-29,6%). Peroxidagao
lipidica local, caracterizada por concentragdo muscular elevada de MDA (+62%) e
concentracdo plasmatica elevada de IL-6 (13,9%) também foi demonstrada em animais
tratados com quimioterapia em comparacdo ao grupo controle (P<0,05). O treinamento
periodizado em relacdo a quimioterapia, mas ndo o nao periodizado, preveniu a atrofia do
musculo sdleo (57,2%), EDL (33,3%) e diafragma (21,6%), perda de for¢a muscular (77,3%)
e peroxidagao lipidica muscular (-53,2%), ambos com p<0,05. Conclusido: O treinamento
periodizado com a quimioterapia, mas nao o ndo periodizado, atenua a atrofia muscular
induzida pela doxorrubicina, perda de forca e dano oxidativo muscular. Nesse sentido, a
periodizacdo demonstra ser importante na prescricao de exercicios durante a quimioterapia.

Palavras-chave: forca muscular, massa muscular, periodizacdo, estresse oxidativo,
inflamacao.



NUNES, Jonathan Henrique Carvalho. Periodized resistance training with chemotherapy
attenuate atrophy, muscle strength and doxorubicin-induced oxidative stress in mice.
2022. 35 p. Dissertation. (Masters in Physical Education) - State University of Londrina,
Londrina, 2022.

ABSTRACT

Introduction: The chemotherapy doxorubicin is a widely used in oncology area due to your
efficiency in tumor reduction, but this drug generates several collateral effects, among them,
exacerbated increase in oxidative stress and muscle and strength loss. In the sense, resistance
training it seems is an important intervention to mitigate these effects, however, little is
known about the appropriate form of this periodization modality during chemotherapy cycles
that can generate better benefits for the patient. Purpose: To determine the effects of
chemotherapy-periodized resistance training on strength gain, muscle mass, inflammatory
parameters and oxidative stress in mice treated with doxorubicin (DOX). Methods: Swiss
mice were randomly allocated into one of following five groups (n =70) being 14 animals for
group: control (C), chemotherapy-treated (Ch), trained (T), chemotherapy-treated trained
(ChT) and chemotherapy-periodized trained (ChPT). Doxorubicin (DOX) (i.p.) was applied
weekly in a total of 11 mg/kg for 3 weeks (week 1: 4 mg; week 2: 4mg; week 3: 3mg). The
resistance training consisted of 4 to 8 climbs, with progressive intensity, 3 times a week for 3
weeks. At the end of the third week, the animals were euthanized. Results: DOX treatment
promoted decreased body weight (-14,6%), long digital extensor (-22,6%), soleus (-27,6%)
diaphragm (-30,4%) skeletal muscles atrophy, reduction in left ventricular wall thickness (-
42.5%) and strength loss (-29,6%). Local lipid peroxidation characterized by elevated muscle
concentration of MDA (+62%) and elevated IL-6 plasma concentration (13,9%) were also
demonstrated in chemotherapy-treated animals compared to control group (P<0,05).
Chemotherapy-periodized, but not non-periodized training prevented EDL (33,3%), soleus
(57,2%) and diaphragm (21,6%) muscle atrophy, strength loss (77,3%) and muscle lipid
peroxidation (-53,2) both results with p<0,05. Conclusion: Chemotherapy-periodized, but not
non-periodized training attenuates doxorubicin-induced muscle atrophy, strength loss and
muscle oxidative damage. In the sense, the periodization demonstrate is important in
prescription exercise during chemotherapy.

Key words: strength training, muscle mass, periodization, oxidative stress, inflammation.
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1 INTRODUCAO

As antraciclinas como a doxorrubicina (DOX) sdo amplamente utilizadas durante o
tratamento do cancer devido ao seu potente efeito antineoplésico, utilizada contra tumores solidos,
linfomas e leucemias (SLINGERLAND; GUCHELAAR; GELDERBLOM, 2012). Devido a esses
efeitos, a DOX ¢ listada como um medicamento essencial para a redu¢do de tumores de acordo
com a Organiza¢do Mundial da Satide (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). No entanto,
embora o sucesso na reducao do tumor seja consolidado, a DOX ¢ altamente toxica para as células
saudaveis, conforme demonstrado em varios estudos em que a DOX apresenta potencial efeito
catabolico (POWERS et al., 2019), cardiotoxicidade (MCGOWAN et al., 2017), estresse oxidativo
(HAHN; LENIHAN; KY, 2014), inflamagao (WANG et al., 2016), disfungdo muscular (HYDOCK
et al., 2011) e reducdo de proteinas protetoras de cardiomidcitos, como HSP72 (POWERS et al.,
2020). O tratamento com DOX também demonstra promover perda de for¢a e massa muscular em
estudos pré-clinicos ¢ humanos (BREDAHL et al.,, 2020; HIENSCH et al., 2020; DE LIMA
JUNIOR et al., 2016, 2020). Isso ¢ relevante, uma vez que a perda progressiva da massa muscular e
forca muscular esta associada a declinios na fun¢do fisica e maiores taxas de mortalidade na
populacdo em geral (CHANG; LIN, 2016).

Com a falta de tratamentos farmacologicos eficazes, o treinamento fisico € considerado a
intervengdo mais apropriada para o tratamento da sarcopenia na populagdo em geral (THEOU et
al., 2011; LANDI et al.,, 2014). Em relagdo aos pacientes com cancer, guias recentes tém
demonstrado beneficios do exercicio fisico na redu¢do da fadiga e da dor, melhora da qualidade do
sono e saude Ossea em pacientes que realizam treinamento fisico durante o tratamento
(AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2018; HAYES et al., 2019; SCHMITZ et al.,
2019; SCHUMANN, FREITAG, BLOCH, 2020).

Embora o exercicio resistido seja eficaz em atenuar a perda de for¢a e massa muscular
causadas pelo cancer (HAYWARD et al., 2012; PADILHA et al., 2019; PATEL et al., 2019;
POWERS et al., 2019, 2020), pouco se sabe sobre o treinamento fisico periodizado em relagdo aos
dias de infusdo da quimioterapia. A literatura tem chamado o dia da infusdo da quimioterapia e dias
proximos, como "dias ruins", onde os efeitos colaterais sdo potencializados, atenuando-se com o
passar dos dias (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE, 2018; KIRKHAM et al.,
2020). Kirkham e colaboradores em (2018) criaram o termo quimioterapia-periodizada,
organizando o treinamento fisico adaptando-se aos momentos do ciclo quimioterdpico, sendo
menores intensidades proximas ao dia da quimioterapia (dias ruins) e maiores intensidades do

treinamento fisico quando os efeitos colaterais foram diminuindo e os pacientes sentiam-se bem
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(dias bons), tendo como desfecho, melhora na adesdo dos pacientes (KIRKHAM et al., 2018).
Recentemente Kirkham et al em (2020) demonstraram melhora na redugao da fadiga, no consumo
méximo de oxigénio (VO2™™) e frequéncia aos treinamentos quando periodizaram o treinamento
fisico, inserindo menores intensidades proximos aos ciclos de quimioterapia e realizando o
aumento de intensidade e volume de treino progressivamente. Também foi demonstrado que o
acumulo de ciclos de quimioterapia aumenta os efeitos colaterais, porém os beneficios gerados pelo
treinamento também sdo progressivos, o que possibilitou a cada semana ser realizado acréscimo na
intensidade do treinamento fisico (KIRKHAM et al., 2020).

Recentemente, Bredahl e colaboradores (2020) demonstraram que o treinamento resistido de
baixa intensidade de forma voluntaria (somente com o aumento da altura do local de alimentagdo) a
cada duas semanas, ndo gerou melhoras na for¢a muscular in vivo, porém atenuou a disfuncdo
muscular (redu¢do da forca e/ou resisténcia muscular (BARREIRO., 2017)) ex vivo (estimulo
elétrico para contragdo diretamente na musculatura retirada do animal) dos musculos séleo e
extensor digital longo (EDL) induzida pela DOX (3mg por semana por 4 semanas, sem
especificagdoes do dia de aplicagdo da mesma), entretanto, beneficios relacionados a massa e forga
muscular em tratamento com DOX que realize treinamento resistido periodizado em escada durante
ciclos de quimioterapia ainda ¢ uma lacuna na literatura.

Analisando o momento de pico dos efeitos colaterais da quimioterapia, que aparentemente
estdo proximos de sua infusdo, decidimos iniciar os treinamentos apds esse momento critico
(definido para nosso protocolo 72 horas apds a infusdo da DOX), a cada semana, em que fosse
possivel encaixar 3 sessdes semanais de treinamento fisico com espagamento de pelo menos 1 dia

entre elas.

OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos da DOX em camundongos Swiss e verificar se o treinamento resistido
periodizado com a quimioterapia (TPQ) ¢ capaz de reduzir os possiveis efeitos causados pelo

quimioterapico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Verificar se a DOX causa perda de for¢ca e massa muscular e se o TR ¢ capaz de
atenuar esses efeitos.
e Investigar se a DOX causa estresse oxidativo e inflamagao sistémica e se o TR exerce

papel protetor nessa situacao.
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2 HIPOTESES

Hipétese nula (Ho). O treinamento resistido periodizado em relacdo aos dias da
aplicacdo do quimioterapico DOX ndo ¢ capaz de atenuar a perda de forca, massa muscular,

estresse oxidativo e inflama¢ao quando comparado ao grupo nao periodizado.

Hipotese alternativa (Hi). O treinamento resistido periodizado em relagdo aos dias da
aplicacdo do quimioterapico DOX atenua a perda de forga, massa muscular, estresse oxidativo

e inflamag¢ao quando comparado ao grupo nao periodizado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DOXORRUBICINA: MECANISMOS CONTRA A PROLIFERACAO TUMORAL E SUA ACAO NA

PERDA DE MASSA MUSCULAR

A doxorrubicina (DOX) ¢ um quimioterapico sintetizado de uma espécie de bactéria vinda
da familia das streptomycetaceae (VY AS et al., 2020), ¢ classificada como um antibiotico do grupo
das antraciclinas (Vyas et al.,2020) e tem sido amplamente recomendada e utilizada na area
oncoldgica hd anos, devido a sua alta efetividade na reducdo de tumores (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014). No entanto, esse farmaco ndo ¢ seletivo, dessa forma, além de gerar
efeitos benéficos contra as células cancerigenas, a literatura tem mostrado que esse quimioterapico
causa efeitos colaterais em células saudéveis (TACAR et al., 2012).

Para entender melhor como esses efeitos adversos podem acontecer, ¢ necessario entender
sobre as vias de acdo anti-tumoral da DOX. O que temos na literatura sobre ¢ que, a DOX pode ter
efeito no controle do ciclo celular, adicionando seus anéis aromaticos entre as fitas de DNA (que
contém a mesma estrutura molecular) evitando assim a sintese de RNA por meio do bloqueio da
enzima topoisomerase 2, impedindo o processo de replicacdo celular (VYAS et al., 2020). Outro
meio de agdo levantado por Nikerel e colaboradores ¢ a melhor rotatividade/furnover dos
nucleossomos proporcionado pela DOX, reduzindo as chances de novas mutagdes e melhorando a
acdo de morte celular durante a quimioterapia (NIKEREL et al., 2018).

A DOX também atua degradando a membrana celular e se ligando a proteinas
plasmaticas, isso além do efeito nas células neoplasicas, causa redugdo enzimatica de elétrons da
DOX, gerando produgdo de espécies reativas de oxigénio e consequentemente toxicidade celular
(NIKEREL et al., 2018). Também tem sido demonstrado que além de se ligar ao DNA do nticleo
a DOX também pode ser ligar ao DNA mitocondrial, explicando, em partes, o efeito citotoxico
mitocondrial que pode levar ao estresse oxidativo (ASHLEY, POULTON, 2009). Além da
ocorréncia de estresse oxidativo durante o tratamento com DOX, tem se documento também a
inflamagao sistémica, verificada pelo acimulo de citocinas pr6 inflamatdrias como TNF alfa, IL6,
IL1 beta e também representada pela maior expressao de receptores toll-like 4 em macrofagos,
demonstrando progressdo da resposta imune inata, que de forma exacerbada pode gerar
citotoxicidade (WANG et al., 2016).

E bem estabelecido na literatura que a perda de massa muscular estd relacionada a
ocorréncia do estresse oxidativo e da inflamacgao de forma cronica (MOYLAN, REID, 2006; JO

et al., 2011) e que a DOX aumenta a expressao desses marcadores inflamatorios e de estresse
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oxidativo (WANG et al., 2016; NIKEREL et al., 2018), mas, além desses marcadores, a DOX
também tem impacto em algumas vias de sinalizagdo para degradagdo muscular, vias essas como,
autofagia (CARVALHO et al., 2009; ALVES DE LIMA et al.,2020), apoptose (TACAR et al.,
2007) ubiquitina proteossoma (LIU et al., 2008), além de impactar de forma negativa a nivel
mitocondrial (ASHLEY; POULTON, 2009) onde danos/disfun¢do mitocondrial estd relacionado
a perda de massa muscular (HYATT et al., 2019).

A revisao de SMUDER et al. (2011) também demonstra que a DOX causa aumento do
estresse oxidativo, protedlise muscular e consequentemente perda de massa e fungao muscular,
nessa linha Powers e colaboradores em 2019 apresentaram em sua revisdo que a DOX causa
perda de massa muscular, caracterizada pela atrofia dos musculos soleo, plantar e diafragma,
relacionadas ao aumento da expressdo de calpainas, reducao de proteinas contrateis como a
actina e reducdo de proteinas como HSP72 e de antioxidantes como SOAD1 e GPX1 (POWERS
etal., 2019).

3.2 PERIODIZACAO DO TREINAMENTO FiSICO E SUAS CONTRIBUICOES NA AREA ONCOLOGICA

ATE O MOMENTO

O inicio do termo periodizagdo na area cientifica se deu por dois importantes nomes na
area do treinamento desportivo (Matveev e Verkhoshanski) onde Matveev caracteriza a
periodizagdo em 3 momentos (preparagdo, competicdo e transi¢do) (PASCHOALINO,
SPERETTA, 2011) com o objetivo definido, que ¢ a competi¢do com redugdo do risco de lesdes e
com o maximo de performance possivel (MATTOCKS et al., 2016), ja Verkhoshanski observando
que muitos atletas tém mais de uma competi¢ao no ano criou uma nova estrutura de periodizagao
em “blocos” caracterizada por varios picos de performance durante o macro ciclo de treinamento
(OLIVEIRA, SEQUEIROS, DANTAS, 2005).

Ambas as teorias sobre periodizagcdo tém como objetivo principal planejar e readequar o
treinamento de forma que o produto final/resultado seja alcangado com éxito, no caso da
performance esportiva, que o atleta chegue a competigdo em sua melhor condigdo fisica e mental
da maneira mais segura possivel (AMERICAN COLLEGE SPORTS MEDICINE, 2009). Para o
devido entendimento do que € necessdrio na periodizagdo, podemos citar algumas varidveis
importantes, sendo elas, séries, repeticdes, cargas, respostas do individuo, momentos da aplicagdo
de cada forma do treinamento (exemplo: maior volume, menor carga), momentos de descanso ativo

ou passivo (regenerativo/transi¢ao) (LORENZ, MORRISON, 2015) e claro, todos esses parametros
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voltados ao foco principal que € o objetivo do individuo.

De fato, a periodizacdo parece exercer efeitos benéficos para atletas, como demonstrado
na revisao de Hartmann e colaboradores (2015) em que a periodizacao no treinamento foi mais
efetiva em melhoras no salto, na poténcia muscular, na velocidade e no desempenho neuromuscular
(HARTMANN,, 2015).

Com o avancgo cientifico e aumento das pesquisas sobre os beneficios do treinamento
fisico em relacdo a doengas (PEDERSEN e SATIN.,2015), tem se analisado ndo somente ao
objetivo da competicdo, mas também de variaveis do treinamento que pudessem impactar no
objetivo do individuo no seu cotidiano, como aumento na forca muscular, velocidade, hipertrofia
muscular, entre outros (AMERICAN COLLEGE SPORTS MEDICINE, 2009), nesse sentido
algumas pesquisas demonstram que a periodizagdo do treinamento pode aumentar forca muscular
com maior magnitude do que o treinamento nao periodizado (WILLIANS et al., 2017), aumentar a
massa muscular (Souza et al., 2014), mas segundo revisdes atuais os estudos ainda sdo
inconsistentes em demonstrar melhora robusta nesses parametros (MATTOKCS et al., 2016;
EVANS.,, 2019).

Além da periodizagao ser muito debatida nas pesquisas com atletas, em pessoas saudaveis
(HARTMANN., 2015), temos recentemente encontrado na literatura alguns trabalhos que vém
apresentando bons resultados em pacientes que estdo realizando tratamento oncoldgico
(KIRKHAM et al., 2018; 2020), pesquisas essas como a de Kirkham e colaboradores (2020) em
que bem descrevem e ilustram que, proximo aos ciclos do tratamento estdo os picos dos sintomas e
que atenuam-se com o passar dos dias, além de que, o acimulo de ciclos aumentem esses efeitos
colaterais, pensando nesses efeitos, os autores propuseram e realizaram duas formas de
treinamento, um grupo que realizasse o treinamento sem se preocuparem com esses momentos do
ciclo e um grupo que comegassem a treinar com menor intensidade proéximo aos ciclos de
tratamento e realizassem a progressdao com o passar dos dias, que em teoria os efeitos colaterais
estavam reduzindo e os pacientes teriam melhores respostas ao treinamento (KIRKHAM et al.,
2020). Os resultados demonstraram redug¢do da fadiga muscular, melhora na aderéncia ao
treinamento, aumento de pardmetros de bem-estar ¢ aumento do consumo maximo de oxigénio
(V02méx) (KIRKHAM et al., 2020), expondo que essa forma de periodizagdo realmente ¢ eficaz
durante o tratamento oncoldgico quando se avalia parametros de aderéncia, reducdo de fadiga e
bem-estar.

Ainda nessa linha da periodizagdo do treinamento fisico que se adapte aos efeitos
colaterais de pacientes em tratamento oncologico, Sasso e colaboradores (2015) relatam que a

forma nao linear de periodizacdo (ondulagdo de cargas a cada semana) demonstra ser uma
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organizagdo efetiva do treinamento fisico em pacientes oncoldgicos voltado a melhoras
psicologicas e fisiologicas, nessa perspectiva Fairman et al (2017) reforcam que, além dos
beneficios psicoldgicos e fisioldgicos, a periodizagdo nado linear pode ser utilizada para a prevencao
de excesso de fadiga e posteriormente possivel overtraining nesses pacientes (FAIRMAN et
al.,2017).

O que permanece ainda desconhecido na literatura ¢ se a periodizagdo do treinamento
relacionados aos melhores dias da dose da quimioterapia (menores efeitos), além de melhorar
parametros perceptuais (aderéncia, bem estar), poderiam também impactar na massa muscular,
forca, estresse oxidativo e inflamagdo sistémica, que tem extrema relevancia clinica na expectativa
de vida dos pacientes (CHANG, LIN, 2016), além das flutuagdes fisicas e psicoldgicas didrias do
paciente dependendo do tipo de tratamento, para a devida manipulagdo do treinamento fisico

(FAIRMAN et al.,2017).
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4 METODOS

4.1  APROVACAO DO COMITE DE ETICA

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (n° 11131.2019.07) e seguiu as diretrizes do Colégio

Brasileiro de Experimenta¢do Animal.

4.2  ANIMAIS

Setenta camundongos Swiss machos pesando 30-35g foram obtidos no Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Estadual de Londrina. Os camundongos foram alojados em gaiolas
individuais, com um ciclo claro-escuro de 12 h, temperatura controlada de 22 ° C com acesso a
alimentacdo padrdo (carboidratos 62,7%, proteina 24,8% e gordura 12,4%) (Nuvilab CR-1,
Nuvital) e dgua. Gaiolas individuais foram utilizadas devido a necessidade de determinar com

precisdo a ingestdo alimentar diaria.

4.3  DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos: Controle (C) (n = 14); grupo
quimioterapia ndo exercitado (Q) (n = 14); grupo treinamento resistido em escada (T) (n = 14);
grupo treinamento nao periodizado com quimioterapia (TQ) (n = 14); grupo treinamento
periodizado com quimioterapia (TPQ) (n = 14). A doxorrubicina (cloridrato de doxorrubicina /
rubidox / Sdo Paulo / Brasil) foi administrada por via intraperitoneal uma vez por semana, com
dose acumulada de 11 mg / kg (semana 1: 4mg; semana 2: 4mg; semana 3: 3mg) por um total de
trés semanas nos animais dos grupos Q, TQ e TPQ. Os camundongos dos grupos C e T foram
injetados com salina. A dose foi escolhida com base na dose recomendada que ¢ tolerada por
camundongos (ASTON et al., 2017).

Dois dias apods a primeira inje¢do de DOX ou salina, os camundongos dos grupos T, TQ e
TPQ foram submetidos a um regime de treinamento resistido previamente descrito na literatura
(Padilha et al. 2019; Padilha et al. 2021). Todos os grupos exercitados realizaram treinamento
resistido 3 vezes por semana, totalizando 21 dias e 9 sessdes de treinamento resistido. Enquanto
isso, os camundongos dos grupos C e Q permaneceram confinados em suas gaiolas. Todos os
grupos experimentais foram sacrificados 48 h apos a ultima sessdo de treinamento resistido; todos

0s animais jejuaram por 6 horas antes da eutanasia.
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44  PROTOCOLO DO TREINAMENTO RESISTIDO

O treinamento resistido consistiu em um protocolo de escalada em escada previamente
descrito (Padilha et al. 2019; Padilha et al. 2021). A escada foi projetada (60 x 18 cm, grade de 0,8
cm, inclinagdo de 90 °) para realizacao de 8 a 12 movimentos dinamicos por subida. As adaptagdes
na escada ocorreram por cinco dias antes das inje¢des de DOX. Apos o periodo de adaptagdo, foi
realizado o teste de uma repeti¢do maxima (1RM). O protocolo de 1RM comegou com a tentativa
de escalada dos camundongos com carga correspondente a 100% do peso corporal. Uma vez bem-
sucedida, a carga era aumentada em 10 gramas nas duas tentativas seguintes € 5 gramas nas
tentativas subsequentes até a falha (quando o animal ndo conseguia subir a escada mesmo com um
estimulo / impulso na cauda). Em caso de falha do animal, os animais eram mais uma vez expostos
a carga reprovada para confirmacdo. Os animais descansaram 2 minutos entre as escaladas. A
contabiliza¢do de carga de IRM foi a ultima carga levantada com sucesso.

Ao final do protocolo (3 semanas), foi realizado o teste de 1RM nos grupos C e Q, para
futuras comparagoes de forca entre todos os grupos.

O protocolo de treinamento comegou com 4 escaladas (50, 75, 90 e 100% de 1RM) e apos
100%, trés gramas foram adicionadas cumulativamente entre as séries, até a falha (mesma forma
do teste de 1IRM) (PADILHA et al., 2017a, 2019). A carga maxima foi considerada para o célculo
do proximo dia de treinamento, ou seja, se animal progredisse com carga, teria um ajuste com
cargas maiores na proxima sessdo, no entanto, se regredissem pelos efeitos da DOX, a carga
ajustada para a proxima sessdo seria menor, ondulando de acordo com a carga maxima alcancada.
O descanso entre as séries consistiu em 2 minutos na caixa no topo da escada.

Sobre os dias de treinamento, em todas as semanas (3 semanas) a Unica diferenca entre os
grupos que treinaram com adicao da infusdo de DOX foi que, o grupo TPQ iniciou o treinamento
72 horas ap06s a aplicacdo da DOX, onde se esperava ser um bom dia para dar inicio as sessdes de
treinamento, enquanto o grupo QT iniciou a sessdo de treinamento apenas 24 horas apds a infusdo
de DOX, onde poderia ser um dia ruim para a sessdo de treinamento devido ser mais proximo da
infusdo da DOX. Cargas de 1RM em escada foram utilizadas como parametro de ganho de forca.

A férmula adaptada proposta por Figueiredo et al. (2018) foi utilizado para determinar o trabalho
total, (nimero de escaladas) x repeti¢cdes (niimero de passos até o final da escada) x carga (carga

média das escaladas) (FIGUEIREDO; DE SALLES; TRAJANO, 2018).
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Figura 1. TIlustracdo da diferenga entre o grupo treinamento resistido nao periodizado versus o

periodizado.
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EUTANASIA E PREPARACAO DOS TECIDOS

Quarenta e oito horas apos a ultima sessdo de treinamento resistido, os camundongos
foram anestesiados com isoflurano 5% e eutanasiados por exsanguinacdo, entre 7 ¢ 14 horas. O
sangue foi coletado, centrifugado a 1.000 g por 15 min a4 ° C e o soro armazenado a -80 ° C para
analise posterior. Os musculos extensores longo dos dedos (EDL), gastrocnémio e soleo da pata
direita foram dissecados, pesados, congelados rapidamente em nitrogénio liquido e armazenados
a -80 ° C para analise posterior. Os musculos esqueléticos da pata esquerda EDL e séleo e o
musculo diafragma, juntamente com o coragdo foram imersos em paraformaldeido tamponado
4% (p / v) para processamento da andlise histologica. O osso da tibia foi removido e
dimensionado para corre¢des quando necessario. O peso total dos musculos esqueléticos soleo,
tibial anterior, gastrocnémio e EDL foram usados como parametro de massa muscular e também

foi coletado o peso da gordura epididimal de forma individual.

4.6 HISTOLOGIA MUSCULAR

Para analise por microscopia Optica, os musculos EDL, soleo, diafragma e o coragdo
foram fixados em formaldeido 4% por 24 horas, sendo posteriormente desidratados com etanol
graduado e incluidos em blocos de parafina (FONSECA et al., 2012). Cortes semifinos (5 pm)
foram feitos e corados com hematoxilina e eosina. Para a determinacdo da area de secc¢ao
transversa (AST) das fibras musculares esqueléticas e da espessura das paredes cardiacas
(ventriculo direito, esquerdo e septo), as imagens foram capturadas por um microscopio optico
com uma ampliagdo de 100 x foram quantificadas (800 fibras por grupo). As imagens foram

processadas com o software ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA).

4.7 CITOCINAS E ESTRESSE OXIDATIVO

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, Ref: # 88-7340-88) e a interleucina 6 (IL-6, Ref:
# 88-7064-88) foram determinadas pelo kit ELISA Ready-SET-Go da eBioscience (San Diego,
CA). Marcadores de estresse oxidativo foram analisados no musculo gastrocnémio. A
concentragdo de malonaldeido (MDA) foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (Shimadzu® SPD-20 UV / VIS, Kyoto, Japao) (SPIRLANDELI;
DEMINICE; JORDAO, 2014). Os produtos de oxidacdao avancada de proteina (AOPP) foram
determinados conforme descrito anteriormente por Witko e colaboradores (WITKO-SARSAT

et al., 1996). Os niveis de glutationa reduzida e oxidada (GSH / GSSG) foram medidos de
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acordo com o protocolo descrito por Rahman e colaboradores (RAHMAN; KODE; BISWAS,
2007).

4.8 ANALISE DE DADOS

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e o valor de
significancia adotado foi p <0,05. Todos os dados normais foram expressos como média + desvio
padrdo. A significancia estatistica foi analisada por meio do teste de Anova one way com post-hoc
de Tukey. Os dados ndo paramétricos (alteragdo do peso corporal, gordura epididimal, ¢ AST do
soleo e EDL) foram expressos por meio da mediana com intervalo interquartil (q1-q3) com o teste
de Kruskal-Wallis seguido de post hoc de Dunn. Todas as andlises foram realizadas com o
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Statistics 21.0) e graficos realizados no Prisma

8.0.1 e origin 6.0.
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5 RESULTADOS

A Tabela 1 demonstra as caracteristicas gerais dos grupos experimentais. Trés semanas de
tratamento quimioterapico com DOX causou redugdo (p <0,05) no peso corporal e na ingestao
alimentar, perda de massa muscular, perda de gordura e reducdo da espessura da parede do
ventriculo esquerdo. O treinamento resistido, periodizado ou ndo, ndo foi capaz de prevenir
reducdo do peso corporal, da ingestdo alimentar, da perda de gordura e da espessura do ventriculo
esquerdo (p>0,05). E importante ressaltar que a perda de massa muscular foi atenuada no grupo
treinamento periodizado com quimioterapia (TPQ), o que ndo foi demonstrado no grupo em que o

treinamento resistido nao foi periodizado aos momentos da quimioterapia (TQ).

Tabela 1. Peso corporal, alimentagdo, peso dos tecidos e espessura das paredes do tecido cardiaco.

Cm=14) Qm=13) T(®m=14) TQ (n=12) TPQ (n=12)
Mudanga no peso 2,0(1,0- -4,0(-6,0- 1,0(0,0- -4,0(-6,5-- -3,0 (-4,0- -
corporal da semana 1 2,0) -2,5) *& 2,0) 2,0) *& 2,0) *&
a3(g)
Ingestao alimentar 42+0,8 3.1+08* 36+04 3,1+£10%* 32+0,7 *
(g/dia)
> Peso muscular 736,0 + 636,3 + 673,6 + 540.,5 + 628,4 + 77,7
(mg)/peso corporal 128 132,2 80,1 118,4 *
Gordura  epididimal 900,0 274,0 1118,0 81,0 (0,0- 270,0 (128,5-
(mg/peso corporal) (598- (0,0-386) (718- 589,5) & 349.5) *&

1398) *& 1477)

Espessura da parede 568,67+ 466,50+ 498,00 + 451,67 £ 614,00 +
do ventriculo direito 116,19 143,70 93,13 122,44 116,83
(um?)
Espessura da parede 1506,83+ 865,67+ 1139,33+ 1034,33 + 1012,17 +
do ventriculo esquerdo 426,66 162.,46* 234,71 161,54* 163,11*
(um?)
Espessura da parede 1550,50+ 1216,50+ 1354,50+ 1183,50 =+ 1347, 50 +
do septo (um?) 21,92 27,57 19,09 205,76 51,61

Legenda: * diferente de C; & diferente do T. Significancia estatistica adotada P <0,05. Os dados normais
foram apresentados em média e desvio padrio (ingestdo alimentar, peso muscular e espessura das paredes
do coragdo) e os dados ndo normais apresentados como mediana e intervalo interquartil (ql-q3) (peso
corporal e gordura). Musculos utilizados (EDL, s6leo, gastrocnémio e tibial anterior); ) : somatorio.



22

A presente pesquisa demonstrou que o tratamento quimioterapico com DOX causou
redu¢do na carga total de treinamento quando comparado o grupo T (6196gr) ao grupo TQ
(3093gr) (-50,1%), atrofia muscular dos musculos EDL (-22,6%), séleo (-27,6%) e diafragma (-
30,4%), bem como perda de forca (-29,6%). Em contraste, o treinamento resistido periodizado em
relacdo a quimioterapia (TPQ), mas ndo o ndo periodizado (TQ), atenuou a perda de for¢a induzida
pela DOX (77,3%), manteve a carga total de treino similar ao grupo T (P>0,05) e conteve a atrofia

dos musculos EDL (33,3%), soleo (57,2%) e diafragma (21,6%) (Figura 2).
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Figura 2. O treinamento resistido periodizado em relacdo aos momentos de quimioterapia (TPQ)
preveniu a perda de for¢a induzida pela quimioterapia e a atrofia muscular. Gerou aumento na forga
muscular e trabalho total (A) e atenuou a perda dos musculos esqueléticos soleo (B), EDL (C) e
diafragma (D) avaliados pela AST. Os valores normais foram apresentados como média = DP (A).
Diferenga estatistica (P <0,05) por ANOVA de uma via seguida por post hoc de Tukey (A), e para
valores ndo normais foi utilizada a mediana com intervalo interquartil (ql-q3) com o teste de
Kruskal-Wallis seguido por post hoc dunn (B, C e D). Os simbolos * representam a diferenca para
C, # diferenga para Q, & diferenga para T e $ diferenca para TQ. Carga total: nimero de escaladas
(series) x repeticdes (nimero de passos até o final da escada) x carga (carga média das escaladas)
sendo esse calculo a soma das 9 sessdes de treino.

A doxorrubicina causou aumento da peroxidagdo lipidica, demonstrada pela elevada
concentracdo muscular de MDA (+62%), aumento da inflamacao sist€émica, demonstrado pelo
aumento da concentragdo plasmatica de IL6 (+68,5%) em comparagdo com o grupo controle. O
treinamento periodizado com a quimioterapia (TPQ) ndo gerou alteragdo nesses parametros, porém
o nao periodizado (TQ) teve redugdo da capacidade antioxidante, GSH e GSH / GSSG (-49,6%) ¢
aumento da oxidagdo de proteinas (AOPP) (+28,9%) quando comparado ao grupo controle (P

<0,05) (Figura ).
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Figura 3. Estresse oxidativo e citocinas plasmaticas. Peroxidagdo lipidica MDA e produtos de

oxidagdo proteica avancada AOPP (A) Glutationa reduzida GSH e razao glutationa reduzida e
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oxidada GSH / GSSG (B) e Interleucina 6 IL6 e fator de necrose tumoral alfa TNF-a (C). Os
valores sdo apresentados como média + DP. Diferenga estatistica (P <0,05) por ANOVA de uma
via seguida por post hoc de Tukey. Os simbolos * representam a diferenca para o grupo C, #

diferenga para o grupo Q, & diferenga para o grupo T e $ diferenga para o grupo TQ.
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6 DISCUSSAO

Pesquisas demonstram que fazer treinamento resistido em pacientes com cancer tem efeitos
positivos na forca e massa muscular (PADILHA et al., 2017b), assim como realizar essa
modalidade de forma periodizada com baixa intensidade apds as doses de quimioterapicos
apresentou bons resultados em termos de bem-estar, aderéncia e reducao da fadiga (KIRKHAM et
al., 2020). Porém, a periodizacdo do treinamento resistido relacionado ao ciclo de quimioterapia e
seus efeitos na massa muscular ¢ na forca muscular sdo desconhecidos. Nesse sentido, nosso
objetivo foi investigar os efeitos da DOX em camundongos Swiss e o possivel efeito protetor do
treinamento resistido periodizado. Nossos resultados demonstraram que a quimioterapia com DOX
causou perda muscular, perda de for¢a e aumento do estresse oxidativo, bem como aumento da
inflamagao sistémica, porém, fazer o treinamento resistido periodizado durante o tratamento com
doxorrubicina (TPQ) atenuou a perda de massa muscular, forca muscular e gerou resultados
positivos em marcadores de estresse oxidativo.

Estudos anteriores demonstraram o impacto da DOX no musculo esquelético, com aumento
da protedlise, estresse oxidativo, perda de massa muscular e diminuicdo da forga muscular
(BREDAHL et al., 2020; POWERS et al., 2019; SMUDER et al., 2011), que também podem ser
observados em nossos achados no grupo sedentario tratado com DOX, com reducdo da AST do
soleo e EDL, redu¢do da capacidade antioxidante (GSH / GSSG) e aumento da peroxidacao
lipidica (MDA), menor for¢ca muscular, bem como aumento da inflamacao sistémica em todos os
grupos que receberam o medicamento, o que por sua vez também foi relatado na literatura (WANG
et al., 2016).

Alguns mecanismos de degradacdo muscular relacionados a DOX sdo bem conhecidos na
literatura, como a autofagia (MEREDITH; DASS, 2016) e a ubiquitina-proteassoma
(SCHWARTZ; CIECHANOVER, 2009). Nessa linha, o exercicio fisico surge como determinante
na tentativa de amenizar os efeitos deletérios dessas vias de degradagdo, prolongando o estimulo
anabolico por meio do treinamento resistido (PADILHA et al., 2021). Porém, para otimizar esses
resultados parece ser interessante pensar na forma de organizagao dos treinamentos quando se trata
de tratamentos que apresentam efeitos colaterais agudos, como o caso de pacientes com cancer em
quimioterapia. No dia da administracdo da quimioterapia e proximos a ela (dias subsequentes)
parecem ser “dias ruins” para realizacdo de sessOes de treinamento (KIRKHAM et al., 2020)
quando analisada adesdo e fadiga em humanos.

Nossos achados corroboram com essas evidéncias prévias quando analisamos massa
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muscular, forca e estresse oxidativo, em que nosso grupo periodizado (TPQ) que iniciou o
treinamento 72 horas apo6s a aplicacdo de DOX obteve melhores efeitos na massa muscular, forga,
carga total de treinamento e estresse oxidativo do que o grupo que treinou no dia seguinte a
aplicacdo do DOX (grupo QT) (24 horas apos), essa diferenga pode estar ligada ao mal-estar dos
animais que treinaram proximo a aplicagdo da DOX, pois, este grupo visivelmente teve maiores
dificuldades para realizar as sessdes de treinamento e na Ultima semana alguns animais nao
conseguiam subir as escadas, mesmo sem adi¢do de carga externa, o que também acontece com
seres humanos (desisténcia e/ou dificuldades de realizar o treinamento) que treinam de forma
intensa proximo ao ciclos de quimioterapia (KIRKHAM et al., 2020). Nessa linha, outro ponto
extremamente importante, ¢ que a recuperacdo poés treino de forma adequada, tem o papel de
reduzir os danos causados pelo mesmo, como a atenuagdo do dano muscular, da fadiga, redugdo da
dor, da rigidez articular, da inflamacdo e o aumento da ressintese de glicogénio (BORNE,
HAUSSWIRTH e BIEUZEN., 2017; DUPUY et al., 2018) ambos fatores que estdo ligados a
melhor performance durante as sessdes de treinamento fisico subsequentes.

A literatura tém demonstrado também que a DOX ¢ extremamente prejudicial ao coragdo,
com pacientes e animais apresentando cardiotoxicidade durante e apos a sua utilizacdo
(MCGOWAN et al., 2017; POWERS et al.,2020), nesse sentido, alguns trabalhos tém evidenciado
melhoras em alguns marcadores cardiacos como ADAR2 e HSP72 que exercem funcao de protecdo
do coracdo, como a atenuagdo da morte de cardiomiocitos pos infarto, e em se observado que esses
marcadores aumentam sua expressdo com o treinamento fisico (POWERS et al., 2020; WU et al.,
2021), no entanto, em nosso presente estudo foi verificado que a DOX causou reducdo da
espessura do ventriculo esquerdo dos camundongos € que o TR com a duracdo de 3 semanas nao
foi capaz de reverter esse processo, possivelmente devido a concentragdo da DOX nesse modelo de
camundongos e os efeitos acumulativos da mesma.

E explicito que em modelos animais ndo é possivel verificar aderéncia, prazer pelo
treinamento fisico, mas, ¢ possivel perceber seu comportamento (arrepiados, ficam canto da caixa,
diarréia e abandono do treinamento fisico) sdo fatores que nos mostram a dificuldade dos mesmos
em treinarem proximo ao dia da quimioterapia e que foi observado em nossos camundongos.

Para nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo que avalia a periodizacio do TR em
relacdo aos ciclos de quimioterapia em camundongos tratados com doxorrubicina, analisando a
massa muscular, forca muscular, estresse oxidativo e inflamagao sist€émica, parametros esses, de
extrema importancia para populagdes em tratamento quimioterapico (AMERICAN COLLEGE OF
SPORTS MEDICINE, 2018). No entanto, sabemos que esses dados ndo podem ser extrapolados,

pois, apesar de DOX ser um quimioterapico amplamente utilizado na area de oncoldgica
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(BREDAHL et al., 2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014), os tratamentos do cancer
sao variados e podem incluir terapia combinada (MOKHTARI et al., 2017), que pode gerar outras
respostas. Outro ponto limitante da nossa presente pesquisa foi a realizagdo de apenas 3 semanas,
devido aos efeitos colaterais da DOX, que ja na terceira semana gerou perda amostral em todos os
grupos que tiveram a aplicacdo (grupo Q: 1 animal; grupo TQ e TPQ: 2 animais cada), limitando a
extensdo do protocolo.

Para protocolos em modelo animal, recomendamos que seja reduzida a concentragdo da
dose de DOX por semana, para estender a intervengdo em camundongos sSwiss € que possa ser
testada diferentes intensidades de treinamento fisico que sejam mais factiveis de serem realizadas
durante o tratamento.

Para diregdes futuras com seres humanos, sdo necessarias mais pesquisas que levem em
considera¢do a periodizagdo do treinamento fisico nos tratamentos em pacientes oncologicos,
realizando a devida adequagdo aos efeitos de cada tratamento, conversando com seu oncologista e
considerando o feedback de cada paciente, para que dessa forma seja possivel prescrever de
maneira mais assertiva o devido tempo de descanso entre as sessdes, bem como para manipulagao
das varidveis do treinamento como volume e intensidade que possam proporcionar melhores

beneficios esses pacientes.
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7  CONCLUSAO

O treinamento resistido, quando periodizado com maior tempo de descanso apos a aplicagao
da DOX, ¢ capaz de atenuar a atrofia muscular, perda de forca e estresse oxidativo. Essa forma de

periodizacdo demonstra ser importante na prescri¢cao do treinamento fisico durante a quimioterapia.
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