
 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EDSON ALVES DE LIMA JUNIOR 

 

RESPOSTA DO TRATAMENTO COM METFORMINA E DO EXERCÍCIO 
FÍSICO AERÓBIO NA MITIGAÇÃO DOS DISTÚRBIOS MUSCULARES 

INDUZIDOS PELA DOXORRUBICINA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo  

2020 

Tese apresentada ao programa de Pós-Graduação em 
Biologia de Sistemas do Instituto de Ciências Biomédicas 
da Universidade de São Paulo, para a obtenção do grau de 
doutor em Ciências. 



 

   

 

 

 

 

 

 

 

EDSON ALVES DE LIMA JUNIOR 

 

RESPOSTA DO TRATAMENTO COM METFORMINA E DO EXERCÍCIO 
FÍSICO AERÓBIO NA MITIGAÇÃO DOS DISTÚRBIOS MUSCULARES 

INDUZIDOS PELA DOXORRUBICINA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2020 

Tese apresentada ao programa de Pós-Graduação em 
Biologia de Sistemas do Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São Paulo, para a 
obtenção do grau de doutor em Ciências. 
 
Área de concentração: Biologia Celular, Tecidual e do 
Desenvolvimento 
 
Orientador: Profº Dr. José Cesar Rosa Neto  
 
Versão corrigida 
 



 

   

 

 



 

   

 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS 

 

 

 
Candidato(a):     
 
 
 
 
Titulo da Dissertação/Tese:  
 
 
 
 
 
Orientador:     
 
 
A Comissão Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertação de Mestrado/Tese de 

Doutorado, em sessão publica realizada a ........./......../.........., considerou o(a) 

candidato(a): 

 
  (        ) Aprovado(a)  (       ) Reprovado(a) 
 
 
Examinador(a): Assinatura:............................................................................... 

   Nome:...................................................................................... 

   Instituição:................................................................................ 

 
Examinador(a): Assinatura:.............................................................................. 

   Nome:...................................................................................... 

   Instituição:............................................................................... 

 
Examinador(a): Assinatura:.............................................................................. 

   Nome: ...................................................................................... 

   Instituição: ................................................................................ 

 

Presidente:  Assinatura: ............................................................................... 

   Nome: ...................................................................................... 

   Instituição: ................................................................................ 



 

   

 

 



 

   

 

 



 

   

 

 



 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho à minha família 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente ao professor Dr. José Cesar Rosa Neto. Pelo apoio e 

amizade ao longo de todo este processo. Sem dúvida uma das pessoas que mais 

influenciaram minha forma de ver o mundo. Obrigado por me acolher desde o período 

de iniciação científica e acreditar no potencial de seus alunos.  

 Aos amigos do laboratório de Imunometabolismo. Agradeço ao Xandy, Camila, 

Luana, Loreana, Tiego, Helena, Jefferson, Carol, Lucas, Geovana, Rafael, Karen, 

Francielle por proporcionar um ótimo ambiente para se trabalhar. 

 Também agradeço à nossa técnica Adriane Pereira pelo profissionalismo, seriedade 

e tranquilidade.  

 A todos os professores que contribuíram para minha formação em especial aos 

professores Dr. Fábio Santos de Lira, Dr. William Tadeu Lara Festuccia, Drª Marília 

Cerqueira Seelander, Drª Fernanda Ortiz e suas respectivas equipes pela colaboração 

durante todo o projeto.  

Ao grupo de Bioquímica e Biologia Molecular do Câncer (Dr. Josep Mª Argilés, 

Francisco J. López-Soriano e Drª Sílvia Busquets e equipe) por me acolher durante o 

estágio na universidade de Barcelona.   

Aos funcionários do ICB pelo suporte, em especial à secretaria da pós-

graduação e do departamento de Pós-Graduação em Biologia de Sistemas do Instituto 

de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

AGRADECIMENTO À AGÊNCIA DE FOMENTO 

 

Este trabalho foi desenvolvido no laboratório de Imunometabolismo do Instituto 

de Ciências Biomédicas (São Paulo, Brasil) com o auxílio financeiro da FAPESP, 

processos nº 2015/17068-2, 2019/01244-7, 2013/09367-4 e 2019/09854-9. 

 Agradeço à Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo 

(FAPESP) pela concessão das bolsas e apoio financeiro essenciais para a elaboração 

deste trabalho. Agradecemos também à Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior (CAPES) e o Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico (CNPQ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

RESUMO 

LIMA JUNIOR, E. A. Resposta do tratamento com metformina e do exercício 
físico aeróbio na mitigação dos distúrbios musculares induzidos pela 
doxorrubicina. 2020. 136f. Tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020.  
 

A administração da doxorrubicina tem sido amplamente empregada no tratamento do 

câncer. Porém seu uso é limitado devido à manifestação de efeitos colaterais 

adversos como a perda muscular. Embasado na evidência de que muitos tipos de 

câncer são tratados com este quimioterápico, o objetivo do presente trabalho foi 

investigar o efeito de estratégias que potencialmente seriam capazes de minimizar os 

distúrbios musculares promovidos por esta antraciclina. Para isto camundongos 

C57BL/6 receberam solução salina (CT) ou foram submetidos ao tratamento com 

doxorrubicina (DOX) por 6 semanas. O grupo DOX foi ainda subdividido em animais 

que realizaram exercício físico aeróbio em esteira (DOX+EXER) ou receberam 

metformina (DOX+MET). A combinação com o exercício físico elevou a atividade de 

AMPk no músculo gastrocnêmio, melhorou o desempenho físico em esteira e 

protegeu contra o aumento de corticosterona. Já a associação com metformina 

apenas normalizou a concentração de corticosterona. Posteriormente investigamos o 

efeito da associação do exercício físico aeróbio à um curto período de tratamento com 

doxorrubicina em camundongos portadores de tumor, estabelecendo o efeito da 

interrupção da quimioterapia no músculo esquelético. Uma semana após o 

estabelecimento do carcinoma de pulmão Lewis (LLC), parte dos animais foi 

submetido ao tratamento quimioterápico isolado com doxorrubicina (LLC+DOX) ou 

submetidos à quimioterapia combinada com exercício aeróbio (LLC+DOX+EXER). A 

eutanásia ocorreu ao fim do ciclo quimioterápico ou uma semana após a última 

administração de doxorrubicina. Com a interrupção do tratamento quimioterápico, o 

exercício físico minimizou a retomada da taxa de crescimento do tumor, evitou a perda 

muscular tardia e impediu o aumento na expressão de proteínas envolvidas no 

catabolismo muscular (MuRF1, Atrogin1, Miostatina e FoxO) em relação ao 

tratamento isolado com doxorrubicina. Os resultados obtidos indicam que a 

combinação do exercício físico aeróbio durante o tratamento com doxorrubicina 

reverteu parcialmente os efeitos adversos deste quimioterápico, resultando em 

proteção contra a perda do desempenho muscular e normalização da concentração 

de corticosterona, este último também observado com a metformina. Efeitos mais 

consistentes foram encontrados com a continuidade do exercício físico após a 

interrupção da quimioterapia que, mesmo na presença do tumor, minimizou a perda 

muscular por meio da diminuição do catabolismo, reduziu a retomada do crescimento 

do tumor e evitou a redução da sobrevida. 

 

Paravras-chave: Doxorrubicina. Carcinoma de pulmão Lewis. Exercício físico.  

Metformina.  Músculo esquelético. 

 



 

   

 

ABSTRACT 

 

LIMA JUNIOR, E. A. Response to treatment with metformin and endurance 
exercise in mitigating muscle disorders induced by doxorubicin therapy. 2020. 
136f. Ph.D. thesis (Cell and Tissue Biology) – Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020.  
 
The administration of doxorubicin has been widely used in the treatment of cancer. 

However, its use is limited due to the manifestation of adverse side effects such as 

muscle loss. Based on the evidence that many types of cancer are treated with this 

chemotherapy, the aim of the present study was to investigate the effect of strategies 

that could potentially be able to minimize muscle disorders caused by this 

anthracycline. For this, C57BL / 6 mice received saline solution (CT) or were submitted 

to treatment with doxorubicin (DOX) for 6 weeks. The DOX group was further 

subdivided into animals that performed endurance exercise on treadmill (DOX + 

EXER) or received metformin (DOX + MET). The combination with endurance exercise 

increased AMPk activity in the gastrocnemius muscle, improved physical performance 

on treadmill and protected against the increase in corticosterone. The association with 

metformin only normalized the concentration of corticosterone. Subsequently, we 

investigated the effect of the association of endurance exercise in a short period of 

treatment with doxorubicin in mice with tumor, establishing the effect of the interruption 

of chemotherapy on skeletal muscle. One week after the establishment of Lewis lung 

carcinoma (LLC group), part of the animals were subjected to chemotherapy treatment 

with doxorubicin (LLC + DOX) or subjected to chemotherapy combined with endurance 

exercise (LLC + DOX + EXER). Euthanasia occurred at the end of the chemotherapy 

cycle or one week after the last administration of doxorubicin. With the interruption of 

chemotherapy treatment, endurance exercise minimized the resumption of tumor 

growth rate, decreased the muscle loss and prevented the increased expression of 

proteins involved in muscle catabolism (MuRF1, Atrogin1, Myostatin and FoxO) in 

relation to the isolated treatment with doxorubicin. The results obtained indicate that 

the combination of endurance exercise during treatment with doxorubicin partially 

reversed the adverse effects of this chemotherapy, resulting in protection against the 

loss of muscle performance and normalization of the corticosterone concentration. 

More consistent effects were found with the continuity of endurance exercise after the 

interruption of chemotherapy, which, even in the presence of the tumor, minimized 

muscle loss by decreasing catabolism, reduced the resumption of tumor growth and 

prevented reduced survival. 

 

Key words: Doxorubicin. Lewis Lung Carcinoma. Endurance exercise.  Metformin.  

Skeletal muscle. 

 
 
 
 



 

   

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Sequências dos primer´s do RT-PCR ....................................................... 48 

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

esquelético ................................................................................................................ 52 

Tabela 3. Efeito da doxorrubicina e associações sobre parâmetros séricos ............. 53 

Tabela 4. Concentração de citocinas pró e anti-inflamatórias no músculo gastrocnêmio 

imediatamente ao tratamento quimioterápico............................................................ 67 

Tabela 5. Concentração de citocinas pró e anti-inflamatórias no homogenato tumoral 

imediatamente e após interrupção do tratamento quimioterápico. ............................ 72 

Tabela 6. Parâmetros séricos .................................................................................... 73 

Tabela 7. Concentração sérica de glicose e insulina ................................................ 73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Diagrama dos hallmarks do câncer ............................................................ 20 

Figura 2.  Modelo esquemático demonstrando a farmacodinâmica da doxorrubicina 

em uma célula tumoral .............................................................................................. 23 

Figura 3. Contribuição e interação de diferentes sistemas proteolíticos durante a 

atrofia muscular ......................................................................................................... 26 

Figura 4. Principais vias de sinalização envolvidas no desenvolvimento da atrofia 

muscular induzidas por doxorrubicina ....................................................................... 29 

Figura 5. Influência do exercício físico nos hallmarks do câncer. .............................. 32 

Figura 6. Efeitos indiretos e diretos da metformina durante o câncer ....................... 34 

Figura 7. Disposição dos camundongos para execução do protocolo experimental 1.

 .................................................................................................................................. 40 

Figura 8. Representação do protocolo experimental 1. ............................................. 40 

Figura 9. Disposição dos camundongos para execução do protocolo experimental 2.

 .................................................................................................................................. 42 

Figura 10. Representação do protocolo experimental 2. ........................................... 42 

Figura 11. O tratamento com doxorrubicina diminui o peso corporal ........................ 51 

Figura 12.  Efeito da doxorrubicina na expressão de proteínas ligadas ao 

desenvolvimento da proteólise. ................................................................................. 52 

Figura 13. Exercício físico aeróbico e metformina reduzem o efeito da doxorrubicina 

sobre a corticosterona circulante ............................................................................... 54 

Figura 14. O exercício aeróbico impede a redução da velocidade máxima no teste em 

esteira causada pela doxorrubicina ........................................................................... 54 

Figura 15. Efeito da doxorrubicina e associações na área de secção transversa do 

músculo gastrocnêmio. ............................................................................................. 55 

Figura 16. Efeito na expressão de AMPk no músculo gastrocnêmio. ....................... 56 

Figura 17. Efeitos dos tratamentos sobre a síntese proteica no músculo gastrocnêmio

 .................................................................................................................................. 57 

Figura 18.  Efeito do exercício físico e metformina durante o tratamento quimioterápico 

na expressão de proteínas envolvidas na autofagia. ................................................ 58 

Figura 19. Efeito da combinação do exercício físico moderado ao tratamento com 

doxorrubicina na sobrevida de camundongos. .......................................................... 59 



 

   

 

Figura 20. Peso corporal e do músculo esquelético de camundongos submetidos ao 

tratamento com doxorrubicina combinado ou não com exercício físico .................... 60 

Figura 21. Desempenho no teste de esteira rolante de camundongos submetidos a 

quimioterapia associada ou não ao exercício físico .................................................. 62 

Figura 22. Efeito da combinação do exercício físico ao tratamento com doxorrubicina 

na expressão de proteínas ligadas à proteólise muscular. ........................................ 64 

Figura 23. Avaliação da síntese proteica imediatamente e após a quimioterapia ..... 65 

Figura 24. Sinalização autofágica no músculo gastrocnêmio .................................... 66 

Figura 25. Avaliação da expressão de pNF-κBp65 músculo esquelético. ................. 67 

Figura 26. Efeito do tratamento quimioterápico com doxorrubicina e da combinação 

ao exercício físico aeróbio no crescimento tumoral e na expressão de IL-6. ............ 68 

Figura 27. Expressão de p53 no homogenato tumoral após a suspensão da 

quimioterapia ............................................................................................................. 69 

Figura 28. Avaliação da expressão gênica de proteínas transportadoras de 

doxorrubicina imediatamente e após interrupção do tratamento quimioterápico....... 70 

Figura 29. Efeito do tratamento com doxorrubicina e da combinação ao exercício físico 

aeróbio na expressão de VEGF ................................................................................ 71 

Figura 30. Expressão gênica dos receptores de VEGF no tumor ............................. 71 

Figura 31. Determinação da sensibilidade e tolerância à glicose durante o tratamento 

quimioterápico com doxorrubicina combinado ou não ao exercício físico ................. 74 

Figura 32. Efeito da continuidade do exercício físico após a interrupção da 

quimioterapia em um modelo experimental de câncer. ............................................. 75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

4E‐BP1 -  Eukaryotic translation initiation factor 4E‐binding protein 1 

Akt - Proteina quinase B 

AMPk - Proteína quinase atiada por AMP 

BNIP3 - BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein‐interacting protein 3 

CAT - Catalase   

CSCs - Células-tronco tumorais 

cDNA - DNA complementar 

DNA - Ácido desoxirribonucleico 

DOX - Doxorrubicina  

DPOC - Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica 

ELISA - Ensaio de imunoabsorção enzimática 

EDL - Músculo extensor longo dos dedos 

ERO’s - Espécies reativas de oxigênio  

EXER – Exercício físico aeróbio moderado 

FoxO -  Forkhead box O 

GAPH - Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

GRE - Elemento responsivo a glicocorticóides 

GPX1 - Glutationa peroxidase   

GTT – Teste de tolerância à glicose 

IGF1 -  Fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 

IL - Interleucina 

iTT: teste de tolerância à insulina 

MET – Metformina 

mTOR - Mammalian target of rapamycin 

MuRF1 -  Muscle RING finger 1 

NCSCs - células não tronco-tumorais  

NFKB1 - subunidade p105 do fator nuclear NF-kappa-B   

NOS3 – Óxido nítrico sintase 3 

NQO1 - NAD(P)H desidrogenase  

PBS - Tampão salina fosfato 

RNA - Ácido ribonucleico 

RT-PCR - Reação em cadeia da polimerase da transcrição reversa em tempo real 



 

   

 

SOD1 - Superóxido dismutase   

TNFα - Fator de necrose tumoral α  

TOP2A - Topoisomerase 2 alfa 

TP53 - Proteína p53 

VMáx - Velocidade máxima obtida no teste em esteira   

XDH - Xantina desidrogenase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 

SUMÁRIO 

 
1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 19 

1.1 Câncer .............................................................................................................................. 19 

1.2 O tratamento quimioterápico com doxorrubicina ................................................ 21 

1.3 Doxorrubicina e músculo esquelético .................................................................... 24 

1.4 Regulação da proteólise durante o tratamento com doxorrubicina ............... 26 

1.5 Doxorrubicina e exercício físico aeróbio ............................................................... 29 

1.6 Câncer e exercício físico ............................................................................................. 30 

1.7 Metformina e quimioterapia ....................................................................................... 33 

2. OBJETIVO ......................................................................................................................... 37 

2.1 Objetivos específicos .................................................................................................. 37 

3. MÉTODOS ......................................................................................................................... 39 

3.1 Animais ............................................................................................................................ 39 

3.2 Protocolo experimental ............................................................................................... 39 

3.2.1 Protocolo experimental 1 – Efeito da metformina e do exercício físico 
aeróbio sobre a perda muscular induzida por doxorrubicina ................................. 39 

3.2.2 Protocolo experimental 2 – Efeito da continuidade do exercício físico 
aeróbio após a quimioterapia em um modelo experimental de câncer ................ 41 

3.2.3 Implante das células de carcinoma de pulmão Lewis (LLC) ......................... 42 

3.2.4 Composição corporal, ingestão alimentar e volume do tumor ..................... 44 

3.2.5 Protocolo de treinamento ........................................................................................ 44 

3.2.6 Histologia do músculo gastrocnêmio .................................................................. 45 

3.2.7 Avaliação dos parâmetros séricos ....................................................................... 45 

3.2.8 Determinação da concentração de TNF-α, IL-10, IL-6, IL1ra, IL-1β, MCP-1 e 
VEGF ....................................................................................................................................... 46 

3.2.9 Teste de tolerância à insulina ................................................................................ 46 

3.2.10 Teste de tolerância à glicose ............................................................................... 46 

3.2.11 Determinação da expressão gênica ................................................................... 47 

3.2.12 Avaliação da síntese proteica in vivo (SUnSET) ............................................. 48 

3.2.13 Immunoblotting ........................................................................................................ 49 

4. RESULTADOS .................................................................................................................. 51 

4.1 Protocolo experimental 1 – Efeito da metformina e do exercício físico 
aeróbio sobre a perda muscular induzida por doxorrubicina ................................. 51 

4.2 Protocolo experimental 2 –  Efeito da continuidade do exercício físico 
aeróbio após a quimioterapia em um modelo experimental de câncer ................ 59 

5. DISCUSSÃO ...................................................................................................................... 75 



 

   

 

6. CONCLUSÃO .................................................................................................................... 89 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 90 

APÊNDICES ......................................................................................................................... 114 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer 

 

O câncer é um importante problema de saúde pública. No mundo, em 2018, foi 

estimado que mais de 18 milhões de pessoas foram diagnosticadas com essa doença 

e que tenha levado à óbito mais de 9,6 milhões de indivíduos (BRAY; FERLAY; 

SOERJOMATARAM; SIEGEL et al., 2018). No Brasil, a estimativa para o triênio 2020-

2022 é de 309.230 mil novos casos de câncer para homens e 316.140 mil casos para 

mulheres (INCA, 2019). 

Em nível mundial, os tipos de câncer que representam maior incidência em relação 

ao número total de novos casos são: câncer de pulmão (11.6%), câncer de mama 

(11.6%), próstata (7.1%) e câncer colorretal (6.1%). As maiores taxas de mortalidade 

em relação ao total de óbitos são observadas no câncer de pulmão (18.4%), câncer 

colorretal (9.2%), estômago (8.2%) e fígado (8.2%) (BRAY; FERLAY; 

SOERJOMATARAM; SIEGEL et al., 2018). 

O câncer é um termo genérico utilizado para referir-se a um conjunto de 

doenças que tem como principal característica o crescimento celular anômalo e a 

capacidade de gerar metástase (NIH, 2015). Apesar do câncer poder se manifestar a 

partir de diversos tipos celulares primários, é marcado por algumas características 

celulares comuns como: alta e contínua atividade proliferativa, ativação de 

mecanismos que levam à invasão e/ou metástases, resistência à morte celular, 

crescimento anormal e sustentado, angiogênese, metabolismo celular alterado, 

inflamação, instabilidade genômica e escape do sistema imunitário (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). Células tumorais apresentam uma importante instabilidade 

genômica, o que acaba por apoiar a alta capacidade proliferativa, sobrevivência e 

crescimento celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 
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Figura 1. Diagrama dos hallmarks do câncer (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

 

  A massa tumoral é formada por um nicho altamente heterogêneo de tipos 

celulares que não se limita às células tumorais, mas também inclui células 

imunológicas, fibroblastos, estruturas vasculares e outros (HANAHAN; WEINBERG, 

2011). A dinâmica entre elas torna o microambiente tumoral um local altamente 

complexo (MARKS; OLSON; FERNANDEZ-ZAPICO, 2016; NORTHCOTT; 

NORTHEY; BARNES; WEAVER, 2015; WEBER; KUO, 2012). Células tumorais 

podem produzir fatores de crescimento e quimioatração que recrutam e alteram a 

resposta de células pertencentes ao nicho tumoral, assim como estas últimas 

influenciam o comportamento das células cancerosas (WANG; LI; CANG; GUO, 2019; 

WHITESIDE, 2006; YUAN; JIANG; SUN; CHEN, 2016). 

A manifestação e desenvolvimento do câncer resultam de fatores genéticos e 

ambientais, bem como da interação entre ambos (WHO, 2013). Dentre os fatores 

ambientais ligados ao aumento da prevalência de alguns tipos de câncer podemos 

citar o sedentarismo, tabagismo, hábitos alimentares, alcoolismo, exposição à 

radiação, entre outros (WU; ZHU; THOMPSON; HANNUN, 2018). 

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

recursos terapêuticos convencionalmente utilizados para o tratamento do câncer, 



21 
 

 

podendo estes serem utilizados de forma isolada ou combinada (MILLER; 

NOGUEIRA; MARIOTTO; ROWLAND et al., 2019). O termo quimioterapia 

antineoplásica se refere ao uso de agentes citotóxicos utilizados no tratamento do 

câncer, e que, tem a capacidade de perturbar a proliferação celular e/ou ativar 

mecanismos de morte celular programada (DEVITA; CHU, 2008). Ainda que a 

quimioterapia seja uma eficiente estratégia para o controle da doença, no geral, acaba 

afetando também células saudáveis. Estas manifestações podem ocorrer 

concomitantemente ao tratamento da doença ou, apenas, tardiamente (HERSHMAN; 

MCBRIDE; EISENBERGER; TSAI et al., 2008; LIPSHULTZ; LIPSITZ; SALLAN; 

DALTON et al., 2005; LIPSHULTZ; MILLER; SCULLY; LIPSITZ et al., 2012; 

LIPSHULTZ; SCULLY; LIPSITZ; SALLAN et al., 2010). 

 

1.2 O tratamento quimioterápico com doxorrubicina 

 

A doxorrubicina é um agente quimioterápico utilizado no tratamento de uma 

grande variedade de neoplasias sólidas e hematológicas. Sintetizado na década de 

70, a partir do metabólito da bactéria streptomyces peucetius var. caesius, este 

medicamento faz parte da família das antraciclinas, à qual também pertencem a 

epirrubicina, daunorrubicina e idarrubicina (HORTOBAGYI, 1997; RICHARDSON; 

JOHNSON, 1997).  

É um quimioterápico amplamente empregado na prática clínica cuja ação 

tumoricida se dá através da: inibição da atividade da enzima topoisomerase II, 

formação de espécies reativas de oxigênio (ERO’s), ativação de mecanismos de 

morte celular mediado por caspases e pelo aumento da interação da proteína p53 ao 

DNA (DAVIES; DOROSHOW, 1986; DEAVALL; MARTIN; HORNER; ROBERTS, 

2012; PEREGO; CORNA; DE CESARE; GATTI et al., 2001; TEWEY; ROWE; YANG; 

HALLIGAN et al., 1984; WEINSTEIN; MIHM; BAUER, 2000)  

A distribuição da doxorrubicina nos compartimentos celulares é variável, sendo 

característico seu acúmulo no núcleo (TERASAKI; IGA; SUGIYAMA; SAWADA et al., 

1984). Possui grande afinidade com a molécula de DNA e, em condições de 

saturação, pode se intercalar com até 5 pares de bases de DNA (GIGLI; 

RASOANAIVO; MILLOT; JEANNESSON et al., 1989; LAL; MAHAJAN; CHEN; 

CHOWBAY, 2010). A formação desse complexo compromete a replicação do DNA e 

a atividade de topoisomerase II, promovendo assim, especialmente em células com 
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alta capacidade proliferativa, a ativação de mecanismos de morte celular programada 

(PEREGO; CORNA; DE CESARE; GATTI et al., 2001; TEWEY; ROWE; YANG; 

HALLIGAN et al., 1984). 

Não obstante, o aumento do estresse oxidativo é um importante mecanismo 

ligado à atividade antineoplásica desse quimioterápico, onde parte da produção de 

ERO’s pode ser atribuída ao próprio ciclo redox da droga. Enzimas como NAD(P)H 

desidrogenase, xantina oxidase e óxido nítrico sintase endotelial conduzem a 

formação do radical semiquinona que, uma vez reoxidado, forma as ERO’s. 

Adicionalmente, a conjugação desta antraciclina ao Fe III leva à formação de ERO’s 

(FANG; NAKAMURA; IYER, 2007; MINOTTI; MENNA; SALVATORELLI; CAIRO et al., 

2004). 

Uma vez administrada, a doxorrubicina se distribui muito rapidamente entre os 

tecidos, estando muitos de seus efeitos ligados ao resultado de administrações 

sucessivas (GREENE; COLLINS; JENKINS; SPEYER et al., 1983; RAHMAN; 

CARMICHAEL; HARRIS; ROH, 1986). A meia vida terminal desse agente 

quimioterápico é de aproximadamente 24-36 horas  (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 

2013).  

O influxo de doxorrubicina nas células ocorre sobretudo por difusão passiva, 

podendo haver cooperação da proteína SLC22A16 (LAL; WONG; JADA; XIANG et al., 

2007; SPEELMANS; STAFFHORST; DE KRUIJFF; DE WOLF, 1994). O acúmulo 

deste quimioterápico nas células depende também de sua dinâmica de efluxo. As 

principais ligadas ao efluxo de doxorrubicina são: ABCB1, ABCC1, ABCC2, ABCG2, 

RALBP1 (DANTZIG; LAW; CAO; STARLING, 2001; FOLMER; SCHNEIDER; BLUM; 

HAFKEMEYER, 2007; NAGATA; KIJIMA; HATANAKA; ASAI et al., 2002; YAGUE; 

HIGGINS; RAGUZ, 2004; YOUNG; CAMPLING; COLE; DEELEY et al., 2001). 

Durante o desenvolvimento da resistência ao tratamento com doxorrubicina, células 

tumorais apresentam aumento da expressão de ABCB1, ABCC1, ABCC2 e ABCG2 

(ABUHAMMAD; ZIHLIF, 2013; RUGGERI; SCIACCHITANO; VITARELLI; 

TRIMARCHI et al., 2006; SHEN; CHU; BENCE; BAILEY et al., 2008). 
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Figura 2.  Modelo esquemático demonstrando a farmacodinâmica da doxorrubicina em uma célula 
tumoral. As abreviações na figura correspondem a: proteína topoisomerase 2-alfa (TOP2A), espécies 
reativas de oxigênios (ROS), óxido nítrico sintase 3 (NOS3), enzima NAD(P)H desidrogenase  (NQO1), 
enzima xantina desidrogenase (XDH), enzima glutationa peroxidase  (GPX1), enzima catalase  (CAT), 
enzima superóxido dismutase  (SOD1), proteína p53  (TP53), subunidade p105 do fator nuclear NF-
kappa-B  (NFKB1) e de proteínas envolvidas com o influxo  (SLC22A16), e efluxo  (ABCB1, ABCC1, 
ABCC2, ABCG2, RALBP1) de doxorrubicina pela célula tumoral. Mais detalhes no texto  (THORN; 
OSHIRO; MARSH; HERNANDEZ-BOUSSARD et al., 2011). 

 

Embora a eficiência desse quimioterápico no tratamento do câncer seja 

confirmada ao longo dos anos, seu uso é limitado devido aos evidentes efeitos 

colaterais adversos, dentre os quais estão a cardiotoxicidade, imunossupressão, 

nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, além de prejuízos ao músculo esquelético 

(BENJAMIN; WIERNIK; BACHUR, 1974; FAHIM; KATAYA; EL-KHARRAG; AMER et 

al., 2011; LOPES; MEISEL; DIRNAGL; CARVALHO et al., 2008; SHI; MOON; 

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

 

Historicamente, os efeitos da doxorrubicina vem sendo exaustivamente 

estudados no câncer e nos seus efeitos sobre o tecido cardíaco (EWER; VON HOFF; 

BENJAMIN, 2011; HORTOBAGYI, 1997; TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2013). 

Entretanto, cada vez mais atenção tem sido direcionada ao impacto desta terapia no 

músculo esquelético. 

Após administração, a concentração de doxorrubicina circulante cai muito 

rapidamente, sendo reflexo da sua distribuição para os tecidos (RAHMAN; 

CARMICHAEL; HARRIS; ROH, 1986). O músculo esquelético tem participação direta 

sobre a disponibilidade sistêmica desse quimioterápico após a administração inicial. 

Este tecido pode sequestrar a doxorrubicina e posteriormente liberá-lo na corrente 

sanguínea (FABRIS; MACLEAN, 2015). Se por um lado essa característica contribui 

para uma entrega subsequente de doxorrubicina e de seus metabólitos, ação 

importante para que os efeitos terapêuticos esperados ocorram, por outro lado, 

proporciona também citotoxicidade no músculo esquelético.  

Múltiplas abordagens antineoplásicas, incluindo o tratamento quimioterápico, 

podem contribuir com a desregulação da homeostase do músculo esquelético (DAVIS; 

PANIKKAR, 2019). As alterações mais comuns relativas ao uso desta antraciclina no 

músculo esquelético são: atrofia muscular, alterações metabólicas, aumento do 

estresse oxidativo e o aumento da fadiga e fraqueza muscular (DE LIMA JUNIOR; 

YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al., 2016; GILLIAM; ST CLAIR, 2011; 

GILLIAM; FISHER-WELLMAN; LIN; MAPLES et al., 2013; MIN; KWON; SMUDER; 

WIGGS et al., 2015; SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011b). 

Uma síndrome de origem multifatorial frequentemente encontrada em 

pacientes com câncer e fortemente associada ao aumento da mortalidade é a 

caquexia (BARACOS; MARTIN; KORC; GUTTRIDGE et al., 2018). A caquexia 

associada ao câncer é caracterizada pela perda involuntária de peso, onde a 

patogênese da perda de massa muscular desempenha um papel central (ARGILES; 

BUSQUETS; STEMMLER; LOPEZ-SORIANO, 2014). Isto é sustentado graças ao 

aumento do dispêndio energético, anorexia, alterações metabólicas e inflamatórias 

provocadas pelo câncer (BARACOS; MARTIN; KORC; GUTTRIDGE et al., 2018; 

PORPORATO, 2016). Muitos dos gatilhos para o desenvolvimento da perda muscular 
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pelo câncer e quimioterapia são comuns (BARRETO; MANDILI; WITZMANN; 

NOVELLI et al., 2016). 

Ensaios pré-clínicos têm demonstrado que alguns quimioterápicos 

isoladamente, incluindo a doxorrubicina, são suficientes para promover perda de 

massa muscular (DAMRAUER; STADLER; ACHARYYA; BALDWIN et al., 2018; DE 

LIMA JUNIOR; YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al., 2016; GARCIA; CATA; 

DOUGHERTY; SMITH, 2008).  É evidente então que a perda muscular, além de 

resultar do próprio câncer, pode ser consequência do seu tratamento. E esta condição 

gera consequências negativas para a saúde do paciente. A diminuição da massa 

magra é um fator de risco independente para a maior toxicidade do tratamento 

quimioterápico e aumento da mortalidade (BARRET; ANTOUN; DALBAN; MALKA et 

al., 2014; DALY; NI BHUACHALLA; POWER; CUSHEN et al., 2018; JUNG; KIM; KIM; 

KIM et al., 2015; MIYAMOTO; BABA; SAKAMOTO; OHUCHI et al., 2015). 

Parte da disfunção muscular promovida pela doxorrubicina é atribuído à danos 

oxidativos e ativação de vias catabólicas (GILLIAM; LARK; REESE; TORRES et al., 

2016; GILLIAM; FISHER-WELLMAN; LIN; MAPLES et al., 2013; MIN; KWON; 

SMUDER; WIGGS et al., 2015; SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011b). O 

aumento do estresse oxidativo se deve à interrupção no fluxo de elétrons nos 

complexos proteicos mitocondriais levando assim ao aumento da produção de 

peróxido de hidrogênio  (GILLIAM; LARK; REESE; TORRES et al., 2016). Em paralelo, 

sabe-se que a doxorrubicina contribui com a redução da expressão da proteína de 

choque térmico HSP72 (SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011b).  

Além da perda muscular propriamente dita, um importante aspecto a ser 

considerado, e que tem importante impacto sobre a qualidade de vida de pacientes 

oncológicos, é a fadiga (BOWER, 2014). Muitas tarefas simples que dependem da 

capacidade funcional do indivíduo são afetadas. Atividades comuns do dia a dia, como 

as relacionadas à alimentação e cuidados próprios, tornam-se tarefas árduas 

(O'REGAN; MCCARTHY; O'REILLY; POWER et al., 2019; SCHWARTZ, 2000). A 

fadiga muscular promovida pela doxorrubicina pode ser observada tanto em músculos 

respiratórios, quanto em músculos periféricos (ERTUNC; SARA; KORKUSUZ; ONUR, 

2009; GILLIAM; MOYLAN; CALLAHAN; SUMANDEA et al., 2011; HYDOCK; LIEN; 

JENSEN; SCHNEIDER et al., 2011). A doxorrubicina pode influenciar diretamente a 

função das células musculares através da promoção de distúrbios no metabolismo de 

Ca2+, gerando a redução da tensão máxima produzida e no aumento da fadiga (DE 
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BEER; FINKLE; VOEST; VAN HEIJST et al., 1992; TARPEY; AMORESE; 

BALESTRIERI; FISHER-WELLMAN et al., 2019; VAN NORREN; VAN HELVOORT; 

ARGILES; VAN TUIJL et al., 2009). Além disso, o tratamento quimioterápico com 

doxorrubicina causa diminuição da densidade capilar, o que contribui para redução da 

oferta de substratos e oxigênio para as fibras musculares (D'LUGOS; FRY; ORMSBY; 

SWEENEY et al., 2019). 

 

1.4 Regulação da proteólise durante o tratamento com doxorrubicina 

 

A regulação da massa muscular depende dos processos de síntese e 

degradação proteica (JACKMAN; KANDARIAN, 2004; SCHIAFFINO; DYAR; 

CICILIOT; BLAAUW et al., 2013). Durante a perda muscular diferentes sistemas 

proteolíticos agem sincronicamente para promover a perda muscular (SCHIAFFINO; 

DYAR; CICILIOT; BLAAUW et al., 2013). Sugere-se que durante o tratamento com 

doxorrubicina ocorra aumento do catabolismo proteico pela ativação da via ubiquitina-

proteasssoma, ativação do sistema cálcio dependente (calpaínas), ativação das 

caspases e da autofagia (HIENSCH; BOLAM; MIJWEL; JENESON et al., 2019). 

 

 

Figura 3. Contribuição e interação de diferentes sistemas proteolíticos durante a atrofia muscular. A. 
Sistema dependente da ativação de proteases ativadas por cálcio (calpaínas); B. Autofagia e proteólise 
lisossomal; C. Ativação do sistema ubiquitina-proteassoma dependente de ATP (JACKMAN; 
KANDARIAN, 2004). 
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A autofagia é um processo altamente regulado responsável pela remoção de 

organelas e agregados proteicos, essencial para a sobrevivência celular, mas que 

também pode contribuir com a proteólise muscular (DIKIC; ELAZAR, 2018; SANDRI, 

2013). Conceitualmente, a macroautofagia pode ser dividida em diversas etapas 

(iniciação, nucleação da membrana, maturação da vesícula, e fusão com os 

lisossomos), com a doxorrubicina interferindo em algumas delas (YIN; PASCUAL; 

KLIONSKY, 2016). 

Esse quimioterápico induz o aumento da expressão de Beclin-1 no músculo 

sóleo, importante proteína envolvida nos estágios iniciais da formação do 

autofagossomo (SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011a). Adicionalmente, há o 

aumento da expressão de proteínas Atgs envolvidas na formação do autofagossomo, 

dentre as quais podemos citar Atg12, Atg7 e a formação do complexo Atg12‐Atg5 

(SMUDER; KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011a). Por fim, conduz ao aumento da razão 

LC3II/LC3I, um importante marcador do processo de autofagia celular (SMUDER; 

KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011a). Os autofagossomos, uma vez formados, podem 

ter seu conteúdo degradado através da fusão com vesículas lisossomais. Essas 

contêm proteases, dentre as quais, foi identificado o aumento da expressão de 

catepsina L, resultado do uso desta antraciclina (SMUDER; KAVAZIS; MIN; 

POWERS, 2011a). 

Outro sistema proteolítico que a doxorrubicina pode regular positivamente é o 

dependente de calpaínas. A atividade deste sistema é dependente do cálcio livre 

citoplasmático e é responsável por promover a clivagem de proteínas estruturais e 

miofibrilares de forma intacta no sarcômero (GOLL; THOMPSON; LI; WEI et al., 2003).  

Essas servem, então, como substratos para a degradação em outros sistemas 

proteolíticos. A miosina, actina, troponina I e α‐actinina, por exemplo, apresentam 

maior afinidade à clivagem desta cisteíno-protease não lisossomal durante o estado 

oxidativo, como o proporcionado pelo uso da doxorrubicina (SMUDER; KAVAZIS; 

HUDSON; NELSON et al., 2010). De fato, o aumento da atividade de calpaínas foi 

confirmado em modelos experimentais utilizando esse agente quimioterápico (YU; 

PEI; SIN; YIP et al., 2014). 

A ativação do sistema ubiquitina-proteassoma também tem importante papel 

no desenvolvimento da atrofia muscular (BILODEAU; COYNE; WING, 2016). Este 

sistema se caracteriza por ser um processo altamente organizado, responsável pela 
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seleção e identificação de proteínas que deverão ser degradadas no complexo do 

proteassoma. 

A princípio, a enzima E1 (enzima ativadora da ubiquitina) promove a ligação 

covalente da ubiquitina à sua estrutura, em um processo dependente de energia. Em 

seguida, a ubiquitina é transferida para a enzima E2 (enzima conjugadora), formando 

o complexo E2-ubiquitina. Concomitantemente, a enzima E3 (ubiquitina ligase) 

identifica e se liga à proteína que deve ser direcionada ao proteassoma. Nesta etapa, 

a ubiquitina presente no complexo E2-ubiquitina é transferida para a proteína alvo, 

promovendo a ligação covalente do monômero de ubiquitina à proteína alvo. O 

resultado da repetição deste último evento acarreta na formação de uma proteína 

poliubiquitinada. Esta estrutura é identificada pelo complexo do proteassoma e 

conduzirá a degradação destas proteínas (GLICKMAN; CIECHANOVER, 2002; 

WING, 2005). 

Uma característica da enzima E3 é que ela possui afinidade à substratos 

proteicos específicos. A Atrogin-1 (Muscle Atrophy F-box) e MuRF-1 (Muscle Ring 

Finger-1), por exemplo, são ubiquitinas E3-ligases seletivamente expressas no 

músculo esquelético e que apresentam grande importância na progressão da atrofia 

(BODINE; BAEHR, 2014; GUMUCIO; MENDIAS, 2013). Alguns estudos apontam que 

a expressão de MuRF-1 e Atrogin-1 aumentam durante a administração da 

doxorrubicina (HULMI; NISSINEN; RASANEN; DEGERMAN et al., 2018; KAVAZIS; 

SMUDER; POWERS, 2014). Este aumento poderia ser atribuído, em parte, ao 

aumento da expressão de miostatina e da sinalização de FoxO 1/3 (KAVAZIS; 

SMUDER; POWERS, 2014).   

Em adição, alguns estudos também sugerem que a doxorrubicina promova 

apoptose em miócitos. Acompanhado pelo aumento do número de fibras musculares 

com núcleo centralizado e aumento da fragmentação do DNA, a doxorrubicina regula 

positivamente a expressão de caspase-3 e proteínas pro-apoptóticas (MIN; KWON; 

SMUDER; WIGGS et al., 2015; SIN; TAM; YU; YIP et al., 2016; SMUDER; KAVAZIS; 

MIN; POWERS, 2011a; YU; PEI; SIN; YIP et al., 2014).  
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Figura 4. Principais vias de sinalização envolvidas no desenvolvimento da atrofia muscular induzidas 
por doxorrubicina. A administração de doxorrubicina é acompanhada pela ativação dos principais 
sistemas proteolíticos e por redução na síntese de proteínas (HIENSCH; BOLAM; MIJWEL; JENESON 
et al., 2019).  

 

Uma diversidade de estratégias tem sido utilizado para amenizar os efeitos 

deletérios da doxorrubicina, tais como alterações na dose terapêutica, modificações 

no sistema de entrega do quimioterápico ou associação com outros medicamentos 

(WENNINGMANN; KNAPP; ANDE; VAIDYA et al., 2019). Como já supracitado, a 

doxorrubicina apresenta grande eficácia na indução da morte celular em diferentes 

tipos de células tumorais; torna-se, portanto, de extrema valia estratégias 

farmacológicas e não-farmacológicas que possam ser utilizadas de maneira 

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

 

1.5 Doxorrubicina e exercício físico aeróbio 

 

O papel da atividade física no manejo de doenças crônico degenerativas está 

relacionado à prevenção, atraso da progressão da doença quando esta já se 

estabeleceu, regulação da sintomatologia e proteção contra uma condição de 

incapacidade ou morte prematura (BOOTH; ROBERTS; LAYE, 2012; HOJMAN; 
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GEHL; CHRISTENSEN; PEDERSEN, 2018).  A eficiência do exercício físico neste 

contexto irá depender do tipo de doença, assim como do estágio em que a enfermidade se 

encontra. Independentemente disto, o exercício físico pode ser considerado um 

importante fator para prevenção e tratamento de diversas doenças, incluindo o câncer, 

a DPOC, a diabetes, a doença renal crônica, e outras (BOOTH; ROBERTS; LAYE, 

2012). 

No tratamento do câncer, o uso do agente quimioterápico doxorrubicina 

contribui para a perda muscular e fadiga (GILLIAM; ST CLAIR, 2011; NISSINEN; 

DEGERMAN; RASANEN; POIKONEN et al., 2016). Neste contexto, o exercício físico 

tem sido apontado como estratégia para minimizar esses efeitos (MENESES-

ECHAVEZ; GONZALEZ-JIMENEZ; RAMIREZ-VELEZ, 2015; TIAN; LU; LIN; HU, 

2016). Pacientes oncológicos em tratamento com doxorrubicina, e em combinações 

padronizadas de outros medicamentos, demonstram o aumento da fadiga, o qual pode 

ser revertida por meio de um programa regular de exercícios físicos (SCHWARTZ; 

MORI; GAO; NAIL et al., 2001).  

Isso seria possível em virtude do aumento da capacidade antioxidante, 

aumento da expressão de proteínas de choque térmico (HSP72) e potencial para 

reduzir o acúmulo intracelular do quimioterápico no músculo esquelético, e 

consequente redução da toxidade (POWERS; DUARTE; LE NGUYEN; HYATT, 2019). 

Sugere-se que estas alterações são acompanhadas pela redução na sinalização dos 

principais sistemas proteolíticos (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014; SMUDER; 

KAVAZIS; MIN; POWERS, 2011a). Além disso, alguns estudos apontam que o 

exercício físico de endurance possa exercer efeito sinérgico ou ao menos não interferir 

negativamente na redução do crescimento tumoral provocado pela doxorrubicina 

(JONES; EVES; COURNEYA; CHIU et al., 2005; MORRELL; ALVAREZ-FLOREZ; 

ZHANG; KLEINERMAN et al., 2019; STURGEON; SCHADLER; MUTHUKUMARAN; 

DING et al., 2014). 

 

1.6 Câncer e exercício físico 

 

O câncer é uma das principais causas de mortalidade e morbidade no mundo,  

e dentre os fatores de risco ambiental que contribuem para o desenvolvimento desta 

doença está a inatividade física (FERLAY; SOERJOMATARAM; DIKSHIT; ESER et 



31 
 

 

al., 2015; RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ; PROVENCIO et al., 2017; 

SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018).   

A atividade física está associada à menor prevalência de vários tipos de câncer, 

como câncer de cólon, endométrio, mama, próstata, gastroesofágico, de ovário, 

pancreático e pulmonar (RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ; PROVENCIO et al., 

2017). A prática do exercício, durante e após o tratamento do câncer, tem 

demonstrado efeitos positivos com relação ao bem-estar e desempenho físico 

(ADAMSEN; QUIST; ANDERSEN; MOLLER et al., 2009; COURNEYA; SELLAR; 

STEVINSON; MCNEELY et al., 2009; VALLANCE; COURNEYA; PLOTNIKOFF; 

YASUI et al., 2007). É também responsável pela redução da fadiga, uma das 

frequentes queixas de pacientes oncológicos (KESSELS; HUSSON; VAN DER 

FELTZ-CORNELIS, 2018; PUETZ; HERRING, 2012). Não obstante, estudos apontam 

um possível efeito inibitório do exercício físico sobre o crescimento tumoral, 

progressão metastática e vascularização tumoral (ESCHKE; LAMPIT; SCHENK; 

JAVELLE et al., 2019; THOMPSON; WESTERLIND; SNEDDEN; BRIGGS et al., 1995; 

ZIELINSKI; MUENCHOW; WALLIG; HORN et al., 2004). 

  Apesar da importância da atividade física na redução da prevalência de alguns 

tipos de câncer e no atraso do desenvolvimento da doença, os mecanismos ainda não 

foram completamente elucidados. Sugere-se que esses efeitos sejam mediados por: 

redução da sinalização proliferativa sustentada das células tumorais, ativação de 

supressores de crescimento, ativação das vias de morte celular, normalização da 

vascularização tumoral e redução de mecanismos envolvidos na invasão e metástase 

tumoral (RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ; PROVENCIO et al., 2017). Além 

disso, também é sugerido a reprogramação metabólica de células tumorais e em 

alterações imunológicas e inflamatórias promovidas pelo exercício (MURPHY; ENOS; 

VELAZQUEZ, 2015). 
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Figura 5. Influência do exercício físico nos hallmarks do câncer. O exercício físico promove alterações 
na sinalização proliferativa sustentada de células tumorais, propicia a ativação de supressores de 
crescimento e de morte celular, auxilia na normalização da vascularização tumoral e reduz a ativação 
de vias envolvidas na invasão e metástase tumoral (RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ; 
PROVENCIO et al., 2017). 

 

Os mecanismos pelos quais o exercício exerce seus efeitos no corpo são 

multifacetados, incluindo alteração do balanço energético, alteração da adiposidade 

corporal, produção e secreção de hormônios e efeitos imunomodulatórios (MURPHY; 

ENOS; VELAZQUEZ, 2015).  Por exemplo, o exercício físico contribui com a redução 

do crescimento tumoral e aumento da apoptose em células tumorais pela redução da 

atividade da proteína p53 via supressão do eixo de IGF-1 (LEUNG; ARONSON; NGO; 

GOLDING et al., 2004). A inflamação é frequentemente ligada ao desenvolvimento e 

progressão do câncer (COUSSENS; WERB, 2002). Por outro lado, o exercício físico 

moderado proporciona um efeito anti-inflamatório sistêmico (MURPHY; ENOS; 

VELAZQUEZ, 2015; PETERSEN; PEDERSEN, 2005).  

O músculo esquelético representa uma grande porcentagem do peso corporal 

de indivíduos saudáveis e, além da sua evidente função mecânica, possui também 

importante papel na produção de fatores capazes de regular a homeostase corporal, 

muitos dos quais tem sua produção estimulada a partir da contração muscular. Estas 

proteínas são coletivamente chamadas de miocinas e possuem importantes funções 
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metabólicas e inflamatórias, podendo agir local ou sistemicamente (PEDERSEN, 

2011a; b). Parte dos efeitos benéficos do exercício físico como estratégia auxiliar às 

terapias convencionais utilizadas no câncer podem ser associadas à ação da IL-6. 

Esta miocina estabelece um importante crosstalk entre o músculo esquelético e 

diversos outros tecidos. A IL-6 derivada do músculo esquelético em contração, por 

exemplo, conduz à redistribuição de células natural killer (NK), auxiliando na 

supressão do crescimento tumoral (PEDERSEN; IDORN; OLOFSSON; LAUENBORG 

et al., 2016).  

A exposição de células de câncer de próstata ao soro de indivíduos exercitados 

reduz a taxa de crescimento celular (RUNDQVIST; AUGSTEN; STROMBERG; 

RULLMAN et al., 2013). Apesar disso, o uso de soro em meio de cultura não permite 

diferenciar o que é resultado exclusivamente de substâncias humorais produzidas 

pelo músculo ou de alterações sistêmicas promovidas pelo exercício físico (decorrente 

de alterações na composição corporal, hormônios e sistema imunológico). Algumas 

iniciativas nesse sentido indicam que fatores produzidos diretamente pelo músculo 

esquelético contribuem para a remodelação da biologia tumoral. Foi identificado, à 

exemplo, que a oncostatina M e SPARC produzidas e liberadas após contração 

muscular contribuem com a inibição do crescimento de células de câncer de mama e 

cólon em cultura celular (AOI; NAITO; TAKAGI; TANIMURA et al., 2013; HOJMAN; 

DETHLEFSEN; BRANDT; HANSEN et al., 2011). 

  

1.7 Metformina e quimioterapia 

 

A metformina é um medicamento da família das biguanidas, amplamente 

utilizado para a normalização da glicemia (SETTER; ILTZ; THAMS; CAMPBELL, 

2003). É usualmente prescrita para o tratamento do diabetes mellitus, diabetes 

gestacional e síndrome metabólica, embora também possa ser utilizado em outras 

doenças (BOLEN; FELDMAN; VASSY; WILSON et al., 2007; CICERO; TARTAGNI; 

ERTEK, 2012; HOLMAN; PAUL; BETHEL; MATTHEWS et al., 2008). Os efeitos 

comumente atribuídos ao uso deste fármaco incluem redução da concentração de 

glicose circulante, melhora da sensibilidade à insulina, redução da gliconeogênese 

hepática e redução de fatores de risco vascular (PERNICOVA; KORBONITS, 2014; 

SALPETER; BUCKLEY; KAHN; SALPETER, 2008). Parte dos efeitos supracitados 
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está associado à ativação da AMPk, muitos destes semelhantes aos promovidos pelo 

exercício físico aeróbio (WEIHRAUCH; HANDSCHIN, 2018). 

Adicionalmente ao uso padrão da metformina, modelos experimentais e clínicos 

têm demonstrado que este medicamento pode ter um importante papel como terapia 

complementar no câncer (ANISIMOV; BERSTEIN; EGORMIN; PISKUNOVA et al., 

2005; KASZNICKI; SLIWINSKA; DRZEWOSKI, 2014; NIRAULA; DOWLING; ENNIS; 

CHANG et al., 2012). A hiperinsulinemia e hiperglicemia são importantes fatores de 

risco para o desenvolvimento do câncer, de forma que o uso deste medicamento 

acaba por contribuir com a redução da prevalência dessa enfermidade (GODSLAND, 

2009; LI; ZHANG; SANG; ZHOU et al., 2019). Esse efeito é observado, sobretudo, em 

pacientes diabéticos, onde o uso da metformina reduz a prevalência do câncer e a 

mortalidade para esta doença (CURRIE; POOLE; GALE, 2009; LANDMAN; 

KLEEFSTRA; VAN HATEREN; GROENIER et al., 2010). Esta aplicabilidade da 

metformina advém de efeitos indiretos (insulino dependentes) e diretos (dependentes 

ou não da ativação de AMPk) proporcionado por este fármaco (KHEIRANDISH; 

MAHBOOBI; YAZDANPARAST; KAMAL et al., 2018; KURELAC; UMESH GANESH; 

IORIO; PORCELLI et al., 2020). 

 

Figura 6. Efeitos indiretos e diretos da metformina durante o câncer. A metformina reduz a 
gliconeogênese hepática e melhora a sensibilidade à insulina. A menor insulinemia reduz a atividade 
tirosina quinase do receptor de insulina e consequente conduz a limitação da sinalização de PI3K. A 
metformina contribui com o aumento da atividade de AMPk que por mecanismos dependentes e 
independentes de TSC2 levam a inibição de mTOR. Efeitos diretos deste fármaco em mTOR podem 
também serem observados. Adaptado de DOWLING; GOODWIN e STAMBOLIC (2011). 
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A metformina possui uma meia vida plasmática de aproximadamente 5-6 horas 

(GRAHAM; PUNT; ARORA; DAY et al., 2011). Após ser absorvida pelas células, 

através de um processo de difusão passiva ou auxiliada por transportadores de 

cátions orgânicos (OCT), parte dos efeitos metabólicos da metformina podem ser 

atribuídos à ativação da AMPk (CAI; EVERETT; THAKKER, 2019; CAI; ZHANG; HAN; 

EVERETT et al., 2016). Este medicamento provoca alterações nas razões de 

AMP/ATP e ADP/ATP pela inibição do complexo I da cadeia respiratória mitocondrial. 

A AMPk, por ser um importante sensor energético celular, é sensível a essas 

mudanças e tem sua atividade aumentada (OAKHILL; STEEL; CHEN; SCOTT et al., 

2011). Sugere-se também que a metformina possa estimular diretamente LKB-1/STK 

11 (serina/treonina quinase 11), uma proteína upstream de AMPk (SHAW; LAMIA; 

VASQUEZ; KOO et al., 2005). 

Diferentes mecanismos tem sido relacionados aos efeitos antitumorais da 

metformina como a inibição da formação de espécies reativas de oxigênio e de 

mTORC1, ativação da AMPk, modulação do receptor de  adenosina A1, redução da 

concentração circulante de insulina, IGF-1 e IGF-2 e diminuição da inflamação crônica 

(UGWUEZE; OGAMBA; YOUNG; ONYENEKWE et al., 2020). Como terapia adjuvante 

ou neoadjuvante tem mostrado resultados promissores durante o câncer (COYLE; 

CAFFERTY; VALE; LANGLEY, 2016; SARAEI; ASADI; KAKAR; MORADI-KOR, 2019; 

UGWUEZE; OGAMBA; YOUNG; ONYENEKWE et al., 2020). 

Além de promover efeitos diretos sobre as células tumorais, a metformina pode 

agir como agente sensibilizante da quimioterapia padrão e evitar a resistência 

adquirida durante o tratamento (DAVIES; LOBANOVA; DAWICKI; GROOT et al., 

2017; QU; ZHANG; ZHENG; ZHANG et al., 2014; ZHANG; GUO, 2016). No modelo 

experimental de câncer de pulmão de células não pequenas mutadas para 

KRAS/LKB1, a associação desta biguanida ao tratamento com cisplatina resultou em 

efeitos pró-apoptóticos nas células tumorais e diminuiu a resistência ao quimioterápico 

(MORO; CAIOLA; GANZINELLI; ZULATO et al., 2018). De maneira semelhante, 

quando a metformina foi associada ao tratamento com doxorrubicina, houve melhora 

na eficiência terapêutica do agente antineoplásico e redução na taxa de recidiva 

tumoral (BLANDINO; VALERIO; CIOCE; MORI et al., 2012; EL-ASHMAWY; KHEDR; 

EL-BAHRAWY; ABO MANSOUR, 2017; ILIOPOULOS; HIRSCH; STRUHL, 2011).  
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Em nível periférico, a metformina protege contra lesão renal aguda e a 

neuropatia periférica induzidas por gentamicina, oxaliplatina e cisplatina (EL-

FATATRY; IBRAHIM; HUSSIEN; MOSTAFA, 2018; LI; GUI; REN; LIU et al., 2016; 

MAO-YING; KAVELAARS; KRUKOWSKI; HUO et al., 2014; MORALES; DETAILLE; 

PRIETO; PUENTE et al., 2010). Durante o tratamento quimioterápico com 

doxorrubicina, o uso profilático de metformina reduz a toxicidade e aumenta a 

sobrevida (ALHOWAIL; ALMOGBEL, 2019). Esta combinação ainda contribui com a 

redução da cardiotoxicidade, recuperação do metabolismo da glicose e redução da 

fibrose no tecido adiposo (AJZASHOKOUHI; BOSTAN; JOMEZADEH; HAYES et al., 

2020; BIONDO; BATATINHA; SOUZA; TEIXEIRA et al., 2018; GRAHAM; PUNT; 

ARORA; DAY et al., 2011; ZILINYI; CZOMPA; CZEGLEDI; GAJTKO et al., 2018).  

A doxorrubicina prejudica a captação de glicose em miotubos via inibição da 

AMPk, bem como, já foi demonstrado que o uso desta antraciclina tem impacto 

negativo sobre o metabolismo e inflamação do músculo esquelético de animais 

diabéticos (DE LIMA JUNIOR; YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al., 2016; 

SUPRIYA; TAM; PEI; LAI et al., 2016). No entanto, ainda é obscuro o efeito da 

combinação da metformina ao tratamento com doxorrubicina neste tecido. 

A administração da doxorrubicina tem sido amplamente empregada no 

tratamento do câncer. Porém seu uso é limitado devido à manifestação de efeitos 

colaterais adversos, que podem se manifestar mesmo após a finalização do ciclo 

quimioterápico. Com base na evidência de que muitos tipos de câncer seguem sendo 

tratados com doxorrubicina, investigamos o efeito da combinação deste agente 

quimioterápico ao exercício físico e a metformina, avaliando os distúrbios musculares 

promovidos por esta antraciclina. Adicionalmente, em um modelo experimental de 

câncer, avaliamos o efeito da continuidade do exercício físico após o fim da 

quimioterapia sobre a progressão do catabolismo muscular e crescimento tumoral. 
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2. OBJETIVO 

 

Avaliar os efeitos de uma abordagem farmacológica, e outra não farmacológica, 

nos distúrbios musculares induzidos pelo tratamento quimioterápico com 

doxorrubicina.  

 

2.1 Objetivos específicos 

  

Inicialmente investigar se o exercício físico aeróbio ou a metformina 

protegeriam contra os efeitos deletérios da doxorrubicina no músculo esquelético. 

Assim: 

 

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

muscular; 

2. Avaliar se o exercício físico ou a metformina, combinados ao tratamento com 

doxorrubicina, seriam capazes de minimizar os efeitos adversos provocados 

por este quimioterápico. Para isto, avaliamos em um modelo experimental sem 

tumor a síntese e a degradação proteica no músculo esquelético, a expressão 

de AMPk e determinamos o desempenho dos animais em esteira.  

 

Em seguida, investigar o efeito da combinação do exercício físico ao tratamento 

com doxorrubicina em camundongos com carcinoma de pulmão Lewis (LLC). Deste 

modo:  

 

3. Avaliar o efeito da combinação do tratamento com doxorrubicina ao exercício 

físico aeróbio moderado, identificando mudanças na perda muscular, 

desempenho físico, crescimento tumoral e sobrevida; 

 

4. Determinar o efeito da interrupção da quimioterapia sobre a perda muscular, 

estabelecendo o papel da continuidade do exercício físico aeróbio neste 

contexto. Em razão disso, avaliamos imediatamente, e uma semana após o fim 

do ciclo quimioterápico vias de sinalização ligadas ao catabolismo muscular no 

músculo gastrocnêmio;  
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5. No carcinoma de pulmão Lewis, avaliar a expressão do supressor tumoral p53 

e de proteínas envolvidas na inflamação, angiogênese e de resistência 

adquirida ao tratamento quimioterápico com doxorrubicina. 
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3. MÉTODOS 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 com idade entre 8 e 10 semanas de 

vida. Os animais foram mantidos em sala com ciclo claro-escuro de 12-12 h e 

temperatura de 22  2º C, com dieta normal (ração Nuvital da Nuvilab, Colombo, PR) 

e água ad libitum durante o tratamento. Todos os procedimentos desse estudo 

seguiram os princípios éticos de experimentação animal sendo submetidos ao Comitê 

de Ética em Experimentação Animal da Universidade de São Paulo. 

 

3.2 Protocolo experimental 

3.2.1 Protocolo experimental 1 – Efeito da metformina e do exercício físico 

aeróbio sobre a perda muscular induzida por doxorrubicina 

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6, os quais receberam doses 

intraperitoneais de cloridrato de doxorrubicina (DOX) (Eurofarma, Campinas, SP, 

Brasil. Lot 350552 A) na concentração de 2,5 mg/kg de peso corporal, duas vezes por 

semana até perfazer a concentração de 30 mg/kg peso corporal. O grupo controle 

(CT) recebeu o mesmo volume de salina (0,9%). O grupo DOX foi submetido ao 

exercício físico aeróbio moderado em esteira (DOX + EXER) 5 vezes na semana, ou 

recebeu metformina (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA) diariamente por gavagem 

na concentração de 300 mg/kg peso corporal (DOX + MET). Os animais não tratados 

com metformina receberam solução salina (0,9%) por gavagem. A Figura 7 representa 

a divisão dos grupos experimentais. Após 6 semanas, os camundongos foram 

submetidos à restrição alimentar de 6 horas e submetidos à eutanásia para a coleta 

das amostras. A Figura 8 representa o modelo esquemático do protocolo 

experimental. Os músculos e coxins adiposos foram pesados e armazenados à -80ºC 

para as análises.   
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Figura 7. Disposição dos camundongos para execução do protocolo experimental 1. Grupo controle 
(CT); Grupo tratado com doxorrubicina (DOX); Grupo tratado com doxorrubicina combinado ao 
tratamento com metformina (DOX+MET); Grupo tratado com doxorrubicina combinado ao exercicio 
físico aeróbio moderado (DOX+ EXER).  

 
 

 

Figura 8. Representação do protocolo experimental 1. 
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3.2.2 Protocolo experimental 2 – Efeito da continuidade do exercício físico 

aeróbio após a quimioterapia em um modelo experimental de câncer 

Camundongos C57BL/6 tiveram células de carcinoma de pulmão Lewis (LLC) 

inoculadas subcutanemente no flanco direito. Uma semana após o estabelecimento 

do tumor, parte desses animais foram submetidos à administração intraperitoneal de 

doxorrubicina (LLC + DOX) ou combinação de exercício físico aeróbio moderado ao 

tratamento quimioterápico com doxorrubicina (LLC+ DOX + EXER). A administração 

de doxorrubicina ocorreu duas vezes por semana (concentração de 2,5 mg/kg peso 

corporal) até perfazer a concentração de 10 mg/kg peso corporal. O grupo LLC 

recebeu o mesmo volume de salina (0,9%). A Figura 9 representa a divisão dos grupos 

experimentais deste protocolo experimental. Para avaliar se havia persistência na 

perda muscular após a interrupção da quimioterapia os grupos de animais foram 

eutanasiados com 21 ou 28 dias. Entre a suspensão da doxorrubicina e o 28º dia, o  

grupo LLC + DOX + EXER continuou realizando exercício físico aeróbio em esteira. 

Após 21 dias (período imediato à quimioterapia) ou 28 dias (uma semana após o 

última administração quimioterápica), os camundongos foram submetidos a restrição 

alimentar de 6 horas e eutanasiados  para a coleta de tecidos e sangue. Os músculos 

esqueléticos, tecidos adiposos e tumor foram pesados e armazenados em -80ºC para 

análises posteriores. A Figura 10 representa o modelo esquemático do protocolo 

experimental. Adicionalmente aos grupos acima citados, utilizamos camundongos 

C57BL/6 sem tumor (CT) e camundongos C57BL/6 sem tumor tratados com 

doxorrubicina (DOX). Conforme exigido pelas diretrizes institucionais todos os animais 

foram eutanasiados préviamente caso volume do tumor atingisse 1.500 mm3.  
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Figura 9. Disposição dos camundongos para execução do protocolo experimental 2. Grupo  tumor 
(LLC); Grupo tratado com doxorrubicina (DOX); Grupo tratado com doxorrubicina combinado ao 
exercicio físico aeróbio moderado (DOX + EXER).  

 

 
 
Figura 10. Representação do protocolo experimental 2. 

 

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

 

As células foram mantidas em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, 

GIBCO, Invitrogen, NY), suplementados com penicilina (100U/ml), estreptomicina 

(100 µg/ml) e 10% soro fetal bovino (FBS, Atlanta Biological, Lawrenceville, GA). 

Foram cultivadas e mantidas em garrafas de cultura à 37°C em uma atmosfera 

humidificada contendo 5% de CO2. Foram injetadas subcutaneamente no flanco 
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direito dos camundongos 5 x 105 células viáveis (diluídas em solução salina à 0,9%). 

Os animais controle receberam o mesmo volume de solução salina à 0,9%. A 

viabilidade celular foi avaliada por Trypan Blue. 

 

3.2.4 Cultura de células C2C12 

 

As células C2C12 foram mantidas em meio Eagle Modificado por Dulbecco 

(DMEM, GIBCO, Invitrogen, NY), suplementados com penicilina (100U/ml), 

estreptomicina (100 µg/ml) e 10% soro fetal bovino (FBS, Atlanta Biological, 

Lawrenceville, GA). Foram cultivadas e mantidas em garrafas de cultura à 37°C em 

uma atmosfera humidificada contendo 5% de CO2. Ao atingirem 80% de confluência 

celular essas células foram submetidas a diferenciação por sete dias em solução 

DMEM 2% de soro de cavalo (HS, Biowest, Nuaillé,  FR).  Durante o processo de 

proliferação e diferenciação o meio de cultura foi trocado a cada dois dias. Após a 

diferenciação as células C2C12 foram submetidas ao tratamento com 100nM de 

doxorrubicina (Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, USA, ref. D2975000) ou solução veicular 

(DMSO) por 48 horas.  

 

3.2.5 Ensaio MTT  

  

A concentração de doxorrubicina utilizada nos ensaios in vitro foram avaliadas 

por meio do ensaio de viabilidade celular com MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-

tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio). Células C2C12 foram plaquadas em placa de 96 

wells (2 x 104 células por poço), e diferenciadas após 24 horas. Uma vez diferenciadas, 

foram submetidas ao tratamento com doxorrubicina em diferentes concentrações (0 – 

1000 nmol), solução veículo (DMSO) ou controle negativo (apenas DMEM) por 48 

horas. Para determinar a viabilidade celular foram submetidas a 3 horas de incubação 

à 37ºC em meio de cultura DMEM contendo MTT (0.2 mg/ml). Após este período o 

sobrenadante foi cuidadosamente removido até perfazer um volume final de 25µl. As 

células foram então homogeneizados com 100 µl por poço de solução isopropanol/HCl 

(50 mM). A leitura das placas foi realizada em espectrômetro (absorbância de 595 

nm). Os dados do grupo experimental foram relativizados em relação ao grupo que 

recebeu solução veículo. 
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3.2.4 Composição corporal, ingestão alimentar e volume do tumor 

 

A ingestão alimentar e o volume do tumor foram monitorados durante todo o 

tratamento. A determinação do volume tumoral foi realizada utilizando um paquímetro 

(Western, Ref.1945). Para esta determinação a seguinte equação foi utilizada: (mm3) 

= abc/2, onde (a) representa comprimento do tumor, (b) a largura e (c) a altura (KIM; 

HUAMANI; NIERMANN; LEE et al., 2006). Após eutanásia, os seguintes parâmetros 

foram mensurados: o peso do músculo sóleo, gastrocnêmio, músculo extensor longo 

dos dedos (EDL), tumor e peso dos coxins adiposos retroperitoneal, epididimal, 

mesentérico, subcutâneo e marrom. O índice de adiposidade foi calculado como a 

soma de todos os depósitos tecidos adiposos brancos.  

 

3.2.5 Protocolo de treinamento 

 

No protocolo experimental 1 e 2, os grupos exercitados foram submetidos ao 

protocolo de exercício físico aeróbio moderado em esteira que correspondeu à cinco 

sessões de treino por semana, de uma hora, à 60% da velocidade máxima obtido no 

teste em esteira (VMáx). No período anterior ao início dos protocolos experimentais, 

todos os grupos realizaram 5 sessões de exercício físico aeróbio à 10 m/min por 10 

minutos como forma de adaptação ao treinamento em esteira.  

Para determinar a velocidade máxima em esteira foi realizado um teste 

incremental, que foi iniciado com 5 min de aquecimento à 10 m/min, e a partir daí 

aumentada a velocidade em 3m/min a cada minuto até a exaustão dos animais. Esta 

avaliação foi realizada no período anterior aos protocolos experimentais para a 

determinação da carga de inicial de trabalho, e durante a última semana, para avaliar 

alterações no desempenho da corrida em esteira (BATATINHA; LIMA; TEIXEIRA; 

SOUZA et al., 2017; SILVEIRA; PIMENTEL; SOUZA; BIONDO et al., 2017). 

No protocolo 1 os animais exercitados (DOX + EXER) realizaram corrida em 

esteira por seis semanas, intervalo correspondente a todo período experimental. No 

protocolo 2, o grupo exercitado (LLC + DOX + EXER) iniciou as sessões de exercício 

físico aeróbio moderado uma semana após a inoculação do tumor. Foram realizadas 

duas semanas de treinamento (para os animais que foram eutanasiados no 21º dia) 

ou três semanas (para os animais que foram eutanasiados no 28º dia).  
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3.2.6 Histologia do músculo gastrocnêmio 

 

Cortes histológicos da região central músculo gastrocnêmio (10 µm) foram 

realizados em criostato Leica CM 3050S (Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha) 

à -25°C. Utilizamos o método foi adaptado de Baehr e cols. (2016) para determinar a 

área de seção transversal da fibra (AST; μm2).  Seções do corte histológico do 

músculo foram identificadas com anti-laminina (1: 1.000; Sigma‐Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) e visualizadas utilizando o método de detecção com 3,3′‐diaminobenzidina 

(DAB), segundo o manual de instrução. As imagens foram adquiridas utilizando um 

microscópio Nikon E1000 (Melville, NY, USA) e capturadas por meio de uma câmera 

digital Nikon DMX1200 (Nikon Corporation, Melville, NY, USA). As imagens 

digitalizadas foram então analisadas utilizando o software Image-Pro Plus (Media 

Cybernetics, Silver Spring, MD). Para cada músculo analisado foram avaliados quatro 

campos, sem sobreposição de regiões, com cerca de 800 fibras analisadas por 

animal.  

 

3.2.7 Avaliação dos parâmetros séricos 

 

A glicemia, lactato e o colesterol total foram avaliadas 

no soro através do kit Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil, Ref. 133, 138, 76 e 87 

respectivamente). Já a insulina, adiponectina, testosterona, corticosterona e VEGF 

foram quantificadas pela técnica de imunoensaio (enzyme-linked immunosorbent 

assay). O kit de insulina foi obtido da Millipore Corp. (Bedford, MA, EUA, Ref. EZRMI-

13K) e os kits de adiponectina e VEGF foram obtidos da R&DSystems (Minneapolis, 

MN, EUA, Ref. DY1119 e DY493 respectivamente). Os kits de corticosterona e 

testosterona foram obtidos da Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, EUA. Ref. 

500655 e 582701, respectivamente). Todos os ensaios colorimétricos foram lidos em 

espectrofotômetro EON (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) respeitando a 

densidade ótica ideal estabelecida no manual de fabricação de cada um dos kits. 
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3.2.8 Determinação da concentração de TNF-α, IL-10, IL-6, IL1ra, IL-1β, MCP-1 e 

VEGF  

 

O músculo gastrocnêmio e o tumor foram homogeneizados em tampão RIPA 

(0,625% de Nonidet P-40, 0,625% de deoxicolato de sódio, fosfato de sódio 6,25mM, 

e 1mM de ácido tetra-acético de etilenodiamina à pH 7,4) contendo 10 ug/ml do 

coquetel com inibidor de protease (Roche, Mannheim, Alemanha, Ref. 04693116001). 

Os homogenatos foram centrifugados a 14000g durante 45 min à 4°C e coletado o 

sobrenadante. Avaliamos a concentração de proteína através do ensaio de Bradford 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A avaliação quantitativa de IL-6, MCP-1, IL-10, IL-1β, 

IL1-ra, TNF-α e VEGF foi avaliada por ELISA (DuoSet ELISA, R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA Ref. DY406, DY479, DY417, DY401, DY480, DY410 e DY493 

respectivamente).  

 

3.2.9 Teste de tolerância à insulina 

 

Os camundongos permaneceram em restrição alimentar por 6 horas e tiveram 

a glicemia capilar caudal (Accu-Chek Active, Roche, Mannheim, Alemanha) avaliada 

a cada 5 minutos após administração intraperitoneal de insulina (0,5 UI/kg de peso 

corporal) durante um intervalo de 30 minutos. n =(14-13). A constante de decaimento 

da glicose foi mensurada como descrito por Bonora e cols. (BONORA; MANICARDI; 

ZAVARONI; COSCELLI et al., 1987).  

 

3.2.10 Teste de tolerância à glicose 

 

 Após restrição alimentar prévia de 6 horas os animais receberam uma dose 

intraperitoneal de glicose (2 g/kg peso corporal). A determinação da glicemia capilar 

caudal foi realizada utilizando um glicosímetro (Accu-Chek Active, Roche, Mannheim, 

Alemanha) e avaliado nos seguintes pontos após a administração da glicose: 0, 5, 15, 

30, 60 e 90 minutos. n = (5). 
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3.2.11 Determinação da expressão gênica   

 

No músculo gastrocnêmio  foi avaliada a expressão genica de MuRF1, Atrogin-

1, FoxO1, FoxO3, Mstn e Il6. No tumor foi avaliado  a expressão gênica de Il6, Abcb1a, 

Abcg2, Abcc2, Flt-1, Flk-1 e Flt-4. Em células C2C12 foi avaliado a expressão de 

MuRF1, Atrogin-1, Fbxo21, Fbxo30, FoxO1, FoxO3, Capn1, Capn2, Map1lc3a, 

Map1lc3b e Ulk1. As amostras foram homogenizados em reagente TRIzol (Life 

Technologies Corporation, Carlsbad, CA,  USA, ref. 15596026) para extração do RNA 

total seguindo as recomendações do fabicante (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987). O 

RNA foi quantificado por leitura em espectrofotômetro a 260 nm (A260 nm = 1 

corresponde a 44 µg/mL) e o grau de pureza determinado pelo razão 260/280 nm (no 

qual razão igual a 2 indica alto grau de pureza). O cDNA foi sintetizado a partir de 2µg 

do RNA total extraído utilizando a transcriptase reversa (High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit, Thermo Fisher, Carlsbad, CA, USA, Ref. 4368814). A expressão 

gênica foi quantificada por PCR em tempo real (HIGUCHI; DOLLINGER; WALSH; 

GRIFFITH, 1992), utilizando o aparelho StepOnePlus Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, CA, USA) e SYBER Green (Fast SYBR™ Green PCR Master 

Mix, Applied Biosystems, CA, USA, ref. 4385612) como marcador fluorescente. A 

quantificação da expressão dos genes foi realizada usando o método da Ct 

comparativa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Foi utilizado como controle interno a 

expressão de Rpl-19 (para o gastrocnêmio), Actb, Gapdh e Hprt (para o carcinoma de 

pulmão Lewis). A sequência de primer’s utilizadas são descritas na Tabela 1. 
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3.2.12 Avaliação da síntese proteica in vivo (SUnSET) 

 

A síntese proteica foi avaliada utilizando o método Surface SEnsing of 

Translation (SUnSET), conforme descrito em Baehr et al. (2016). A puromicina é um 

antibiótico produzido pela bactéria streptomyces alboniger e que tem uma estrutura 

análoga a do aminoacil-RNAt de tirosil. Por esta característica, é incorporada nas 

cadeias peptídicas nascentes, de forma que quando utilizada em baixas 

concentrações a assimilação desta molécula é tida como um marcador da síntese 

proteica.  Após dissolução em solução salina estéril, os animais receberam uma 

injeção intraperitoneal de puromicina (EMD Millipore, Billerica, MA, EUA; ref. 540222) 

na concentração de 0,02 µmol/g de peso corporal. Trinta minutos após esta 

administração, o músculo gastrocnêmio foi rapidamente coletado e armazenado a -

80ºC. O músculo esquelético foi pulverizado e homogeneizado em tampão de lise de 

sacarose (Tris 50 mM pH 7,5, sacarose 250 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X 

100 a 1%, NaF 50 mM). Após isto a amostra foi centrifugada a 14000 g por 4 min e as 

Tabela 1. Sequências dos primer´s do RT-PCR  

Gene  Left Primer   Right Primer  GenBank 

MuRF1 5' GTGTGAGGTGCCTACTTGCTC 3' 5' GCTCAGTCTTCTGTCCTTGGA 3 ' NM_001039048.2 

Atrogin1 5' ACAAAGGAAGTACGAAGGAGCG 3' 5' GGCAGTCGAGAAGTCCAGTC 3' NM_026346.3  

Fbxo21 5' GGGCAGGTGAGTCCTCTATG 3' 5' GAGCAGAGACATGCTGATGG 3' NM_145564.4 

Fbxo30 5’ CTTCAGTCTCGTGGAATGGTAA 3’ 5’ TGCTCAGGATGTCAGCAAA 3’ NM_027968.3 

Foxo1 5' CCCAGGCCGGAGTTTAACC 3' 5' GTTGCTCATAAAGTCGGTGCT 3' NM_019739.3 

Foxo3 5' CTGGGGGAACCTGTCCTATG 3' 5' TCATTCTGAACGCGCATGAAG 3' NM_019740.2 

Capn1 5’ CCAACCTCCCTGATGAGAA 3’  5’ TGTAGCTCCTTGACGCTGA 3’ NM_007600.3 

Capn2 5’ CTTGCTTCGTGGCTGAGTT 3’ 5’ CCCGTAAGTTCAAGGTCCAG 3’ NM_009794.4 

Map1lc3a 5’ GCGCTACAAGGGTGAGAAG 3’ 5’ TTGACCAGCAGGAAGAAGG 3’ NM_025735.3 

Map1lc3b 5’ CAAGTTCCTGGTGCCTGAC 3’ 5’ GCCGTCTTCATCTCTCTCACT 3’ NM_026160.5 

Ulk1 5’ GCAGCACAGACAGCCTACA 3’ 5’ TGGAAGAGCCCACTGAGAA 3’ NM_001347394.1 

Rpl19 5' CAATGCCAACTCCCGTCA 3' 5' GTGTTTTTCCGGCAAACGAG 3' NM_009078.2  

Il6 5' GTTGTGCAATGGCAATTCTG 3' 5' CCAGTTTGGTAGCATCCATC 3' NM_001314054.1 

Abcb1a 5' CAGCAGTCAGTGTGCTTACAA 3 ' 5' ATGGCTCTTTTATCGGCCTCA 3' NM_011076.3 

Abcg2 5' GAACTCCAGAGCCGTTAGGAC 3' 5' CAGAATAGCATTAAGGCCAGGTT 3' NM_011920.3 

Abcc2 5' GTGTGGATTCCCTTGGGCTTT 3' 5' CACAACGAACACCTGCTTGG 3' NM_013806.2 

Flt1 5' ACGGTTAGCACATTGGTGGT 3' 5' AAGCCATTCGGCACATCT 3' NM_010228.4 

Flk1 5' GCAGCAGGATGGCAAAGA 3' 5' TAGGCAGGGAGAGTCCAGAA 3' NM_010612.3 

Flt4 5' CTGGCAAATGGTTACTCCATGA 3' 5' ACAACCCGTGTGTCTTCACTG 3' NM_008029.3 

Hprt 5' GGCTTACCTCACTGCTTTCC 3' 5' AATCACGACGCTGGGACT 3' NM_013556.2 

Actb 5' CCTTCCTTCTTGGGTATGGA 3' 5' GAGGTCTTTACGGATGTCAACG 3' NM_007393.5 

Gapdh  5' CAAGCTCATTTCCTGGTATGACA 3' 5' GCCTCTCTTGCTCAGTGTCC 3' NM_001289726.1 
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concentrações de proteínas determinadas pelo método de Bradford (Bio-Rad, 

Hercules, CA, EUA). A concentração de proteínas associadas à puromicina foi 

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

 

3.2.13 Immunoblotting 

 

O músculo gastrocnêmio e o tumor foram homogeneizados em tampão de 

extração contendo inibidores de protease (Roche Diagnostics GmbH, 

Sandhoferstrasse, Mannheim, Alemanha, ref. 11697498001) e fosfatase (Roche 

Diagnostics GmbH, Sandhoferstrasse, Mannheim, Germany ref. 4906845001). Após 

a centrifugação, o sobrenadante foi submetido a quantificação proteica determinadas 

pelo ensaio de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), utilizando uma curva padrão 

de albumina.   

A determinação da expressão proteica foi adaptada conforme descrito por 

Towbin e cols. (1979). Foram utilizadas amostras diluídas em tampão de Laemmli na 

concentração de proteína em 50 μg. As amostras foram então submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) (SHAPIRO; VINUELA; 

MAIZEL, 1967), transferidas para membrana de PVDF e incubadas com anticorpos 

primários contra AMPKαThr172 (ref. 2531), AMPKα (ref. 2532), Beclin (ref. 3495), LC3 

A/B (ref. 12741), ATG7 (ref. 8558), ATG3 (ref. 3415), ATG5 (ref. 12994) e pNFkBp65 

(ref. 3033s), p53 (ref. 32532), Acetil p53(Lys379) (ref. 2570)  (obtidos da Cell Signaling 

Technology® Danvers, MA, USA), Puromicina (EMD Millipore, Billerica, MA, EUA, ref 

540222), GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, ref. SC 25778), 

α‐actinina (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, ref. SC 130619), e depois 

incubados com um anticorpo anti-IgG conjugado com peroxidase. Após as 

incubações, estas membranas foram incubadas com o substrato de peroxidase (ECL 

Clarity TM, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). No primeiro protocolo experimental o 

Ponceau S staining foi utilizado como controle de carregamento das amostras (GILDA; 

GOMES, 2013). No segundo protocolo foi utilizado como controle interno expressão 

de GAPDH (músculo esquelético) e α‐actinina (tumor). As imagens foram obtidas 

utilizando o equipamento Amersham™ Imager 600 (GE Healthcare, Buckinghamshire, 

UK) e quantificadas por densitometria óptica utilizando o software Image J (NIH, 

Maryland, USA). 
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3.3 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versão 

6.0 para Windows (GraphPad Software, SanDiego, CA, USA). Os dados foram 

expressos como média e erro padrão. Para a comparação entre dois grupos no ensaio 

com células C2C12 foi utilizado o Teste-t de Student.  Para determinar a viabilidade 

celular foi utilizado o teste ANOVA one-way seguido do pós-teste de Bonferroni. Nos 

experimentos in vivo a comparação estatística entre os grupos foi feita por meio do 

teste ANOVA one-way ou ANOVA two-way, quando apropriado, seguido do pós-teste 

de Bonferroni. A sobrevida foi avaliada utilizando a curva de Kaplan-Meier e 

comparada utilizando o teste de log-rank (Mantel-Cox). O nível de significância 

adotado foi p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Protocolo experimental 1 – Efeito da metformina e do exercício físico aeróbio 

sobre a perda muscular induzida por doxorrubicina 

 

Todos os grupos tratados com doxorrubicina reduziram o peso corporal, de 

modo que ambos tratamentos foram incapazes de restaurar este prejuízo (Figura 11 

A). Esta mudança se iniciou a partir da quarta semana de tratamento. Ademais, a 

perda de peso corporal pelo tratamento com doxorrubicina foi promovida sem 

qualquer alteração no consumo alimentar (Figura 11 B). 

 

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

A redução do peso corporal promovida pelo tratamento com doxorrubicina 

(DOX) ocorreu às custas da diminuição da massa magra e adiposa, sendo que o 

tratamento farmacológico com metformina e exercício físico (DOX+MET e 

DOX+EXER) não mostraram efeitos protetivos nesse contexto. Houve redução em 

todos os grupos tratados com doxorrubicina no peso do músculo gastrocnêmio e 

sóleo, além dos coxins adiposos subcutâneo, epididimal, retroperitoneal e 

mesentérico (CT vs. DOX, CT vs. DOX+MET e CT vs. DOX+EXER, p < 0.05) (Tabela 

2). O peso do tecido adiposo marrom não foi modificado (Tabela 2, p > 0.05). 
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Para determinar uma concentração não letal de doxorrubicina nos ensaios in 

vitro (C2C12) avaliamos a viabilidade celular por MTT. A concentração de 100 nM foi 

considerada não letal (p > 0.05), enquanto concentrações maiores de doxorrubicina 

(200 nM, 500 nM e 1000 nM) reduziram a viabilidade celular (DMSO vs. DOX, p < 

0.001) (Figura 12 A). A exposição de miotubos C2C12 à doxorrubicina (100nM) por 

48 horas aumentou a expressão de Atrogin1, Fbxo21, FoxO1, FoxO3 e Ulk1 (DMSO 

vs. DOX, p < 0.05) (Figura 12 B). Não houve alteração na expressão de MuRF1, 

Fbxo30, Map1lc3a, Map1lc3a, Capn1 e Capn2 (DMSO vs. DOX, p > 0.05). 

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

  CT DOX DOX + MET DOX + EXER 

Gastrocnêmio  303.4±13.71 209.7±16.32 *** 202.80±11.42*** 207.50±10.22*** 
Sóleo  16.80±0.99 11.00±0.66 *** 11.10±0.73 *** 11.78±0.49 *** 
T. adiposo subcutâneo 207.1±13.32 89.25±15.53 * 65.92±12.06 * 89.17±10.04* 
T. adiposo epididimal  306.1±39.55 48.00±12.18 * 86±44.85 * 37.86±7.44 * 
T. adiposo retroperitoneal  78.15±8.55 8.83±3.49 * 3.41±1.13 * 3.66±1.71 * 
T. adiposo mesentérico 426.70±24.96 234.60±53.83 * 209.40±21.39 * 235.30±22.91 * 
T. adiposo marrom 92.29±13.99 81.13±8.20 57.00±14.19 68.43±12.70 
Valores expressos em mg. Os valores representam a média e o erro padrão dos dados obtidos a partir da análise 
de 8-10 animais por grupo. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 vs. grupo CT. T, tecido; CT, controle; DOX, 
doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 

 

Figura 12.  Efeito da doxorrubicina na expressão de proteínas ligadas ao desenvolvimento da proteólise. 
A. Viabilidade celular de miotubos submetidas ao tratamento com diferentes concentrações de 
doxorrubicina (0 - 1000nM) por 48 horas. B. Expressão gênica de FoxO, E3 ligases, subunidades 
catalíticas de calpaínas e proteínas envolvidas no processo de autofagia. Valores representam a média 
e o erro padrão da análise dos dados obtidos. n=5-6. DMSO, solução veículo - Dimetilsulfóxido; DOX, 
doxorrubicina. *p < 0.05 vs. DMSO, ** p < 0.01 vs. DMSO; *** p < 0.001 vs. DMSO. 
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Com base nas reduções do peso do tecido adiposo causado pela doxorrubicina, 

avaliamos a concentração de adiponectina circulante. Esta adipocina, no entanto não 

sofreu alteração em sua concentração (Tabela 3). Tanto o tecido adiposo quanto o 

músculo esquelético desempenham um papel fundamental na absorção de glicose 

mediada por insulina. Baseado na alteração da homeostase destes tecidos resultado 

do tratamento quimioterápico, avaliamos os indicadores de glicemia e insulinemia.  O 

tratamento com doxorrubicina diminuiu a glicemia basal (CT vs. DOX, p < 0.01), sem 

alteração na concentração de insulina (Tabela 3, p > 0.05). Os tratamentos associados 

à quimioterapia não reverteram este efeito sobre a glicemia (CT vs. DOX+MET, p < 

0.001 e CT vs. DOX+EXER, p < 0.01) (Tabela 3).   

Tabela 3. Efeito da doxorrubicina e associações sobre parâmetros séricos 

  CT DOX DOX+MET DOX+EXER  

Glicose (mg/dl) 129.2±4.13 100.2±6.14** 97.54±5.81 *** 102.3±5.34** 

Insulina (ng/ml) 0.63±0.06 0.34±0.07 0.51±0.06 0.60±0.08 

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

Os valores representam a média e o erro padrão dos dados obtidos a partir da análise. * p <0.05; ** p < 
0.01; *** p <0.001 vs. grupo CT. CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercício 
físico aeróbio moderado. 

 

A relação entre hormônios anabólicos e catabólicos é sem dúvida um 

importante fator de controle do balanço proteico. Investigamos, portanto, se os 

tratamentos poderiam causar alterações na concentração circulante de testosterona 

e corticosterona. A concentração de corticosterona aumentou no grupo recebeu 

doxorrubicina de maneira isolada e a combinação à metformina ou exercício físico 

foram capazes de reduzi-la (CT vs. DOX+MET, p < 0.001; DOX vs. DOX+MET, p < 

0.01 e DOX vs. DOX+EXER, p < 0.01) (Figura 13 A). Não houve alteração na 

concentração de testosterona (Figura 13 B). 
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Figura 13. Exercício físico aeróbico e metformina reduzem o efeito da doxorrubicina sobre a 
corticosterona circulante. A. Corticosterona sérica. n = 4-5; B. Testosterona sérica. n = 9-10. Os valores 
representam a média e o erro padrão dos dados obtidos a partir da análise. ** p <0.01; *** p <0.001. 

CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 

 

A velocidade máxima obtida em teste de esteira após 6 semanas de 

treinamento aeróbio aumentou no grupo exercitado em comparação a todos os grupos 

(CT vs. DOX+EXER, p < 0.05; DOX vs. DOX+EXER, p < 0.001 e DOX+MET vs. 

DOX+EXER, p < 0.001) (Figura 14). Camundongos que receberam apenas o 

tratamento com doxorrubicina, por outro lado, reduziram o desempenho físico em 

relação ao grupo controle (CT vs. DOX, p < 0.05) (Figura 14). O desempenho no teste 

em esteira rolante não foi alterado pela administração de metformina combinada ao 

tratamento com doxorrubicina (CT vs. DOX+MET, p > 0.05) (Figura 14). 

 
 
 

  
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. O exercício aeróbico impede a redução da velocidade máxima no teste em esteira causada 
pela doxorrubicina. A. Velocidade máxima final no teste em esteira (m / min). Os valores representam 
a média e o erro padrão dos dados obtidos a partir da análise. *p <0.05; *** p <0.001. CT, controle; 
DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 
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Conforme demonstrado pela Figura 15, a quimioterapia por si só causou 

redução na área de secção transversa da fibra muscular (CT vs. DOX, p < 0.001). 

Este efeito não foi impedido pela combinação à metformina ou ao exercício físico (CT 

vs. DOX+MET, p < 0.001 e CT vs. DOX+EXER, p < 0.01) (Figura 15 A/C).  

 

. 

Figura 15. Efeito da doxorrubicina e associações na área de secção transversa do músculo 
gastrocnêmio. A. Área de secção transversa do músculo esquelético (µm2); B. Distribuição da 
frequência da área de fibra; C. Imagens histológicas representativas (escala 100µm). Os valores 
representam a média e o erro padrão dos dados obtidos a partir da análise. n=5-6. ** p <0.01; *** p 
<0.001. AST, área de secção transversa; CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, 
exercício físico aeróbio moderado. 

 

O exercício físico aeróbio e a metformina são capazes de influenciar o 

metabolismo muscular, sendo este efeito, em parte, atribuído à modulação da 

atividade de AMPk. Nossos dados demonstram que na comparação ao grupo tratado 

apenas com doxorrubicina (DOX) houve aumento da expressão da razão de 

A B

C

C
T

D
O

X

D
O

X
 +

 M
E

T

D
O

X
 +

 E
X

E
R

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

2 5 0 0
* * *

* * *

* *

Á
r
e

a
 d

e
 s

e
c

ç
ã

o
 t

r
a

n
s

v
e

r
s

a
 (

µ
m

²)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

3
0
0
0

3
5
0
0

4
0
0
0

4
5
0
0

0

2 0

4 0

6 0

A S T  (m
2
)

D
is

tr
ib

u
iç

ã
o

 d
a

 f
r
e

q
u

ê
n

c
ia

 d
e

 f
ib

r
a

s
 (

%
)

C T

D O X

D O X  +  M E T

D O X  +  E X E R



56 
 

 

pAMPKα/AMPkα total no grupo exercitado, havendo tendência de incremento no 

grupo que fez coadministração com metformina (DOX vs. DOX+MET, p=0.069 e DOX 

vs. DOX+EXER, p < 0.05) (Figura 16). 
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Figura 16. Efeito na expressão de AMPk no músculo gastrocnêmio. A. Imagem representativa da 
análise de western blot da expressão de AMPkα e AMPkα Thr172 no músculo gastrocnêmio e sua 
quantificação. Os valores representam a média e o erro padrão dos dados obtidos a partir da análise. 
n=4-6. * p <0.05. CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercício físico aeróbio 
moderado. 
 

 

Suportado pelos resultados que demonstraram redução na massa muscular no 

tratamento com doxorrubicina, avaliamos a síntese proteica. A síntese proteica total 

avaliada pela incorporação da puromicina foi reduzida pelo tratamento com 

doxorrubicina (CT vs. DOX, p < 0.05) (Figura 17 A). Por outro lado, o exercício aeróbio 

resgatou parcialmente este efeito, na medida que isto não foi observado pela 

combinação à metformina (CT vs. DOX+MET, p < 0.05 e CT vs. DOX+EXER, p > 0.05) 

(Figura 17 A).  
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Figura 17. Efeitos dos tratamentos sobre a síntese proteica no músculo gastrocnêmio. A. Síntese 
proteica no músculo gastrocnêmio determinado pele método SUnSET.  Os valores representam a 
média e o erro padrão dos dados obtidos a partir da análise. n=4-5. * p <0.05. CT, controle; DOX, 
doxorrubicina; MET, metformina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 

 

Quando comparado ao grupo controle, o tratamento isolado com doxorrubicina 

não alterou a expressão de proteínas ligadas à sinalização da autofagia no músculo 

gastrocnêmio (CT vs. DOX p > 0.05), muito embora os tratamentos combinados 

(DOX+MET e DOX+EXER) tenham reduzido a expressão destas em relação ao 

tratamento quimioterápico isolado (DOX) (Figura 18). Houve redução na expressão 

de Atg7 tanto pela associação ao exercício físico quanto pela metformina na 

comparação com o grupo DOX (DOX vs. DOX+MET, p < 0.05; DOX vs. DOX+EXER, 

p < 0.05) (Figura 18 A). Os animais exercitados ainda reduziram a expressão de LC3 

A/B em relação ao grupo que recebeu apenas doxorrubicina (DOX vs. DOX+EXER, p 

< 0.05) (Figura 18 B). 

A

C
T

D
O

X

D
O

X
 +

 M
E

T

D
O

X
 +

 E
X

E
R

0

5 0

1 0 0

1 5 0

*

*

P
u

r
o

m
ic

in
a

(%
 C

o
n

tr
o

le
)



58 
 

 

 

Figura 18.  Efeito do exercício físico e metformina durante o tratamento quimioterápico na expressão 
de proteínas envolvidas na autofagia. A. Expressão da proteína Atg7 no músculo gastrocnêmio; B. 
Expressão proteica de LC3β no músculo gastrocnêmio. Os valores representam a média e o erro 
padrão dos dados obtidos a partir da análise. n=4-6. *p < 0.05. CT, controle; DOX, doxorrubicina; MET, 
metformina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 
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4.2 Protocolo experimental 2 –  Efeito da continuidade do exercício físico 

aeróbio após a quimioterapia em um modelo experimental de câncer 

 

Em comparação a animais que não foram submetidos a nenhum tipo de 

tratamento, houve redução na sobrevida de camundongos com carcinoma de pulmão 

de Lewis tratados com doxorrubicina (LLC vs.LLC+DOX, p < 0.001) (Figura 19 A). A 

média de sobrevida de animais portadores de tumor (LLC) foi de 36 dias, tendo a 

administração de doxorrubicina (LLC+DOX) reduzido este intervalo em 8 dias (p < 

0.001). No entanto, quando a quimioterapia foi associada ao exercício físico este efeito 

deletério da quimioterapia foi mitigado (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.001) 

(Figura 19 A), de modo que restabeleceu a sobrevida do grupo que combinou 

quimioterapia e exercício físico a valores semelhantes ao do grupo com tumor (LLC 

vs. LLC+DOX+EXER, p >0.05) (Figura 19 A). Interessante notar que, na ausência do 

tumor, camundongos submetidos a semelhante protocolo de administração de 

doxorrubicina não houve mortalidade (CT vs. DOX, p > 0.05) (Figura 19 B). 

 

 
Figura 19. Efeito da combinação do exercício físico moderado ao tratamento com doxorrubicina na 
sobrevida de camundongos. A. Efeito da doxorrubicina e da combinação de doxorrubicina e exercício 
físico na curva de sobrevida de camundongos com carcinoma de pulmão Lewis. n=18-9. B. Curva de 
sobrevida de camundongos C57BL/6 submetidos ao tratamento quimioterápico na ausência do 
carcinoma de pulmão Lewis. n=13-6. O valor de p foi determinado pelo teste log-rank for trend. LLC, 
Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 

 

O tratamento com o doxorrubicina causou redução do peso corporal. Contudo, 

a continuidade do exercício físico, particularmente no período pós-quimioterápico 

atenuou este efeito (Figura 20 A).  No 21º dia todos os grupos tratados com 
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doxorrubicina apresentaram redução do peso corporal (LLC vs. LLC+DOX e LLC vs. 

LLC+DOX+EXER, p < 0.01) (Figura 20 A).  Camundongos sedentários e tratados com 

doxorrubicina, mesmo mediante à interrupção da quimioterapia não recuperaram esta 

perda de peso, que foi estendida até o 28º dia (LLC vs. LLC+DOX, p < 0.001). Em 

contrapartida a continuidade do exercício físico após a interrupção da administração 

de doxorrubicina minimizou este efeito (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05 - 28º dia) 

(Figura 20 A). Não houve alteração do consumo alimentar durante ou 

sequencialmente à quimioterapia (3º e 4º semana respectivamente) (Figura 20 C). 

Figura 20. Peso corporal e do músculo esquelético de camundongos submetidos ao tratamento com 
doxorrubicina combinado ou não com exercício físico.  A. Peso corporal (descontado o peso do tumor). 
n=15-9; B. Consumo alimentar. n=9-5. C. Peso do músculo. n=15-9; D. Índice de adiposidade - 
representa a soma do peso dos tecidos adiposos subcutâneo, mesentérico, epididimal e retroperitoneal. 
n=15-9. Valores representam a média e o erro padrão da análise dos dados obtidos. *p < 0.05; ** p 
<0.01 vs. LLC; *** p <0.001 vs. LLC. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício 

físico aeróbio moderado. 

 

No período imediato à quimioterapia todos os grupos tratados com 

doxorrubicina apresentaram redução do peso do músculo gastrocnêmio (LLC vs. 

LLC+DOX e LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 21º dia). Ao passo que com a 

interrupção da quimioterapia o grupo LLC+DOX permaneceu exibindo esta redução 
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(LLC vs. LLC+DOX, p < 0.05, 28º dia), a retomada do peso deste tecido foi observada 

com o prosseguimento das sessões de exercício físico aeróbio (LLC+DOX vs. 

LLC+DOX+EXER, p < 0.05) (Figura 20 C). 

O peso do músculo EDL foi somente influenciado pelo tempo com tumor e não 

pelos tratamentos. Todos os grupos experimentais (LLC, LLC+DOX e 

LLC+DOX+EXER) apresentaram redução no peso do músculo EDL mediante a 

semana adicional de protocolo (21º dia vs. 28º dia, p < 0.05) (Figura 20 C). 

A administração de doxorrubicina, independentemente do exercício físico, 

reduziu a massa do músculo sóleo no período imediato à quimioterapia (LLC vs. 

LLC+DOX e LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 21º dia). Este efeito agudo do 

tratamento com doxorrubicina foi, no entanto, anulado pela interrupção da 

quimioterapia (28º dia). Todos os grupos que receberam quimioterapia retornaram a 

valores semelhantes de peso do músculo sóleo ao patamar de animais portadores de 

tumor sem tratamento (LLC vs. LLC+DOX e LLC vs. LLC+DOX+EXER, p >0.05) 

(Figura 20 C).  

Não houve alteração do peso do músculo tibial anterior imediatamente à 

quimioterapia (21º dia, p > 0.05). O grupo de animais que continuou se exercitando 

após a quimioterapia apresentou maior peso do músculo sóleo em comparação ao 

grupo que recebeu quimioterapia isolada (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 

28º dia) (Figura 20 C). 

Imediatamente à quimioterapia, ambos os grupos tratados com doxorrubicina 

apresentaram redução do índice de adiposidade (LLC vs. LLC+DOX e LLC vs. 

LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 21º dia). E a presença do tumor por uma semana adicional 

reduziu a massa adiposa em todos os grupos (21º vs. 28º dia, p < 0.05). Esta redução, 

no entanto, foi em maior extensão no grupo que fez o uso isolado da doxorrubicina 

(LLC vs. LLC+DOX, p < 0.01, 28º dia), de modo que a continuidade do exercício na 

interrupção da quimioterapia impediu uma queda mais acentuada no peso destes 

coxins adiposos (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05, 28º dia) (Figura 20 D).  

Imediatamente após a quimioterapia o desempenho em esteira rolante entre os 

grupos foi semelhante (21º dia, p > 0.05). Com a interrupção da quimioterapia e 

continuidade do exercício físico, houve aumento na performance do teste em esteira 

no grupo LLC+DOX+EXER (21º vs. 28º dia, p < 0.01). Em contrapartida, o grupo de 

animais que recebeu quimioterapia e manteve-se sedentário, demonstraram menor 

performance em relação aos animais exercitados no período pós-quimioterápico 
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(LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28º dia) (Figura 21 A). Não houve 

diferença em relação ao grupo que não recebeu tratamento (LLC vs. 

LLC+DOX+EXER, p > 0.05). 

 

T
e

s
te

 d
e

 v
e

lo
c

id
a

d
e

m
á

x
im

a
 e

m
 e

s
te

ir
a

 (
m

/m
in

)

2
1
º  

d
ia

2
8
º  

 d
ia

0

1 0

2 0

3 0

L L C

L L C  +  D O X

L L C  +  D O X   +  E X E R

*

aa

A

 
 
Figura 21. Desempenho no teste de esteira rolante de camundongos submetidos a quimioterapia 
associada ou não ao exercício físico. A. Velocidade obtida no teste máximo em esteira rolante durante 
e após a quimioterapia. n = 9. Os valores representam a média e o erro padrão da análise dos dados 
obtidos. * p <0,05; aa – p < 0,01 em relação ao respectivo grupo no 28º dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma; 

DOX, doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 

 

Consequência do tratamento de curta duração com doxorrubicina, as ativações 

de vias de sinalização atróficas tiveram aumento em sua grande maioria no período 

subsequente à suspensão da quimioterapia. Com exceção da expressão gênica de 

FoxO1, o restante dos genes avaliados (MurRF1, Atrogin1, FoxO3) aumentaram no 

período subsequente à descontinuação da utilização do fármaco (28º dia) (Figura 22). 

A abordagem quimioterápica isolada contribuiu para o aumento da expressão 

de Atrogin1 (LLC vs. LLC+DOX, p < 0.01, 28º dia). Todavia o exercício físico durante 

e após a quimioterapia foi capaz de impedir este aumento (LLC+DOX vs. 

LLC+DOX+EXER, p < 0.001) (Figura 22 A).  

Houve aumento na expressão de MuRF1 entre o 21º e 28º dia nos animais 

sedentários tratados com doxorrubicina (LLC+DOX, p < 0.01). Ainda que animais 

exercitados também tenham recebido quimioterapia, estes não aumentaram a 

expressão de MuRF1 no período pós-quimioterápico (LLC vs. LLC+DOX e LLC+DOX 

vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28º dia) (Figura 22 B).  

Houve aumento da expressão gênica de miostatina entre o 21º e 28º dia no 

grupo LLC+DOX (p < 0.01). Este aumento, no entanto, foi impedido pela combinação 

e continuidade do exercício físico aeróbio (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 

28º dia) (Figura 22 C). 
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Mesmo após interrupção da quimioterapia o grupo LLC+DOX aumentou a 

expressão de FoxO1 entre o 21º e 28º dia (p < 0.001). Enquanto foi observado 

diferença estatística entre os grupos LLC e LLC+DOX no 28º dia (p < 0.05), este efeito 

foi bloqueado nos animais que se exercitaram (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05, 

28º dia). Distinto dos outros genes avaliados, evidenciamos que imediatamente após 

o tratamento quimioterápico, a combinação do exercício físico à doxorrubicina causou 

aumento da expressão de FoxO1 (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 21º dia) 

(Figura 22 D). 

Conforme o protocolo experimental prosseguiu, o tratamento com 

doxorrubicina isolado (LLC+DOX) aumentou da expressão de FoxO3 (21º vs. 28º dia, 

p < 0.01). Uma semana após o fim do tratamento quimioterápico (28º dia), o grupo de 

camundongos que foi submetido à administração isolada com doxorrubicina 

apresentou aumento da expressão de FoxO3 (LLC vs. LLC+DOX, p < 0.05). A 

combinação ao exercício físico, no entanto, evitou este aumento (LLC vs. 

LLC+DOX+EXER, p > 0.05) (Figura 22 E). Não houve alteração na expressão gênica 

de IL-6 no músculo gastrocnêmio ao longo do protocolo experimental (Figura 22 F). 
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Figura 22. Efeito da combinação do exercício físico ao tratamento com doxorrubicina na expressão de 
proteínas ligadas à proteólise muscular. A. Expressão gênica de Atrogin1 no músculo gastrocnêmio; B.  
Expressão gênica de MurF1 no músculo gastrocnêmio; C. Expressão gênica de Miostatina no músculo 
gastrocnêmio; D. Expressão gênica de FoxO1 no músculo gastrocnêmio; E. Expressão gênica de 
FoxO3 no músculo gastrocnêmio; F. Expressão gênica de IL6 no músculo gastrocnêmio. Os valores 
representam a média e o erro padrão da análise dos dados obtidos. n=5-6. * p <0,05; ** p <0,01; *** p 
<0,001; aa – p <0,01 em relação ao respectivo grupo no 28º dia; aaa – p < 0,001 em relação ao 
respectivo grupo no 28º dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício físico 
aeróbio moderado. 

 

Não houve alteração na síntese proteica imediatamente ao término da 

quimioterapia (21º dia, p > 0.05) (Figura 23 A). Contudo, observamos uma resposta 

adversa tardia causada pela quimioterapia, uma semana após a interrupção do 

tratamento com doxorrubicina (28º dia). Houve redução da síntese proteica nos 
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animais que receberam intervenção quimioterápica isolada (LLC vs. LLC+DOX, p < 

0.01) sendo que a combinação ao exercício físico não impediu esta resposta (LLC vs. 

LLC+DOX+EXER, p < 0.01) (Figura 23 B).  

 

P
u

r
o

m
ic

in
a

  
(U

.A
)

L
L

C

L
L

C
 +

 D
O

X

L
L

C
 +

 D
O

X
 +

 E
X

E
R

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 1 º  d ia

P
u

r
o

m
ic

in
a

  
(U

.A
)

L
L

C

L
L

C
 +

 D
O

X

L
L

C
 +

 D
O

X
 +

 E
X

E
R

0

5 0

1 0 0

1 5 0

* *

2 8 º  d ia

* *

A

B

21º dia

P
u

ro
m

ic
in

a
P

o
u

n
ce

u

28º dia 

P
u

ro
m

ic
in

a
P

o
u

n
ce

u

 
 

Figura 23. Avaliação da síntese proteica imediatamente e após a quimioterapia. A. Síntese proteica no 
músculo gastrocnêmio avaliado pelo método SUnSET ao término do ciclo quimioterápico; B. Síntese 
proteica no músculo gastrocnêmio avaliado pelo método SUnSET após a suspensão da quimioterapia. 
Os valores representam a média e o erro padrão da análise dos dados obtidos. n=4. ** p <0,01. LLC, 
Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 
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Não houve alteração na expressão proteica de Beclin, ATG3, ATG5 e ATG7 

imediatamente ou uma semana após a última administração de doxorrubicina (Figura 

24 A/B). 

 

 
Figura 24. Sinalização autofágica no músculo gastrocnêmio. A. Expressão de proteínas envolvidas na 
ativação autofágica ao término do ciclo quimioterápico. B. Expressão de proteínas envolvidas na 
ativação autofágica uma semana após a suspensão da quimioterapia. Os valores representam a média 
e o erro padrão da análise dos dados obtidos. n=4. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; 
EXER, exercício físico aeróbio moderado. 

 

Determinamos a expressão de pNF-κB do músculo gastrocnêmio, bem como a 

concentração de citocinas pró e anti-inflamatórias no homogenato muscular. 

Imediatamente após a quimioterapia (21º dia) houve diminuição da fosforilação de NF-

κB p65 nos animais tratados com doxorrubicina (LLC vs. LLC+DOX e LLC vs. 

LLC+DOX+EXER, p < 0.05) (Figura 25 A), mas essa diferença não foi encontrada no 

protocolo de 28 dias (28º dia, p > 0.05) (Figura 25 B). No período imediato à 

quimioterapia (21º dia) no músculo gastrocnêmio não houve alteração concentração 

das citocinas IL-1β, IL1-ra, TNF-α e IL-10 (Tabela 4). 
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Figura 25. Avaliação da expressão de pNF-κBp65 músculo esquelético. A. Expressão proteica de pNF-
κBp65 no músculo gastrocnêmio imediatamente após a quimioterapia. B. Expressão proteica de pNF-
κB p65 no músculo gastrocnêmio no período pós-quimioterápico. Os valores representam a média e o 
erro padrão da análise dos dados obtidos. n=4. * p <0,05. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, 

doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio moderado.  

 

Tabela 4. Concentração de citocinas pró e anti-inflamatórias no músculo 
gastrocnêmio imediatamente ao tratamento quimioterápico  

 
   Grupos experimentais 

Citocinas  21 dias 

 LLC(9) LLC+DOX(7)  LLC+DOX+EXER(7) 

TNF-a  38.48 ± 23.58 59.5 ± 23.08 60.42 ±16.09 
IL-1β  20.97± 12.92 10.43± 1.40 12.14 ± 2.61 
IL1-ra  28.93 ± 8.32 67.29 ± 25.88 76.82 ± 26.16 
IL-10   30.07 ± 7.56 38.06 ± 9.70 69.39 ± 32.50 

Valores expressos em pg/mg proteína. Valores representam a média e o erro 
padrão dos dados obtidos. n=9-7.  LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, 
doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 

 

Nossos resultados confirmaram os efeitos antitumorais da doxorrubicina, 

levando à desaceleração do crescimento tumoral.  Os grupos de animais tratados com 
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doxorrubicina apresentaram redução do crescimento tumoral imediatamente ao 

término da intervenção quimioterápica (LLC vs. LLC+DOX e LLC+DOX+EXER, p < 

0.001, 21º dia). No entanto no período pós-quimioterápico, camundongos que 

receberam doxorrubicina e permaneceram sedentários aumentaram a taxa de 

crescimento tumoral em uma proporção superior ao de animais que continuaram se 

exercitando (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28º dia). Ambos os grupos 

tratados com doxorrubicina apresentaram menor volume tumoral no 28º dia em 

relação ao grupo de animais que não receberam quimioterapia (LLC vs. LLC+DOX e 

LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.001) (Figura 26 A). 

 

Figura 26. Efeito do tratamento quimioterápico com doxorrubicina e da combinação ao exercício físico 
aeróbio no crescimento tumoral e na expressão de IL-6. A. Curva de crescimento tumoral (mm3). n= 
20-18. *** p <0,001 vs. LLC. # p <0,05 vs. LLC + DOX. B. Imagens representativas do tamanho do 
tumor ao fim do ciclo quimioterápico e após uma semana C. Expressão proteica de IL-6 no homogenato 
tumoral (pg/mg proteína). n=5-6. ** p < 0.01; aaa – p < 0,001 em relação respectivo grupo no 28º dia. 
Os valores representam as médias e erro padrão dos dados obtidos. Lewis Lung Carcinoma; DOX, 
doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 
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Em virtude das alterações causadas pelos tratamentos no crescimento tumoral, 

avaliamos a expressão de proteínas que poderiam estar influenciando o atraso 

crescimento do tumoral causado pelo exercício físico quando a intervenção com 

doxorrubicina foi finalizada. No período pós-quimioterápico houve aumento da 

expressão proteica de p53 e p53 acetilada (Lys379) no grupo que continuou se 

exercitando (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28º dia). Neste instante não houve 

efeito causado pela quimioterapia isolada (LLC vs. LLC+DOX, p > 0.05, 28º dia) 

(Figura 27 A).  
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Figura 27. Expressão de p53 no homogenato tumoral após a suspensão da quimioterapia. A. Expressão 
proteica de p53 e Acetil p53 (Lys379). n=4. Valores representam a média e o erro padrão da análise 
dos dados obtidos. * p <0,05. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício físico 

aeróbio moderado. 

 

Não houve alteração na expressão gênica de Abcb1a, Abcg2 ou Abcc2, 

proteínas envolvidas no efluxo de doxorrubicina (p > 0.05) (Figura 28 A/B/C). 
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Figura 28. Avaliação da expressão gênica de proteínas transportadoras de doxorrubicina 
imediatamente e após interrupção do tratamento quimioterápico. A. Expressão gênica de Abcb1a; B. 
Expressão gênica de Abcc2; C. Expressão gênica de Abcg2. Valores representam a média e o erro 
padrão da análise dos dados obtidos. n=5-6. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, 
exercício físico aeróbio moderado. 

 

No 28º dia, a concentração de VEGF sérico foi reduzido com o tratamento 

quimioterápico isolado (LLC vs. LLC+DOX e LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 

0.05), enquanto que a combinação com o exercício físico reestabeleceu a 

concentração de VEGF à uma condição semelhante ao do grupo que não se submeteu 

a nenhum tratamento (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05) (Figura 29 A). Inclusive a 

concentração de VEGF no homogenato tumoral foi maior nos animais que 

combinaram quimioterapia e exercício físico em relação aqueles que receberam a 

quimioterapia e permaneceram sedentários (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 

0.05) (Figura 29 B). 
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Figura 29. Efeito do tratamento com doxorrubicina e da combinação ao exercício físico aeróbio na 
expressão de VEGF. A. Concentração de VEGF no soro no 28º dia; B. Concentração de VEFG do 
tumor no 28º dia. Valores representam a média e o erro padrão da análise dos dados obtidos. n=5-6. 
*p <0.05; ** p <0.01. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio 
moderado 
 

Não houve alteração da expressão dos receptores de VEGF (Flt1, Flk1 e Flt4) 

no período imediato ou após uma semana após a interrupção da quimioterapia (Figura 

30 A/B/C) 

Figura 30. Expressão gênica dos receptores de VEGF no tumor. A. Expressão gênica de Flt1; B. 
Expressão gênica de Flk1; A. Expressão gênica de Flt4. Os valores representam a média e o erro 
padrão dos dados obtidos. n=5-6. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício 
físico aeróbio moderado. 
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Adicionalmente avaliamos a expressão de citocinas no homogenato tumoral. A 

descontinuação do tratamento quimioterápico causou aumento da concentração de 

IL-6 no grupo LLC+DOX (21º vs. 28º dia, p < 0.001). Este aumento, no entanto, foi 

contido no grupo que se exercitou (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER e LLC vs. 

LLC+DOX, p < 0.01, 28º dia) (Figura 26 C). 

 A doxorrubicina (LLC+DOX) reduziu a expressão de IL1-ra no homogenato 

tumoral imediatamente após o fim do ciclo quimioterápico em relação ao grupo que 

não recebeu tratamento (LLC vs. LLC+DOX, p < 0.05, 21º dia), enquanto que este 

efeito não foi observado nos animais que combinaram o tratamento com doxorrubicina 

ao exercício físico (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05, 21º dia). Com a suspensão 

da quimioterapia (28º dia), a concentração de IL1-ra no grupo LLC+DOX retornou à 

valores semelhantes ao grupo LLC (p > 0.05) (Tabela 5). 

A concentração de MCP-1 foi somente influenciada pelo tempo com tumor (21º 

dia vs. 28º dia, p < 0.001) e não pelos tratamentos. Todos os grupos (LLC, LLC+DOX 

e LLC+DOX+EXER) apresentaram diminuição da expressão de MCP-1 com a semana 

adicional de protocolo experimental (Tabela 5). Não houve alteração na concentração 

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

 
 

Tabela 5. Concentração de citocinas pró e anti-inflamatórias no homogenato tumoral imediatamente e após interrupção do 
tratamento quimioterápico. 

   Grupos experimentais 

Citocina  21 dias  28 dias 

 LLC (6) LLC + DOX (6)   LLC+DOX+EXER(6)  LLC (6) LLC + DOX(6)  LLC+DOX+EXER(5)  

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

Valores expressos em pg/mg proteína. Valores representam a média e o erro padrão dos dados obtidos. n=5-6. * - p < 0.05 vs. 
grupo LLC no mesmo período. aaa - p < 0.001 em relação respectivo grupo no 28º dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, 
doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 

 
 

O exercício físico combinado à doxorrubicina diminuiu a concentração de 

lactato sanguíneo no período imediato à quimioterapia em comparação ao grupo que 

recebeu o fármaco de maneira isolada (LLC+DOX vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 21º 

dia). Esta diferença não foi estatisticamente significante em relação aos animais que 

não receberam tratamento (LLC vs. LLC+DOX+EXER, p > 0.05) (Tabela 6).  Houve, 

no entanto, um aumento tardio de lactato sanguíneo em ambos os grupos tratados 
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com doxorrubicina (21º vs. 28º dia, p < 0.05). Com a suspensão da quimioterapia (28º 

dia) verificou-se o aumento da concentração de lactato sanguíneo nos grupos 

LLC+DOX e LLC+DOX+EXER em comparação ao grupo que não recebeu nenhum 

tratamento (LLC vs. LLC+DOX; LLC vs. LLC+DOX+EXER, p < 0.05, 28º dia). O 

colesterol total e o triglicérides não foram alterados durante o protocolo experimental 

(Tabela 6). 

  

Tabela 6. Parâmetros séricos 

   Grupos Experimentais 

Parâmetros  21 dias  28 dias 

 LLC(9) LLC+DOX(9)  LLC+DOX+EXER(9)  LLC(6)  LLC+DOX(6)  LLC+DOX+EXER(6)  

Colesterol total   174±19.52 160.9±21.7 132.5±18.53  126.62±17.54 122.22±4.78 120.95±4.54  
Triglicérides   118.8±3.51 110.80±9.76  127.70±15.56   151.86±20.56 114.79±32.69 89.63±13.95  
Lactato    47.87±3.42  55.48±7.81a 35.37±1.56 #a   46.16±4.15 103.47±7.18* 88.31±4.49 * 

Valores expressos em mg/dl. Valores representam a média e o erro padrão dos dados obtidos. n=9-6. * -  p < 0.05 em 
relação ao grupo LLC no mesmo período; # - p < 0,05 em relação ao grupo LLC + DOX no mesmo período; a - p < 0,05 em 
relação ao respectivo grupo no 28º dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio 
moderado. 

 

 

Embora tenhamos observado efeitos relativos ao tempo com tumor (21º vs. 28º 

dia, p < 0.05), não observamos diferenças relativas aos tratamentos (quimioterapia ou 

combinação quimioterapia e exercício físico) nos valores de glicemia. Camundongos 

que não receberam recurso terapêutico ou que mantiveram o exercício físico após a 

suspensão da quimioterapia (LLC e LLC+DOX+EXER) elevaram a glicemia entre o 

21º e 28º dia (p < 0.01), enquanto isto não foi observado no grupo de animais 

submetidos apenas à quimioterapia (LLC, p > 0.05) (Tabela 7). Não houve alteração 

na insulinemia, tolerância à glicose ou sensibilidade à insulina durante o protocolo 

experimental (Figura 31 A/C).  

 
 

Tabela 7. Concentração sérica de glicose e insulina  
 

   Grupos experimentais 

Parâmetros  21 dias  28 dias 

 LLC(8) LLC+DOX(8)  LLC+DOX+EXER(8)   LLC(8) LLC+DOX(8)  LLC+DOX+EXER(8)  

Glicose(mg/dl)  142.63±10.20aa 116.7±7.34 117.89±6.55aa  190.26±22.35 150,00±10.27 175.40±5.72 
Insulina(ng/ml)   1.14±0.51 0.89±0.10 0.92±0.19   1.16±0.14 1.00±0.47 0.87±0.16 

Valores representam a média e o erro padrão dos dados obtidos. n=8. aa – p < 0,01 em relação respectivo grupo no 28º 
dia. LLC, Lewis Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio moderado.  
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Figura 31. Determinação da sensibilidade e tolerância à glicose durante o tratamento quimioterápico 
com doxorrubicina combinado ou não ao exercício físico. A. Constante de decaimento da glicose (KiTT); 
B. Curva da glicemia após injeção intraperitoneal de insulina (0,5 UI); C. Área sob curva do teste de 
tolerância à glicose; D. Curva da glicemia após injeção intraperitoneal de glicose (2 mg/kg peso 
corporal). Os valores representam a média e o erro padrão da análise dos dados obtidos. LLC, Lewis 
Lung Carcinoma; DOX, doxorrubicina; EXER, exercício físico aeróbio moderado. 
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5. DISCUSSÃO  

 

Nossos resultados demonstraram que o exercício físico aeróbio foi capaz de 

atenuar a atrofia muscular promovida pelo tratamento com doxorrubicina apenas no 

período pós-quimioterápico. Esse efeito pode ser atribuído, em parte, à redução da 

expressão de proteínas relacionadas ao catabolismo muscular. Além disso, a 

combinação do exercício físico à administração quimioterápica não prejudicou os 

efeitos antitumorais desta antraciclina e, inclusive, minimizou a retomada da taxa de 

crescimento tumoral após a interrupção do tratamento farmacológico.  

Embora simultaneamente, a associação da quimioterapia com o exercício físico 

ou metformina não tenham atenuado a perda muscular, houve minimização de outros 

efeitos adversos comuns relacionados à administração desta antraciclina. Ambas 

abordagens promoveram a normalização da concentração circulante de 

corticosterona, enquanto apenas a combinação ao exercício físico aeróbio reduziu a 

fadiga. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Efeito da continuidade do exercício físico após a interrupção da quimioterapia em um 
modelo experimental de câncer. 
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Apesar da doxorrubicina ser um recurso terapêutico amplamente eficiente no 

tratamento de pacientes oncológicos, seu uso deve ser restrito devido aos efeitos 

colaterais adversos, que podem inclusive se manifestar subsequentemente ao término 

do ciclo quimioterápico (CHATTERJEE; ZHANG; HONBO; KARLINER, 2010; FAHIM; 

KATAYA; EL-KHARRAG; AMER et al., 2011; LOPES; MEISEL; DIRNAGL; 

CARVALHO et al., 2008; PUGAZHENDHI; EDISON; VELMURUGAN; JACOB et al., 

2018).  

A manutenção do exercício físico sequencialmente ao tratamento com 

doxorrubicina amenizou a perda de peso e a atrofia muscular. Mesmo após a 

suspensão da utilização do agente antineoplásico houve persistência na perda 

muscular, tendo essa sido minimizada pela continuidade do exercício físico.  Isso 

ocorreu em parte pela redução do catabolismo muscular, sobretudo pela diminuição 

da sinalização do sistema ubiquitina-proteassoma. O emprego da doxorrubicina em 

condições oncológicas é largamente descrito na literatura e, portanto, era de se 

esperar que levasse à redução do crescimento tumoral (BANDYOPADHYAY; WANG; 

AGYIN; TANG et al., 2010; LI; WANG; ZHI; YOU et al., 2018; MIRA; CARMONA-

RODRIGUEZ; PEREZ-VILLAMIL; CASAS et al., 2018; SPETH; VAN HOESEL; 

HAANEN, 1988; THORN; OSHIRO; MARSH; HERNANDEZ-BOUSSARD et al., 2011).  

Embora saibamos que o efeito tóxico da doxorrubicina no tecido cardíaco possa 

ocorrer anos após o fim do tratamento, esse efeito em outros tecidos periféricos tem 

sido amplamente negligenciado (HEQUET; LE; MOULLET; PAULI et al., 2004; 

LIPSHULTZ; COLAN; GELBER; PEREZ-ATAYDE et al., 1991; MITRY; LAURENT; 

KEITH; SIRA et al., 2020; STEINHERZ; STEINHERZ; TAN; HELLER et al., 1991). 

Nossos achados levantam uma importante questão sobre o papel desempenhado pelo 

exercício físico durante e após o tratamento quimioterápico no gerenciamento da 

atrofia muscular persistente. Um fato que se destacou em nossos resultados foi este 

desdobramento da sinalização catabólica no músculo esquelético mesmo após a 

suspensão da doxorrubicina.  

Ao longo dos últimos anos tem sido amplamente discutido a contribuição dos 

quimioterápicos no desenvolvimento da atrofia muscular (COLETTI, 2018; 

DAMRAUER; STADLER; ACHARYYA; BALDWIN et al., 2018; GILLIAM; MOYLAN; 

PATTERSON; SMITH et al., 2012; GILLIAM; ST CLAIR, 2011; KAVAZIS; SMUDER; 

POWERS, 2014). E esse é realmente um tópico importante, visto que a perda 

muscular é uma condição recorrente em pacientes sob este tipo de tratamento. 
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Investigamos então o efeito de uma abordagem farmacológica e outra não 

farmacológica nos efeitos colaterais induzidos pelo tratamento quimioterápico com 

doxorrubicina. Na presença do tumor, avaliamos a importância da continuidade do 

exercício físico aeróbio após a suspensão da quimioterapia na proteção contra a perda 

muscular. 

Dentre os fatores que contribuem para a atrofia muscular está o aumento da 

degradação de proteínas sarcoméricas pela ativação do sistema ubiquitina-

proteassoma (BILODEAU; COYNE; WING, 2016). Atrogin1 e MuRF1 são ubiquitinas 

E3-ligases seletivamente expressas no músculo esquelético que tem importância na 

progressão da perda muscular. Elas promovem a poliubiquitinação de proteínas que 

devem ser direcionadas ao proteassoma 26S (BODINE; LATRES; BAUMHUETER; 

LAI et al., 2001; GOMES; LECKER; JAGOE; NAVON et al., 2001). Ao passo que a 

ubiquitinação é uma etapa essencial para a degradação de proteínas por esse 

sistema, a transcrição de Atrogin1 e MuRF1 é comumente utilizada como marcador-

chave de sua ativação. O aumento da expressão de Atrogin1 e MuRF1 no músculo 

esquelético aumenta durante o desenvolvimento de atrofia muscular e, como tal, 

aumenta com a utilização da doxorrubicina (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014). 

Todavia não tenhamos observado esse efeito imediatamente ao término do ciclo 

quimioterápico, isto ocorreu subsequentemente, podendo ter sido relacionado ao uso 

de um modelo experimental de caquexia associada ao câncer ou pelo curto período 

de administração desta antraciclina. Em contrapartida ao efeito do uso isolado da 

doxorrubicina, a manutenção do exercício físico após a suspensão da quimioterapia 

reduziu a expressão tardia das ubiquitinas E3-ligases. 

A regulação transcricional dos atrogenes está ligada ao aumento das vias de 

sinalizações catabólicas Akt/FoxO, (IκBα) /nuclear factor kappa B (NFκB) e MAPKs 

(GLASS, 2005). O papel central da via Akt/FoxO na proteólise deve-se ao fato de que 

sua sinalização leva ao aumento transcricional de ambas ubiquitina-ligases (MuRF1 e 

Atrogin1) (GLASS, 2005). A transcrição de FoxO 1/3 aumenta em diversas condições 

atróficas, sendo esse um processo altamente regulado (BROCCA; TONIOLO; 

REGGIANI; BOTTINELLI et al., 2017; JUDGE; WU; BEHARRY; ROBERTS et al., 

2014; MILAN; ROMANELLO; PESCATORE; ARMANI et al., 2015; O'NEILL; 

BHARDWAJ; PENNIMAN; KRUMPOCH et al., 2019; REED; SANDESARA; SENF; 

JUDGE, 2012; SANDRI; SANDRI; GILBERT; SKURK et al., 2004; SMITH; 

ALAMDARI; O'NEAL; GONNELLA et al., 2010). Parte da proteólise gerada pelo 
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tratamento quimioterápico com doxorrubicina se deve à ativação da proteólise via 

sinalização FoxO (KAVAZIS; SMUDER; POWERS, 2014). A diminuição da 

fosforilação de Akt favorece a translocação de FoxO 1/3 para o núcleo, levando à 

expressão das ubiquitina-ligases. Demonstramos que o tratamento transitório e de 

curta duração com doxorrubicina gera o aumento tardio da transcrição de FoxO 1/3, 

sendo que, quando a quimioterapia é combinada com o exercício físico, esse efeito é 

suprimido.  

Outro fator contribuinte para a atrofia muscular gerada pelo tratamento com 

doxorrubicina foi o aumento da expressão de miostatina. A ativação da sinalização 

miostatina/SMAD é um dos principais reguladores negativos do crescimento muscular 

(LEE; MCPHERRON, 2001; SARTORI; MILAN; PATRON; MAMMUCARI et al., 2009). 

O aumento da expressão desta proteína é verificado durante a perda muscular e tem 

sido inclusive alvo de inibidores farmacológicos na tentativa de preservar a massa 

magra durante o tratamento quimioterápico com doxorrubicina (HULMI; NISSINEN; 

RASANEN; DEGERMAN et al., 2018; LIU; QIAO; GE; SHANG et al., 2019; NISSINEN; 

DEGERMAN; RASANEN; POIKONEN et al., 2016). Portanto, a redução da transcrição 

de miostatina causada pelo exercício físico parece ser um dos aspectos centrais 

ligados à amenização da atrofia muscular de nosso modelo. Este efeito tem sido 

reportado tanto em modalidades de endurance quanto de resistência (HITTEL; 

AXELSON; SARNA; SHEARER et al., 2010; LOUIS; RAUE; YANG; JEMIOLO et al., 

2007), onde um curto período de exercício físico de endurance reduz a expressão de 

miostatina proporcionada pelo tratamento com doxorrubicina (KAVAZIS; SMUDER; 

POWERS, 2014). 

O promotor do gene da miostatina é classicamente ativado por FoxO1 e 

proteínas SMAD (ALLEN; UNTERMAN, 2007). Além disso, glicocorticóides 

endógenos podem contribuir com o aumento da expressão de miostatina via interação 

com o elemento responsivo à glicocorticóides (GRE) (GILSON; SCHAKMAN; 

COMBARET; LAUSE et al., 2007; QIN; DU; YANG; ZHANG et al., 2013). O tratamento 

com doxorrubicina aumenta a concentração circulante de corticosterona (DE LIMA 

JUNIOR; YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al., 2016; KWATRA; JANGRA; 

MISHRA; SHARMA et al., 2016; PREZIOSI; VACCA; RAGAZZONI; DEL CARMINE et 

al., 1989). E este aumento na produção de glicocorticóides endógenos facilita a 

ativação de sinais catabólicos no músculo esquelético (BRAUN; MARKS, 2015; 

BRAUN; SZUMOWSKI; LEVASSEUR; GROSSBERG et al., 2014; MA; MALLIDIS; 
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BHASIN; MAHABADI et al., 2003). Tanto a combinação ao exercício físico quanto à 

metformina foram capazes de reduzir o aumento da concentração de corticosterona 

causado pelo uso de doxorrubicina. Coletivamente estes dados nos sugerem que o 

bloqueio da expressão de miostatina pelo exercício físico se dá através da redução 

da concentração circulante de corticosterona e na atenuação da expressão de FoxO1.  

Além de reduzir a síntese proteica, a transdução do sinal da ligação da 

miostatina em seu receptor proporciona o aumento da proteólise mediada via sistema 

ubiquitina-proteassoma. O aumento da transcrição de E3 ligases pela miostatina é 

regulado positivamente via sinalização Akt/FoxO (MCFARLANE; PLUMMER; 

THOMAS; HENNEBRY et al., 2006). Assim, a repressão da transcrição dos atrogenes 

promovido pelo exercício físico após a interrupção da quimioterapia relaciona-se 

também à redução da expressão de miostatina. Além disso, foi demonstrada a inter-

relação da contração muscular e miostatina (LESSARD; MACDONALD; PATHAK; 

HAN et al., 2018). O processo contrátil proporcionado pelo exercício físico, sobretudo 

na modalidade de resistência de força, causa a ativação de JNK e consequente 

fosforilação de sítios alternativos em SMAD2. Essa sinalização não canônica impede 

a translocação do fator de transcrição SMAD2 para o núcleo, favorecendo os efeitos 

positivos do exercício físico sobre a massa muscular (LESSARD; MACDONALD; 

PATHAK; HAN et al., 2018).  

O desenvolvimento e a progressão do câncer são constantemente associados 

a um alto estado inflamatório (COUSSENS; WERB, 2002). O exercício físico, por outro 

lado, possui ação anti-inflamatória sistêmica, em especial se realizado em intensidade 

moderada (MURPHY; ENOS; VELAZQUEZ, 2015; PETERSEN; PEDERSEN, 2005). 

Nesse sentido, parte dos efeitos benéficos do exercício físico como coadjuvante no 

tratamento do câncer devem-se às alterações imunológicas e inflamatórias 

(MURPHY; ENOS; VELAZQUEZ, 2015). As citocinas pró-inflamatórias possuem um 

papel central na intensificação do processo de perda muscular durante o câncer, 

muitas das quais levam ao aumento da sinalização do fator de transcrição NF-κB (LI; 

MALHOTRA; KUMAR, 2008).  

A produção de fatores inflamatórios no câncer pelas células tumorais e pelo 

hospedeiro é um dos gatilhos para o desenvolvimento da atrofia muscular, dentre os 

quais a citocina IL-6 possui papel central. A IL-6 é uma das principais citocinas 

reguladoras da homeostase do músculo esquelético, no qual o aumento sustentado 
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de sua concentração leva ao balanço proteico negativo e progressão da caquexia 

associada ao câncer (CARSON; BALTGALVIS, 2010; NARSALE; CARSON, 2014). 

Embora muitos tipos celulares possam sintetizar IL-6, evidências sugerem que 

o tumor é uma importante fonte produtora dessa citocina, o que conduz ao aumento 

de suas concentrações sistêmicas. Isso pode ser evidenciado em modelos animais, 

quando os tumores primários são cirurgicamente extraídos, isso gera diminuição da 

concentração de IL-6, e por consequência, a amenização do estado caquético 

(STRASSMANN; FONG; KENNEY; JACOB, 1992). Efeito semelhante é verificado 

mediante à utilização de anticorpos para antagonizar a ação desta citocina (ANDO; 

TAKAHASHI; KATO; KANEKO et al., 2014). De maneira oposta, há um 

aprofundamento da perda muscular mediante o uso do modelo de carcinoma de 

pulmão Lewis (LLC) que expressa constitutivamente altas concentrações de IL-6 

(ANDO; TAKAHASHI; KATO; KANEKO et al., 2014; OHE; PODACK; OLSEN; 

MIYAHARA et al., 1993).  

Afora isso, o tratamento quimioterápico com doxorrubicina contribui para o 

aumento da concentração de IL-6 circulante, enquanto o exercício físico pode reduzir 

a transcrição de IL-6 no tumor (SAUTER; WOOD; WONG; IORDANOV et al., 2011; 

SHALAMZARI; AGHA-ALINEJAD; ALIZADEH; SHAHBAZI et al., 2014). Nossos dados 

demonstraram que o tratamento quimioterápico isolado promove o aumento da 

expressão de IL-6 no tumor no período pós-quimioterápico, o que foi amenizado pela 

continuidade do exercício físico aeróbio. O catabolismo muscular provocado pelo 

aumento de IL-6 advém da ligação desta citocina ao seu receptor e da ativação da 

cascata IL-6/gp130/STAT3 (MILLER; MCLEOD; ALHAYYANI; SZCZEPNY et al., 

2017). Durante a caquexia promovida pelo desenvolvimento tumoral em 

camundongos portadores de tumor de pulmão do tipo Lewis (LLC), a transdução do 

sinal via gp130 é importante para a ativação de FoxO3a, de modo que o bloqueio de 

STAT3 reduz a atrofia muscular (BONETTO; AYDOGDU; JIN; ZHANG et al., 2012; 

PUPPA; GAO; NARSALE; CARSON, 2014).  

A autofagia é um importante processo catabólico que envolve a degradação de 

componentes celulares velhos e em funcionamento inadequado (JIANG; MIZUSHIMA, 

2014). Contribui e interage com os outros sistemas proteolíticos de forma que, o 

desbalanço nos níveis de autofagia no músculo esquelético podem favorecer a perda 

muscular e o desenvolvimento de doenças metabólicas associadas a este tecido 

(JIANG; MIZUSHIMA, 2014; NEEL; LIN; PESSIN, 2013). Muito embora Smuder e cols. 
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(2011a) tenham demonstrado a intensificação da autofagia como etapa essencial para 

o desenvolvimento da atrofia muscular induzida por doxorrubicina, este aumento não 

foi observado em nossos modelos.  

Resultados em animais sem tumor já suportavam a compreensão de que o 

tratamento com doxorrubicina causaria redução na síntese proteica total (DE LIMA; 

DE SOUSA; DE; MARSHALL et al., 2018). A administração crônica de doxorrubicina 

reduz a cascata de sinalização de mTOR e a fosforilação de 4E-BP1 pelo aumento da 

proteína REDD1 (DICKINSON; D'LUGOS; MAHMOOD; ORMSBY et al., 2017; 

NISSINEN; DEGERMAN; RASANEN; POIKONEN et al., 2016). No entanto, a 

recuperação da massa magra no período pós quimioterápico em animais com tumor 

e exercitados não ocorreu em virtude do aumento da síntese proteica, que 

permaneceu reduzida. Por conseguinte, o efeito positivo da continuidade do exercício 

físico na minimização da atrofia muscular tardia foi consequencia da redução da 

proteólise muscular. 

A fadiga é freqüentemente relatada durante o tratamento com quimioterápicos, 

o que tem sido associado à piora da qualidade de vida dos pacientes (CAMPOS; 

HASSAN; RIECHELMANN; DEL GIGLIO, 2011). Durante o tratamento com 

doxorrubicina isso é sustentado por prejuízos à função de músculos respiratórios e de 

músculos periféricos, além de ser resultado da própria cardiotoxicidade (GILLIAM; 

MOYLAN; CALLAHAN; SUMANDEA et al., 2011; LEE; KWON; JANG; COSIO-LIMA 

et al., 2020; MONTALVO; DOERR; MIN; SZETO et al., 2020; POWERS; DUARTE; LE 

NGUYEN; HYATT, 2019). No músculo estriado esquelético isto ocorre de diferentes 

maneiras, como por alterações metabólicas, aumento do dano mitocondrial e 

comprometimento da junção neuromuscular junção neuromuscular (DE LIMA 

JUNIOR; YAMASHITA; PIMENTEL; DE SOUSA et al., 2016; GUIGNI; FIX; BIVONA; 

PALMER et al., 2019; HUERTAS; MORTON; HINKEY; ICHINOSEKI-SEKINE et al., 

2020; TARPEY; AMORESE; BALESTRIERI; FISHER-WELLMAN et al., 2019). 

A fim de gerir esta condição, o exercício físico tem sido prescrito como uma 

abordagem terapêutica não farmacológica (JOHNSSON; DEMMELMAIER; SJOVALL; 

WAGNER et al., 2019; WITLOX; HIENSCH; VELTHUIS; STEINS BISSCHOP et al., 

2018). O exercicio físico durante o tratamento com doxorrubicina proporciona melhora 

da função mitocondrial, aumento da sinalização via AMPk  e preservação da junção 

neuromuscular (DE LIMA; DE SOUSA; DE; MARSHALL et al., 2018; HUERTAS; 

MORTON; HINKEY; ICHINOSEKI-SEKINE et al., 2020; SMUDER, 2019). Apesar dos 
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efeitos tóxicos da quimioterapia no músculo esquelético, o tratamento com 

doxorrubicina não interrompe completamente a eficiência adaptativa deste tecido 

(BREDAHL; PFANNENSTIEL; QUINN; HAYWARD et al., 2016). A continuidade do 

exercício físico após a interrupção da quimioterapia, mesmo quando iniciado em 

condições extremamente adversas, como a que representa a presença do tumor, não 

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

  

 

Efeitos no tumor 

 

O uso simultâneo da doxorrubicina e do exercício físico não afetou a 

capacidade tumoricida deste agente antineoplásico. Contudo, com a abordagem 

farmacológica isolada, o crescimento tumoral foi intensificado com a suspensão do 

ciclo quimioterápico. Essa retomada foi atenuada pela inclusão de sessões de 

exercício físico durante e após a quimioterapia, o que sinaliza a valiosa contribuição 

dessa abordagem.  

Alguns estudos demonstraram o efeito inibitório do exercício físico sobre o 

crescimento tumoral e o desenvolvimento de metástases (PEDERSEN; IDORN; 

OLOFSSON; LAUENBORG et al., 2016; WESTERLIND; MCCARTY; SCHULTHEISS; 

STORY et al., 2003; ZIELINSKI; MUENCHOW; WALLIG; HORN et al., 2004). Isto seria 

possível em razão da redução da sinalização proliferativa de células tumorais, 

ativação de supressores de crescimento e de vias de morte celular, normalização da 

vascularização tumoral, e de uma capacidade reduzida de metástases e invasão de 

células cancerosas (RUIZ-CASADO; MARTIN-RUIZ; PEREZ; PROVENCIO et al., 

2017). 

Além disso, já foi demonstrado que o exercício físico pode aumentar, ou pelo 

menos não interferir, no efeito tumoricida da doxorrubicina (JONES; EVES; 

COURNEYA; CHIU et al., 2005; STURGEON; SCHADLER; MUTHUKUMARAN; DING 

et al., 2014). Demonstramos aqui que, embora o exercício físico não tenha 

sensibilizado a quimioterapia, a manutenção dessa atividade após o ciclo 

quimioterápico minimizou o crescimento tumoral e que foi acompanhada por aumento 

da expressão do supressor tumoral p53. In vitro, o uso do soro condicionado de 

indivíduos exercitados em células de câncer de próstata (LNCaP), aumenta a 

atividade de p53, o que leva à ativação dos mecanismos de morte celular programada 



83 
 

 

e redução do crescimento celular (LEUNG; ARONSON; NGO; GOLDING et al., 2004). 

De modo semelhante, no modelo de carcinoma de pele induzido por éster de forbol 

(TPA), o exercício físico alterou a expressão de proteínas alvo de p53, estando este 

efeito ligado à supressão da sinalização de IGF-1 (YU; KING; EWERT; SU et al., 

2016). Alguns estudos ainda sugerem que a atividade antineoplásica da doxorrubicina 

pode ser potencializada pela combinação de agentes que contribuam com a ativação 

da proteína p53, tal como a curcumina, a quercetina, a selenocistina e o IFN-α (LI; 

YUAN; ZHAO; WANG et al., 2018; SEN; MOHANTY; HOSSAIN; BHATTACHARYYA 

et al., 2011; WANG; ZHANG; LIU; SHARMA et al., 2012; YUAN; ZHU; HUANG; 

SHENG et al., 2007). 

A acetilação de p53 é uma das modificações pós-traducionais que ocorre em 

resposta a uma diversidade de sinais de estresse celular (ITO; LAI; ZHAO; SAITO et 

al., 2001; REED; QUELLE, 2014). Isto ocorre por meio de reações enzimáticas 

reversíveis e que tem como resultado a estabilização da proteína e o aumento 

transcricional de seus genes alvos (TANG; ZHAO; CHEN; ZHAO et al., 2008). E na 

medida em que isso ocorre, estimulam-se diversos processos celulares ligados à 

função de p53 na supressão tumoral. Por outro lado, o bloqueio da acetilação de p53 

impede a interrupção do ciclo celular e a apoptose mediada por essa proteína (TANG; 

ZHAO; CHEN; ZHAO et al., 2008). O aumento da acetilação, especificamente no sítio 

de lisina 382 (correspondente em camundongos ao sítio de lisina 379), melhora a 

interação da proteína com a sequência de DNA alvo (SAKAGUCHI; HERRERA; 

SAITO; MIKI et al., 1998).  Evidenciamos aqui que a continuidade do exercício físico 

após a quimioterapia levou ao aumento de p53.  

A massa tumoral é formada por um nicho altamente heterogêneo de células 

com diferentes assinaturas fenotípicas e moleculares que, dentre outras coisas, 

fomenta a possibilidade de recidiva tumoral (D'ALTERIO; SCALA; SOZZI; ROZ et al., 

2020; HANAHAN; WEINBERG, 2011; KUMAR; CRAMER; DAHAJ; SUNDARAM et al., 

2019). Após a quimioterapia, nichos de células remanescentes, antes quiescentes ou 

em baixo estado proliferativo, se ativam. As células-tronco tumorais (CSCs) possuem 

um importante papel neste contexto (VIDAL; RODRIGUEZ-BRAVO; GALSKY; 

CORDON-CARDO et al., 2014; YANG; SHI; ZHAO; XU et al., 2020). Durante a 

formação do carcinoma de pulmão Lewis, foram identificados grupos de células com 

características de células-tronco tumorais (CSCs), que eventualmente não são 

completamente eliminados com a administração da doxorrubicina (KHOO; GRENCI; 
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LIM; LIM et al., 2019; ZHANG; FAN; YAO; MA et al., 2012; ZHENG; CUI; XU; 

BRABANT et al., 2010). Devido à sua capacidade em resistir ao tratamento 

quimioterápico, as CSCs podem contribuir com o reinício do desenvolvimento tumoral, 

e subsequentemente, cooperar diferenciando-se em outros tipos celulares 

necessários para o crescimento da massa tumoral (LATHIA; LIU, 2017; PHI; SARI; 

YANG; LEE et al., 2018).  

A IL-6 possui um importante papel no processo regulatório da carcinogênese e 

no desenvolvimento da quimiorresistência à drogas, agindo diretamente sobre células 

tumorais e influenciando outros tipos celulares do microambiente tumoral, tal como a 

proliferação de CSCs (KUMARI; DWARAKANATH; DAS; BHATT, 2016; ZHANG; 

DUAN; TSAI; KENG et al., 2016; ZHENG; CHEN; LI; WEI et al., 2019). Um dos fatores 

que contribuem com a expansão das CSCs é à ativação da cascata de sinalização IL-

6/JAK/STAT3, que por sua vez, pode ser antagonizada pelo uso de inibidores para IL-

6 (LIU; LIN; HSU; SU et al., 2015; YI; CHO; CHO; JO et al., 2012; YING; TSUJII; 

KONDO; HAYASHI et al., 2015; ZHONG; DAVIS; OUZOUNOVA; CARRASCO et al., 

2016). Ademais, há um fino balanço dinâmico entre os diferentes tipos celulares que 

compõe o tumor, no qual células não tronco-tumorais (NCSCs) podem também se 

diferenciar em CSCs (VAN NEERVEN; TIEKEN; VERMEULEN; BIJLSMA, 2016). O 

aumento de IL-6 por NCSCs está entre os fatores que contribuem para que isso ocorra 

(ILIOPOULOS; HIRSCH; WANG; STRUHL, 2011). Com a suspensão do tratamento 

quimioterápico houve a retomada do crescimento tumoral, efeito este que foi 

minimizado pela manutenção das sessões de exercício físico aeróbio, e que foi 

acompanhada pela redução da expressão de IL-6 no tumor. É possível que a 

combinação do exercício físico ao tratamento quimioterápico possa induzir a 

diminuição das CSCs e/ou que a redução da sinalização de IL-6 atenue a expansão 

da população de CSCs. 

Um dos elementos que influenciam o fluxo de nutrientes, oxigênio e de drogas 

para o microambiente tumoral é a angiogênese (CARMELIET; JAIN, 2000; DE 

PALMA; BIZIATO; PETROVA, 2017). Fatores de crescimento e a hipóxia estão entre 

os principais contribuintes para o aumento dessa sinalização que se encontra 

aumentada em diversas condições fisiológicas e patológicas, inclusive durante o 

câncer (FOUAD; AANEI, 2017).  

Uma série de estudos indicam que o exercício físico seria capaz de reduzir a 

hipóxia, melhorar a perfusão tumoral e que, em razão de uma melhor vascularização, 
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haveria uma distribuição mais satisfatória de fármacos neste microambiente (JONES; 

ANTONELLI; MASKO; BROADWATER et al., 2012; JONES; FELS; WEST; ALLEN et 

al., 2013; JONES; VIGLIANTI; TASHJIAN; KOTHADIA et al., 2010; TSAI; KUO; 

CHANG; WU, 2013). O remodelamento da rede vascular pelo treinamento físico 

demonstrou ser necessário para a melhora do fluxo de doxorrubicina para o tumor, 

visto que mudanças de tensão vascular causadas pelo exercício físico agudo são 

insuficientes para promoverem este efeito (SCHADLER; THOMAS; GALIE; BHANG et 

al., 2016). Nossos resultados demonstraram que durante o período pós-

quimioterápico, o exercício físico aumentou a expressão de VEGF em comparação ao 

grupo que recebeu o tratamento quimioterápico e permaneceu sedentário.  

O VEGF é um fator de crescimento de grande importância na sinalização pró-

angiogênica, sendo que o aumento de sua expressão no tumor frente ao exercício 

físico está ligado à ativação da cascata de sinalização de PI3K/mTOR, MEK/MAPK e 

na estabilização de HIF-1α (JONES; ANTONELLI; MASKO; BROADWATER et al., 

2012). Muito além do que apenas o aumento na rede de vascularização, a realização 

do exercício físico aeróbio durante o câncer possibilitaria uma perfusão mais funcional 

de tumores sólidos (BETOF; LASCOLA; WEITZEL; LANDON et al., 2015; 

MCCULLOUGH; STABLEY; SIEMANN; BEHNKE, 2014). Esta melhora na entrega do 

quimioterápico para o tumor não implica, no entanto, que outras estruturas do 

organismo como o coração, pulmão, fígado e músculo esquelético serão afetadas 

negativamente (MORRELL; ALVAREZ-FLOREZ; ZHANG; KLEINERMAN et al., 

2019).  

Já a interação das antraciclinas com o DNA compromete a atividade 

transcricional de HIF-1α (LEE; QIAN; REY; WEI et al., 2009), o que contribui com a 

redução da expressão de VEGF no tumor durante o tratamento com doxorrubicina 

(DUYNDAM; VAN BERKEL; DORSMAN; ROCKX et al., 2007; LEE; QIAN; REY; WEI 

et al., 2009). É importante enfatizar que no modelo de carcinoma de pulmão Lewis 

(LLC) não há associação entre o tamanho do tumor e a expressão do VEGF (TSAI; 

CHANG; KUO; WU, 2011), e que, células de câncer de mama resistentes ao 

tratamento com doxorrubicina (MCF-7/ADR) tem a expressão de VEGF reduzida (KIM; 

CHO; KIM; PARK et al., 2008; TSAI; CHANG; KUO; WU, 2011). 

O aumento da hipóxia é considerado um mau prognóstico durante o câncer, 

visto que está ligado à maior agressividade tumoral, metástases e quimiorresistência 

(BARRAK; KHAJAH; LUQMANI, 2020; KOH; LEMOS; LIU; POWIS, 2011; PETROVA; 
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ANNICCHIARICO-PETRUZZELLI; MELINO; AMELIO, 2018). Células epiteliais de 

câncer de ovário, resistentes ao tratamento com docetaxel e cisplatina, apresentam 

redução da expressão de fatores pró-angiogênicos (NUSRAT; BELOTTE; 

FLETCHER; MEMAJ et al., 2016). No câncer de pulmão de células não pequenas a 

baixa expressão de VEGF é um dos indicativos da resistência ao tratamento com 

doxorrubicina (VOLM; KOOMAGI; MATTERN, 1996).  

A influência do exercício físico no desenvolvimento da resistência ao 

quimioterápico é uma área ainda pouco explorada. Após serem desafiadas pela 

quimioterapia, células tumorais podem vir a desenvolver resistência ao fármaco 

utilizado (ABUHAMMAD; ZIHLIF, 2013; COX; WEINMAN, 2016; RAGUZ; YAGUE, 

2008). Este fator torna a abordagem terapêutica cada vez mais desafiadora, visto que 

a responsividade ao tratamento por estas células torna-se cada vez menos eficiente. 

O influxo de doxorrubicina na célula ocorre primordialmente por difusão passiva, 

sendo necessário que se alcance uma concentração crítica para que surjam efeitos 

citotóxicos (SPEELMANS; STAFFHORST; DE KRUIJFF; DE WOLF, 1994). No 

entanto, esse acúmulo vai depender também da dinâmica de efluxo do agente 

quimioterápico. O desenvolvimento da resistência ao quimioterápico está relacionado 

a um conjunto de condições, dentre os quais uma das primeiras variações que 

ocorrem é o aumento da expressão das proteínas transportadoras de cassetes de 

ligação de ATP (GOTTESMAN; FOJO; BATES, 2002). Múltiplas proteínas 

pertencentes à superfamília ABC (ATP-binding cassette) têm sido descritas como 

responsáveis pelo efluxo de doxorrubicina. Células tumorais resistentes à 

doxorrubicina apresentam evidenciado aumento da expressão de ABCB1 (Mdr1), 

ABCC1 (Mrp), ABCC2 (Mrp2), e ABCG2 (Mrx) (ABUHAMMAD; ZIHLIF, 2013; COLE; 

BHARDWAJ; GERLACH; MACKIE et al., 1992; RUGGERI; SCIACCHITANO; 

VITARELLI; TRIMARCHI et al., 2006; SHEN; CHU; BENCE; BAILEY et al., 2008). No 

entanto, um curto período de tratamento com doxorrubicina não alterou a expressão 

dos transportadores Abcc1 (Mrp1) e Abcc2 (Mrp2) no adenocarcinoma mamário de 

roedores (PARRY; HAYWARD, 2015). De modo semelhante, o tratamento 

quimioterápico transitório e de curta duração de nosso modelo experimental foi 

insuficiente para modificar a expressão das proteínas responsáveis pelo efluxo de 

doxorrubicina no carcinoma de pulmão Lewis, cujas análises foram realizadas ao final 

do ciclo quimioterápico e uma semana após.  
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O tratamento quimioterápico isolado, apesar de diminuir a taxa de crescimento 

tumoral, reduziu também a sobrevida. A condição tumoral pré-existente foi essencial 

para que o aumento da mortalidade ocorresse, visto que não houve letalidade em 

animais sem tumor e submetidos à mesma condição experimental. A necessidade da 

presença do tumor para a redução da sobrevida nos confirmou a condição 

extremamente desgastante ao organismo que é a presença da doença, mas também 

de seu tratamento.  

Nesse sentido, a diminuição da sobrevida causada pela quimioterapia pode ser 

resultado do efeito adicional da toxicidade em tecidos periféricos e da já existente 

desregulação da homeostase corporal pela presença do tumor. A ativação da 

sinalização inflamatória é um ponto-chave no desenvolvimento do câncer de pulmão 

(COUSSENS; WERB, 2002; GOMES; TEIXEIRA; COELHO; ARAUJO et al., 2014). 

Quando células LLC que expressam altas concentrações de IL-6 são utilizadas como 

modelo experimental de câncer, além de se desenvolver um estado caquético mais 

profundo, ocorre redução na sobrevida (OHE; PODACK; OLSEN; MIYAHARA et al., 

1993).   

Por sua vez, o exercício físico tem sido utilizado como uma abordagem não 

farmacológica durante o câncer, regulando a sintomatologia da doença, de seu 

tratamento e protegendo contra uma condição de incapacidade ou morte prematura 

(HOJMAN; GEHL; CHRISTENSEN; PEDERSEN, 2018). Alterações no sistema 

cardiovascular são comumente descritas durante o tratamento com doxorrubicina e 

associada à alta letalidade (SCOTT; KHAKOO; MACKEY; HAYKOWSKY et al., 2011; 

VOLKOVA; RUSSELL, 2011), tendo o exercício físico importante papel preventivo 

contra a cardiotoxicidade induzido por antraciclinas (CHEN; WU; MIDDLEKAUFF; 

NGUYEN, 2017; SMUDER, 2019).  

Mais recentemente tem se discutido a importância da manutenção da massa 

magra durante o uso de agentes quimioterápicos, visto que, com frequência, a perda 

muscular resulta em menor sobrevida e redução da tolerância ao tratamento (CHOI; 

OH; KIM; LEE et al., 2015; DALY; NI BHUACHALLA; POWER; CUSHEN et al., 2018; 

PIN; COUCH; BONETTO, 2018; RYAN; PRADO; SULLIVAN; POWER et al., 2019). 

Assim o estabelecimento de estratégias que minimizem a perda muscular é de grande 

importância, sobretudo quando o tratamento quimioterápico pode contribuir com esta 

condição. Uma vez que a continuidade do tratamento quimioterápico nem sempre é 

viável ou indicada, demonstramos aqui que a continuidade do exercício físico após a 
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interrupção da quimioterapia pode evitar o aprofundamento da perda muscular, a 

redução da sobrevida e a retomada do crescimento tumoral. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 Nossos resultados indicam que o exercício físico contribui para a normalização 

da concentração de corticosterona e protege contra a redução do desempenho físico 

causado pelo tratamento com doxorrubicina. Embora durante a abordagem 

simultânea a perda muscular não tenha sido evitada, isto ocorreu quando houve 

continuidade das sessões de exercício físico aeróbio após o fim do ciclo 

quimioterápico. Mesmo com a suspensão do uso da doxorrubicina houve aumento da 

sinalização catabólica no músculo gastrocnêmio, efeito que foi minimizado em 

camundongos exercitados. Já a administração de metformina apenas normalizou a 

concentração circulante de corticosterona. 

 Além disso, a combinação do exercício físico ao tratamento com doxorrubicina 

não prejudicou os efeitos antitumorais desse agente quimioterápico, inclusive evitando 

a redução da sobrevida. A retomada de crescimento tumoral mais lenta no grupo 

exercitado após a suspensão da quimioterapia foi acompanhada pelo aumento na 

expressão de p53 e redução na expressão de IL-6 no carcinoma de pulmão Lewis. 
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