UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

Efeitos da suplementaciao de leucina no coracao de ratos tratados com

doxorrubicina

THIAGO MONTES FIDALE

Uberlandia
2017



THIAGO MONTES FIDALE

Efeitos da suplementacio de leucina no coracao de ratos tratados com

doxorrubicina

Tese apresentada ao Programa de pds-
Graduacdo em Ciéncias da Saide da
Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Uberlandia, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Doutor em

Ciéncias da Saude.

Area de concentragdo: Ciéncias da Saide

Orientador: Prof. Dr. Elmiro Santos Resende

Uberlandia
2017



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU. MG. Brasil.

F449e
2017

Fidale. Thiago Montes. 1979

Efeitos da suplementacdo de leucina no coracdo de ratos tratados
com doxorrubicina / Thiago Montes Fidale. - 2017.

74 p. :il.

Orientador: Elmiro Santos Resende.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Uberlandia. Programa
de Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude.

Inclui bibliografia.

1. Ciéncias médicas - Teses. 2. Doxorrubicina - Teses. 3.
Cardiotoxicidade - Teses. 4. Oncologia. - Teses. I. Resende. Elmiro
Santos. II. Universidade Federal de Uberlandia. Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias da Saude. III. Titulo.

CDU: 61




FOLHA DE APROVACAO

Thiago Montes Fidale
Efeitos da suplementac¢do de leucina no coragdo de ratos tratados com doxorrubicina

Presidente da Banca: Prof. Dr. Elmiro Santos Resende

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo em
Ciéncias da Saidde da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Uberlandia, como requisito
parcial para a obteng¢do do titulo de Doutor em

Ciéncias da Saude.

Banca Examinadora

Titular: Prof. Dr. Elmiro Santos Resende

Instituicdo: Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
Titular: Prof*. Dra. Hanna Karen Moreira Antunes
Instituicdo: Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP)
Titular: Prof. Dr. Cristhyano Pimenta Marques
Instituicdo: Faculdade Atenas

Titular: Prof*. Dra. Erica Carolina Campos Pulici
Instituicdo: Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
Titular: Prof*. Dra. Nadia Carla Cheik

Institui¢do: Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
Suplente: Prof. Dr. Alexandre Gongalves
Instituicdo: Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
Suplente: Prof*. Dra. Lara Ferreira Paraiso

Institui¢do: Faculdade Presidente Antonio Carlos de Uberlandia (FUPAC)



DEDICATORIA

A DEUS, que ilumina o caminho da minha vida e me enche de saide, forca e
determinacdo.

A minha amada Leticia de Queiroz Martins, por todo apoio, amor, compreensio e
pela companhia ao longo da trajetdria que faz parte da concretizacao deste sonho.

A minha filha Lais Martins Fidale, que renova minha vida a cada sorriso.

Aos meus pais Lerinda Montes Fidale e Antonio Roque Fidale, pelo apoio,
encorajamento, amor incondicional e pelos ensinamentos que sdo os alicerces da minha vida.

Aos meus irmaos, Rodrigo e Beatriz, pelo exemplo de for¢a, amizade e amor que
carrego comigo a cada dia.

Aos amigos, Juvéncio e Aidé, pelo amor a minha familia e apoio incondicional ao

longo desta trajetoria.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Elmiro Santos Resende, os mais sinceros agradecimentos, por sua
confianca, pelos ensinamentos e por conduzir minhas a¢des com brilhantismo e simplicidade,
me proporcionando um grande crescimento profissional e pessoal.

A Professora e amiga Hanna Karen Moreira Antunes, muito obrigado por trazer
tranquilidade nos momentos de dividas, por todos os ensinamentos e amizade, fundamentais
em todas as etapas desse trabalho.

Ao professor e amigo Alexandre Gongalves, por direcionar minha vida para esse
passo tao importante, por sua amizade e apoio em todos 0s momentos.

Aos meus amigos Luciano Alex, Fernanda Rodrigues de Souza, Poliana Rodrigues
Alves e Leonardo Roever, pelos conhecimentos compartilhados e alegrias vividas juntas.

A P6s-Graduagdo em Ciéncias da Satde, a Gisele de Melo Rodrigues, Viviane
Garcia Pires Goncalves, todos os professores e colegas da Pés-Graduacao, pela sabedoria
compartilhada e por abrilhantar cada momento dessa caminhada.

Aos colegas de laboratério Felipe César Gongalves, Simone Ramos Deconte,
Francyelle Borges Rosa de Moura ¢ Matheus Matioli Montovani pelo apoio técnico,

ensinamentos e amizade.



“A mente que se abre a uma nova ideia jamais volta
ao seu tamanho original”.

Albert Einstein



RESUMO

Introducdo: A cardiotoxicidade é um dos efeitos adversos mais significativos do tratamento
oncolégico com doxorrubicina sendo responsdvel por elevada taxa de morbimortalidade.
Entre estes efeitos destaca-se a ocorréncia de cardiotoxicidade que pode levar a disfungao
ventricular esquerda, insuficiéncia cardiaca e, em ultima instancia, a morte. Estudos tém
focado os efeitos da suplementacdo de leucina como estratégia para amenizar e/ou reverter o
quadro de protedlise induzido por diversos acometimentos clinicos. Contudo, desconhece-se o
impacto da suplementacdo de leucina na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.
Objetivo: O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de leucina na
cardiotoxicidade em ratos tratados com doxorrubicina. Material e Métodos: O experimento
foi realizado no Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal (CEBEA-UFU) e teve
duracdo total de 42 dias. Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, com peso corporal entre
250 e 300 gramas, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, Controle (8 animais),
Doxorrubicina (10 animais), Leucina (8 animais) ¢ Leucina + Doxorrubicina (10 animais).
Os Grupos C e D receberam dieta padrao, enquanto os grupos L e LD receberam dieta rica em
leucina (suplementada em 5%). Os animais dos grupos D e LD , receberam injecdes
intraperitoneais de doxorrubicina, trés vezes por semana, ao longo de duas semanas,
atingindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg. Os grupos C e L receberam solugdo salina (soro
fisiolégico a 0,9%), via intraperitoneal, no mesmo volume empregado para os animais
tratados com doxorrubicina. Ao final do experimento os animais foram anestesiados e
submetidos a ecocardiografia transtordcica. Apds a eutandsia, o coldgeno cardiaco foi
quantificado por estudo histopatolégico. Para as comparacdes entre os grupos utilizou-se o
Teste t de Student ou a andlise de variancia (ANOVA), seguida, quando necessdrio, pelo teste
de Tukey. A significancia estatistica foi estabelecida para valores de p < 0,05. Resultados:
Em ratos tratados com dose cumulativa de 7,5 mg/kg de doxorrubicina, ocorreu dilatacdo do
ventriculo esquerdo (VE) e diminuic¢do da fracdo de ejecao (FEVE). A leucina suplementada
em 5% na racdo preveniu a dilatacdo e a disfuncdo do VE quando coadministrada com
doxorrubicina. Alteracdes no remodelamento da matriz extracelular foram confirmadas pelo
aumento das fibras de coldgeno no grupo D, efeito este atenuado quando houve
suplementacdo de leucina. Houve diferenca significante no didmetro transversal dos
cardiomidcitos quando se comparou os grupos L, D e LD, com o grupo C, sendo os menores

diametros encontrados no grupo C. Conclusdo: A leucina atenua a cardiotoxicidade no



modelo experimental de ratos Wistar tratados com doxorrubicina e este efeito € acompanhado

de manuten¢do da matriz de colageno.

Palavras Chave: Antraciclinas. Cardiotoxicidade. Aminoacido.



ABSTRACT

Introduction: Cardiotoxicity is one of the most significant adverse effects of oncologic
treatment with doxorubicin being responsible for a high morbidity and mortality rate. These
effects include the occurrence of cardiotoxicity that can lead to left ventricular dysfunction,
heart failure and, ultimately, death. Studies have focused on the effects of leucine
supplementation as a strategy to ameliorate and / or reverse the framework of proteolysis
induced by various clinical complications. However, the impact of leucine supplementation
on cardiotoxicity induced by doxorubicin is unknown. Objective: The objective of this study
was to evaluate the effects of leucine supplementation on cardiotoxicity in rats treated with
doxorubicin. Material and Methods: The experiment was carried out at the Center for
Bioterism and Animal Experimentation (CEBEA-UFU) and lasted 42 days. Thirty-six male
Wistar rats weighing between 250 and 300 grams were randomly assigned to four groups:
Control (8 animals), Doxorubicin (10 animals), Leucine (8 animals) and Leucine +
Doxorubicin (10 animals). Groups C and D received standard diet, while L and LD groups
received leucine rich diet (supplemented in 5%). The animals of groups D and LD received
intraperitoneal injections of doxorubicin three times a week over two weeks, reaching a
cumulative dose of 7.5 mg / kg. Groups C and L received saline solution (NaCl 0.9%),
intraperitoneally, in the same volume used for animals treated with doxorubicin. At the end of
the experiment the animals were anesthetized and submitted to transthoracic
echocardiography. At the end of experimental period cardiac collagen was quantified by
histopathological study. For the comparisons between the groups, Student's t-Test or analysis
of variance (ANOVA) was used, followed, by Tukey's test when necessary. Statistical
significance was set at p <0.05. Results: In rats treated with a cumulative dose of 7.5 mg / kg
doxorubicin, left ventricular (LV) dilation and decreased ejection fraction (LVEF) occurred.
Leucine supplemented at 5% in the diet, prevented dilation and LV dysfunction when
coadministered with doxorubicin. Changes in extracellular matrix remodeling were confirmed
by the increase in collagen fibers in group D, which was attenuated when leucine
supplementation occurred. There was a significant difference in the transverse diameter of the
cardiomyocytes when the L, D and LD groups were compared with the C group, with the
lower diameters found in the C group. Conclusion: Leucine attenuates cardiotoxicity in the
experimental model of Wistar rats treated with doxorubicin and this effect is accompanied by

maintenance of the collagen matrix.



Keywords: Anthracyclines. Cardiotoxicity. Amino Acid.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Estrutura quimica da dOXOITubiCING.........eeeiiiiiiiiieiiieeiee ettt 17
Figura 2: Mecanismo de acdo das diversas drogas antitUmorais...........ceevuveerriveeniiveeniieeeniueeene 23
Figura 3: Doxorubicina mecanismos de agao e toxicidade ...........ceeevveernieeniieeniiieeniiieenieenns 24
Figura 4: Aminodacidos de cadeia ramificada alifatica .........ccccceeevieeeniieeniieeiieeeieeceeeeee e 25
Figura 5: Sinalizacdes envolvidas na sintese proteica pela leucina..........ccceeecvveevieeenieennnenn. 27
Figura 6: Rack ventilado e caixas de moOnitOragao. .........cccuveerveeerieeerieeerieeesireeeireesveeesveeenns 30
Figura 7: Caixa de mMONItOTACAO. .......eeeiuiiieieieeeiieeeiieeeieeeeieeesieeesaeeeeaeeesreeeaaeesssneessseeesseeenns 30
Figura 8: Caixa de monitoracdo dentro do gabinete de biosseguranca.. ..........cccccceevevveerunenns 31
Figura 9: Gabinete de biossegurancga para troca das caixas € procedimentos ..........cc..cce.eeunee. 31
Figura 10: Material para confecgao das TaCOES. .......eerveeerureeriieeniieerieeeireeeireeeireesaeeenaeeenns 33
Figura 11: Leucina para confec¢ao das TACOES. .......eeerureeeriieeriieiiiteeiieeeieeesireeeieeesieeesiee e 33
Figura 12: Mistura dos ingredientes para confec¢ao da ragao.........coevuveerviveeriieeniiieeniieeeniieeens 35
Figura 13: Pellets levados @ €StUa .........ooouiiiiiiiiiiiiicece e 36
Figura 14: Pesagem da TACA0 .......cccuuiiiiiiiiiieeiiieeeiee ettt ettt ettt esbee e 36
Figura 15: Armazenagem da rac@0 em cAmara fria. ........oocueeeviiiiiiieniiieiieeeieeeeeeeee e 37
Figura 16: Equipamento ESAOTE MyLab 30 VET gold.. ..cccccooiiiiiiiiiiiiiiieeieeieeieee 39
Figura 17: Software ESAOTE MyLab 30 VET g0Id. .....cccviviiiiiiiieeiieeieeeeeeeeeeeee e 40
Figura 18: Microscopio 6ptico Nikon ECLIPSE Ti®. .......c.ccoociiiiiieiiiieeieeeieeceeeeeeeiee e 41
Figura 19: Lesdes nos ratos tratados com dOXOrTuUbICING. ....cc.eevuverrieerieiiieenieeieenieeiee e 42
Figura 20: Coldgeno total (PiCroSIrius 1€d) .....c..eeecuveeriieeeiiieeriieesieeesieeeireeeireeeneeesreeesaee e 49
Figura 21: Total de fibras de coldgeno (polarizagao) ........cceeeveeerieeerieeenieeenieesiieesieeeeveeenns 50
Figura 22: Diametro transversal dos cardiomiOCitoS. .......c.ccecvveeerveeerieeerieeeiieeeireesireesveeenns 54

Figura 23: Mecanismos cardiotéxicos da doxorrubicina e modulagdo da sintese proteica por

INEI0 A LEUCINA. ..eeiiiviieeeee ettt e e et ettt e e e e e e et taaa s eseeeessaaaneeseseessssannnseseeeeens 62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Disposi¢do dos animais NOS rupos eXPerimentaisS........c.eeerveeerveerrreerrureersveeniueeenns 29
Tabela 2. Dieta AIN-93G .......ooiiiiiiie ettt ettt 32
Tabela 3. Distribui¢ao percentual de macro nutrientes nas dietas..........ccccueeerveeerrveerieeeriueeenns 34
Tabela 4. Peso corporal € consumo de TaCA0........ccuuierieeeriiieeiiieerieeerieeerteeeireeetreeereeesaeeees 43
Tabela 5. Consumo didrio d€ TACAO .......ueevuiieiiieeeiie ettt ettt et et eeiee e s 43
Tabela 6. Frequéncia Cardiaca, Fracao de Encurtamento e Fracdo de Ejecao do VE............. 44
Tabela 7. Didmetro do ventriculo esquerdo na sistole € na didstole............ccocceeeviieeniieenieene 46
Tabela 8. Quantidade de fibras de COIAZENO........cccueeeiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeeee e 48
Tabela 9. Peso absoluto € relativo dO COTagA0. ......uuieriiiiriiieiieeiiee ettt 52

Tabela 10. Didmetro dos CardiomIOCILOS. ....veviiveiiirieieeeeeeeetttreeeeeeeeeeettraeeeeseseesrrsnraeeseeeeens 54



LISTA DE GRAFICOS

Grifico 1. Peso corporal total dos animais no dia da eutandsia (PF). ..........ccccoeevviiiinennnnnne. 41
Grafico 2. Frequéncia Cardiaca (DPm). ....c.coocvveeeiiieiiiieciieeeiie ettt 45
Grifico 3. Fracdo de Encurtamento do Ventriculo Esquerdo. .........ccccoeevevviieiiieeniieeniieeee, 45
Grifico 4. Fracdo de Ejecao do Ventriculo Esquerdo. .........ccccoovvieriiieniieeniiecieeeieeeee e 46
Grifico 5. Diametro Sistdlico Final do Ventriculo Esquerdo. ........cccoeevieeviieiiieeniieenieeee, 47
Griafico 6. Diametro Diastdlico Final do Ventriculo Esquerdo. ........ccccoevviieiiiiiniiienieeeee, 47
Grifico 7. Total de fibras de colageno do coragdo (Picrosirius red). .......ccecceeevvveeriiveenineennne. 49
Grifico 8. Fibras de coldgeno tipo 1 do COragao. .......cocvuiiiviiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeee e 50
Griafico 9. Fibras de coldgeno tipo III do coragao. .........ccooeieviiiiiniiieiiiieiieeeeceeeeeeeeee 51
Grifico 10. Total de fibras de coldgeno do corac@o (Polarizagao). ........cccccevvveeviveeniueennne. 51
Grafico 11. Peso absoluto dO COTACAO ......ueiiiiiiiiiiiiiieeeiie e 52
Griafico 12. Peso relativo do coracdo — (peso do coracdo / comprimento da tibia) ................. 53

Grafico 13. Didmetro transversal dos CardiomIOCItOS.  ..eeeeeeeieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeees 55



%AD
%LVEF
4E-BP1
ACR
AIN-93G
AMPK
ANOVA
BCAA
CEBEA
CEUA
DNA
DP
DRL
elFAG
FC
IGF-1
IRS-1
Kcl
LVDD
LVDS
LVVD
LVVS
mTOR
p70S6k
PBK
PI3-K
RNA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLO

Fracdo de encurtamento

Fracdo de ejecao

Proteina 1 ligante do fator de inicia¢ao eucariético 4E
Cadeia ramificada e alifética

American Institute of Nutrition - 93 growth
Proteinoquinase ativada por adenosina monofosfato
Andlise de variancia

Branch Chain Amino Acids

Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal
Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais
Acido Desoxirribonucleico

Dieta padrao

Dieta rica em leucina

Fator de iniciacdo eucariético 4G

Frequéncia cardiaca

Fator de crescimento semelhante a insulina
Substrato do receptor de insulina 1

Cloreto de potdssio

Diametro do ventriculo esquerdo durante a didstole
Diametro do ventriculo esquerdo durante a sistole
Volume do ventriculo esquerdo durante a didstole
Volume do ventriculo esquerdo durante a sistole
mechanistic target of rapamycin

Proteina ribossomal S6 de 70 kDA

Proteina quinase B

Fosfatidil-inositol-3-quinase

Acido Ribonucleico



2.1

2.2

3.1

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

5.1

5.2

5.3

54

5.5

5.6

5.7

6.1

6.2

SUMARIO

INTRODUGAO ...t 167
FUNDAMENTACAO TEORICA ........oovoooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 20
Doxorrubicina e CardiotoXicidade..........ccc.eeiuiiiiiniiiiiiiniieierieeeeeeee e 20
AMINOACIAO LEUCTNA....coutiiiiiiiiiiii ittt 24
OBJETIVO GERAL ...t 28
ODbJEtiVOS ESPECTIICOS .uveeuriieeiiieeiiieeiieerieeesiee et e et e et eeeaeeeareeeareesbaeesbaeesasaeennseeas 28
MATERIAL E METODOS .....ccooooooomiiimriiieeeseseisssesessssesssssss s ssssssssssssssssnnes 29
ATIINIAIS ¢ttt ettt et ettt ettt et b e et esae e et ae e et et eenn e eaneenees 29
Composicao e Elaborac@o das DIetas: ........cccueevvuiieriiiiiiiiiniiieieeeieceieee e 31
Desenho Esquematico do Protocolo Experimental:............ccccooviiiiniiiniiiiniieiniiennneen. 37
Tratamento com DOXOITUDICING: ........cooiiiiiiiiiiiienieeeeeeec e 38
Estudo Ecocardiog@rafiCo:......uuiiiiiiiiieiiiieeiieeeiteeeeee et 38
Finaliza¢do do Experimento e Determinagcao do Peso do Coragao: .........cccceeeevveennnee. 40
Andlise Histol0gica dO COTACAO .....ccveeerurieeiieeeiiieeiieeeieeesieeesaeeesaeeeereeesreeeaneesnneees 40
ANAISE ESTAISTICA. ..eetteiitieiiiietieeteee ettt ettt et 41
RESULTADOS ...ttt sttt ettt ebe e 42
ODSEIVACOES GETALS ..vveeeuvieeeiiieeeiieeniieesieeesteeesteeeseteeessseeesseeesseeesseessseesseeessnessnsees 42
Peso Corporal Total dos Ratos e Consumo de Ragao.........cccceevvveeniieiniiennieeeiieeee, 42
Frequéncia Cardiaca, Fragao de Encurtamento e Fracdo de Ejecdo do VE..................... 44
Diadmetro do Ventriculo Esquerdo na Sistole € Didstole ...........cccoevveeriieiniieinineenneen. 46
Fibras de Colageno N0 COTaACA0 .....cccuuieiuiiiiiiieeiieeeite ettt s 47
PESO A0 COTAGAD. ..eeieiiiiiiiiiiie ettt et st e st e s bae e s 52
Diametro Transversal dos CardiomiOCItos. ........coevveeueeriiinieenieeiiienieeeenee e eeee 53
DISCUSSAO DOS RESULTADOS .......ccooiuimiiiriirireeineeieseeesesesssesssessssssens 56
Peso Corporal Total e dos Coragdes dos Ratos e Consumo de Racao ..........c..........

Fracao de Encurtamento e Frag¢do de Ejecdo do Ventriculo Esquerdo......................... 56



6.3  Diametro do Ventriculo Esquerdo na Sistole € Di4stole ..........cccceevvieeriiieniieenieennne. 58

6.4  Fibras de Coldgeno N0 COTaCA0. .....eevurieriiieiiieeiiie ettt ettt ettt e e e 59
6.5  Diametro Transversal dos CardiomiOCItos .........cceeerueieriieenieeeniiieeiiee e 60
6.6  Relac@o doxorrubicina € 1€UCINA. ........ueiiiiiiiiiieiiieeieeeee e 60
7. LIMITACOES DO ESTUDO.........c.ccoooiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e, 63
8. CONCLUSOES..........oiiiiiiiiieiieeiees et 64

REFERENCIAS ..o 65



17

1. INTRODUCAO

A doxorrubicina (ADRIAMYCIN®) ¢ um antibiético descoberto na década de 50,
derivado do pigmento vermelho produzido pelo fungo Streptomyces peucetius. Seu uso, como
agente antineopldsico, iniciou-se nos anos 60 para tratamento de diversos tipos de cancer,
destacando-se os tumores sdlidos e as neoplasias hematolégicas (TAN, 1967). Devido a

composi¢do de sua molécula (Figura 1), geram radicais livres em tecidos normais e malignos

(KARIM, 2001; BRUNTON, 2007).

OH

0 OH
Doxorubicmn

Figura 1: Estrutura quimica da doxorrubicina. (CARVALHO, 2009)

A atividade antineopldsica da doxorrubicina deve-se, principalmente, a sua acao junto
ao DNA. Embora os mecanismos exatos de acdo ndo estejam completamente elucidados,
sabe-se que essa substancia se insere entre os pares de base do DNA impedindo a sintese de
macromoléculas, induzindo apoptose e gerando radicais livres de oxigénio (ROS)
(FERREIRA, 2008; POLEGATO, 2011).

A cardiotoxicidade é um dos efeitos adversos mais significativos do tratamento
oncoldgico e é responsdvel por uma considerdvel morbimortalidade (RASCHI, 2010; ADAO,
2013). Entre os efeitos dos quimioterdpicos no sistema cardiovascular, destaca-se, pela sua
maior frequéncia e gravidade, a ocorréncia de cardiomiopatia com disfuncdo ventricular e
insuficiéncia cardiaca, que pode levar, em ultima instincia, a morte (TAKEMURA, 2007;
ADAO, 2013; ALBINI, 2010).

Evidéncias indicam que a disfun¢do do VE estd intimamente relacionada ao uso de

doses cumulativas de antraciclinas. Segundo Lefrak e colaboradores (1973), administragcdes
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repetidas de doxorrubicina podem resultar em lesdes permanentes a nivel celular e intersticial,
frequentemente associadas a degeneracdo e diminui¢cdo do nimero de células musculares
cardiacas, perda de elementos contréteis e insuficiéncia cardiaca.

A principal hipétese para explicar a cardiotoxicidade da doxorrubicina € aquela que a
relaciona ao estresse oxidativo (DOROSHOW, 1983; TAKEMURA, 2007). Existe um
composto denominado cardiolipina, presente no interior das mitocondrias, que exerce poder
atrativo nas antraciclinas. Assim, no interior das células, as moléculas da droga ligam-se ao
ferro, formando complexos ferro-antraciclina que, por mecanismo oxidativo catalisado pelo
ferro, resultam na formagdo de superdxido, peréxido de hidrogénio e hidroxil, que sdo
radicais livres (KAPUSTA, 2001).

Outros mecanismos téxicos induzidos pela acdo das antraciclinas estdo relacionados
ao comprometimento da sintese de importantes fatores de transcri¢ao envolvidos na regulacao
de genes cardioespecificos (LEFRAK, 1973; ITO, 1990; GIANNI, 2008). Esta diminui¢do na
expressdo proteica acoplada a um aumento da degradacdo de miofilamentos leva a um
balan¢o negativo das proteinas sarcoméricas nas células cardiacas (JEYASEELAN, 1997) e
causa a diminui¢do da interac¢ao entre os filamentos de actina e miosina com desorganizacao
da miosina sarcomérica (BOTTONE, 1998).

Neste contexto, estudos t€ém focado os efeitos da suplementacdo de leucina, um
aminodcido de cadeia ramificada alifatica do grupo dos BCAA (Branch Chain Amino Acids),
que € utilizado como estratégia para amenizar e/ou reverter o quadro de protedlise. Além da
protedlise atribuida ao desequilibrio no estresse oxidativo estar presente na toxicidade
produzida pela doxorrubicina, ela € também encontrada em diversas outras situacdes clinicas,
como o hipertireoidismo (FIDALE, 2016), condi¢des de desuso muscular (KOBAYASH]I,
2006), tratamentos com dexametasona (SHAH, 2000) e evolu¢do de tumores (VENTRUCCI,
2001), todas estas condi¢des onde existe elevado catabolismo. Estudos demonstraram que a
suplementa¢do com leucina foi eficaz em minimizar tais acometimentos também nestas outras
condicoes.

Informagdes obtidas de modelos animais nos permitem estudar as cardiopatias € o
efeito de intervengdes com terapias medicamentosas e alternativas. A cardiomiopatia induzida
pela doxorrubicina em ratos € um destes modelos que reproduz uma situagdo patoldgica na
qual pode ser estudada a insuficiéncia cardiaca em seus multiplos aspectos fisiopatoldgicos e
terapéuticos. Apesar dos significativos avancos terapéuticos conseguidos nas ultimas décadas,
a mortalidade por insuficiéncia cardiaca continua elevada e a morbidade dela decorrente piora

a qualidade de vida (VENTRUCCI, 2001).
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Neste aspecto, vdrias tentativas para o controle dos sintomas e da evolugdo ou reversao
da insuficiéncia cardiaca vém sendo propostas utilizando-se novos conceitos farmacoldgicos e
estratégias terapéuticas inovadoras. Evidéncias sugerem que os BCAA, em especial a leucina,
podem ser benéficos no tratamento de doencas humanas (ZANCHI, 2009), contudo
desconhece-se o efeito dos mesmos na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.

Analisados estes aspectos, o atual estudo se justifica como uma contribui¢do para um
melhor entendimento da fisiopatologia da cardiotoxidade crdnica e da disfung¢do ventricular,

bem como dos efeitos da leucina administrada no contexto do tratamento com doxorrubicina.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Doxorrubicina e Cardiotoxicidade

Nos ultimos anos muitos avang¢os ocorreram no campo da terapia oncoldgica. O
desenvolvimento de novos farmacos e de técnicas de diagndstico e tratamento melhorou
substancialmente o progndstico dos pacientes oncolégicos (MINAMI, 2010). Porém, mesmo
com o0s inquestiondveis beneficios, € importante avaliar o perfil de seguranca referente ao
emprego destes tratamentos, pois 0 mecanismo de acdo de muitos farmacos podem causar
colateralmente efeitos devastadores no sistema cardiovascular (YEH, 2009; RASCHI, 2010).

Mesmo com o avancgo das terapias, a cardiotoxicidade derivada dos antineopldsicos
ainda representa um grande fator limitador no progndstico dos pacientes e durante décadas
tem sido associada ao uso das antraciclinas (VIALE, 2008). Grande parte da literatura
cientifica referente as terapias oncoldgicas e aos efeitos colaterais observados no sistema
cardiovascular tratam principalmente da ocorréncia de cardiomiopatia. Existem, porém,
outros efeitos destas terapias que ndo a cardiomiopatia e que também podem comprometer a
funcdo cardiovascular (EWER, 2010).

Efeitos sobre o sistema vascular que resultam em alteracdes pressdricas e isquemia
(LOPEZ, 2001), podem causar hipertrofia cardiaca e instabilidade elétrica gerando arritmias
em pacientes com predisposicdo a formacdo de focos ectdpicos cardiacos (BARBEY, 2001).
Proteger a fungdo cardiaca representa um grande desafio para a indudstria farmacéutica e para
os médicos que se defrontam, na préitica clinica, com reagdes adversas aos agentes
terapéuticos disponiveis (RASCHI, 2010).

A avaliac¢do dos doentes, andlise dos riscos, prevencao e reduc¢do dos danos cardiacos
e a monitoracdo da funcdo cardiaca durante e apds o tratamento do cancer, propiciou o
desenvolvimento de uma vasta drea de investigacao cientifica denominada cardio-oncologia
(EWER, 2010; ESCHENHAGEN, 2011) que, empregando abordagens multidisciplinares,
engloba a ciéncia bdsica, oncoldgica e cardiovascular, propondo agdes preventivas e
tratamentos direcionados a cardiotoxicidade e a outros efeitos cardiovasculares indesejaveis
induzidos por agentes antineopldsicos. (ADAO, 2013).

A doxorrubicina pertence ao grupo farmacoldgico das antraciclinas e € muito usada no
tratamento de uma ampla variedade de neoplasias (ADAO, 2013; RASCHI, 2010) existindo
uma grande preocupac¢do quanto a sua cardiotoxicidade. Os mecanismos de acao relacionados

ao desenvolvimento deste efeito ainda ndo foram completamente elucidados.
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As primeiras evidéncias de cardiomiopatia relacionada ao uso das antraciclinas
indicaram que a disfungdo sist6lica do VE estd intimamente ligada a terapia com doses
cumulativas desta substancia (LEFRAK, 1973). Uma limita¢do importante para o seu uso &,
portanto, a cardiotoxicidade relacionada a dose. Esfor¢os para a compreensdo da base
bioquimica dos efeitos toxicos proporcionaram estratégias atualmente em uso clinico para
reduzir a toxicidade cardiaca que incluem limitar a exposicdo a dose terapéutica limite,
encapsulacdo em lipossomas para reduzir a captacdo miocdrdica, administracdo simultanea
com o quelante de ferro dexrazoxano para induzir a formacao de espécies reativas de oxigénio
catalisadas por ferro livre e modificar a estrutura da molécula (ADAO, 2013; SAWYER,
2010).

A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina € classificada em aguda ou cronica
progressiva que pode ter inicio precoce e/ou tardio (GIANTRIS, 1998). Elas diferem entre si
quanto as caracteristicas clinicas e o risco associado.

A forma aguda € rara, transitéria e independe da dose utilizada. Caracteriza-se por
alteracdes stbitas da despolarizacdo ventricular acompanhadas por arritmias ventriculares e
supraventriculares, sindrome coronariana aguda, pericardite e miocardite. Estas alteracdes sao
geralmente observadas desde o inicio do tratamento até 14 dias apds o término do mesmo
(STEINBERG, 1987).

A segunda forma clinica € progressiva, evolui cronicamente e é dependente da dose
usada. Inicia-se durante ou apds a quimioterapia podendo surgir até mais de um ano depois do
encerramento do tratamento (GIANTRIS, 1998). A manifestacio mais caracteristica da
cardiotoxicidade cronica € a disfun¢do ventricular, sistdlica ou diastélica, que pode levar a
insuficiéncia cardiaca grave e até a morte (RASCHI, 2010; ALBINI, 2010).

A dose cumulativa total da doxorrubicina € o principal fator de risco para a ocorréncia
de insuficiéncia cardiaca congestiva cronica (RYBERG, 1998). Niao existe, no entanto,
nenhuma dose absolutamente segura do medicamento que possa evitar o aparecimento da
cardiotoxicidade. Por este fato a administracdo dos fairmacos deve ser sempre acompanhada
de perto levando-se em conta seu grau de eficdcia antineoplésica e de seus efeitos indesejaveis
(LIPSHULTZ, 2005). Além destes cuidados, a duracdo do tratamento também pode
influenciar o risco relativo de desenvolvimento da cardiotoxicidade. De fato, o uso de
tratamentos que implicam em administracdo prolongada tem reduzido o grau de lesdes
cardiacas (HORTOBAGYI, 1989). Por outro lado, individuos tratados numa idade mais

jovem parecem ser mais propensos a cardiotoxicidade (KREMER, 2001).



22

Os fatores de risco cardiovascular e outros ligados a forma de tratamento estdo
intimamente relacionados a incidéncia da cardiotoxicidade cronica e ndo tém relacdo com a
forma aguda (RASCHI, 2010). A progressao e o grau de cardiotoxicidade s@o varidveis entre
individuos e relacionam-se a idade, sexo, modo de administracio do medicamento, dose
cumulativa, doencas cardiovasculares prévias, bem como com a prépria predisposicdo
genética (RASCHI, 2010) sendo a dose cumulativa total o principal fator de risco para o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca congestiva (RYBERG, 1998).

Os principais mecanismos fisiopatologicos propostos ou identificados pelos quais a
doxorrubicina afeta os cardiomidcitos envolvem desequilibrios do estresse oxidativo e, em
particular, da peroxidagdo lipidica (SAWYER, 2010; ITO, 1990). Estes mecanismos
comprometem a sintese de DNA, RNA e de vérias proteinas (OLSON, 1990), assim como dos
fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo de genes cardioespecificos (ITO, 1990;
JEYASEELAN, 1997). A diminuicdo da expressdao proteica associada ao aumento da
degradacdo de miofilamentos leva a um balango sarcomérico negativo nas células cardiacas
(LIM, 2004). Detalhes quanto ao mecanismo de acdo dos diversos agentes antitumorais
encontram-se na Figura 2. Interagdes especificas da doxorrubicina que resultam na inibicao do
DNA, RNA e sintese proteica, levando em ultima andlise a morte celular (CUTTS, 1996,
2005) estao descritos na Figura 3.

Além destes mecanismos, as antraciclinas também causam um desequilibrio na
regulacdo dinamica da fungdo cardiaca, com alteragdes importantes na homeostase do célcio

(TAKAHASHLI, 1998; DODD, 1993).



23

Gemcitabina [Etoposide Dactinomicina
Fludarabina Teniposide Doxorrubicina
Clofarabina Topotecan Daunorrubicina
Irinotecan Idarrubicina T ey

Mitoxantrone 25
Daunorrubicina

Idarrubicina
Bleomicina

‘Quebras mediadas

por topoisomerase
Intercalagio
dcmp 2

Metocloretamine Carmustina
lof

28 / Lesdo radical livre ’ d L ina
b
m / S Melfalan Dacarbazina
= D NA —_— /C--L plati Temozolomida
[ Fluoracil = Cisplatina Procarbazina
Q Oxaplatina
dTmMP o

Transcricao

FH, Nelarabina
Cladribina
%
Purina ™
FH4 i
Mercaptopurina
[Metotrexate| Tioguanina R NA

dUmMP
-
o
Sintese De Novo =
n
Rota salvamento o
o
]
Bparagihase| B
o
Vineristina
Vimblastina|
Vinorelbina
Paclitaxel 4
== Proteina

T Tubulina

Figura 2: Mecanismo de ac@o dos diversos agentes antitumorais, A doxorrubicina liga-se
avidamente ao DNA, por intercalacdo, entrando no interior da dupla hélice, clivando-a e
religando-a, causando, assim, destrui¢do celular (Modificado de PIZZO, 2005).
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Figura 3: Doxorubicina mecanismos de acdo e toxicidade. Um mecanismo importante diz
respeito a sua capacidade de intercalar na hélice do DNA e ligar-se as proteinas envolvidas na
replicacdo e transcricdo do DNA. A doxorrubicina entra nas células por difusdo simples e se
liga ao proteassoma no citoplasma (passo 1). Em seguida, liga-se a subunidade proteossomica
208, formando um complexo proteasoma doxorrubicina que se transloca no nicleo por meio
de poros nucleares (passo 3). Finalmente, se dissocia do proteassoma e se liga ao DNA por
maior afinidade (passo 3). A doxorrubicina também pode interagir com as mitocondrias e se
ligar a cardiolipina bloqueando a ligagdo da creatina quinase mitocondrial (MtCK) as
membranas mitocondriais, levando a um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). NADH (dinucledtido de nicotinamida adenina reduzido); NAD +
(dinucledtido de nicotinamida adenina oxidado); ADP (difosfato de adenosina); ATP
(trifosfato de adenosina); Pi (fosfato inorganico). Fonte: (CARVALHO, 2009).

2.2 Aminoacido Leucina
Aminodcidos sdo as unidades bésicas que compdem uma proteina. Em humanos, nove
deles sdo considerados essenciais, pois ndo sao produzidos pelo proprio organismo devendo,
portanto, ser absorvidos a partir da dieta. Dentre os nove aminodcidos essenciais existem trés
de cadeia ramificada alifatica (BCAA). Sao eles a leucina, valina e a isoleucina (Figura 4) que
correspondem a cerca de 35% dos aminodcidos essenciais nas proteinas musculares
(MARCHINI, 1998; WAGENMAKERS, 1998). Em individuos adultos, os BCAA sio

relevantes para a manutengdo da proteina corporal, além de serem fontes de nitrogénio para a



25

sintese de alanina e glutamina. Existem evidéncias demonstrando o papel fundamental dos
BCAA - especialmente a leucina — na regulacdo de processos anabdlicos envolvendo tanto a

sintese quanto a degradacdo proteica muscular (SHIMOMURA, 2006).

Isoleucina Leucina

Figura 4: Aminoacidos de cadeia ramificada alifatica (BCAA)

A administracdo endovenosa de aminodcidos de cadeia ramificada em ratos privados
de alimentagdo aumenta a sintese proteica no musculo esquelético tio eficientemente quanto
uma mistura contendo glicose e todos os demais aminodcidos, sugerindo que o efeito
anabolico pode ser reproduzido pelo fornecimento apenas dos aminodcidos de cadeia
ramificada (GARLICK, 1998). O incremento da sintese proteica pode ser atribuido a leucina
uma vez que, em estudo com musculo esquelético perfundido, foi verificado que o
fornecimento de leucina isoladamente estimula a sintese proteica tdo efetivamente como a
mistura dos tré€s aminoacidos de cadeia ramificada (LI, 1978).

A acdo da leucina se d4 a nivel pds-transcricional durante a fase de tradu¢ao do RNA-
mensageiro em proteina. O mecanismo pelo qual a leucina estimula a producdo de proteinas
estd relacionado ao aumento da efici€ncia traducional ativando a proteina denominada
mechanistic target of rapamycin (mTOR). A mTOR estimula a sintese proteica através de trés
proteinas reguladoras-chave: a proteina ribossomal S6 de 70 kDA (p70S6k), a proteina 1
ligante do fator de iniciagao eucaridtico 4E (4E-BP1) e o fator de iniciacdo eucaridtico 4G
(eIF4G) (ANTHONY, 2001; ANTHONY, 2002).

A 4E-BPI1 ¢ inibidora do fator de iniciacdo da traducdo proteica; sua fosforilacdo é
necessdria para a continuagdo da etapa de iniciacdo da traducdo do RNA-mensageiro em
proteina. A proteina mTOR também ativa a p70S6k, que estimula a iniciacdo da tradugdo,
bem como a elongacado da sintese proteica, por diferentes mecanismos. Consistentemente com
esses fatos, a administracdo de leucina para ratos induz hiperfosforilacdo da 4E-BP1 e da
p70S6k, estimulando a sintese proteica. (KIMBALL, 2006a; KIMBALL, 2006b; SHAH,
2000).



26

A regulacdo da hipertrofia celular, da fibrose, da apoptose e do metabolismo sdo
complexos na insuficiéncia cardiaca mas evidéncias sugerem que esses processos podem ser
modulados por macronutrientes vitais introduzidos na dieta, incluindo aminodcidos
(LAYMAN, 2003; KIM, 2011). Os BCAA (Branch Chain Amino Acids) sdo atualmente
utilizados no tratamento de diversas doencas humanas (AQUILANI, 2004; KAWAGUCH]I,
2008; DE BANDT, 2006). No entanto, eventuais beneficios dos BCAA no tratamento de
insuficiéncia cardiaca ndo sdo bem conhecidos. Ha evidéncias de que a leucina tem um efeito
anabdlico direto sobre o furnover de proteinas em coragdes isquémicos de seres humanos
(YOUNG, 1991). Além disso, embora ocorra uma reducao de todos os BCAA circulantes em
humanos apdés um infarto do miocardio, a maior diminuicdo percentual ocorre na circulagdo
de leucina no primeiro dia pds-infarto retornando ao normal apds trés dias de evolucdo
(SZPETNAR, 2004).

Estudos em roedores mostram que os BCAA reduzem as arritmias e a disfuncio
cardiaca na isquemia miocérdica experimental (URETZKY, 1989; SCHWALB, 1987),
diminuem a captacdo miocdrdica de lactato (DAVIS, 1993) e podem servir como um
substrato energético alternativo proporcionando metabdlitos intermedidrios do ciclo dos
acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs) (MARAZZI, 2008). Dos BCAA, a leucina € o tnico
aminodcido que estimula a sintese de proteinas através da ativacdo da mTOR (mechanistic
target of rapamycin) (MEIJER, 2004). A mTOR € um componente central de muitas
sinalizagdes intracelulares sobrepostas as vias que modulam o metabolismo celular (CARON,
2010) e a apoptose (ANANDHARAJ, 2011). A ativacdo da mTOR também € importante
mediadora da hipertrofia cardiaca fisiologica (KEMI, 2008) prevenindo disfun¢do cardiaca
em face a sobrecarga de pressao (SONG, 2010).

Escobar e colaboradores (2006) estudaram os efeitos dos BCAA no musculo cardiaco
e esquelético e seus resultados sugerem que a infusdao pds-prandial de leucina atue como um
sinal nutricional nestes sitios em porcos recém-nascidos aumentando a disponibilidade do
fator de iniciacao eucaridtica (eIF4B) que participa da sintese proteica.

Neste mesmo sentido, Canedo e colaboradores (2010) mostraram, em experimento in
vitro, que ap6s a perfusao com leucina (10 mM) no coracdo de ratos adultos, ocorre ativacao
da via p70S6K. Também foi verificado, in vivo, que a inje¢do de leucina em ratos provoca um
aumento de até quatro vezes da atividade da via p70S6k e da mTOR cardiaca.

Estudos relacionados a condi¢cdes de desuso muscular, em tratamentos com
dexametasona e em processos tumorais que levam ao aumento da protedlise e diminuicdo da

sintese proteica, demonstraram que a suplementacdo nutricional com leucina € eficaz na
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reversdo de tais situacdes (ELEY, 2007; HAN, 2007; KOBAYASHI, 2006; VENTRUCCI,
2001; SHAH, 2000).

Segundo Zanchi e colaboradores (2009), a suplementacdo com leucina deixou de ser
considerada apenas uma estratégia de oferta de aminodcidos essenciais ramificados e
apresenta-se como uma promissora terapia anti-catabdlica capaz de inibir a protedlise
muscular. Tal possibilidade se deve aos potentes efeitos que a suplementacdo de leucina
provoca nos sistemas de sintese e de degradacdo proteica, conforme descrito.

Na Figura 5 s@o evidenciadas as principais vias de sinaliza¢do que estdo envolvidas na
sintese proteica mediadas por leucina, insulina, fator de crescimento semelhante a insulina

(IGF-1) e exercicio de forca.

1’— s

sex Y
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Figura 5: Sinalizacdo envolvida na sintese proteica mediada por leucina, insulina, fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e exercicio de for¢ca. (mTOR= proteina quinase
denominada alvo da rapamicina em mamiferos; p70S6k = proteina quinase ribossomal S6 de
70 kDA; elFAG= fator de iniciagdo eucariético 4G; 4E-BP1= inibidor do fator de iniciacdo da
traducdo proteica denominada elF4E; AMPK= proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato (AMP); PKB= proteina quinase B; IRS-1 substrato do receptor de insulina 1;
PI3-K= fosfatidil-inositol-3-quinase). (— indica ativagdo; L1 indica inibicdo). Fonte:
(Adaptado de ROGERO, 2008).



28

3. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de leucina na

cardiotoxicidade em ratos tratados com doxorrubicina.

3.1 Objetivos especificos

Verificar a fun¢do do ventriculo esquerdo de ratos Wistar apds tratamento com
doxorrubicina e suplementacao de leucina;

Verificar a quantidade total de fibras de coldgeno , coldgeno tipo I e tipo III no
coragdo de ratos Wistar tratados com doxorrubicina e suplementacdo de leucina;
Verificar o didmetro transversal dos cardiomidcitos de ratos Wistar tratados com

doxorrubicina e suplementacao de leucina.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro de Bioterismo e Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Uberlandia (CEBEA-UFU) e teve duragao de 42 dias. As condicdes
ambientais foram controladas durante o periodo experimental no que se refere a temperatura,
pressdo, nivel de ruido e luminosidade.

Todas as intervencdes seguiram as resolucdes brasileiras especificas de bioética de
pesquisa com animais: Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008. O presente estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizacio de Animais (CEUA-UFU), sob parecer
n°115/14, em 15/12/2014.

4.1 Animais
Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, com peso corporal entre 250 e 300 gramas,
provenientes do CEBEA-UFU, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, conforme
Tabela 1, alojados em caixas coletivas de monitoracdo com até cinco animais por caixa e
colocados em rack ventilado Al20 (ALESCO®) de alta biocontengdo, com temperatura,
ventilacdo e pressao controladas, conforme Figuras 6 e 7.

As caixas de monitoracdo e garrafas de dgua eram trocadas por material esterilizado
duas vezes por semana, conforme protocolo do CEBEA. A racdo era trocada na mesma
frequéncia para todos os grupos e as sobras eram descartadas. Todas as trocas foram feitas em
um gabinete de biosseguranca com fluxo de ar BS60 BioSafety Cabinet (Tecniplast®),

conforme Figuras 8 e 9.

Tabela 1: Disposicao dos animais nos grupos experimentais

Grupo Controle Doxorrubicina Leucina Leucina +

© (D) L) Doxorrubicina (LD)
N° 8 10 8 10
Suplementacgdo - - Leucina Leucina
Tratamento - Doxorrubicina - Doxorrubicina

Descri¢do dos grupos: Controle (C), composto por oito ratos, com acesso livre a racdo de
acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G); Doxorrubicina (D), composto por dez
ratos, em tratamento com doxurrubicina e com acesso livre a racdo (AIN-93G); Leucina (L),
composto por oito ratos, com acesso livre a racdo (AIN-93G) suplementada com 5% de
leucina; Grupo Leucina + Doxorrubicina (LD), composto por dez ratos em tratamento com
doxurrubicina e com acesso livre a racdo (AIN-93G) suplementada com 5% de leucina.

Todos os animais tiveram acesso livre a dgua.



Figura 6: Rack ventilado e caixas de monitoragao
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Figura 8: Caixa de monitoracdo dentro do gabinete de biosseguranca.

Figura 9: Gabinete de biosseguranca para troca das caixas e procedimentos
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4.2 Composicao e Elaboracao das Dietas

Para a elaboracdo da dieta seguiu-se o recomendado pelo American Institute of
Nutrition (REEVES, 1993), que estabelece, como base, a formulacdo AIN-93G, adequada ao
crescimento, gestacdo e lactacdo de roedores. A lista de ingredientes da AIN-93G esta
especificada na Tabela 2 e foi adquirida da empresa RHOSTER®, industria e comércio de
racdo para animais de laboratdrio, conforme Figura 10. A caseina utilizada na elaboracdo da

dieta apresentou concentracio de proteina adequada (85,07%), conforme laudo do fornecedor.

Tabela 2: Dieta AIN-93G formulada para fases de crescimento, gestagdo e lactacdo de

roedores.
Ingredientes g/100g de dieta
Caseina 20,0
Amido de milho dextrinizado 13,2
Sacarose 10,0
Oleo vegetal (soja) 7,0
Celulose 5,0
Mistura salinica 3,5
Mistura vitaminica 1,0
L-cistina 0,3
Bitartarato de colina 0,25
Terbutilhidroquinona (BHT) 0,0014
Amido (q.s.p. 100) 39,75

Fonte: Modificado de Reeves e colaboradores (1993).
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Figura 10: Material para confeccao das racdes adquiridos da empresa RHOSTER®.
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Como descrito por Reeves e colaboradores (1993), a dieta padrdo (DP) apresenta em
sua composi¢do a concentragdo minima de Leucina de 1,54g/100g (1,5%). Para o grupo
tratado com dieta rica em Leucina (DRL) foi fornecida dieta padrdo acrescida de 5,0g/100g
(5%) de Leucina do total de nutrientes da dieta, como ja demonstrado em experimento
realizado por Witham e colaboradores (2013). A leucina foi adquirida do Laboratério

NUTRAMEDIC®, conforme Figura 11.

Figura 11: Leucina para confec¢do das racdes adquirida do laboratério NUTRAMEDIC®.

As dietas foram semelhantes no que diz respeito ao fornecimento de calorias, sendo

395,0kcal/100g de dieta. J4 o conteido de macronutrientes apresentou pequena variagdo no
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percentual de distribui¢do devido ao acréscimo de Leucina na DRL, os quais corresponderam
na DP (~ 20%), (~ 64%) e (~ 16%) e na DRL (~ 25%), (~ 59%) e (~ 16%) de proteina,

carboidrato e lipidio, respectivamente, como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3: Distribui¢cdo percentual de macro nutrientes nas dietas padrao (DP) e dieta rica

em Leucina (DRL)

Macronutrientes bp DRL
g Kcal % G Kcal %
Proteina 20,00 80,00 20 25,00 100,00 25
Carboidrato 62,95 251,79 64 57,95 231,79 59
Lipidio 7,00 63,00 16 7,00 63,00 16

As dietas foram confeccionadas no Laboratério de Medicina Experimental da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Uberlandia utilizando utensilios
exclusivos e com cuidados no controle de riscos de contaminag¢do quimica e bioldgica. Os
ingredientes foram misturados dos menores para os maiores volumes sendo colocado, por

ultimo, o 6leo, conforme Figura 12.
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Figura 12: Mistura dos ingredientes para confec¢io da racao.

Todos os ingredientes foram passados por peneira até completa homogeneizacao.

Depois de misturados, foi acrescentada dgua filtrada até o ponto de massa homogénea e firme.
Foi utilizado um funil plistico para moldar a massa em forma de pellets, que foram
dessecados em estufa de ar circulante a 60°C, por 12h e, apds resfriada, acondicionada em

sacos plasticos escuros em camara fria, conforme Figuras 13 a 15.



Figura 13: Pellets levados a estufa de ar circulante por 12 horas.

Figura 14: Pesagem da racdo apds resfriamento e acondicionamento em sacos plasticos.

36
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Figura 15: Armazenagem da racdo em camara fria apds pesagem.

As dietas foram distribuidas entre os quatro grupos experimentais, sendo que os

Grupos Controle e Doxorrubicina receberam DP, enquanto os Grupos Leucina e Leucina +

Doxorrubicina receberam DRL.

As dietas e dgua foram oferecidas ad libitum, sendo que os animais dos quatro grupos

experimentais receberam suas respectivas dietas durante 14 dias de adaptacdo antes de

iniciado o tratamento com doxorrubicina e durante os proximos 28 dias apds o inicio do

tratamento, totalizando 42 dias de experimento.

4.3 Desenho Esquematico do Protocolo Experimental:

T=0 T =14 T =28 T=42
Adaptacao (14 dias) Experimental (14 dias) | Pés-tratamento (14 dias)
Inicio Tratamento

Fim do Experimento

T = 0: Inicio do periodo de adaptacdo dos animais ao ambiente do laboratério e a racdo;

duracdo de 14 dias.

T = 14: Pesagem dos animais e inicio do protocolo experimental; duracdo de 14 dias.

T = 28: Pés-tratamento com doxorrubicina € manutencdo da dieta rica em leucina; duracio de

14 dias.

T = 42: Ecocardiograma, pesagem e fim do experimento.
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Durante o periodo experimental, as caixas foram trocadas duas vezes por semana por
caixas esterilizadas, assim como as garrafas de dgua e a ra¢do. O consumo de rag¢do e o peso
corporal dos animais foram verificados semanalmente, em balanca de precisdo Marte® AS
500. Nao tivemos morte de nenhum animal durante o experimento, os residuos sélidos da

criacdo foram colocados em um saco branco, congelados e posteriormente incinerados.

4.4 Tratamento com Doxorrubicina:

Todos os animais dos grupos Doxorrubicina e Leucina + Doxorrubicina, receberam
injecdes intraperitoneais de cloridrato de doxorrubicina (Fauldoxo, Libbs Farmacéutica®),
trés vezes por semana, ao longo de duas semanas, totalizando seis inje¢des de 2,25 mg/kg
atingindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg, reproduzindo-se um modelo cronico de
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina em ratos e proposto anteriormente nos estudos de
Campos e colaboradores (2011). O grupo Controle e o grupo Leucina receberam solu¢do
salina (soro fisiolégico a 0,9%) via intraperitoneal no mesmo volume empregado como
veiculo nos animais tratados com doxorrubicina. Todas as injecdes foram preparadas em

condig¢des estéreis imediatamente antes das aplicagdes.

4.5 Estudo Ecocardiografico:

Para a realizacdo do exame, os animais foram anestesiados com uma dose de 0,1
ml/100g de Cetamina a 10%, associada a mesma dose de Xilazina a 2%. A ecocardiografia foi
realizada no 28° dia apds o inicio do tratamento com doxorrubicina no laboratdrio clinico do
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia.

Foi realizado tricotomia da face anterior do térax com os animais colocados em
decubito lateral de 45°. Utilizamos o equipamento disponivel (ESAOTE MyLab 30 VET
gold) capaz de produzir imagens nos modos uni e bidimensional. Utilizou-se um transdutor de
8,0 MHz, profundidade de 3,0cm, e angulo setorial de 75°. No modo M, ao corte transversal
paraesternal direito, no plano das cordas tendineas, foi mensurado o didmetro do ventriculo
esquerdo durante a diastole (DDVE) e sistole (DSVE) para posterior cdlculo da fracdo de
encurtamento (%AD) pela férmula %AD= [(DDVE-DSVE) /DDVE]X 100. No mesmo corte
foram calculados os volumes diastdlico (VDVE) e sistélico (VSVE), pelo método de Teicholz
(1976), para posterior calculo da fracdo de ejecdo (%FEVE) pela férmula %FEVE= [(VDVE-
VSVE) /VDVE]x100, conforme Figuras 16 e 17.



Figura 16: Equipamento ESAOTE MyLab 30 VET gold, utilizado para a realiza¢do do

ecocardiograma.

Figura 17: Software ESAOTE MyLab 30 VET gold, utilizado para andlise das imagens do

ecocardiograma.
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4.6 Finalizacio do Experimento e Determinacio do Peso do Coracao:

Ao final da do experimento, os animais foram anestesiados com uma dose de 0,1
ml/100g de Cetamina a 10%, associado a mesma dose de Xilazina a 2%, 0,1 ml/100g, sendo o
animal eutanasiado por exsanguinacao. Foi realizada a retirada dos coragdes, sendo os 6rgaos
cuidadosamente lavados em solugdo de soro fisiolégico (NaCl 0,9%), pesados em balanca de
precisao Marte® AS 500 e posteriormente armazenados em formol a 10%. O peso relativo do
coragdo foi obtido dividindo-se o peso absoluto do coracdo do animal em miligramas pelo

comprimento da tibia do animal em centimetros.

4.7 Analise Histologica do Coracio

Para a preparacdo das pecas para o estudo histopatolégico, foram feitos trés cortes
coronais, dividindo-se as pecas em quatro pedagos (base, médio proximal, médio distal e
apice) que foram fixados em solucdo de formalina a 10%, por 48 horas. O processamento do
material seguiu as etapas de desidratacdo, diafanizacdo, banho e inclusao em parafina. Em
seguida, foram realizados cortes em micrétomo (sec¢des de 5 p). As laminas foram coradas
com tricromico de Gomori para avaliacio dos cardiomidcitos € com picrosirius red para
avaliacdo da deposi¢do de coldgeno.

Para a coloracdo com o tricromio de Gomori, foram obtidos cinco cortes da porcao
médio proximal de cada ventriculo e medidos, em cada corte, os menores diametros de cinco
células cortadas perpendicularmente e identificadas em cinco campos microscopicos
diferentes. As medidas foram feitas em condi¢des que ndo permitiam a identificagdo prévia a
qual grupo o corte pertencia. A medida dos diametros das células foi realizada em imagens
digitalizadas capturadas a partir de microscopio binocular Olympus BX40, com objetiva de
40x, acoplado a camera Olympus OLY-200 ligada a um computador através de placa
digitalizadora Data Translation 3153. As mensuragdes foram realizadas utilizando-se o
software HL Image (Western Vision),

Os cortes corados em picrosirius red foram analisados ao microscépio 6ptico e
registrados fotograficamente (objetiva de 40X, ocular de 10X). Em cada corte foi obtido o
registro fotogréafico de pelo menos 10 campos, até ser percorrida toda a drea do tecido, para
quantificar o coldgeno total, excluindo as regides perivasculares. Para quantificar o coldgeno I
e coladgeno III, os cortes foram analisados ao microscépio Optico sob luz polarizada e registrados
fotograficamente (objetiva de 20X, ocular de 10X) microscépio Nikon TS 100 (Figura 18),

conforme proposto por Junqueira e colaboradores (1979).
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Toda a preparacdo e leitura do material histolégico foi realizada no Laboratério de

Histologia (UFU).

Figura 18: Microscépio 6ptico Nikon ECLIPSE Ti® utilizado na captagcdo das imagens.

4.8 Analise Estatistica.

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. A normalidade foi testada
por meio do teste Shapiro-Wilk. Para os dados normais, as comparagdes entre 0s grupos
foram realizadas por andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, se
necessdrio, ou pelo Teste t de Student. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o pacote
estatistico GraphPad Prism (versdao 5.0). A significincia estatistica foi estabelecida para

valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Observacoes Gerais
N3ao ocorreu 6bito de animais durante o experimento. Os animais em tratamento com
doxorrubicina apresentaram menor movimentacio associada a exsudagdo periocular e nasal e

lesdes nas patas. Estes achados estdo ilustrados na Figura 19.

Figura 19: Lesdes nasais, perioculares e nas patas dos ratos tratados com doxorrubicina ap6s

a segunda semana de tratamento.

5.2 Peso Corporal Total dos Ratos e Consumo de Raciao
Na Tabela 4 estdo registrados as médias e desvios padrdo relativos ao peso corporal
total dos animais no inicio do tratamento com doxorrubicina e ao final do experimento. No

Griafico 1 observamos o peso corporal total dos animais

Tabela 4: Peso corporal total dos animais e consumo didrio de racdo por grupo experimental

Grupos Peso Corporal Total

N PI (g) PF (g)
Controle (C) 8 332,646 434,9+37
Leucina (L) 8 360,730 432,4+49
Doxorrubicina (D) 10 340,8+42 363,7£38*F
Leucina + Doxorrubicina (LD) 10 329,8+22 356,1+35%+

PI: Peso corporal no inicio do tratamento com doxorrubicina; PF: Peso corporal ao final do
experimento; CR: Consumo didrio de ra¢do por animal ao longo dos 42 dias de tratamento.
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Valores expressos em média + desvio padrdo para, peso corporal total dos animais. *p<0,05
em relacdo ao Grupo Controle e Tp<0,05 em relacdo ao Grupo Leucina.

O peso inicial dos animais foi similar nos quatro grupos.

Houve diferenca estatisticamente significante no peso corporal total dos animais ao
final do experimento quando se comparou os grupos doxorrubicina e leucina + doxorrubicina,
aos grupos controle e leucina, com os menores pesos encontrados em doxorrubicina (16% <
C; 16% < L) e leucina + doxorrubicina (18% < C; 17% < L).

Podemos observar na tabela 5 a média do consumo didrio de ragdo em cada um dos

grupos experimentais ao longo das 6 semanas do experimento.

Tabela 5: Média do consumo didrio de racao por grupo

Grupos Meédia do consumo Didario de Racdo

Semana N 1 2 3 4 5 6
Controle (C) 8 23,6 28,3 33,1 38,1 40,5 432
Leucina (L) 8 26,2 31,5 364 39,7 41,3 420
Doxorrubicina (D) 10 28,6 31,3 341 351 350 353
Leucina + Doxorrubicina 10 27,5 29,7 32,6 33,8 34,5 34,0
(LD)

Consumo didrio de racdo por animal ao longo dos 42 dias de tratamento. Valores expressos
em média

Grifico 1 — Peso corporal total dos animais no final do experimento (PF).
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Peso corporal ao final do experimento C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo
doxorrubicina; LD: grupo leucina + doxorrubicina. *p<0,05 em relacdo ao Grupo Controle;
Tp<0,05 em relacdo ao Grupo Leucina.

5.3 Frequéncia Cardiaca, Fracao de Encurtamento e Fracao de Ejecao do Ventriculo

Esquerdo.

A Tabela 6 e os Graficos 2, 3 e 4, apresentam os valores das médias e desvio padrao
referentes as varidveis: Frequéncia cardiaca, Fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo e

Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo no final do experimento.

Tabela 6: Frequéncia cardiaca, Fracao de encurtamento e Fracdo de ejecdo do ventriculo

esquerdo no final do experimento.

FC % AD % FEVE
Grupos N
(bpm) (%) (%)
Controle (C) 8 345,2+50 42,548 78,07
Leucina (L) 8 311,757 43,549 78,849
Doxorrubicina (D) 10 312,4+24 30,7827 64,5£2%F
Leucina + Doxorrubicina (LD) 10 315,4428 40,2+15 72,8417

FC: frequéncia cardiaca; %AD: fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo; %FEVE:
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. Valores expressos em média + desvio padrdo.
*p<0,05 em relagao ao Grupo Controle; Tp<0,05 em relacdao ao Grupo Leucina.

Nao houve diferenca estatisticamente significante para a frequéncia cardiaca entre os
grupos.

Houve diferenca estatisticamente significante para a fracdo de encurtamento do
ventriculo esquerdo quando se comparou o grupo doxorrubicina ao grupo leucina, com menor
%AD apresentado pelo grupo doxorrubicina (13% < L).

Quanto a Fracdo de Ejecdo, houve diferenca significante ao compararmos o grupo
doxorrubicina com os grupos leucina e controle, com menores valores de FEVE registrada no

grupo doxorrubicina (13,5% < C; 14,3% < L).
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Grifico 2 — Frequéncia cardiaca — (batimentos por minuto - bpm).
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Frequéncia cardiaca dos animais ao final do experimento. C: grupo controle; L: grupo leucina;
D: grupo doxorrubicina; LD: grupo leucina + doxorrubicina. Nao houve diferenca
estatisticamente significante.

Grafico 3 — Fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo ao final do experimento.
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C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo doxorrubicina; LD: grupo leucina +
doxorrubicina. 7p<0,05 em relacdo ao grupo leucina.
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Grafico 4 — Fragio de ejecdo do ventriculo esquerdo ao final do experimento.
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Fracdao de ejecdo do ventriculo esquerdo. C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo
doxorrubicina; LD: grupo leucina + doxorrubicina. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle;
Tp<0,05 em relacdo ao grupo leucina.

5.4 Diametro do Ventriculo Esquerdo na Sistole e Diastole

A Tabela 7 e os Gréficos 5 e 6 apresentam os valores das médias e desvio padrao

referentes ao didmetro do ventriculo esquerdo durante a sistole e a diastole.

Tabela 7: Diametro do ventriculo esquerdo na sistole e na didstole ao final do experimento.

Grupos N DSVE (mm?) DDVE (mm?)
Controle (C) 8 3,39+0,7 5,76x0,7
Leucina (L) 8 3,61+0,8 6,32+0,6
Doxorrubicina (D) 10 4,61+0,1* 6,72+0,3*
Leucina + Doxorrubicina (LD) 10 3,44+0,9 5,82+1,0

DSVE: diametro do ventriculo esquerdo durante a sistole. DDVE: diametro do ventriculo
esquerdo durante a didstole. Valores expressos em média + desvio padrdo. *p<0,05 em
relacdo ao Grupo Controle.

Houve diferenca estatisticamente significante no didmetro do ventriculo esquerdo na

sistole e na didstole, quando se comparou o grupo doxorrubicina ao grupo controle com os
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maiores valores dos didmetros apresentados pelo grupo doxorrubicina (36% > C na sistole e
17% > C na diastole).

Grifico 5 — Diametro sistdlico final do ventriculo esquerdo ao final do experimento.

C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo doxorrubicina; LD: grupo leucina +
doxorrubicina. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.

Grafico 6 — Diametro diastdlico final do ventriculo esquerdo ao final do experimento.

C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo doxorrubicina; LD: grupo leucina +
doxorrubicina. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle.
5.5 Fibras de Colageno no Coraciao
A Tabela 8, Figuras 20 e 21 e os Graficos 7, 8, 9 e 10 apresentam os valores das

médias e desvio padrao referentes a quantidade de fibras de coldgeno no corag¢do dos animais.
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Tabela 8: Quantidade de fibras de coldgeno total e do coldgeno tipo I e III.

Grupos Fibras de coldgeno em % da drea marcada

N Picrosirius Polarizagcao  Polarizagao Polarizagao

red (Total) I I (Total)

Controle (C) 8 2,85+1,3 1,81+0,5 4,15+1,0 5,93+1,47
Leucina (L) 8 2,34+1,3 1,56+0,6 3,12+1,4 4,68+2,02
Doxorrubicina (D) 10 4,554+2,6%18§ 2,83+1,3+ 6,05+2,87F 8,89+4 127
Leucina + 10 2,97+1,5 1,87+0,7 4,06+1,4 5,9442.17
Doxorrubicina (LD)

Valores expressos em média + desvio padrao para fibras de coldgeno; *p<0,05 em relacdo ao
Grupo Controle (ANOVA); 1p<0,05 em relagdo ao Grupo Leucina (ANOVA) e §p<0,05
Grupo Doxorrubicina x Grupo Leucina + Doxorrubicina (Teste ¢ de Student).

Houve diferenca estatisticamente significante no coldgeno total (picrosirius red)
quando se comparou o grupo doxorrubicina aos demais grupos com maior valor encontrado
no grupo doxorrubicina (60% > C; 94% > L; 53%> LD), em todas as situacdes analisadas.

Para o coldgeno tipo I e tipo III, foram encontradas diferencas significantes ao se
comparar o grupo doxorrubicina ao grupo leucina, com a maior quantidade de coldgeno no
grupo doxorrubicina (81% > L Tipo I); (93% > L / Tipo III). Também foram encontradas
diferencas significantes para o coldgeno total (polarizacdo), quando se comparou o grupo
doxorrubicina ao grupo leucina (p<0,05), com os maiores valores apresentados pelo grupo

doxorrubicina (89% > L).
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Figura 20: Coldgeno total (Picrosirius red)
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Picrosirius red. Observadas maiores concentracdes no grupo submetido ao tratamento com
doxorrubicina, sem suplementagdo de leucina (Grupo D).

Grafico 7 — Total de fibras de coldgeno no coragdo (Picrosirius red).
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Fibras de coldgeno. C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo doxorrubicina; LD: grupo
leucina + doxorrubicina. *p<0,05 em relagdao ao grupo controle, {p<0,05 em relacdo ao grupo
leucina e § p<0,05 em relacdo ao grupo leucina + doxorrubicina.

Figura 21: Total de fibras de coldgeno (polarizacao)

Imagens com objetiva de 10 x ilustrando as fibras de coldgeno quantificadas pelo método de
polarizacdo. Observadas maiores concentracdes no grupo submetido ao tratamento com
doxorrubicina, sem suplementacio de leucina (Grupo D).
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Grifico 8 — Fibras de coldgeno tipo I no coragao.
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Fibras de coldgeno tipo 1. C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo doxorrubicina; LD:
grupo leucina + doxorrubicina. §p<0,05 em relacdo ao grupo leucina.

Grifico 9 - Fibras de colageno tipo III no coragao.
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Fibras de coldgeno tipo III. C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo doxorrubicina; LD:
grupo leucina + doxorrubicina. Tp<0,05 em relacdo ao grupo leucina.
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Grafico 10 — Total de fibras de colageno no coracdo (polarizagao).
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Total de fibras de coldgeno. C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo doxorrubicina; LD:
grupo leucina + doxorrubicina. §p<0,05 em relacdo ao grupo leucina.

5.6 Peso do Coracao.

Na Tabela 9 e Gréficos 11 e 12 sao observados os valores de média e desvio padrio do

peso absoluto e peso relativo do coragdo (coragao/comprimento da tibia).

Tabela 9. Peso absoluto e relativo do coracdo.

Grupos Peso absoluto (g) Peso relativo (mg/cm)

N
Controle (C) 8 1,04+0,12 26,67+3,34
Leucina (L) 8 0,97+0,07 24,50+1,85
Doxorrubicina (D) 10 0,90+0,18 24,2945,12
Leucina + Doxorrubicina 10

0,95+0,21 25,63+5,65

(LD)

Valores expressos em média + desvio padrdo para peso absoluto do coracdo e peso relativo do
coragdo; *p<0,05 em relagao ao Grupo Controle, 7p<0,05 em relagdao ao Grupo Leucina.

Nao houve diferenca estatisticamente significante para o peso absoluto e peso relativo

do coragdo.
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Grifico 11 — Peso absoluto do coracio
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Peso absoluto do coracdo. C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo doxorrubicina; LD:
grupo leucina + doxorrubicina.

Grifico 12 — Peso relativo do coragdo — (peso do coragdo / comprimento da tibia)

Peso relativo do coracdo. C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo doxorrubicina; LD:
grupo leucina + doxorrubicina.
5.7 Diametro Transversal dos Cardiomidcitos.
Na Tabela 10, Figura 22 e Grafico 13 observam-se os valores de média e desvio

padrao do diametro transversal dos cardiomidcitos dos animais.
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Tabela 10. Didmetro dos cardiomidcitos.

Grupos Diametro transversal dos cardiomidcitos (u)
N

Controle (C) 8 75,95+4,35

Leucina (L) 8 86,29+8,44*

Doxorrubicina (D) 10 88,71+9,36*

Leucina + Doxorrubicina (LD) 10 91,12+8,89 *7

Valores expressos em média + desvio padrdo para didmetro transversal dos cardiomidcitos;
*p<0,05 em relag@o ao Grupo Controle.

Houve diferenca estatisticamente significante no didmetro transversal dos
cardiomidcitos quando se comparou os grupos leucina, doxorrubicina e leucina +
doxorrubicina com o grupo controle com menores didmetros encontrados no grupo C (14%<
L; 17% < D; 20%<LD). Também houve diferenca significante quando se comparou o grupo

LD ao grupo L com os maiores didmetros encontrados no grupo LD (5,5% > L).

Figura 22: Diametro transversal dos cardiomidcitos.

Observados na imagem aumento dos didmetro transversal dos cardiomidcitos nos grupos
submetidos ao tratamento com doxorrubicina e suplementacdo de leucina. (Grupos C, L, D;
LD)
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Grafico 13 — Diametro transversal dos cardiomidcitos.

° Y
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Diametro transversal dos cardiomidcitos. C: grupo controle; L: grupo leucina; D: grupo
doxorrubicina; LD: grupo leucina + doxorrubicina. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle e
Tp<0,05 em relacdo ao grupo leucina.
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 Peso Corporal Total e dos Coracoes dos Ratos e Consumo de Racao

No presente estudo observou-se menor ganho de peso corporal nos animais dos grupos
Doxorrubicina (16% < C; 16% < L) e Leucina + Doxorrubicina (18% < C; 17% < L), quando
comparados aos do grupo Controle. Campos e colaboradores (2011) estudaram ratos tratados
com trés diferentes doses de doxorrubicina e, em conformidade com nossos achados,
observaram também redu¢do no peso corporal dos ratos que receberam 3,75, 7,5 e 15 mg/kg
de doxorrubicina.

O menor ganho ponderal pode ter decorrido da doxorrubicina uma vez que apds uma
semana de tratamento os animais apresentaram hipocinesia, lesdes na face e nas patas, além
de redugdo do consumo de racgao.

A dieta padrio (DP) utilizada apresenta concentracdo minima de leucina de
1,54g/100g (1,5%). Para o grupo tratado com dieta enriquecida com 5,0g/100g (5%) de
leucina (DRL) totalizou-se 6,5g/100g (6,5%). Considerando a ingestdo de dieta do rato Wistar
que € em torno de 30g/dia, cada animal dos grupos com DP fez ingestdo equivalente a 0,5 g/dia de
leucina e os animais do grupo com DRL 2,0 g/dia. Mesmo com a ingestdo aumentada de leucina,
o grupo LD ndo teve o mesmo ganho ponderal dos grupos controle e leucina, o que parece indicar
que a doxorrubicina impede a ativacdo metabdlica derivada da leucina provavelmente pelos
mecanismos discutidos anteriormente. E importante assinalar que a leucina isoladamente também
ndo aumentou o ganho ponderal em relagdo ao controle sendo este um aspecto interessante
visando futuras aplicagdes deste aminoacido. Neste sentido, Ito e colaboradores (1990) também
observaram o efeito de diferentes concentracdes de doxorrubicina (0,2 uM. e 0,5 uM) na
sintese de proteinas em cultura de células cardiacas, apds incorporacdo de leucina a cultura
por 4 h. Apos 24 horas de tratamento com doxorrubicina, a sintese proteica estimulada pela
leucina foi inibida em 41% e 68%, respectivamente.

A doxorrubicina e a leucina, isoladamente ou em associacdo, ndo aumentaram o peso
do coracgao indicando ndo ter havido resposta hipertréfica quando se considera o érgdo como

um todo.

6.2 Fracio de Encurtamento e Fracio de Ejecao do Ventriculo Esquerdo

No presente estudo foi encontrada menor fracdo de encurtamento e de ejecdo do
ventriculo esquerdo no grupo doxorrubicina (13% < L; %AD) (13,5% < C; 14,3% < L;

%FEVE). Esses achados da ecocardiografia transtordcica indicam uma diminuicao
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significante da funcdo ventricular esquerda e demonstram que os efeitos cardiotéxicos da
doxorrubicina estavam presentes no modelo experimental.

Em acordo com nossos achados, Campos e colaboradores (2011) também encontraram
uma reducdo significativa da fracdo de ejecdao do ventriculo esquerdo no grupo de ratos
tratados com dose cumulativa de 15 mg/kg de doxorrubicina. Nestas condi¢des, a fracdo de
ejecdo foi menor que o controle sete dias apds a dltima administragdao do farmaco e os grupos
tratados com 3,75 mg/kg e 7,5 mg/kg apresentaram redugao significativa da fracdo de ejecdo e
da fracdo de encurtamento em relagao ao controle, registradas 14 dias ap6s a ultima inje¢ao de
doxorrubicina. Estes achados demonstram que a cardiotoxidade depende da dose cumulativa
empregada e do tempo decorrido apds o encerramento da administracdo do medicamento.

Ito e colaboradores (1990) observaram em um modelo de cultura celular de musculo
cardiaco de ratos, que o tratamento com doxorrubicina resulta numa diminuicdo rdpida e
seletiva da expressdo de genes cardiacos especificos. A doxorrubicina diminuiu seletivamente
os niveis de mRNA para os genes sarcoméricos a-actina, troponina I e cadeia leve de miosina.
Essas mudangas no musculo cardiaco precedem as mudancas ultraestruturais associadas a
perda miofibrilar e as perdas funcionais refletidas na diminuicao da fragdo de encurtamento e
de ejecdo, em concordancia com os resultados do presente estudo.

Arai e colaboradores (1998) estudaram coelhos tratados com doxorrubicina (2,5 mg /
kg), uma vez por semana, durante oito semanas, e encontraram diminui¢cdo do débito cardiaco
associada a redugdo dos niveis de mRNA para o reticulo sarcoplasmaético, canais rianodina,
bomba de célcio e fosfolambam. Estas descobertas sugerem que uma diminuicdo seletiva na
expressao de mRNA para as proteinas responsaveis pelo controle do cdlcio estd associada ao
prejuizo da funcdo cardiaca encontrada na cardiomiopatia induzida pelo tratamento com
doxorrubicina. Todos estes achados parecem explicar e corroborar nossos resultados.

Um achado importante do presente estudo € a interacdo da leucina com a
doxorrubicina expressa na fracdo de encurtamento e fracdo de ejecdao do ventriculo esquerdo.
Podemos observar que o grupo leucina + doxorrubicina, ndo apresentou diferenga significante
nos valores de fracdo de encurtamento e fracdo de ejecdo cardiaca, em relacdo ao grupo
controle, indicando um efeito protetor da fun¢ao cardiaca.

Estudos (ESCOBAR, 2006; CANEDO, 2010) sugerem que a leucina atue como um
sinal nutricional para estimular a sintese protéica no musculo cardiaco, aumentando a
disponibilidade do fator de iniciacdo eucaridtica (eIF4B) e ativando a via p70S6K e mTOR

cardiaca, fato que pode ter atenuado a acdo danosa observada no grupo doxorrubicina.
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Estes resultados sugerem uma agdo da leucina como agente inibidor dos eventos
catabdlicos sobre as proteinas contriteis do coracdo induzidos pela doxorrubicina. As
implicacdes clinicas deste fato, aqui descrito pela primeira vez, sdo, no entanto,
desconhecidas e a relagdo eventual com o mecanismo da leucina sdo, no maximo, de natureza

especulativa.

6.3 Diametro do Ventriculo Esquerdo na Sistole e Diastole

Observou-se também no presente estudo maiores didmetros transversais do ventriculo
esquerdo durante a sistole e a didstole no grupo doxorrubicina, quando comparado ao grupo
controle (36% > C; sistole) (17% > C; diastole). Este resultado reproduz observagdes
anteriores da fun¢do cardiaca na presenca de doxorrubicina que evidenciaram cardiomiopatia
dilatada possivelmente causada pelos danos estruturais seletivos as proteinas sarcoméricas
citadas por Ito e colaboradores (1990) e pelos distirbios do metabolismo do célcio, conforme
Arai e colaboradores (1998).

De forma complementar, Campos e colaboradores (2011) observaram perda de
distrofina no sarcolema do coragdo de ratos tratados com doses de 3,75, 7,5 e 15 mg/kg de
doxorrubicina. A distrofina, uma proteina localizada abaixo do sarcolema, liga a actina a
matriz extracelular através das glicoproteinas da membrana celular e € a estrutura mais
importante do citoesqueleto. A reducdo da distrofina pode representar a base para o
desenvolvimento da cardiomiopatia dilatada (DANIALOU, 2001; LAPIDOS, 2004;
TIDBALL, 2007; WALLACE, 2009).

Outro aspecto a ser considerado no modelo de cardiomiopatia dilatada € o
comportamento do calcio. As concentragdes deste fon no citosol sdo baixas durante a didstole
e aumentam cerca de dez vezes durante a sistole. No entanto, a sobrecarga de cdlcio ativa
proteases, tais como a calpaina, que degradam proteinas do citoesqueleto e da membrana
plasmdtica, inclusive a distrofina (BELCASTRO, 1994; CHEN, 2003; LIM, 2004;
WHITEHEAD, 2006; WILLIS, 2009). Estudos em cardiomidcitos cultivados e tratados com
doxorrubicina demonstraram liberacdo aumentada de cdlcio a partir do reticulo
sarcoplasmatico através dos canais rianodina, fato que leva a danos estruturais e a diminuicao
da contratibilidade cardiaca (EMANUELOYV, 2010).

Polegato (2011), em concordancia com nossos achados, investigou um grupo de 35
ratos Wistar submetidos a infusdo intraperitoneal de dose tnica de 20 mg/kg de
doxorrubicina. Os animais foram estudados ao ecocardiograma 48 horas apds injecdo da

medicacdo tendo sido observadas disfuncodes diastdlica (aumento do tempo de relaxamento
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isovolumétrico) e sistolica do ventriculo esquerdo (diminuicao da fragdo de encurtamento, do
débito cardiaco e da fragdo de ejecdo).

De fato, a cardiotoxicidade causada pela doxorrubicina, na sua forma clinica mais
comum, cursa com cardiomiopatia dilatada. Estudo realizado por Dazzi e colaboradores
(2001), em autdpsias de pacientes com leucemia e que estavam em tratamento com
doxorrubicina, evidenciaram a presenca de dilatagdo ventricular em 50% deles confirmando,

assim, este aspecto.

6.4 Fibras de Colageno no Coracao.

A complacéncia da parede ventricular depende da quantidade, da distribuicdo e da
composi¢do do coldgeno que forma o estroma conjuntivo (MILANEZ 1995; FRIMM, 1998).

Em nossas observagdes, maiores quantidades de fibras de coldgeno total (método do
picrosirius) foram encontradas no coracdo dos animais do grupo doxorrubicina, quando
comparado aos grupos controle e leucina (60% > C; 94% > L, 53% > LD). Campos e
colaboradores (2011) também observaram aumento das fibras de coldgeno intersticial no
coragdo de ratos tratados com doxorrubicina, na dose de 15 mg/kg, quando comparados aos
seus controles. Porém, em grupos tratados com 3,75 e 7,5 mg/kg ndo foram observadas
diferencas estatisticas. Estes dados reforcam a relacdo dose-dependente com os possiveis
danos cardiacos.

Os tipos I e III de coldgeno podem ser identificados e quantificados pela polarizacao
da luz ao microscépio 6ptico, conforme descrito por Junqueira e colaboradores (1979). O
colageno tipo I, que constitui cerca de 80% do coldgeno cardiaco, é o mais rigido de todos,
sendo o principal responsdvel pela resisténcia da cdmara cardiaca. O coldgeno do tipo III
forma agregados mais finos e constitui cerca de 12% do coldgeno cardiaco. O coldgeno do
tipo III forma pontes entre os feixes de coldgeno do tipo I que se alinham longitudinalmente
ao longo dos cardiomiécitos (PELOUCH, 1994).

Em concordancia com o presente estudo, Oliveira e colaboradores (2017) estudaram
ratos tratados com diferentes doses cumulativas de doxorrubicina, administradas ao longo de
oito semanas, totalizando 8 mg/kg, 12 mg/kg e 16 mg/kg. Estes autores também encontraram
uma maior area de fibrose nestes animais.

Utilizando a metodologia de polarizacdo, nossos achados indicam diferencas entre os
grupos doxorrubicina e leucina quanto ao teor de coldgeno tipo I, com maior quantidade
encontrada no grupo doxorrubicina (81% > L). Também foram encontradas maiores

quantidades de coldgeno tipo III no grupo doxorrubicina, quando comparado ao grupo leucina
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(93% > L). Esta alteracdo evidencia lesdes estruturais € mudancas funcionais causados pelo
tratamento com a doxorrubicina também na matriz de coldgeno que podem estar ligadas aos
demais danos cardiacos ja previamente descritos.

Outro achado importante do presente estudo € observado quando se compara o teor de
coldgeno do grupo leucina + doxorrubicina ao grupo controle, Esta compara¢do ndo mostrou
diferenca significante entre estes grupos o que pode indicar um possivel efeito cardioprotetor
adicional da leucina.

Um outro efeito cardioprotetor relacionado a leucina foi relatado pelo nosso grupo
(FIDALE, 2013) ao observarmos redugdo significativa da creatinofosfoquinase-fracao
cardiaca (CK-MB) plasmdtica, um biomarcador de dano ao tecido cardiaco, em ratos aos
quais se havia administrado doses suprafisioldgicas de hormdnio tireoidiano. Este resultado,
se confirmado, poderd também contribuir para um melhor entendimento no que diz respeito a

aspectos protetores relacionados a associacao da leucina a doxorrubicina.

6.5 Diametro Transversal dos Cardiomiécitos

O didmetro transversal dos cardiomiécitos do ventriculo esquerdo foi
significativamente maior no grupo doxorrubicina, quando comparado ao controle (17% > C)
evidenciando que 28 dias de exposi¢do a doxorrubicina modificou o padrdao do metabolismo
das células musculares, provocando alteracdes celulares estruturais e caracterizando também
um modelo de hipertrofia cardiaca.

Campos e colaboradores (2011) também observaram altera¢cdes microscopicas nos
coracdes de ratos tratados com doxorrubicina caracterizadas por midcitos edemaciados e
vacuolados, perda ou desorganizacdo das miofibrilhas, edema intersticial e infiltracdao
intersticial por células linfomononucleares e fibroblastos.

Observou-se também aumento no diametro transversal dos cardiomidcitos nos grupos
leucina, doxorrubicina e leucina + doxorrubicina, quando comparados ao grupo controle
(14%, 17 e 20%, respectivamente). Estudos sugerem que a leucina atue como um sinalizador
nutricional para estimular a sintese protéica no musculo cardiaco aumentando a
disponibilidade do fator de iniciacao eucaridtica (elF4B) e ativando a via p70S6K e mTOR
cardiaca (ESCOBAR, 2006; CANEDO, 2010). O resultado final desta ativagdo pode estar

implicado na resposta hipertréfica dos cardiomidcitos nos grupos suplementados com leucina.

6.6 Relacao doxorrubicina e leucina
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Na Figura 23 € apresentada uma sintese do que se pode observar na andlise das vias de
sinalizacdo e respostas celulares a doxorrubicina e a leucina ja descritas na literatura. Em
resumo, a doxorrubicina inibe a transcricdo génica de proteinas sarcoméricas cardiacas
importantes e aumenta a degradacao dos miofilamentos, produzindo um balang¢o sarcomérico
negativo. Estes efeitos decorrem, em grande parte, da formacdo de uma grande quantidade de
radicais livres de oxigénio aumentando o estresse oxidativo e provocando alteracdes na
homeostase do célcio, fato que desencadeia a via de morte celular mediada pela proteina
quinase reguladora do sinal apoptético (ASK-1) e proteina quinase jun N-terminal (JNK),
culminando com a apoptose dos cardiomidcitos. (ADAO, 2013; FUJIIWARA, 2007;
LEFRAK. 1973; ITO, 1990; BOTTONE, 1998; JEYASEELAN, 1997).

E possivel que a leucina atenue a cardiotoxicidade da doxorrubicina preservando os
elementos contriteis sarcoméricos por meio de um aumento na eficiéncia traducional,
aumentando a atividade da proteina mTOR, proteina ribossomal (S6) e fator de iniciagcdo
eucaridtico (elF4G), promovendo a manutencao da sintese proteica e a contratilidade cardiaca
(KIMBALL, 2006a, 2006b; SHAH, 2000). Efeitos redutores do estresse oxidativo também

podem estar presentes e precisam ser melhor estudados.
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Figura 23: Mecanismos cardiotéxicos da doxorrubicina e modulacdo da sintese proteica por

meio da leucina.
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7. LIMITACOES DO ESTUDO

Algumas limitagdes estdo presentes no presente estudo. A primeira delas diz respeito a
amostra. A doxorrubicina € rotineiramente administrada a pacientes com cancer, enquanto em
nosso estudo investigamos a cardiotoxicidade experimental em ratos higidos. Este fato pode
ter influenciado os resultados obtidos mesmo tendo nosso trabalho sido desenhado para
identificar, especificamente, o efeito da leucina sobre a cardiotoxicidade e sobre a matriz de
coldgeno induzida e alterada pela doxorrubicina.

Outro aspecto a ser destacado é que este estudo nao buscou identificar as eventuais
vias de acdo da doxorrubicina sobre as quais a leucina pode ter atuado e melhorado as
condig¢des cardiacas dos animais. Neste sentido, novos estudos devem ser conduzidos para se
mapear as diversas vias de sintese proteica e de morte celular influenciadas pela leucina e
determinar se houve modulacdo do estresse oxidativo classicamente responsabilizado pela
maior parte das agdes toxicas da doxorrubicina.

Implicacdes clinicas podem advir destes estudos que poderdo identificar possiveis
acOes protetoras da leucina na estrutura e fung¢do cardiacas e eventualmente prevenir ou

atenuar a cardiotoxicidade provocada pela doxorrubicina.



64

8. CONCLUSOES

Em ratos tratados com dose cumulativa de 7,5 mg/kg de doxorrubicina por um periodo
de duas semanas e estudados quatorze dias apds o término do tratamento (28 dias de
experimento) ocorre diminui¢cdo do peso corporal total, cardiotoxicidade caracterizada pela
diminuicdo da fracdo de encurtamento e de ejecdo do ventriculo esquerdo, aumento do
diametro do ventriculo esquerdo durante a sistole e a didstole, aumento das fibras de colageno
no coragdo e do didmetro transversal dos cardiomiocitos.

A leucina atenua os danos cardiacos induzidos pelo tratamento com a doxorrubicina,
sendo este efeito refletido na quantidade de colageno que se torna similar a do grupo controle
e na manuten¢do da fun¢do cardiaca evidenciada pela preservacdo da fracdo de encurtamento
e de ejecdo do ventriculo esquerdo.

Virios aspectos ligados a estas respostas ainda permanecem desconhecidos e novos
estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos nesta resposta a leucina.
Estes estudos poderdo também indicar novas vias de intervencdo com o objetivo de minimizar

os efeitos cardiotoxicos relativamente comuns no tratamento com a doxorrubicina.
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