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RESUMO

A toxicidade hepatica e renal é um dos efeitos colaterais da doxorrubicina utilizada no tratamento
antineoplasico. O objetivo deste estudo foi determinar se a suplementacdo com leucina na dieta de
ratos tratados com doxorrubicina tem acdo protetora hepética e renal evidenciada pela reducido do
estresse oxidativo. O experimento incluiu 36 ratos distribuidos em quatro grupos sendo 8 Controles, 8
LEUcina, 10 DOXorrubicina e 10 DOX+LEU. Os animais dos grupos DOX e DOX+LEU foram
tratados com injecdes intraperitoneais de doxorrubicina durante duas semanas, trés vezes por semana,
atingindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg. Os animais dos grupos C e LEU receberam volume
intraperitoneal de solucdo salina, diariamente, semelhante aquele administrado como veiculo da a
doxorrubicina. Os grupos LEU e DOX-LEU receberam o aminoécido leucina ao longo do estudo
acrescido em 5% a dieta basal. O estresse oxidativo tecidual hepético e renal foi avaliado pelas
dosagens das enzimas antioxidantes catalase, superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase

(Gpx), glutationa redutase (GR) e também dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e glicose-6-fosfato
desidrogenase (GO6PDH); a atividade oxidante foi medida pela peroxidacdo lipidica (4cido
tiobarbitirico TBARS). O teor de coldgeno hepatico foi avaliado em andlise histoldgica utilizando-se a
coloracdo picrosirius red; para analise do tecido hepatico e renal empregou-se a coloracdo pelo
tricromico de Gomori. Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (EPM).
As diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05. Os resultados mostraram que, no
figado, o grupo DOX comparado ao LEU apresentou aumento da atividade antioxidante de SOD,
catalase e Gpx, e niveis de GSH e menores niveis de peroxidagao lipidica e de deposicdo de colageno.
O grupo DOX+LEU comparado ao grupo LEU apresentou menores niveis de peroxidacao lipidica e de
deposicao de coldgeno e, finalmente, o grupo DOX +LEU, quando comparado ao grupo DOX,
apresentou diminuicdo da atividade oxidante TBARS e da atividade antioxidante de SOD, catalase,
Gpx e GSH. As andlises renais mostraram um aumento do estresse oxidativo no grupo LEU
evidenciado pelo aumento de GR. Todos os grupos experimentais apresentaram redu¢do no nimero
total de glomérulos em relagdo ao controle. Nao houve alteracdo quanto a deposicdo de colageno.
Conclui-se que o acréscimo de 5% de leucina a dieta administrada aos ratos tratados com DOX
mostrou efeito hepatoprotetor. A hipdtese de efeito nefroprotetor da leucina evidenciado pela reducdo
do estresse oxidativo, ndo foi demonstrada.

Palavras Chave: Doxorrubicina; Leucina; Estresse Oxidativo Hepatico e Renal.



ABSTRACT

Hepatic and renal toxicity is one of the side effects of doxorubicin used in the antineoplastic treatment.
The aim of this study was to determine if leucine supplementation in the diet of Wistar rats treated
with doxorubicin has protective hepatic and renal action evidenced by the reduction of oxidative
stress. The experiment included 36 rats distributed in four groups, with 8 Control, 8 LEUcina, 10
DOXorubicin and 10 DOX + LEU. Animals from the DOX and DOX + LEU groups were treated with
intraperitoneal injections of doxorubicin for two weeks, three times a week, at a cumulative dose of
7.5 mg / kg. The animals of groups C and LEU received intraperitoneal volume of saline daily, similar
to that administered with doxorubicin. The LEU and DOX-LEU groups received the amino acid
leucine throughout the study plus 5% added to the basal diet. Hepatic and renal tissue oxidative stress
was evaluated by the dosages of the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (Gpx), glutathione reductase (GR) and also reduced levels of glutathione
(GSH) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH); the oxidizing activity was measured by
lipid peroxidation (thiobarbituric acid-TBARS). The hepatic collagen content was evaluated in
histological analysis using picrosirius red staining; for analysis of the hepatic and renal tissues the
Gomori trichrome was used. The results were presented as mean =+ standard error of the mean (EPM),
using GraphPad Prism software version 5.0. The results were compared by the Student's t-Test or the
analysis of variance (ANOVA), as appropriate. To verify the detected differences between the groups,
the Tukey test was used. Differences were considered significant when p <0.05. The results showed
that, in the liver, the DOX group compared to the LEU presented higher antioxidant activity of SOD,
catalase and Gpx, and GSH levels and lower levels of lipid peroxidation and collagen deposition. The
group DOX + LEU compared to the LEU group also presented lower levels of lipid peroxidation and
collagen deposition, and finally, the DOX + LEU group, when compared to the DOX group, presented
lower oxidant activity and lower antioxidant activity of SOD, catalase, Gpx and GSH. The renal
analyzes showed an increase in oxidative stress in the LEU group evidenced by the increase in GR. All
experimental groups had a reduction in the total number of glomeruli in relation to the control. There
was no change in collagen deposition. It was concluded that the addition of 5% leucine to the diet
administered to doxorubicin treated rats showed a hepatoprotective effect. The hypothesis of leucine
nephroprotective effect evidenced by the reduction of oxidative stress was not demonstrated.

Key words: Doxorubicin; Leucine; Oxidative stress; hepatic and kidney.
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INTRODUCAO

A doxorrubicina é um antibiético glicosidico do grupo das antraciclinas, isolado do fungo
Streptomyces peucetius var. Caesius, que apresenta atividade antineoplédsica, (NAKAGE e
SANTANA, 2008). E um medicamento amplamente utilizado na oncologia e é considerado
como um dos mais potentes quimioterapicos ja aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA).

Sd@o conhecidas alteracoes patologicas e funcionais induzidas pelos antibioticos
antraciclinicos no coracdo as quais se assemelham as cardiomiopatias e incluem degeneragao
miocardica com inflamacao, fibrose, dilatacdo e insuficiéncia cardiaca (SILVA et al, 2005).

O resultado do efeito cardiotoxico da doxorrubicina € caracterizado, clinicamente, por
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), com hipotensdo, anormalidades eletrocardiograficas,
arritmias e morte stibita (MORSCHBACHER, 2012). Além dos efeitos sobre o coracdo também
sdo descritas a hepatotoxicidade e a nefrotoxicidade (HORTOBAGYT, 1997).

A metabolizacdo da doxorrubicina ocorre em trés fases. Na primeira delas ha rapida
distribuicdo do farmaco para o figado, pulmdes, coracdo, rins e baco; na segunda fase ocorre a
liberacdo da droga nestes 6rgaos e em seus compartimentos vasculares e tecidos. Finalmente, o
farmaco € metabolizado no figado e excretado principalmente na bile, fezes e urina (KIRIAQUE
et al, 2010; TABACZAR et al, 2017; BIRBEN et al, 2012; EVANS et al 2012).

No seu mecanismo de agdo, a doxorrubicina altera a estrutura do acido desoxirribonucleico
(DNA) ao se intercalar entre os pares de bases adjacentes de um filamento e inibir sua atividade
celular original (PAGE et al 1992; ZWEIT et al 1993). Os danos ao DNA também podem
ocorrer pela formacdo de radicais livres de oxigénio (ROS). Neste processo, a semiquinona da
doxorrubicina, um metabolito toxico, pode reagir com o oxigénio produzindo ROS e com outras
moléculas, como o DNA mitocondrial, interferindo na funcdo mitocondrial, na expressdo de
proteinas e na oxidagdo lipidica (EDER, 2006). Estas acdes sdo responsaveis por graves danos
celulares e das membranas mitocondriais (MYERS et al 1993). Os efeitos antineoplasico da
doxorrubicina sdo observados durante a fase S (periodo de sintese de DNA) e G2 (periodo de
sintese de RNA e de proteinas) do ciclo celular, reduzindo, assim, o indice mitético (LIU;
THURMAN, 1992; HALLIWELL, 1991; SHIMOMURA; HARRIS, 2006).

A doxorrubicina também provoca um desequilibrio entre a producdo de radicais livres de
oxigénio e os antioxidantes; as ROS sdo produzidas como resultado do metabolismo celular e

sdo moléculas altamente reativas que podem danificar estruturas celulares e alterar suas funcoes.
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As mudancas no estado de equilibrio entre a producdo de oxidantes e antioxidantes denomina-se
"estresse oxidativo" (CHETEH et al 2017).

O estresse oxidativo € caracterizado por um desequilibrio entre a produgdo de espécies
reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes. Este desequilibrio em favor da producido de ROS
pode gerar dano celular (HALLIWELL, 2007).

As mitocOndrias, presentes em todas as células aerdbias, sao fontes fisiologicas das ROS.
No figado, a produ¢do mitocondrial de energia é responsdvel por cerca de 2% da utilizacdo total
de oxigénio (BOVERIS, 1998).

Em hepatdcitos, o reticulo endoplasmético bem desenvolvido, além de outras fontes
subcelulares relevantes e presentes também em outros tipos celulares, proporcionam uma fonte
igualmente importante destes radicais (YUSUF KALENDER, 2005)

Os organismos aerobicos desenvolveram sistemas antioxidantes integrados, que incluem
atividades enzimaticas e ndo enziméiticas. Em condi¢des patoldgicas, estes sistemas podem estar
alterados e contribuir para complicacio e perpetuacdo de doencgas neuroldgicas,
cardiovasculares, hepéticas, renais, metabdlicas e cancer (DENG, 2007).

As defesas antioxidantes atuam no sentido de restabelecer o equilibrio e assim minimizar os
danos decorrentes da intensificacdo do estresse oxidativo. Dentre as defesas enzimaticas, as mais
conhecidas sdo a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (Gpx).
A catalase decompde o peréxido de hidrogénio gerando dgua e oxigénio; a enzima Gpx também
decompde esta molécula porém, fazendo uso de um mecanismo diferente, ela utiliza a glutationa
reduzida (GSH) para transformar o peroxido de hidrogénio em agua. A glutationa oxidada nesta
reacdo € reduzida novamente pela acdo da enzima glutationa redutase (GR), consumindo fosfato
de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADPH). Entre as defesas ndo enzimaticas estdo o
tripeptideo 6 glutationa (GSH, na forma reduzida) e substincias como o 4cido ascoOrbico e
vitaminas A e E (BOVERIS, 1998).

Do equilibrio pleno deste intrincado sistema depende a continuidade da vida em sistemas com
metabolismo que envolvem o oxigénio.

Apesar de ser um bom quimioterdpico, os efeitos colaterais da doxorrubicina limitam suas
aplicacdes clinicas. Neste cendrio verifica-se que boa parte dos estudos existentes investigaram
os efeitos toxicos da doxorrubicina nas células musculares cardiacas, porém poucos verificaram
essa toxicidade e as alteragdes dela decorrentes no que se refere aos seus processos metabdlicos
no figado e rins (CARVALHO 2009).

A hepatotoxicidade acontece em aproximadamente 40% dos pacientes tratados com a

doxorrubicina (LEE, 1980) e pode paralisar o ciclo celular de hepatécitos inibindo sua
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autorregeneracdo. Muitos estudos sugerem que os efeitos hepatotdxicos e nefrotdxicos se devem
a grande quantidade de ROS gerada na presenca da doxorrubicina. A expressiva producdo de
ROS e a deplecdo de antioxidantes endégenos causam ativa¢do da cascata do estresse oxidativo
desencadeando resposta imune e inflamacao (LEE, 1980).

Assim como a hepatotoxicidade, a nefrotoxicidade é um dos principais efeitos deletérios
causado pela administracdo de doxorrubicina. Devido a baixa capacidade regenerativa dos rins,
eles sdo mais suscetiveis aos danos citotoxicos e lesdes epiteliais sdo as primeiras a aparecer
levando a degeneracdo dos glomérulos cujo curso final é a glomerulosclerose, principal
nefropatia relacionada ao uso de doxorrubicina. Os mecanismos pelos quais a doxorrubicina
induz a toxicidade ndo sdo totalmente compreendidos e a principal hipétese levantada, assim
como se sugere no figado, é o aumento de ROS (ROOK et al, 2005; BERTANI, 1986).

Nos rins € descrito aumento da peroxidagdo lipidica com dano oxidativo em células renais,
aumento da permeabilidade capilar glomerular e alteragdes da arquitetura tubular. Com isso
ocorrem mudancas estruturais e funcionais das macromoléculas organicas que, em seu curso
final, induzem apoptose e perda glomerular (GEWIRTZ 1999; DI MARCO et al 1965).
Detalhes relativos a farmacologia e efeitos colaterais da doxorrubicina podem ser vistas na

Figura 1.
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Figura 1: Doxorrubicina farmacologia e efeitos colaterais: 1- Doxorrubicina penetrando na célula; 2 - Mecanismo nuclear - ligacdo covalente a
proteinas- complexo proteassomico no niicleo; 3 - doxorrubicina dissociada intercalada na hélice de DNA; 4 - doxorrubicina interagindo com as
mitocondrias e ligando-se a cardiolipina bloqueando a ligac@o da creatina quinase mitocondrial (MtCK) as membranas mitocondriais. Aumento
do ciclo doxorrubina-redox pelo complexo I da cadeia respiratéria mitocondrial leva a um aumento na producio de espécies reativas de oxigénio
(ROS). NADH (dinucleétido de nicotinamida adenina reduzido); NAD + (dinucledtido de nicotinamida adenina oxidado); ADP (difosfato de
adenosina); ATP (trifosfato de adenosina), Pi (fosfato inorganico) (Modificado de CARVALHO et al, 2009).

A suplementac¢do nutricional é uma 4rea promissora na pesquisa clinica que busca neutralizar
efeitos e mudangas fisicas provocadas pelas doencas e efeitos colaterais dos tratamentos para
essas doengas, modificando caracteristicas da dieta. A suplementacio com aminoidcidos de
cadeia ramificada (BCAA) na dieta tem demonstrado aumento da massa muscular esquelética,
reduzida no processo do envelhecimento ou devido a doencas como diabetes mellitus e cancer
(ROBERTS; SINDHU, 2009).

Os BCAA, particularmente a leucina, sdo aminoédcidos envolvidos na regulacdo da produc¢do
de proteinas servindo também como substrato para a sintese proteica. A leucina também esti
envolvida em varios processos celulares, como o metabolismo energético e a regeneracao
tecidual. Dentre os BACC, a leucina é conhecida por aumentar o metabolismo do musculo

esquelético e regular a sintese de proteinas (ROBERTS; SINDHU, 2009).
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O aminoécido leucina sempre ocupou uma posicao classica na bioquimica pois € o Unico que
¢ puramente lipogénico, tem efeitos sobre o metabolismo e participa da sintese de proteinas
(NISSEN, 1997).

Embora os efeitos regulatdrios e metabdlicos da leucina sejam conhecidos hd cerca de 30
anos, até o presente momento ndo hi uma compreensdo clara de como ela participa do
metabolismo das proteinas. Esta descrito na literatura que o metabdlito P-hidroxi P-metilbutirato
(HMB) ¢€ responsavel pelos efeitos metabdlicos da leucina. Além disso propde-se que o HMB
produzido no metabolismo da leucina seja convertido em P-hidroxi + metilglutaril CoA (HMG-
CoA) em alguns tecidos e este substrato é utilizado na sintese endogena de colesterol sendo este
necessario para manter a func¢do celular mdxima (NISSEN, 1997).

A reposicdo no organismo do aminoicido leucina € dependente de fatores exdgenos
(dietéticos) ou enddgenos (alfa ketoisocaproate - KIC). Grande parte da oxidacdo da KIC, ocorre
no figado, mais precisamente nas mitocondrias hepaticas, formando B-hydroxy+methylglutaryl
CoA (HMG-CoA). O HMG-CoA citosdlico produzido a partir de HMB proporciona um
substrato conveniente para a enzima HMG-CoA redutase na sintese de colesterol (NISSEN,
1997).

A leucina, isoleucina e valina, juntas, exercem efeitos anabolizantes semelhantes aos da
insulina sendo a leucina um dos reguladores do metabolismo proteico (HARBHAJAN, 1978).
Em meio de cultura, pesquisas demonstraram que a sintese de proteina cardiaca e, em particular,
da miosina, aumentou em aproximadamente 40% quando todos os aminoacidos ou apenas a
leucina tiveram as suas concentracdes plasmaticas aumentadas de 1 a 5 vezes (FREXES-STEED,
1992). Achados semelhantes foram posteriormente observados no figado e musculos
esqueléticos (MORGAN et al, 1981).

O primeiro uso clinico da leucina foi no tratamento da doenca hepética cronica. Os primeiros
relatorios mostraram que a infusdo de doses elevadas deste BCAA melhoraram a insuficiéncia e
a encefalopatia hepaticas. Relatos posteriores, no entanto, incluindo um estudo multicéntrico
europeu randomizado, ndo conseguiram mostrar quaisquer efeitos benéficos com a combinagdo
dos trés aminoacidos de cadeia ramificada para a insuficiéncia hepatica (MARCHESINI ,1982).

Outros estudos que examinaram o uso de leucina em situacdes estressantes, em geral
mostraram beneficios com a suplementagdo. No entanto, devido aos diferentes tipos de estresse
empregados, da quantidade de leucina administrada e a falta de controles adequados, os
resultados foram varidveis ao longo dos estudos subsequentes (NISSEN e ABUMRAD 1997)

Os suplementos dietéticos voltaram-se para aspectos relacionados a musculatura esquelética.

O miusculo esquelético € um tecido adaptativo envolvido na producdo de energia, apresenta
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elevado metabolismo e grande turnover de proteinas sendo, portanto, importante fonte de
producdo e armazenamento de energia. Estudos mostram que a leucina estimula a sintese
proteica nos musculos esqueléticos através da via da mTOR (mammalian target of rapamycin) e
indicam que ela pode regular a biogénese mitocondrial do musculo esquelético, a absor¢do de
glicose e a oxidacdo de acidos graxos. (IMAMURA et al 2013; TANIGUCHI et al 2017;
RIEGER et al 2017). A mTOR ¢é uma via de sinalizacdo que integra sinais intra e extracelulares e
funciona como um centro regulador de metabolismo, de crescimento e proliferacdo e de
sobrevivéncia celular. Esta via estd ativa em diversos processos celulares como a oncogénese e a
angiogénese, resisténcia a insulina, adipogénese e ativacdo dos linfécitos T (LAPLANTE, M;
SABATINI, DM; 2009).

Além desses efeitos descritos, estudos prévios também demonstraram que uma dieta rica em
leucina pode melhorar o balanco de nitrogénio e recuperar a massa corporal magra, agindo
especificamente, portanto, no musculo esquelético, na placenta e no coracdo. Assim, a
suplementagdo da dieta com leucina pode se constituir em um campo promissor de investigacio
pois esta intervencdo pode até mesmo atuar na prevencdo dos efeitos colaterais causados em
pacientes que fazem tratamento com antineoplasicos, como a doxorrubicina, podendo reduzir os
efeitos indesejaveis da caquexia decorrente do cancer, por exemplo (FAN et al 2017).

Muito se tem investido em estudos clinicos na busca por novos medicamentos. Porém, nossos
conhecimentos sobre os multiplos efeitos favordveis e desfavoraveis daquelas moléculas ja
conhecidas e em uso clinico ainda sdo insuficientes. Torna-se, assim, importante investigar
terapias coadjuvantes que possam diminuir os efeitos toxicos da doxorrubicina com o objetivo de
melhorar a qualidade de vida dos pacientes durante e apdés o periodo de tratamento
(CRUZ, GOMES-MARCONDES; 2014 ), pelo menos até que novas op¢des cruzem as fronteiras
de biosseguranca definidas pela pesquisa clinica e venham substituir aquelas existentes, com
vantagens e menos efeitos colaterais.

Até o momento e no limite dos nossos conhecimentos, niao ha estudos divulgados que tenham
avaliado os efeitos metabdlicos, no que se refere ao comportamento do estresse oxidativo,
decorrentes da associacdo da doxorrubicina a uma suplementacdo dietética com a leucina. O
presente estudo tem por objetivo verificar modificacdes no comportamento do estresse oxidativo
hepatico e renal decorrentes da administracdo de doxorrubicina isoladamente ou associada a
suplementagdao dietética com leucina em ratos Wistar, utilizando para isso dosagens de

substincias envolvidas nesse estresse e analises histologicas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gomes-Marcondes%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24383706
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HIPOTESE

Os efeitos colaterais da doxorrubicina limitam seu uso clinico e podem produzir situacdes
clinicas de dificil controle podendo conduzir ao 6bito. O mecanismo proposto para explicar a
maioria destes efeitos indesejaveis tem como base o desequilibrio provocado no estresse
oxidativo pela alta produ¢do de ROS sem a devida compensacdo antioxidante. (KOCAHAN,
2017).

A hipétese de que a modulacdo das respostas indesejaveis a doxorrubicina pode ocorrer pelo
emprego de suplementa¢do de leucina na dieta foi testada no presente estudo e, para isso, levou-
se em conta o comportamento do estresse oxidativo em sitios como o figado e o rim nos quais
sdo descritos efeitos toxicos derivados de ROS apds a administracdo deste medicamento. Neste
sentido, um modelo em ratos Wistar higidos foi proposto. A definicdo da dose cumulativa, dos
tempos de administracdo e o intervalo de administracio e de realizacdo das medidas dos

indicadores do estresse oxidativo foram definidos com base na literatura e em um ensaio piloto.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar no figado e rins o efeito da leucina suplementada na dieta de ratos Wistar submetidos
ao tratamento com Doxorrubicina.

Objetivos Especificos

v Auvaliar o efeito da dieta acrescida com leucina no estresse oxidativo hepético e renal
em ratos Wistar tratados com doxorrubicina, utilizando-se as dosagens de atividade

SOD, catalase, GSH, GPx, GR, G6PDH e da peroxidagao lipidica;

v Analisar a deposi¢do de coldgeno no figado e rins na presenca de doxorrubicina, de

leucina e da sua associacao;

v" Quantificar o nimero de glomérulos renais na presenca de doxorrubicina, de leucina e

da sua associacao.



19

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, com aproximadamente 12 semanas de idade
(peso variando entre 250g e 300g). Os animais foram alojados no biotério da institui¢do, com
ambiente controlado e monitorados diariamente, com livre acesso a racdo e a agua.

O Protocolo experimental foi aprovado pela comissao de ética e utilizacdo de animais

(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, conforme o protocolo 115/14.

Grupos e tratamentos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: C (controle) com oito
animais, DOX (doxorrubicina) com dez animais, LEU (leucina) com oito animais e
DOX+LEU (doxorrubicina e leucina) com dez animais. Os animais dos grupos DOX e
DOX+LEU receberam doxorrubicina injetada via intraperitoneal. Os grupos LEU e

DOX+LEU tiveram a racao acrescida em 5% de leucina.

Formulacdo das dietas

Para a elaboracdo da dieta seguiu-se o recomendado pelo American Institute of
Nutrition (20), que estabelece como base a formulacdo AIN-93G, adequada ao crescimento,
gestacdo e lactacdo de roedores. A caseina utilizada na elaboracdo da dieta apresentou
concentracdo de proteina adequada (85,07%), conforme laudo do fornecedor.

Como descrito por Reeves e colaboradores (1993), a dieta apresenta em sua
composi¢do a concentracdo minima de leucina de 1,54g/100g (1,5%). Para o grupo tratado
com leucina foi fornecida dieta padrao modificada na concentracdo adicionada de leucina em
5%. As dietas foram confeccionadas em laboratério com controle de riscos de contaminagao
quimica e bioldgica.

As dietas e agua foram oferecidas ad libitum, sendo que os animais dos quatro grupos
experimentais iniciaram o experimento com suas respectivas dietas 21 dias antes das

aplicacdes da doxorrubicina.

Tratamento com Doxorrubicina
Os animais receberam injecOes intraperitoneais de cloridrato de Doxorrubicina
(FaulDoxo, Libbs Farmacéutica, Embu, Sdo Paulo), trés vezes por semana, durante duas

semanas, atingindo-se dose cumulativa de 7,5 mg/kg (adaptado de Campos e colaboradores,
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2011). O grupo C recebeu volume de solucdo salina 0,9% igual aquela utilizada como veiculo
da doxorrubicina durante o mesmo periodo empregado no tratamento.

Duas semanas ap6s a tultima dose de doxorrubicina os animais foram pesados e
anestesiados utilizando-se Ketamina 74 mg/kg e Xilazina 8 mg/kg via injecdo intraperitoneal.
Imediatamente apos a anestesia o figado e os rins foram removidos apds incisdo abdominal.
Em seguida o 6rgido foi pesado e lavado com solugdo gelada (4°C) de NaCl a 0,9%,
seccionado em fracdes e secos em papel de filtro sendo uma parte congelada em nitrogénio
liquido para posterior andlise do estresse oxidativo e a outra parte foi fixada em solucdo de

formalina a 4% para andlise histoldgica.

EUTANASIA
PRE TRATAMENTO TRATAMENTO DOX APOS 2 SEMANAS
7.5 mg/Kg
3 semanas 2 semanas 1\\
B
: N
INJECAO INTRAPERITONEAL \_\
(C/DOX) 3X SEMANA - 2 SEMANAS b
(LEU / DOX+LEU)
./’
e g
~
L\

Figura 2: Timeline

Coleta das amostras e preparacdo dos tecidos

O figado e os rins de cada animal foram removidos, uma fracdo congelada em
nitrogénio liquido e armazenada em freezer a -80°C. Apos descongelamento, os fragmentos
hepéticos e os rins direitos foram, macerados e homogeneizados em 20 mM de tampao fosfato
de sddio, contendo 140 mM de KCI, pH 7,4, na propor¢do (1:10 p/v). Os homogeneizados
foram centrifugados a 800 g durante 10 minutos a 4°C. O sedimento foi descartado e o
sobrenadante foi recolhido para a realizacdo das dosagens dos parametros de estresse

oxidativo. Foram realizadas seis amostras de cada grupo.
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Estresse Oxidativo

As andlises oxidativas seguiram os protocolos adaptados por Diniz-Vilela e

colaboradores (2016).

a) Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD se baseia na capacidade de auto-oxidagdo do pirogalol, um
processo altamente dependente do radical superdxido. A inibi¢do da auto-oxidagdo do
pirogalol ocorre na presenca da SOD, cuja atividade pode ser indiretamente analisada
em espectrofotometro a 420 nm, em um meio contendo 50 mM de tampao Tris com 1
mM de EDTA pH 8.2, 80 U/ml de catalase, 0, 38 mM de pirogalol e 15ul de amostra.
Uma curva de calibracio foi realizada com SOD purificada como padrdo. A inibi¢cdo

de 50% da auto-oxidac¢d@o do pirogalol é definido como uma unidade de SOD.

b) Catalase

A catalase € uma enzima produzida pelo peroxissomo cuja funcio € acelerar a
conversao do peroxido de hidrogénio (H,O,) em dgua e oxigénio. Na regido do UV ¢é
possivel observar a decomposi¢do direta do H,O, pela diminui¢do da absorbancia a
240 nm. Para isso foi adicionado 10ul de triton 10 % para cada 100 ul do
homogeneizado, e mantidos sob agitacdo. Apds 15 minutos de repouso em gelo,
10 pl dessa amostra foi pipetada em pogos de microplaca, onde foi adicionado 300 ul
de solucdo de H,0, (0,22% v:v em tampao fosfato de potassio 10 mM). A leitura da
microplaca foi realizada imediatamente apds adi¢do da solucdo de H,O, e em
intervalos de 15 segundos, durante 10 minutos, a 240 nm, pelo equipamento

fluorimetro Perkin Elmer- Em Spire Multimode Plate Reader.

¢) Glutationa reduzida (GSH).

Os conteudos proteicos das amostras foram precipitados inicialmente pelo
acido metafosforico (MPA) na propor¢do 1: 1 (homogeneizado / MPA). As amostras
foram centrifugadas a 7000 g durante 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para
as medi¢des. Uma curva padrao de GSH (0,001-0,1 mM) foi feita para quantificar as
amostras utilizando valores de regressdo. O GSH reage com o ortoftalaldeido (OPT

I mg/ml de metanol) diluido em fosfato de s6dio monobasico, tampdo (0,1 M) e
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EDTA (0,005 M). A leitura foi feita em fluordmetro com excitagdo de 350 nm e

emissio de 420 nm.

d) Atividade da glutationa peroxidase (Gpx).

Para quantificar a atividade da glutationa peroxidase, o homogeneizado foi
incubado com tampao Gpx (fosfato de potassio 100 mM com EDTA 1 mM, pH 7.,7),
azida de s6dio 40 mM, GSH (diluido em &cido metafosforico a 5%), GR (Gpx
diluido em tampao), NADPH (diluido com bicarbonato de s6dio a 5%) e 0,5 mM
Tert-butilo. A decomposi¢do da concentracio de NADPH foi avaliada por 10

minutos em espectrofotometro, a 340 nm.

e) Atividade da Glutationa Redutase (GR).
A quantificacdo da atividade enzimatica da GR foi registrada por uma
diminui¢do na concentragcdo de NADPH nas amostras, utilizando-se GR Tampao
(fosfato de sodio 200 mM pH 7.5, EDTA 6,3 mM) e NADPH. A leitura cinética foi

realizada a 340 nm por 10 minutos.

f) Atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH).

A atividade da G6PDH foi monitorada pela produ¢cdo de NADPH com
consequente aumento da absorbancia a 340 nm. A andlise foi realizada utilizando
uma microplaca onde as amostras foram incubadas com Tris-HCI (100 mM, pH 7.5),
cloreto de magnésio, NADP + (0,5 mM) e glucose 6-fosfato (1 mM). A leitura

cinética foi realizada por 10 minutos.

g) Substdncias reativas ao dcido tiobarbitiirico (TBARS)

Para a determinacdo das substincias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS), 100 pl de amostra, 200 ul de acido tricloroacético a 10% e 300 ul de
acido tiobarbitirico (TBA) a 0,67% em sulfato de s6dio a 7,1% foram misturados em
microtubos. As solucdes foram incubadas por duas horas em banho de dgua fervente
(95°C). Posteriormente as amostras foram resfriadas em banho de gelo por 5
minutos. O complexo rosa resultante foi extraido com 400 pl de butanol. A
fluorescéncia da fase organica foi lida a 515 nm (excitagdao) e 553 nm (emissdo).

Uma curva de calibragdo foi realizada utilizando o 1,1,3,3-tetrametoxipropano e
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submetida a0 mesmo tratamento que as amostras. Os niveis de TBARS foram

calculados como nmol de TBARS/mg de proteina.

Andlise Histologica

Para a andlise histoldgica foi padronizada a fracdo do lobo hepatico direito e os rins
esquerdos. Os 6rgdos removidos foram fixados em solu¢do de formalina a 4% (pH 7,2) por 24
horas. Apos a etapa de fixacdo, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes
de etanol (70, 80, 90 e 100%) seguidas de duas trocas de xilol e embebidas em parafina para
constituicdo dos blocos. Os cortes histologicos foram cortados com 5 p de espessura e
montados em laminas de vidro. Antes da coloracdo, os cortes foram desparafinizados em duas
trocas de xilol, hidratados em concentracoes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e
lavados em agua corrente.

Os cortes foram corados com tricromico de Gomori para a visualizacdo da morfologia
geral; para quantificagdo de coldgeno a coloracdo utilizada foi o picrosirius red. As secgdes
foram visualizadas a partir da camera do tipo Leica Microsystems Inc., Wetzlar, Alemanha,

acoplada ao microscdpio e as imagens obtidas utilizando-se objetiva de 40X.

Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média+ erro padrao da média (EPM), usando
o software GraphPad Prism versdo 5.0, e comparados pelo Teste ¢ de Student ou através da
andlise de variancia (two way- ANOVA), conforme apropriado. Para verificar as diferencas
entre os grupos, foi utilizado o pos-teste de Tukey. As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.
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RESULTADOS E CONCLUSOES

Os resultados mostraram que, no figado, o grupo DOX comparado ao LEU apresentou maior
atividade antioxidante de SOD, catalase e Gpx, e niveis de GSH e menores niveis de
peroxidacdo lipidica e de deposicdo de colageno. O grupo DOX+LEU comparado ao grupo
LEU apresentou menores niveis de peroxidac¢do lipidica e de deposicdo de colageno e,
finalmente, o grupo DOX +LEU, quando comparado ao grupo DOX, apresentou menor
atividade oxidante e menor atividade antioxidante de SOD, catalase, Gpx e GSH. As anélises
renais mostraram um aumento do estresse oxidativo no grupo LEU evidenciado pelo aumento
de GR.

Todos os grupos experimentais apresentaram reduc¢do no ndmero total de glomérulos em
relacdo ao controle. Nao houve alteracdo quanto a deposi¢do de coldgeno. Conclui-se que o
acréscimo de 5% de leucina a dieta administrada aos ratos tratados com DOX mostrou efeito
hepatoprotetor. A hipétese de efeito nefroprotetor da leucina evidenciado pela reducdo do

estresse oxidativo, ndo foi demonstrada.

ARTIGOS SUBMETIDOS

O estudo possibilitou a preparacdo dos seguintes artigos:

1) AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO HEPATICO NA SUPLEMENTACAO
COM LEUCINA NA DIETA DE RATOS TRATADOS COM DOXORRUBICINA

2) AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO RENAL NA SUPLEMENTACAO
COM LEUCINA EM DIETA DE RATOS TRATADOS COM DOXORRUBICINA

Os artigos estdo inseridos abaixo.
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Artigo Original

AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO HEPATICO NA SUPLEMENTACAO COM
LEUCINA NA DIETA DE RATOS TRATADOS COM DOXORRUBICINA

Poliana Rodrigues Alves Duarte', Danielle Diniz Vilela?, Renata Roland Teixeira?, Douglas
Carvalho Caixeta’, Adriele Vieira de Souza®, Simone Ramos Deconte *, Clesnan Mendes-
Rodrigues', Thiago Montes Fidale', Foued Salmen Espindola’and Elmiro Santos Resende'.

1.  Faculdade de Medicina - Universidade Federal de Uberldndia, 38400-902 Uberldndia, MG, Brasil
2. Instituto de Genética e Bioquimica; Universidade Federal de Uberldndia, 38400-902 Uberlindia, MG, Brazil
3. Instituto de Ciéncias Biomédicas; Universidade Federal de Uberlindia, 38400-902 Uberlindia, MG, Brasil

RESUMO

A toxicidade hepatica € um dos efeitos colaterais das antraciclinas utilizadas no tratamento antineoplasico.
O objetivo deste estudo foi determinar se a suplementagdo com leucina na dieta de ratos tratados com DOX
tem agdo protetora hepatica contra as lesdes induzidas pelo estresse oxidativo causado pela DOX. O
experimento foi composto por 36 ratos distribuidos em quatro grupos (08 C, 08 LEU, 10 DOX e 10
DOX+LEU). Os animais dos grupos DOX e DOX+LEU foram tratados com inje¢des intraperitoneais de
DOX durante duas semanas, 3 vezes por semana, atingindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg. Os animais
dos grupos C e LEU receberam volume intraperitoneal de solucdo salina semelhante. Os grupos LEU e
DOX-LEU receberam o aminoacido leucina acrescido a dieta a concentragcdo de 5%; ao longo do estudo. O
estresse oxidativo tecidual hepatico foi avaliado, através das dosagens das enzimas antioxidantes: catalase,
SOD, Gpx, GR também dos niveis de GSH e G6PDH e a atividade oxidante foi medida pela peroxidagéo
lipidica. O teor de colageno hepatico foi avaliado em anélise histolégica, utilizando a coloragdo picrosirius
red e para andlise do tecido Tricrdmico de Gomori. Os resultados foram apresentados como média % erro
padrao da média (EPM), usando o software GraphPad Prism versao 5.0. Estes foram comparados pelo test ¢
de Student ou através da analise de varidncia (tWO way - ANOVA), conforme apropriado. Para verificar as
diferencas entre os grupos, foi utilizado o teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas
quando p<0.05. Os resultados mostraram que o grupo DOX comparado ao LEU teve maior atividade
antioxidante SOD, catalase e Gpx, e niveis de GSH e menores niveis de peroxidagao lipidica e deposicdo de
coldgeno. O grupo DOX+LEU comparado ao grupo LEU também apresentou menores niveis de
peroxidagdo lipidica e deposi¢do de colageno e finalmente o grupo DOX +LEU quando comparado ao grupo
DOX apresentou menor atividade oxidante e menor atividade antioxidante SOD, catalase, Gpx e GSH.
Concluimos que o acréscimo para 5% de concentracdo de leucina a dieta administrada para os ratos tratados
com DOX, mostrou beneficio, evidenciado na reducido do estresse oxidativo pelas medidas antioxidantes
GSH, Gpx, SOD e catalase e também redu¢do da atividade oxidante pela peroxidacdo lipidica e deposicao
de coldgeno. Esses resultados sdo animadores, entretanto mais estudos sdo necessarios para implementar a
suplementagdo com leucina as praticas clinicas futuras.

Palavras Chave: Doxorrubicina; Leucina; Estresse Oxidativo e Hepatico.

Abreviaturas: C, controle; DOX, doxorrubicina; DOX+LEU, doxorrubicina associado a leucina; Gpx, glutationa peroxidase; G6PDH,
glicose-6-fosfato desidrogenase; GR, glutationa redutase; GSH, glutationa reduzida; LEU, leucina; SOD, superoxido dismutase; TBARS,

dcido tiobarbitirico.
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1. INTRODUCAO

A doxorrubicina é um antibidtico antraciclico glicosidico, com atividade antineoplasica,
isolado do fungo Streptomyces peucetius var. Caesius (1). Sao conhecidas as alteragcdes
patologicas e funcionais induzidas pelos antibidticos antraciclinicos no coracdo que se
assemelham as das cardiomiopatias e incluem degeneracdo miocirdica com fibrose, inflamacao,
dilatacdo e insuficiéncia cardiaca (2). O resultado do efeito cardiotéxico da doxorrubicina é
caracterizado, clinicamente, por insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), hipotensao,
anormalidades eletrocardiogréficas, arritmias e morte stbita (3).

Verifica-se que boa parte da literatura investiga os efeitos da doxorrubicina sobre as células
musculares cardiacas, porém poucos estudos verificam os efeitos de toxicidade causado pela
doxorrubicina nos hepatdcitos e as alteracdes em seus processos metabolicos (4).

A metabolizacdo da doxorrubicina, ocorre em trés fases: primeira fase representa a rapida
distribuicdo do farmaco para o figado, pulmdes, coracdo, rins e baco; segunda fase ocorre a
liberacdo da doxorrubicina nestes 6rgdos, compartimentos vasculares e tecidos. Finalmente, o
farmaco € metabolizado no figado e excretado principalmente na bile e nas fezes também ¢é
excretado também na urina (5, 6, 7 e 8).

A doxorrubicina altera a estrutura do acido desoxirribonucleico (DNA) ao intercalar entre os
pares de bases adjacentes de um filamento e inibir sua atividade original (9, 10). Os danos ao
DNA também podem ocorrer pela formacgdo de radicais livres os quais sdo responsaveis por
severas injurias celulares e das membranas mitocondriais (11). Os efeitos citotoxicos da
doxorrubicina sdo observados durante a fase S (periodo de sintese de DNA) e G2 do ciclo celular
(periodo de sintese de RNA e proteina), reduzindo, assim, o indice mitético (12, 13 e 14).

A suplementacdo nutricional é uma promissora area na pesquisa clinica, a fim de neutralizar
efeitos e mudancgas fisicas provocadas pelas doencas e pelos efeitos colaterais dos tratamentos
para essas doengas. A suplementacdo com aminodcidos de cadeia ramificada tem demonstrado
contribuir com a melhora da massa muscular esquelética que € diminuida no processo do
envelhecimento ou devido a doengas como diabetes (15). A leucina é conhecida pelo seu papel
no metabolismo do musculo esquelético e regulagcdo da sintese de proteinas. Os aminoacidos de
cadeia ramificada, particularmente a leucina, sdo aminoacidos proteicos envolvidos na regulacio
homeostética, além de servir como substrato para sintese proteica, a leucina também estéd
envolvida em vérios processos celulares como metabolismo energético e regeneracdo tecidual.
Muitos estudos indicaram que a leucina pode regular a biogénese mitocondrial do musculo

esquelético, absor¢ao de glicose e oxidacdo de acidos graxos, o musculo esquelético € um tecido
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adaptativo envolvido em energia metabolismo e turnover de proteina. Os musculos esqueléticos
sdo importante fonte de armazenamento de energia, estudos anteriores mostraram que a leucina
estimula a sintese proteica nos musculos esqueléticos através da via rapamicina (mTOR) (16, 17
e 18).

Além disso, estudos prévios tém demonstrado que uma dieta rica em leucina pode melhorar o
balanco de nitrogénio e a massa corporal magra, especificamente no musculo esquelético,
placenta e coracdo. Assim, a suplementacio da dieta com leucina também pode se constituir um
promissor tratamento e até mesmo atuar na prevencdo dos efeitos colaterais causados em
pacientes que fazem tratamento com antineoplasicos, como a doxorrubicina, podendo reduzir os
efeitos da caquexia decorrente do cancer (19).

Muito se tem investido em estudos clinicos na busca por novas drogas, porém nossos
conhecimentos sobre os multiplos efeitos daquelas ja conhecidas e em uso clinico ainda sdo
muitas vezes insuficientes. E importante investigar terapias coadjuvantes que diminuam os
efeitos toxicos da doxorrubicina com o objetivo de melhorar a qualidade de vida dos pacientes
durante o periodo de tratamento (20).

E conhecido que a doxorrubicina provoca um desequilibrio entre a produgio de radicais livres
de oxigénio e os antioxidantes As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas como
resultado do metabolismo celular normal e ambiental. ROS sdo moléculas altamente reativas e
podem danificar estruturas celulares e alterar suas fungdes. As mudancas no equilibrio entre
oxidantes e antioxidantes é denominado "estresse oxidativo"(21).

Os organismos aerdbicos tém sistemas antioxidantes integrados, que incluem enzimatica
(SOD, catalase, GR e Gpx) e ndo enzimatica (vitaminas A, C e E) em condi¢des patoldgicas, os
sistemas podem estar alterados e contribuir para complicacdo e perpetuacdo de doencas
neuroldgicas, aterosclerose, hipertensao, isquemias, diabetes e cancer (22).

Até o momento ndo ha estudos divulgados que tenham avaliado os efeitos metabdlicos da
associacdo do tratamento com doxorrubicina e uma suplementacio dietética com aminoacido de
cadeia ramificada leucina. O presente estudo verifica os efeitos da associacdo suplementacdo

leucina e tratamento doxorrubicina no figado.
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2. MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, com aproximadamente 12 semanas de idade
(peso variando entre 250g e 300g). Os animais foram alojados no biotério da institui¢do, com
ambiente controlado e monitorados diariamente, com livre acesso a racdo e a agua.

Protocolo aprovado pela comissdo de ética e utilizacdo de animais da Universidade

Federal de Uberlandia, conforme o protocolo 115/14.

Grupos e tratamentos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: C (controle) com oito
animais, DOX (doxorrubicina) com dez animais, LEU (leucina) com oito animais e
DOX+LEU (doxorrubicina e leucina) com dez animais. Os grupos LEU e DOX+LEU tiveram

a racdo acrescida para concentragao de 5% de leucina.

Formulagdo das dietas

Para a elaboracdo da dieta seguiu-se o recomendado pelo American Institute of
Nutrition (20), que estabelece como base a formulacdo AIN-93G, adequada ao crescimento,
gestacdo e lactagdo de roedores. A caseina utilizada na elaboragdao da dieta apresentou
concentra¢do de proteina adequada (85,07%), conforme laudo do fornecedor.

Como descrito por Reeves e colaboradores em 1993, a dieta apresenta em sua
composi¢do a concentracdo minima de leucina de 1,54g/100g (1,5%). Para o grupo tratado
com leucina foi fornecida dieta padrao modificada na concentracio de leucina (5%) 5,0g/100g
(21). As dietas foram confeccionadas em laboratério com controle para riscos de
contaminac¢do quimica e bioldgica.

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

experimentais iniciaram com suas respectivas dietas 21 dias antes do inicio do experimento.

Tratamento com Doxorrubicina

Os animais receberam inje¢des intraperitoneais de cloridrato de Doxorrubicina
(FaulDoxo, Libbs Farmacéutica, Embu, Sao Paulo), trés vezes por semana, durante duas
semanas, atingindo-se dose cumulativa de 7,5 mg/kg adaptado de Campos e colaboradores
(22). O grupo C recebeu volume semalhante de solucdo salina 0,9% no mesmo periodo

empregado aos animais tratados com Doxorrubicina.
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Duas semanas ap0s a ultima dose de Doxorrubicina os animais foram eutanasiados. Os
mesmos foram pesados e anestesiados utilizando-se Ketamina 74 mg/kg e Xilazina 8 mg/kg
via inje¢do intraperitoneal. Imediatamente apds a anestesiao figado foi removido apds incisdo
abdominal. Em seguida o 6rgao foi pesado e lavado com solucdo gelada (4°C) de NaCl 0,9%,
particionado em fragoes e secos em papel filtro parte congelados em nitrogénio liquido, para
posterior andlise do estresse oxidativo e o outra parte fixados em solucdo de formalina a 4%

para anélise histoldgica.

Coleta das amostras e preparo dos tecidos

Logo apds a eutandsia, o figado de cada animal foi removido, uma fracdo congelada em
nitrogénio liquido e armazenada em freezer a -80°C. Apds descongelamento os fragmentos hepaticos
foram, macerados e homogeneizados em 20 mM de tampao fosfato de sédio, contendo 140 mM de
KCI pH 7.4, na propor¢ao (1:10 p/v). Os homogeneizados foram centrifugados a 800 g durante 10
min. a 4°C. O sedimento foi descartado e o sobrenadante foi recolhido para a realizagdo das dosagens

dos parametros de estresse oxidativo.

Estresse Oxidativo
As andlises oxidativas seguiram os protocolos adaptados por Diniz Vilela e

colaboradores (23).

h) Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD se baseia na capacidade de auto oxidagdo do pirogalol, um
processo altamente dependente do radical super6xido. A inibicdo do auto oxidacdo do
pirogalol ocorre na presenca da SOD, cuja atividade pode ser indiretamente analisada
em espectrofotdometro a 420 nm, em um meio contendo 50 mM de tampao Tris com 1
mM de EDTA pH 8.2, 80 U/ml de catalase, 0, 38 mM de pirogalol e 15ul de amostra.
Uma curva de calibracdo foi realizada com SOD purificada como padrao. A inibi¢cao

de 50% da auto oxidac¢do do pirogalol é definido como uma unidade de SOD.

i) Catalase
A catalase ¢ uma enzima produzida pelo peroxissomo, cuja funcio € converter
o peroxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio. Na regido do UV é possivel
observar a decomposi¢ao direta do H,O; pela diminui¢ao da absorbancia a 240 nm.

Para isso foi adicionado 10ul de triton 10 % para cada 100 pul do homogeneizado, e
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mantidos sob agitagdo. Apds 15 minutos de repouso em gelo, 10 ul dessa amostra foi
pipetada em pogos de microplaca, onde foi adicionado 300 ul de solugdo
de H,0, (0,22% v:v em tampao fosfato de potassio 10 mM). A leitura da microplaca
foi realizada imediatamente apds adi¢do da solucao de H,O, em intervalos de 15
segundos, durante 10 minutos, a 240 nm pelo equipamento fluorimetro Perkin Elmer-

Em Spire Multimode Plate Reader.

j) Glutationa reduzida (GSH).

Os contetidos proteicos das amostras foram precipitados inicialmente pelo
acido metafosforico (MPA) na proporcao 1: 1 (homogeneizado / MPA). As amostras
foram centrifugadas a 7000g durante 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para
as medi¢des. Uma curva padrao de GSH (0,001-0,1 mM) foi feita para quantificar as
amostras utilizando valores de regressdo. O GSH reage com o ortoftalaldeido (OPT
I mg/ml de metanol) diluido em fosfato de s6dio monobdsico, tampao (0,1 M) e
EDTA (0,005 M). A leitura foi feita em fluorometro com excitacdo de 350 nm e

emissao de 420 nm.

k) Atividade da glutationa peroxidase (Gpx).

Para quantificar a atividade da glutationa peroxidase, o homogeneizado foi
incubado com tampado Gpx (fosfato de potassio 100 mM com EDTA 1 mM, pH 7,7),
azida de s6dio 40 mM, GSH (diluido em acido metafosforico 5%), GR (Gpx diluido
em tampao), NADPH (diluido com bicarbonato de sédio a 5%) e 0,5 mM Tert-butilo.
A decomposi¢do da concentracio de NADPH foi avaliada por 10 minutos em

espectrofotdometro, a 340 nm.

1) Atividade da Glutationa Redutase (GR).
A quantificagdo da atividade enzimitica da GR foi registrada por uma
diminui¢do na concentragdo de NADPH nas amostras, utilizando-se GR Tampao
(fosfato de s6dio 200 mM pH 7.5, EDTA 6,3 mM) e NADPH. A leitura cinética foi

realizada a 340 nm por 10 minutos.

m) Atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH).
A atividade da G6PDH foi monitorada pela producio de NADPH com

consequente aumento da absorbancia a 340 nm. A andlise foi realizada utilizando
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uma microplaca, onde as amostras foram incubadas com Tris-HCI (100 mM, pH
7,5), cloreto de magnésio, NADP + (0,5 mM) e glucose 6-fosfato (1 mM). A leitura

cinética foi realizada por 10 minutos.

n) Substancias reativas ao dcido tiobarbitiirico (TBARS)

Para a determinacdo das substincias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), 100 ul de amostra, 200 ul de acido tricloroacético 10% e 300 ul de acido
tiobarbitirico (TBA) 0,67% em sulfato de sédio 7,1% foram misturados em
microtubos. As solucdes foram incubadas por duas horas em banho de dgua fervente
(95°C). Posteriormente as amostras foram resfriadas em banho de gelo por 5
minutos. O complexo rosa resultante foi extraido com 400ul de butanol. A
fluorescéncia da fase organica foi lida a 515 nm (excitagdo) e 553 nm (emissdo).
Uma curva de calibragdo foi realizada utilizando o 1,1,3,3-tetrametoxipropano e
submetida a0 mesmo tratamento que as amostras. Os niveis de TBARS foram

calculados como nmol TBARS/mg de proteina.

Anadlise Histologica

Para a anélise histoldgica foi padronizada a fracdo do lobo hepatico direito. Os 6rgaos
removidos foram fixados em solucdo de formalina a 4% (pH 7,2) por duas horas. Apos a
etapa de fixacdo, as amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de etanol (70,
80, 90 e 100%) e seguidas de duas trocas de xilol e em seguida embebidas em parafina para
constituicdo dos blocos. Os cortes histologicos foram cortados com 5Su de espessura e
montados em laminas de vidro. Antes da coloracdo, os cortes foram desparafinizados em duas
trocas de xilol, hidratados em concentracoes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e
lavados em agua corrente.

Os cortes foram corados com tricromico de Gomori para a visualizagdo de morfologia
geral e para quantificacdo de colageno a coloracio utilizada foi picrosirius red. As seccoes
foram visualizadas a partir da cAmera acoplada ao microscopio, do tipo Leica Microsystems

Inc., Wetzlar, Alemanha e as imagens obtidas utilizando-se objetiva de 40X.

Anadlise Estatistica
Os resultados foram apresentados como média* erro padrdo da média (EPM), usando

o software GraphPad Prism versdo 5.0. Estes foram comparados pelo test ¢ de Student ou
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através da andlise de variancia (two way - ANOVA), conforme apropriado. Para verificar as
diferencas entre os grupos, foi utilizado pos-teste de Tukey. As diferencas foram consideradas

significativas quando p<0,05.

3. RESULTADOS

Ao final do estudo a mortalidade foi zero, o estado geral dos animais era bom, alguns do
grupo doxorrubicina apresentaram uma mucosite oral leve.

Os resultados mostraram que o grupo DOX comparado ao LEU apresentou maior
atividade antioxidante de SOD, catalase e Gpx, e niveis de GSH (Figura 1) e menores niveis
de TBARS (Figura 2) e deposi¢do de colageno (Figura 3). O grupo DOX+LEU comparado ao
grupo LEU também apresentou menores niveis de TBARS e de deposicido de colageno e,
finalmente, o grupo DOX +LEU quando comparado ao grupo DOX apresentou menor

atividade oxidante de TBARS e menor atividade antioxidante de SOD, catalase, Gpx e GSH.
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Figura 1: Sistema de defesa antioxidante no figado de ratos tratados com Doxorrubicina e/ou leucina.
Atividade Glutationa Reduzida (GSH) (c), Glutationa Peroxidase (Gpx) (d), Glutationa Redutase (GR)
(e) e glucose6b-phosphatedehydrogenase (G6PDH) (f).

* p<0,05 versus controle (C), # p<0,05 versus leucina (LEU) e & p<0,05 versus Doxorrubicina mais

leucina (DOX+LEU).
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TBARS

U/mg protein

Figura 2: Andlise da peroxidacdo lipidica (TBARS) no figado de ratos tratados com Doxorrubicina
e/ou leucina. * p<0,05 versus controle (C), # p<0,05 versus leucina (LEU) e & p<0,05 versus
Doxorrubicina mais leucina (DOX+LEU).

2.0x10°%+

1.5x 108
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Figura 3: Deposicdo total de colageno (mg/mg peso umido) no Figado.
* p<0,05 versus controle (C), # p<0,05 versus leucina (LEU).
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Figura 4: Em (A) observamos laminas de figado coradas com Picrosirius red, onde se observa a maior
deposicao de colageno no grupo leucina (LEU). Em (B) a coloragéo de tricromico de gomori, onde é
possivel observar maior grau de degeneracdo gordurosa no grupo leucina (LEU) e pontos de necrose
perivenosa central no grupo Doxorrubicina (DOX). (Objetiva 40x)
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4. DISCUSSAO

A doxorrubicina é um quimioterapico, da classe das antraciclinas, usado com sucesso no
tratamento de vérios tumores malignos sdlidos e hematolégicos, a exemplo de cancer de
mama, de bexiga, linfoma, sarcoma e tumores soélidos infantis. E uma droga citotoxica
potente, isolada a partir de colOnias de Streptomyces peucetius, amplamente utilizada na
pratica oncoldgica humana desde 1970. Sua descoberta representou um dos grandes avangos
no tratamento do cancer. Este xenobidtico apresenta um anel quinona em sua molécula que €
de especial interesse por seu potencial em gerar radicais livres, uma vez que pode funcionar
como doador e receptor de elétrons (24, 25).

Apesar de sua eficdcia no tratamento antineoplasico, a citotoxicidade da DOX € o
principal fator limitante para o uso na pratica clinica (26). Pequenas quantidades de DOX sao
capazes de formar muitos radicais superdxido. Estes radicais, por sua vez, podem ser
convertidos em perdxido de hidrogénio e oxigénio, em reacdo catalisada pela enzima
superdxido dismutase (SOD) (27, 28).

No presente estudo, o grupo DOX apresentou maior atividade da GR e dos niveis de GSH
em comparacao ao grupo controle e maior atividade das enzimas SOD e catalase e dos niveis
de GSH e Gpx comparado a leucina. Este resultado também foi encontrado por Li e
colaboradores 2017, que demonstraram maior atividade de GSH associado ao uso de DOX em
tumores. (29).

A comparacdo do grupo tratado com leucina com o controle mostrou aumento da
atividade oxidante, medida pelo TBARS e maior teor ou deposicdo de colageno e reducao do
TBARS quando comparado ao grupo DOX+LEU aos grupos DOX e LEU. Este resultado é
semelhante ao encontrado por Shimomura e colaboradores 2006, que utilizando altas
concentragdes de leucina demonstraram a ocorréncia do “Paradoxo de Harper” ou “paradoxo
da leucina” que reduz a concentracdo dos aminoacidos valina e isoleucina no organismo
quando suplementa a dieta com leucina, pois estimula o aumento da oxidacdo dos
aminoacidos isoleucina e valina o que pode ser devido, em parte, a estimulagdo da oxidacdo
do Branched-Chain Amino Acids — BCAA, através da ativacdo do complexo de ceto-acido
desidrogenase de cadeia ramificada, o que pode contribuir com o aumento do estresse
oxidativo (30, 31).

A peroxidacao lipidica medida pelo TBARS resulta na produc¢do de uma grande variedade
de aldeidos, incluindo o malonaldeido (MDA), que afeta diretamente a membrana plasmética

alterando sua permeabilidade e, consequentemente, a fungdo celular. O MDA € um importante
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produto da peroxidacdo lipidica além de funcionar como indicador da producdo de espécies
reativas de oxigénio (32, 33).

A atividade de SOD e catalase e os niveis de GSH foram reduzidos no grupo DOX-LEU
em relacdo ao controle e DOX demostrando uma possivel reducdo do estresse oxidativo. Cruz
e colaboradores 2017 mostraram que a leucina pode prevenir a degradagdo muscular devido a
diminui¢do do indice de caquexia, porém nao verificaram os niveis do estresse oxidativo (34).
Além disso o grupo DOX+LEU apresentou redu¢cdo da peroxidacdo lipidica em relacdo ao
grupo DOX.

Sabe-se que existe uma importante correlagdo entre os niveis de glutationa em sua forma
reduzida e os mecanismos enziméticos de defesa. Esta observagdo tem promovido uma série
de estudos clinicos sobre a interdependéncia entre o aumento dos niveis de glutationa no
plasma e doencas cancerigenas, por exemplo (35).

Esta bem estabelecido na literatura que problemas na sintese e metabolismo da glutationa
estdo associados a algumas doencas. A dosagem da atividade do sistema antioxidante da
glutationa e das enzimas que atuam no seu metabolismo pode ser util no diagnéstico de
alguns tipos de cancer, bem como de outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo (36).
Mudangas na concentragdo deste tripeptideo podem ser um indicador ttil em certas desordens
fisiolégicas como anemias causadas por infec¢do ou seguidas pela administracdo de alguns
xenobidticos como a doxorrubicina (37, 38). Esta informacdo pode explicar os resultados
encontrados no sistema glutationa no grupo DOX, comparado ao grupo C.

Esses resultados sd@o animadores, entretanto mais estudos sdo necessarios para

implementar a suplementacdo com leucina as praticas clinicas futuras.
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5. CONCLUSAO

A leucina adicionada a dieta administrada aos ratos tratados com doxorrubicina mostrou
efeito hepatoprotetor evidenciado pela redugdo do estresse oxidativo medido pela redugao dos
antioxidantes GSH, Gpx, SOD e catalase e da atividade de peroxidacdo lipidica. Também
ocorreu reducdo da deposicio de colageno no grupo DOX+LEU comparado ao DOX. Esses
resultados sdo animadores, entretanto mais estudos sdo necessarios para implementar a

suplementa¢do com leucina as préticas clinicas futuras.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o possivel efeito nefroprotetor da dieta
suplementada com leucina em ratos tratados com DOX. A nefrotoxicidade causada pela
doxorrubicina (DOX), droga amplamente utilizada em tratamentos oncoldgicos, ¢ um dos
fatores limitantes para o seu uso por desencadear lesdes crOnicas atribuidas ao aumento do
estresse oxidativo. O experimento envolveu 36 animais divididos em quatro grupos (C-
controle, DOX-doxorrubicina, LEU-leucina, DOX+LEU-doxorrubicina+leucina). Os animais
dos grupos com doxorrubicina receberam dose cumulativa até 7,5 mg/kg; os dos grupos com

leucina tiveram a dieta acrescida em 5% deste aminoécido. O estresse oxidativo tecidual renal
foi avaliado pelas dosagens das enzimas catalase, superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (Gpx), glutationa redutase (GR) e dos niveis de glutationa reduzida (GSH) e

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e da peroxidagdo lipidica. O teor de coldgeno renal
foi avaliado por anélise histoldgica. Os resultados sdo apresentados como média * erro padrao
da média (EPM), usando o software GraphPad Prism versio 5.0. Os resultados foram
comparados pelo Teste  de Student ou através da anéalise de variancia (two way ~ANOVA)
complementada pelo teste de Tukey, conforme apropriado, e as diferencas foram consideradas
significativas quando p<0.05. Os resultados mostraram aumento no estresse oxidativo no
grupo LEU evidenciado pelo aumento de GR. Houve reducido no numero total de glomérulos
em todos os grupos tratados. Nao houve alteracdo na deposi¢cdo de coldgeno em nenhum dos
grupos C. A suplementagdo dietética com 5% de leucina administrada a ratos Wistar ndo
alterou o estresse oxidativo renal com ou sem a presenga de doxorrubicina, conforme
aferi¢cdes dos antioxidantes GSH, Gpx, SOD, catalase e TBARS. A administragcdo isolada da
leucina na dose descrita, aumentou o estresse oxidativo renal, conforme demonstrado pela
elevacdo da GR. Tanto a leucina, isoladamente ou em associacdo a doxorrubicina, como a
doxorrubicina isoladamente produziram lesao renal caracterizada pela perda de glomérulos.

Palavras Chave: Doxorrubicina; Leucina; Estresse Oxidativo; Nefroprotegao.
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1. INTRODUCAO

A doxorrubicina (DOX), uma droga antineoplasica, ¢ amplamente utilizada na
oncologia. E considerado como um dos mais potentes quimioterdpicos aprovados pela Food
and Drug Administration (FDA) (1). Contudo, os efeitos colaterais induzidos pela DOX,
como a cardiotoxicidade, hepatoxicidade e a nefrotoxicidade limitam suas aplicagdes clinicas.
(2).

Hé muitos estudos que sugerem que o efeito nefrotoxico da DOX seja mediado pela
grande quantidade de espécies reativas de oxigénio geradas (ROS), fato que induz a
peroxidacao lipidica, o dano oxidativo das células renais, um aumento da permeabilidade
capilar glomerular e alteracdes da arquitetura tubular (3). A expressiva producdo de ROS
causa a ativacdo da cascata do estresse oxidativo e deplecao de antioxidantes endégenos que
desencadeiam resposta imune e medeiam a inflamac¢@o. Com isso hd mudancgas estruturais e
funcionais das macromoléculas organicas que, em seu curso final, induzem apoptose e
reducdo dos glomérulos (3, 4).

A suplementacao nutricional é uma area promissora na pesquisa clinica, e tem a
finalidade de atenuar ou de neutralizar efeitos e mudangas fisicas provocadas pelas doengas
ou decorrentes de efeitos colaterais dos tratamentos utilizados. A suplementacdo dietética com
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) tem demonstrado recuperar a massa muscular
esquelética diminuida no processo do envelhecimento ou devido a doengas como diabetes e
cancer (5). Dentre os BCAA, a leucina é conhecida por melhorar o metabolismo do musculo
esquelético e a regulagdo da sintese de proteinas. Os BCAA, e particularmente a leucina, sdo
aminoacidos envolvidos na regulacao metabdlica em animais. Além de servir como substrato
para sintese proteica, a leucina também estd envolvida em varios processos celulares como
metabolismo energético e regeneragao tecidual. Muitos estudos indicaram que a leucina pode
regular a biogénese mitocondrial, a absor¢do de glicose e a oxidacdo de acidos graxos no
musculo esquelético que € um tecido adaptativo com grande produgdo e armazenamento de
energia e elevado turnover de proteina. Estudos anteriores mostraram também que a leucina
estimula a sintese proteica nos musculos esqueléticos através da via da mTOR (6,7,8,9).

Até o presente momento ndo ha estudos divulgados que tenham avaliado os efeitos
sobre o estresse oxidativo aferido a nivel renal da associacdo da doxorrubicina com a leucina
administrada como suplementacao dietética.

O presente estudo se justifica pela importancia clinica de se investigar terapias

coadjuvantes que possam diminuir a citotoxicidade causada pela doxorrubicina com o
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objetivo de melhorar a qualidade de vida dos pacientes durante e apds o periodo de tratamento
com o antineoplasico (10, 11).

Este estudo tem o objetivo de investigar o possivel efeito nefroprotetor da leucina na
nefrotoxicidade induzida pela DOX em ratos Wistar utilizando-se medidas do estresse

oxidativo.

2. MATERIAIS E METODOS

Consideracoes éticas

Todas as intervencdes foram conduzidas conforme as normatizagdes proprias e
especificas de bioética em pesquisa com animais: Lel n° 6,638, de 8 de marco de 1979 e
Decreto no 645, de 10 de julho de 1945. O presente estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA-UFU, Protocolo 115/14).

Animais
Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, com aproximadamente 12 semanas de idade
e com peso variando entre 250g e 300g. Os animais foram alojados no biotério da instituicdo,

com ambiente controlado, sendo monitorados diariamente e com livre acesso a ragdo e agua.

Grupos e tratamentos
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos: C (Controle) com
oito animais, DOX (Doxorrubicina) com dez animais, LEU (Leucina) com oito animais e

DOX+LEU (Doxorrubicina e Leucina) com dez animais.

Formulagdo das dietas

Os grupos LEU e DOX+LEU tiveram a ragdo acrescida com 5% de leucina.Para a
elaboragdo da dieta seguiu-se o recomendado pelo American Institute of Nutrition (12), que
estabelece, como base, a formulagdo AIN-93G, adequada ao crescimento, gestacdo e lactacdo
de roedores. A caseina utilizada na elaboracdo da dieta apresentou concentracido de proteina
adequada (85,07%), conforme laudo do fornecedor.

Como descrito por Reeves e colaboradores em 1993, a dieta apresenta em sua
composi¢do a concentracdo minima de leucina de 1,54g/100g (1,5%). Para o grupo tratado
com leucina foi fornecida dieta padrao acrescida de 5,0g/100g (5%) de leucina do total de

nutrientes da dieta, como ja demonstrado em experimento previamente realizado (13)
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As dietas foram confeccionadas em laboratério com controle para riscos de
contaminac¢do quimica e bioldgica.

As dietas e agua foram oferecidas ad libitum, sendo que os animais dos quatro grupos
experimentais receberam suas respectivas dietas por 21 dias antes de serem iniciadas as

aplicacdes de Doxorrubicina.

Tratamento com Doxorrubicina

Os animais dos grupos DOX e DOX+LEU receberam injecdes intraperitoneais de
cloridrato de doxorrubicina (FaulDOXo, Libbs Farmacéutica, Embu, Sao Paulo), trés vezes
por semana, por duas semanas, atingindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg (14).

O grupo C recebeu volume intraperitoneal semelhante de solucdo salina a 0,9%

durante o mesmo periodo dos animais tratados com Doxorrubicina.

Coleta das amostras e preparo dos tecidos

Duas semanas apOs a ultima dose de doxorrubicina os animais foram pesados e
anestesiados utilizando-se Ketamina 74 mg/kg e Xilazina 8 mg/kg, via injecdo intraperitoneal.
Imediatamente ap6s a anestesia, os rins foram removidos apds incisdo abdominal. Em seguida
os Orgaos foram pesados e lavados com solucdo gelada (4 °C) de NaCl 0,9%, removidos e
secos em papel filtro sendo o rim direito congelado em nitrogénio liquido para posterior
andlise do estresse oxidativo € o rim esquerdo fixado em solucdo de formalina a 4% para
andlise histoldgica.

Os rins direitos foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -
80°C. Apoés descongelamento, os rins foram macerados e homogeneizados em 20 mM de
tampdo fosfato de sodio, contendo 140mM de KCI, pH 7.4, na propor¢do (1:10 p/v). Os
homogeneizados foram centrifugados a 800g durante 10 min, a 4°C. O sedimento foi
descartado e o sobrenadante foi recolhido para a realizagdo das dosagens dos parametros de

estresse oxidativo.
Estresse Oxidativo
As andlises oxidativas seguiram os protocolos adaptados por Diniz Vilela e

colaboradores (15).

0) Atividade da superoxido dismutase (SOD)
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A medida da atividade da SOD se baseia na capacidade de auto-oxidagdo do
pirogalol, um processo altamente dependente do radical superdxido. A inibicdo da
auto-oxida¢do do pirogalol ocorre na presenca da SOD, cuja atividade pode ser
indiretamente analisada em espectrofotometro a 420 nm, em um meio contendo 50
mM de tampao Tris com 1 mM de EDTA pH 8.2, 80 U/ml de catalase, 0, 38 mM de
pirogalol e 15 pl de amostra. Uma curva de calibracdo foi realizada com SOD
purificada como padrdo. A inibi¢do de 50% da auto-oxidag@o do pirogalol é definido

como uma unidade de SOD.

p) Catalase

A catalase é uma enzima produzida pelo peroxissomo que tem a funcio de
converter o peroxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio. Na regido do UV é
possivel observar a decomposi¢do direta do H,O, pela diminui¢do da absorbancia a
240 nM. Para isso foram adicionados 10 pl de triton 10 % para cada 100 pl do
homogeneizado, e mantidos sob agitacdo. Apds 15 minutos de repouso em gelo,
10 ul dessa amostra foram pipetados em pocos de microplaca, onde foram
adicionados 300 ul de solugdao de H,O, (0,22% v:v em tampao fosfato de potassio 10
mM). A leitura da microplaca foi realizada imediatamente apds adi¢do da solucdo
de H,O, em intervalos de 15 segundos, durante 10 minutos, a 240 nM, pelo

equipamento fluorimetro Perkin Elmer- EnSpire Multimode Plate Reader.

q) Glutationa reduzida (GSH).

Os contetidos proteicos das amostras foram precipitados inicialmente pelo
acido metafosforico (MPA) na propor¢do 1: 1 (homogeneizado / MPA). As amostras
foram centrifugadas a 7000g durante 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para
as medi¢cdes. Uma curva padrao de GSH (0,001-0,1 mM) foi feita para quantificar as
amostras utilizando valores de regressao. O GSH reage com o orto-ftalaldeido (OPT
Img / ml de metanol) diluido em fosfato de sédio monobasico, tampao (0,1 M) e
EDTA (0,005 M). A leitura foi feita em fluordmetro com excitagao de 350 nm e

emissao de 420 nm.

r) Atividade da glutationa peroxidase (Gpx).
Para quantificar a atividade da glutationa peroxidase, o homogeneizado foi

incubado com tampao Gpx (fosfato de potassio 100 mM com EDTA 1 mM, pH 7.,7),
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azida de s6dio 40 mM, GSH (diluido em acido metafosférico 5%), GR (Gpx diluido
em tampao), NADPH (diluido com bicarbonato de sédio a 5%) e 0,5 mM Tert-butilo.
A decomposi¢do da concentracio de NADPH foi avaliada por 10 minutos em

espectrofotometro, a 340 nm.

s) Atividade da Glutationa Redutase (GR).
A quantificagdo da atividade enzimitica da GR foi registrada por uma
diminui¢do na concentragdo de NADPH nas amostras quando utilizado GR Tampao
(fosfato de s6dio 200 mM pH 7,5, EDTA 6,3 mM) e NADPH. A leitura cinética foi

realizada a 340 nm, por 10 minutos.

t) Atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH).

A atividade da G6PDH foi monitorada pela producdo de NADPH com
consequente aumento da absorbancia a 340 nm. A andlise foi realizada utilizando-se
uma microplaca onde as amostras foram incubadas com Tris-HCI (100 mM, pH 7.5),
cloreto de magnésio, NADP + (0,5 mM) e glucose 6-fosfato (1 mM). A leitura cinética

foi realizada por 10 minutos.

u) Substdancias reativas ao dcido tiobarbitiirico (TBARS)

Para a determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS), 100 pul de amostra, 200 ul de acido tricloroacético 10% e 300 ul de 4cido
tiobarbitirico (TBA) a 0,67% em sulfato de sddio 7,1%, foram misturados em
microtubos. As solu¢des foram incubadas por duas horas em banho de dgua fervente
(95°C). Posteriormente as amostras foram resfriadas em banho de gelo por 5 minutos.
O complexo rosa resultante foi extraido com 400 ul de butanol. A fluorescéncia da
fase organica foi lida a 515 nm (excitagcdo) e 553 nm (emissdo). Uma curva de
calibracdo foi realizada utilizando-se o 1,1,3,3-tetrametoxipropano e submetida ao
mesmo tratamento que as amostras. Os niveis de TBARS foram calculados como

nmol TBARS/mg de proteina.

Anadlise Histologica
Para a andlise histolégica foi padronizado o rim esquerdo, que foram removidos e
fixados em solu¢do de formalina a 4% (pH 7,2), por duas horas. Apés a etapa de fixacdo, as

amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de etanol (70, 80, 90 e 100%) e
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seguidas de duas trocas de xilol e, em seguida, embebidas em parafina para constitui¢do dos
blocos. Os cortes histolégicos foram cortados com 5u de espessura e montados em laminas de
vidro. Antes da coloragdo os cortes foram desparafinizados em duas trocas de xilol, hidratados
em concentracdes decrescentes de alcool (100, 90, 80 e 70%) e lavados em 4gua corrente.

Em seguida, os cortes foram corados com tricromico de Gomori, para a visualizacio
da morfologia geral. Para a quantificacdo de coldgeno, a coloracdo utilizada foi o picrosirius
red. A contagem dos glomérulos foi feita em 10 campos por lamina e calculada a média. As
seccoes foram visualizadas e as imagens obtidas utilizando-se objetiva de 10X, a partir da
camera acoplada ao microscopio, do tipo Leica Microsystems Inc., Wetzlar, Alemanha

(16,17).

Anadlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média * erro padrao da média (EPM), usando
o software GraphPad Prism versdo 5.0. Os resultados foram comparados pelo teste ¢ de
Student ou através da analise de variancia (two way-ANOVA) complementada pelo teste de
Tukey, conforme apropriado, e as diferencas foram consideradas significativas quando

p<0.05.



52

3. RESULTADOS

Evidenciou-se um aumento da glutationa redutase no grupo LEU, comparado aos demais
grupos (Fig.1). A peroxidagdo lipidica, apresentou tendéncia de reducdo, porém sem
significancia estatistica, no grupo DOX+LEU quando comparado ao DOX (Fig.2).

Verificou-se diminuicdo do nimero de glomérulos dos grupos LEU, DOX e DOX+LEU
quando comparado ao controle (Fig.3 e 4). Houve tendéncia a uma menor deposi¢do de
colageno dos grupos LEU e DOX+LEU, porém sem significincia estatistica, quando

comparados ao grupo DOX (Fig.5).
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Figura 1: Sistema de defesa antioxidante no rim de ratos tratados com Doxorrubicina e/ou
Leucina. Atividade da Glutationa Redutase (GR) (E) apresentou maior atividade no grupo

Leucina.
* p<0,05 versus controle (C), # p<0,05 versus leucina (LEU) e & p<0,05 versus

Doxorrubicina mais Leucina (DOX+LEU).
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Figura 2: Analise da peroxidacgdo lipidica no rim de ratos tratados com Doxorrubicina e/ou

Leucina. Ndo houve diferenca significativa.



55

onde se observa a deposicao de

ius red,

iri

icros
de Gomor

das com p

Em (A) laminas de rim cora
(ns). Em (B) a colorag

3

Figura
colageno

2

umero

onde se observa menor n

i,

icromico

ao pelo tr

(10x)

Leucina

los por area no grupo

cru

7z

de glom:



56

15 -
o
Q
s 12+
o
= *
g —_— *
s 91
s
£
°
o 6 -
o
T
2
@ -
£ 3
=
=
0- T T
¢) N + )
\«Q' oQ x\'Q,
°+

Figura 4: Média do numero de glomérulos por campo. * p<0,05 comparacio versus Controle

©

10 -
8-
2
o 61
c I
[+]
o
©
o 47
(&)
2-
0- T
AN)
x\'@
°+
Q

Figura 5: Deposicdo de coldgeno no rim pg/mg peso umido. Niao houve diferenca
significativa.



57

DISCUSSAO

A doxorrubicina tem efeito importante sobre as células tumorais mas, infelizmente, nas
doses utilizadas, ela atua ndo apenas na formac¢do tumoral mas também em células saudaveis e
ainda se acumula nos tecidos, levando a toxicidades graves em diferentes 6rgdos, como o0s
rins, figado e coragdo, comprometendo o funcionamento destes e desencadeando quadros
clinicos importantes e as vezes fatais (18, 19). Dentre estes efeitos indesejaveis, a
nefrotoxicidade, quando instalada, continua a ser um dos mais desafiadores quadros para a
conducdo clinica. O mecanismo provavelmente envolvido no desencadeamento destas lesdes
renais tem sido relacionado ao aumento do estresse oxidativo (20, 21).

No presente estudo procurou-se analisar o papel do estresse oxidativo a nivel renal
utilizando para essa finalidade uma série de afericdes de substincias que estdo direta ou
indiretamente ligadas a este aspecto especifico do metabolismo, na presen¢a de doxorrubicina
e/ou de leucina suplementada na dieta de ratos Wistar. Neste sentido evidenciou-se um
aumento da glutationa redutase (GR) no grupo Leucina, quando comparado aos demais
grupos. Uma explicag@o possivel para este achado pode estar ligado ao chamado “Paradoxo
de Harper” ou “Paradoxo da Leucina”. Este autor descreveu uma situagdo na qual se
evidencia que quantidades aumentadas de leucina podem estimular um complexo enzimatico
da desidrogenase de cetodcidos de cadeia ramificada (valina e isoleucina) produzindo
aumento do estresse oxidativo (22, 23, 24).

Esta exposi¢do maior a leucina que foi acompanhada de aumento da GR nao aconteceu
quando doxorrubicina e leucina estiveram presentes no grupo DOX+LEU por motivo ainda
nao explicado. Pode-se especular pelo menos trés possibilidades para explicar este aumento
da GR produzida pela leucina isoladamente. A primeira delas diz respeito a toxicidade celular
da doxorrubicina que poderia inibir parte das acdes de grupos de enzimas envolvidas na
génese do estresse oxidativo quando na presenga de maiores concentracdes de leucina. Esta
acdo poderia mascarar o efeito da leucina. A segunda explicacdo poderia estar vinculada a
uma eventual reducio de absor¢do da leucina devido ao envolvimento do trato gastrointestinal
na toxicidade a doxorrubicina (24). Para solucionar esta questdo sdo necessarios estudos
especialmente desenhados para esta finalidade.

A peroxidacdo lipidica aferida pelo TBARS apresentou tendéncia de redug@o no grupo
DOX+LEU comparado ao DOX, porém ndo houve diferenca estatisticamente significante.
Uma hipétese para a ndo detec¢cdo do aumento da peroxidagdo lipidica é a de que a dose

administrada de doxorrubicina tenha sido insuficiente para estabelecer um modelo de
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nefrotoxicidade mais intensa. Alguns estudos (25) verificaram esta mesma nefrotoxicidade
empregando doses cumulativas mais elevadas do que a utilizada no presente estudo (7,5mg/kg
x 15mg/kg) e encontraram resultados diferentes dos aqui relatados. Esta informagdo também
pode justificar a inexisténcia de diferenca significativa entre os grupos quanto a deposicio de
colageno, resultado também encontrado por El-Sayed e colaboradores (26). E preciso ainda
assinalar que houve uma tendéncia a reducdo de colageno renal nos grupos que receberam a
leucina (LEU e DOX+LEU) quando comparados ao grupo DOX, porém sem significancia
estatistica. A dose cumulativa de 7,5g/kg foi mantida no presente estudo uma vez que um

ensaio piloto mostrou uma excessiva mortalidade de animais utilizando-se doses superiores.

O efeito renal dos tratamentos também foi evidenciado pela reducdo do nimero de
glomérulos nos grupos LEU, DOX e DOX+LEU quando comparados ao controle. Este fato
sugere algum grau de lesdo renal evidenciado tanto para a leucina em elevada concentracio
como para a doxorrubicina. Um eventual efeito potencializador derivado da associacdo da
doxorrubicina e leucina ndo pode ser detectado. O mecanismo capaz de produzir perda
glomerular pode estar ligado a nefrotoxicidade da doxorrubicina em decorréncia do estresse
oxidativo (27) e a um efeito direto da leucina que € eliminada via renal e lembrando o mesmo
efeito deletério sobre os glomérulos e sobre a funcdo renal derivado da ingestdao de grandes
quantidades de proteina conforme originalmente descrito em 1982 por Brenner e

colaboradores (28, 29).

4. CONCLUSAO

A suplementacdo dietética com 5% de leucina administrada aos ratos tratados com
doxorrubicina ndo alterou o estresse oxidativo renal, conforme afericoes dos antioxidantes
GSH, Gpx, SOD, catalase e TBARS.

A administragdo isolada da leucina na dose descrita aumentou o estresse oxidativo renal,

conforme demonstrado pela elevacdo da GR.
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Abstract: This study aimed at evaluating the possible nephroprotective
effect by leucine supplementation in the diet of DOX-treated rats. The
nephrotoxicity caused by DOX, a drug widely used in oncology, is one of
the most challenging factors for medicine, since it triggers chronic

lesions by increasing the oxidative stress when administered in
chemotherapy. The experiment consisted of 36 Wistar rats divided into



