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RESUMO

Introducdo: Os tratamentos anticancer com uso da doxorrubicina tém como efeito colateral a
inducdo de cardiotoxicidade, que pode se manifestar anos apds o encerramento do ciclo de
tratamento. Dentre as diferentes expressdes da cardiotoxicidade, a disfungdo ventricular e o
surgimento de fibrose miocardica sdo caracteristicas proeminentes. Algumas estratégias para
conter e/ou reverter este quadro tém sido propostas. A leucina ¢ um aminoacido essencial que
estimula a sintese proteica, mas o seu exato papel na cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina ndo ¢ totalmente conhecido. Objetivo: Verificar os efeitos da suplementacao
dietética de leucina na produgdo de colageno cardiaco e sua relacdo com a fungdo ventricular
esquerda, apos exposicdo a doxorrubicina em ratos Wistar. Material e Métodos: O
experimento foi realizado no REBIR-UFU e teve duragdo de 42 dias. Foram utilizados 36
ratos Wistar, machos, com peso corporal entre 250 e 300 gramas, divididos aleatoriamente em
quatro grupos: Controle (C n=8), Doxorrubicina (D n=10), Leucina (L n=8) e Doxorrubicina
+ Leucina (DL n=10). Aos Grupos C e D foi ofertada dieta padrio e os grupos L ¢ LD
receberam dieta enriquecida com 5% de leucina. Os grupos D e LD receberam inje¢des
intraperitoneais de doxorrubicina, trés vezes por semana, ao longo de duas semanas, até
atingir-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg. Os grupos C e L receberam solucdo salina via
intraperitoneal, em volume semelhante ao utilizado como veiculo da doxorrubicina. Ao final
do periodo experimental os animais foram anestesiados e submetidos a ecocardiografia
transtoracica para avaliagdo do ventriculo esquerdo. Apds a eutandsia, cortes do ventriculo
esquerdo foram obtidos para analise histologica e quantificacdo do colageno em coloragdo
pelo Picrosirius red. Os resultados foram registrados fotograficamente (objetiva de 10X,
ocular de 10X) em microscopio Nikon eclipse® TS 100. Para comparagao estatistica entre os
grupos experimentais foi utilizado o modelo linear generalizado univariado complementado
pelo teste de Tukey. A significancia estatistica foi estabelecida para valores de p < 0,05.
Resultados: Houve aumento do coldgeno total no grupo D em relacdo ao C, L e LD (4,00 +
2,68 x237+1,50x 1,94 + 1,34 x 2,50 + 1,61; p=0,01). A fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo foi mais elevada no grupo LD em relacdo ao D ( 72,75 = 2,87 x 65,37 = 2,87;
p=0,01). Conclusdao: A suplementacdo dietética com 5% de leucina atenuou o acumulo de
coldgeno total e preservou a fungdo ventricular esquerda quando foi administrada em
associag¢dao com a doxorrubicina em ratos Wistar.

Palavras Chave: Doxorrubicina, Cardiotoxicidade, Leucina.



ABSTRACT

Introduction: Anti-cancer treatments using doxorubicin have the side effect of inducing
cardiotoxicity, which may manifest itself years after the end of the treatment cycle. Among
the different expressions of cardiotoxicity, ventricular dysfunction and the onset of
myocardial fibrosis are prominent features. Some strategies to contain and/or reverse this
framework have been proposed. Leucine is an essential amino acid that stimulates protein
synthesis, but its exact role in doxorubicin-induced cardiotoxicity is not fully known.
Objective: To verify the effects of dietary leucine supplementation on cardiac collagen
production and its relationship with left ventricular function after exposure to doxorubicin in
Wistar rats. Material and Methods: The experiment was conducted at REBIR-UFU and
lasted 42 days. Thirty-six male Wistar rats weighing between 250 and 300 grams were
randomly divided into four groups: Control (C n = 8), Doxorubicin (D n = 10), Leucine (L n =
8) and Doxorubicin + Leucine. (DL n = 10). Groups C and D were offered a standard diet and
groups L and LD received a diet enriched with 5% leucine. Groups D and LD received
intraperitoneal injections of doxorubicin three times a week over two weeks until the
cumulative dose of 7.5 mg / kg was reached. Groups C and L received saline solution
intraperitoneally, similar in volume to that used as a doxorubicin vehicle. At the end of the
experimental period, the animals were anesthetized and submitted to transthoracic
echocardiography for left ventricular evaluation. After euthanasia, left ventricular sections
were obtained for histological analysis and quantification of collagen staining by Picrosirius
red. The results were recorded photographically (10X objective, 10X eyepiece) under a Nikon
eclipse® TS 100 microscope. For statistical comparison between experimental groups, the
univariate generalized linear model complemented by Tukey test was used. Statistical
significance was established for p values <0.05. Results: There was an increase in total
collagen in group D compared to C, L and LD (4.00 +2.68 x 2.37 + 1.50 x 1.94 + 1.34 x 2.50
+ 1.61 (p = 0.01). Left ventricular ejection fraction was higher in the LD group than in the D
group (72.75 £2.87 x 65.37 = 2.87; p = 0.01). Conclusion: Dietary supplementation with 5%
leucine attenuated total collagen accumulation and preserved left ventricular function when
administered in combination with doxorubicin in Wistar rats.

Key words: Doxorubicin, Cardiotoxicity, Leucine.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga que atinge a populagdo mundial com uma abrangéncia e
diversidades avassaladoras. No ano de 2018 foram registrados cerca de 9,6 milhdes de mortes
no mundo todo em fun¢ao de diferentes tipos de canceres (STEWART; WILD, 2014).

A doxorrubicina ¢ um farmaco anticancer do grupo das antraciclinas obtido a partir do
fungo Streptomyces peucetius. Foi descoberto na década de 1950 e ¢ comercializado como
Adriamycin® ou Doxil®. Vem sendo utilizado desde 1969 como droga antineoplasica na
quimioterapia de diversos tipos de cancer (RENU et al.,, 2017; TAN et al., 1967). Este
farmaco tem sido amplamente usado nas intervengdes quimioterapicas de cancer de mama e
reduzem em cerca de 33% a mortalidade em mulheres (EARLY BREAST CANCER
TRIALISTS” COLLABORATIVE GROUP - EBCTCG, 2012).

A sua agdo se deve ao fato dessa droga se inserir entre os pares de bases do DNA
impedindo a sintese de macromoléculas, induzindo a apoptose, a geragdo de radicais livres de
oxigénio (FERREIRA; MATSUBARA; MATSUBARA, 2008; POLEGATO, 2011) e
induzindo a morte celular (CHEUNG et al., 2015).

Em funcdo dessas caracteristicas, seus efeitos colaterais toxicos sdo relativamente
frequentes. Existe uma incidéncia variavel, porém alta, da cardiotoxicidade que ocorre em 3%
a 26% dos individuos tratados com o quimioterapico (BONITA; PRADHAN, 2013). A
cardiotoxicidade ¢ um dos destes efeitos mais significativo, sendo responsavel por uma
consideravel morbimortalidade (ADAO etal., 2013; ALBINI et al., 2010; NOVO; NUGARA;
LANCELLOTTI, 2019; RASCHI et al., 2010; TAKEMURA; FUJIWARA, 2007). O quadro
clinico da cardiotoxicidade tem expressdo variada e inclui arritmias, cardiomiopatia com
disfungdo ventricular esquerda e fibrose miocardica (MITRY; EDWARDS, 2016), sendo a
insuficiéncia cardiaca a forma mais grave de apresentacdo, podendo evoluir para o dbito do
paciente (ADAO et al., 2013; ALBINI et al., 2010; TAKEMURA; FUITWARA, 2007).

As evidéncias mostram que a disfungdo do ventriculo esquerdo ocorre em fungdo de
doses cumulativas de antraciclinas (CAMPOS et al., 2011; FIDALE et al., 2018; LI; HILL,
2014; SUN; ZHOU; KANG, 2001; TAKEMURA; FUJIWARA, 2007). As doses repetidas
desses farmacos, como ¢ indicado na maioria dos procedimentos, podem resultar em lesdes
permanentes em nivel celular e intersticial frequentemente associadas a degeneracao,

apoptose e diminui¢do do numero de células musculares cardiacas (LEFRAK et al., 1973).
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Outros mecanismos da cardiotoxicidade envolvem o comprometimento da sintese de
importantes fatores de transcri¢do envolvidos na regulagdo de genes especificos de células
cardiacas (ITO et al., 1990; GIANNI et al., 2008; LEFRAK et al., 1973). A diminui¢ado de tais
genes associada a um aumento da degradacao de miofilamentos leva a um balango negativo
das proteinas sarcoméricas nas células cardiacas (JEYASEELAN et al., 1997) causando
diminui¢do da interagdo entre os filamentos de actina e miosina e desorganiza¢do da miosina
sarcomérica com perda da fungdo contratii (BOTTONE; VOEST; DE BEER, 1998). Os
efeitos citotocicos da doxorrubicina envolvem a geracao de radicais livres de oxigénio que sdao
a principal causa de apoptose dos cardiomiocitos. Ao perder os cardiomidcitos, o coragao
desenvolve cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca (LIN; LENGACHER, 2019).

Uma vez que o quadro clinico envolve a perda proteica, parece importante
considerarmos elementos que possam interferir positivamente na sintese proteica. Nesse
contexto a leucina chama a atengao pois ¢ um aminoacido essencial de cadeia ramificada do
grupo dos BCAAs (Branch Chain Amino Acids) e que apresenta atividade moduladora da
sintese proteica e varios estudos (CRUZ et al., 2019; MIYAGUTI; OLIVEIRA; GOMES-
MARCONDES, 2019; VIANA et al., 2019; WILKINSON et al., 2018) demonstraram sua
acdo em aprimorar o anabolismo proteico. Outros trabalhos demonstraram os efeitos da sua
suplementagdo para amenizar a protedlise que ocorre em situagdes clinicas como em
tratamentos com dexametasona (SHAH et al., 2000), na evolucao de tumores (VENTRUCCI;
MELLO; GOMES-MARCONDES, 2001), em condigdes de desuso muscular (KOBAYASHI
et al., 2006) e no hipertireoidismo (FIDALE et al., 2016). Estes estudos demonstraram que a
suplementagdao com leucina foi eficaz em minimizar o catabolismo proteico.

Acredita-se que um terco dos sobreviventes de cancer morrerdo de doencas
cardiovasculares (BARROS et al., 2018). Cuidados cardiacos se tornam necessarios e a
deteccdo precoce das disfungdes cardiacas pode conduzir ao uso estratégias para protecao
antes que os danos irreversiveis de fato se instalem. Em funcao das propriedades atribuidas a
leucina e as caracteristicas da cardiotoxicidade adquirida em decorréncia do uso das
antraciclinas, cogitou-se a possibilidade de associd-la como coadjuvante ao tratamento com a

doxorrubicina na tentativa de reduzir os efeitos deletérios cardiacos deste medicamento.
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1.1 Justificativa para o estudo

Desde o desenvolvimento inicial das antraciclinas a partir do Streptomyces peucetius
até agora, mais de 50 anos de investigagdo sobre os mecanismos responsaveis pela
cardiotoxicidade ndo foram capazes de elucida-los integralmente (RASCHI et al., 2010).
Ainda assim, a evolugdo do entendimento da cardiotoxicidade induzida por este grupo de
medicamentos pode trazer oportunidades que possibilitem o seu controle e melhore sua
evolucdo. Além disso, as experiéncias adquiridas com associacdo de outros agentes
terapéuticos em protocolos de uso dos quimioterapicos podem minimizar a cardiotoxicidade
convertendo-os em agentes mais seguros (ZHANG et al., 2009).

Uma vez que a cardiotoxicidade produzida pelas antraciclinas, com todas as suas
consequéncias, trazem, em seu amplo e complexo lastro fisiopatoldgico, a protedlise das
fibras musculares cardiacas decorrentes de varios mecanismos propostos, ¢ plausivel testar-se
a hipotese de utilizar-se a leucina em dieta enriquecida apds o uso do quimioterapico na
tentativa de reduzir ou reverter os efeitos cardiacos deletérios. As agdes anabolizantes da
leucina, ja descritos acima, podem ser uteis na tentativa de amenizar o quadro clinico da
cardiotoxicidade.

O presente estudo podera contribuir para um melhor entendimento da fisiopatologia da

lesdo cardiaca associada ao uso de doxorrubicina.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Doxorrubicina e Fibrose na Cardiotoxicidade

O desenvolvimento de novas estratégias farmacoldgicas e o uso de protocolos
terapéuticos incluindo diferentes farmacos antitumorais inegavelmente propiciaram um novo
horizonte no tratamento de pacientes oncoldgicos, além de melhorar substancialmente o
prognostico (HRDINA et al.,, 2000, MINAMI;, MATSUMOTO; HORIUCHI, 2010;
SONGBO et al., 2019). As antraciclinas fazem parte desse avanco, porém, sob o ponto de
vista cardiovascular, seus efeitos colaterais sao fatores limitantes ao seu uso, particularmente
em relagdo a cardiotoxicidade (FRANGOGIANNIS, 2019; RASCHI et al., 2010; RENU et
al., 2017).

Os estudos relacionados a cardiomiopatia devida ao uso das antraciclinas mostraram a
disfungao sistolica do ventriculo esquerdo (VE) como sendo um componente do quadro
clinico da cardiotoxicidade (LEFRAK et al., 1973). O envolvimento do VE ¢ evidente quando
a doxorrubicina é usada no tratamento antineoplasico (ADAO et al., 2013; RASCHI et al.,
2010). Na tentativa de reduzir a incidéncia da disfun¢do cardiaca e melhorar a sua evolugao,
algumas estratégias, atualmente em uso clinico, foram incorporadas ao tratamento, a saber:
menor tempo de exposi¢do a dose limite, encapsulamento do quimioterapico em lipossomos
para reduzir a captacdo miocardica, administracdo simultanea do quelante de ferro
dexrazoxano para reduzir a formagdo de espécies reativas de oxigénio catalisadas por ferro
livre e modificagdo na estrutura quimica da antraciclina (SAWIER et al., 2010).

A cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina pode se apresentar em qualquer estagio
do tratamento e ¢ classificada como aguda, subaguda e cronica (HRDINA et al., 2000). A
forma aguda de apresentag¢do clinica ocorre em até trés dias de administracdo da droga
(RENU et al., 2017), é grave, mas, felizmente, tem um curso breve e ¢ independente da dose
utilizada. Ela pode se manifestar por alteragdes eletrocardiograficas subitas, com arritmias
supraventriculares e ventriculares, vasodilatacio e hipotensdo, sindromes coronarianas
agudas, pericardite e miocardite (STEINBERG et al., 1987). A forma subaguda ¢ mais rara e
se expressa com miocardite e pericardite.

A cardiotoxicidade cronica ¢ a forma mais comum ¢ ocorre em semanas Oou meses
apo6s o uso do farmaco (RENU et al., 2017). A apresentagao clinica € a de uma cardiomiopatia
dilatada que se desenvolve mais tardiamente apds o tratamento. E dependente da dose

cumulativa do quimioterapico (GIANTRIS et al., 1998) e a manifestacdo mais caracteristica ¢
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a disfun¢do ventricular sistélica e/ou diastolica que pode levar a insuficiéncia cardiaca grave e
ao Obito (ALBINI et al.,, 2010; RASCHI et al., 2010). Uma outra manifestacio da
cardiotoxicidade cronica € aquela que ocorre muito tardiamente podendo se manifestar 10 a
15 anos ap6s o término do tratamento quimioterapico (SONGBO et al., 2019). Como existem
varias outras etiologias de cardiomiopatia dilatada que podem desencadear disfuncdo cardiaca
similar as das antraciclinas, permanece a diivida quanto a real existéncia desta forma cronica
variante.

O efeito das doses cumulativas de antraciclinas tem sido citado como o principal fator
de risco para a ocorréncia de insuficiéncia cardiaca cronica (RYBERG et al., 1998). Nao
existe, no entanto, a descricdo de dose segura e capaz de evitar o aparecimento da
cardiotoxicidade (LIPSHULTZ et al., 2005).

Todos os fatores de risco cardiovascular estdo intimamente relacionados a
cardiotoxicidade cronica mas ndao com aquela que surge de forma aguda (RASCHI et al.,
2010). A progressdo e o grau de cardiotoxicidade inerentes ao uso destes farmacos sdo
variaveis entre individuos e relacionam-se a diversos fatores de risco como idade, sexo, modo
de administragdo do medicamento, dose cumulativa, doengas cardiovasculares prévias, bem
como com a propria predisposicao genética (RASCHI et al., 2010) ainda nao localizada.

Os principais mecanismos fisiopatologicos propostos e ja identificados pelos quais as
antraciclinas afetam preferencialmente os cardiomidcitos envolvem a peroxidagao lipidica e o
estresse oxidativo (OLSON; MUSHLIN, 1990; RENU et al., 2017; SAWYER et al., 2010).

A peroxidagao lipidica pode causar injuria a camada fosfolipidica da célula através de
radicais livres derivados de oxigénio (MARAZZI et al., 2008). Estes mecanismos
comprometem a sintese de DNA, RNA e de varias proteinas estruturais, assim como dos
fatores de transcri¢do envolvidos na regulacdo de genes especificos do coracdo (ITO et al.,
1990; JEYASEELAN et al.,, 1997; OLSON; MUSHLIN, 1990). Foi proposto que a
doxorrubicina também causa cardiotoxicidade por meio de sua interferéncia na topoisomerase
IT B pois, em camundongos com o gene nocauteado para esta enzima, notou-se um atraso na
destruicdo dos cardiomiocitos na presenca da doxorrubicina (YEH; BICKFORD, 2009).

Entende-se como estresse oxidativo o desequilibrio provocado entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio e os mecanismos antioxidantes (ALEXIEVA et al., 2014;
RENU et al., 2017). Como referido anteriormente, o aumento do estresse oxidativo ocorre
durante exposi¢do a doxorrubicina (DOROSHOW, 1983). As espécies reativas de oxigénio

geradas no miocardio ndo sdo removidas pelos mecanismos antioxidantes na presenga de
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doxorrubicina e sdo consideradas a causa principal da cardiotoxicidade (RENU et al., 2017;
TAKEMURA; FUIIWARA, 2007).

De uma forma resumida, o estresse oxidativo exacerbado produzido pela
doxorrubicina ¢ desencadeado por reagdes quimicas que envolvem o ferro ativado na
mitocondria e produzem perdxido de hidrogénio (H202) sob acdo da SOD (superoxido
dismutase) (SONGBO et al., 2019). O actimulo de H>O» gera radicais toxicos (hidroxila - OH"
) resultando em mais espécies reativas de oxigénio. Associa-se a isto o fato da doxorrubicina
reduzir expressivamente os niveis de antioxidantes endogenos, a saber, glutationa e a catalase.
(SANGOMLA et al., 2018).

Muitos radicais livres sdo produzidos pelo ciclo redox da doxorrubicina que ¢é
catalisado pela nicotinamida adenosina dinucleotideo (NADPH) na mitocondria. Mioblastos
que sdo afetados pela doxorrubicina apresentam aumentos de NADPH oxidase que induz
aumento do estresse oxidativo por aumento das espécies reativas de oxigénio (GILLERON et
al., 2009). Durante o tratamento com doxorrubicina ocorre aumento da angiotensina II que
ativa a NADPH oxidase e eleva a produgdo de mais espécies reativas de oxigénio (RENU et
al., 2017).

A cardiotoxicidade e a cardiomiopatia dilatada uma vez presentes promovem
remodelagdo cardiaca e insuficiéncia cardiaca (CHIRINOS, 2019). Diversos estudos
mostraram o efeito de remodelagdo reversa e melhora na sobrevida promovidas por fAirmacos
utilizados no tratamento da insuficiéncia cardiaca. Tem sido demonstrado que diferentes
medicamentos podem modificar a remodelacdo ventricular, prevenindo ou retardando a
dilatagdo e tém sido propostos no tratamento da cardiomiopatia da doxorrubicina (SABBAH
et al.,, 1994). Os inibidores da ECA que atuam promovendo redugdo da angiotensina II,
reduzem a dilatacdo cardiaca e, nas formas iniciais, promovem remodelagdo reversa
(KONSTAM et al., 2000; REIS FILHO et al., 2015). As pesquisas com os bloqueadores dos
receptores da angiotensina II (BRA) mostraram também beneficios em relagdo a remodelacao
ventricular, com prevenc¢do da dilatagdo cardiaca. Nao houve diferenca de resposta entre o
inibidor da ECA e o BRA (KONSTAM et al., 2000). Em fun¢do disso, os agentes
antagonistas do sistema renina-angiostensina-aldosterona sdo indicados no tratamento da
insuficiéncia cardiaca com remodelacao cardiaca (AKOLKAR et al., 2015).

Estudos mostraram que os bloqueadores beta adrenérgicos proporcionam uma reversao
mais intensa da dilatagdo cardiaca quando comparados aos inibidores da ECA (AKOLKAR,

et al.,, 2015). No entanto, ¢ possivel que o sistema adrenérgico nao seja um determinante
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importante de prognostico nas formas iniciais da disfungdo ventricular pois o seu bloqueio nas
formas assintomaticas de disfuncdo ventricular ndo promoveu reducdo de mortalidade
(COSTALUNGA; GAVAZZI, 2001).

Além destes efeitos toxicos descritos, uma outra acao das antraciclinas ¢ a de suprimir
fatores de transcricdo e induzir a morte dos midcitos e a sarcopenia (OLSON; MUSHLIN,
1990). No coragdo e em outros tecidos, as antraciclinas ao se intercalarem com os acidos
nucleicos causam supressao da sintese do DNA, do RNA, de varias proteinas estruturais
(OLSON; MUSHLIN, 1990), assim como dos fatores de transcricdo envolvidos na regulagdo
de genes especificos do coragdo (SAWYER et al., 2010). A diminui¢do na expressao proteica
associada ao aumento da degradacdo de miofilamentos leva a um balango sarcomérico
negativo nas cé€lulas cardiacas (LIM et al., 2004). H4 ainda um desequilibrio na regulacdo da
fungdo cardiaca, com comprometimento no metabolismo do célcio (DODD et al., 1993;
TAKAHASHI et al., 1998;). Devido a limitada capacidade de sintese e regeneragdo das
células cardiacas, ocorre reducdo do numero de cardiomidcitos promovendo remodelagao
cardiaca (SAWYER et al., 2010).

O prognostico desfavoravel dos pacientes submetidos ao tratamento oncoldgico esta
diretamente relacionado a intensidade da cardiotoxicidade advinda do uso dos
quimioterapicos (VIALE; YAMAMOTO, 2008). A fibrose decorre dos efeitos cardiotoxicos e
¢ uma complicagdo preocupante pois compromete a funcao sistolica e diastolica sendo de
dificil controle e reversao (REIS-FILHO et al., 2015; ZORNOFF et al.,, 2002). Na
cardiomiopatia associada a doxorrubicina observa-se fibrose intersticial e perivascular (RENU
et al., 2017). Este efeito decorre do aumento da expressao do FATOR TRANSFORMADOR
DE CRESCIMENTO BETA (TGF-B) e fosforo-SMAD3, resultando em aumento de
fibroblastos ativos derivados da transformagdo fenotipica de miofibroblastos e deposicdo de

colageno (RENU et al., 2017)

2.2 Aminoacidos de cadeia carbonica ramificada — Leucina

As unidades quimicas bdasicas que formam as proteinas em nosso corpo sdo 0s
aminoacidos. Dentre os diferentes aminodcidos envolvidos neste processo, nove sao

classificados como essenciais, ou seja , nosso organismo nao ¢ capaz de sintetiza-los. A
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maneira mais simples de fornecé-los ¢ administré-los na dieta. Dos aminodcidos essenciais,
trés deles sdo de cadeia carbonica ramificada: a leucina, isoleucina ¢ valina (ROGERO;
TIRAPEGUI, 2008). Estes trés aminoacidos correspondem a cerca de 35% dos aminoacidos
essenciais existentes nas proteinas musculares (MARCHINI et al., 1998; WAGENMAKERS,
1998) e tém efeitos potentes sobre o turnover de proteinas (LI; JEFFERSON, 1978). Sabe-se
que o tecido muscular estriado tem a sintese e degradacdo proteicas moduladas pelos
aminoacidos essenciais (FAVERO, 2017). De maior interesse neste estudo, a leucina retine
evidéncias crescentes que demonstram o seu papel de estimuladora dos processos de sintese
proteica e regulagdo anabolica (SHIMOMURA; HARRIS, 2006). No musculo esquelético a
leucina ¢ unica em sua capacidade de iniciar vias de transdugdo de sinal que modulam a
iniciacdo da traducdo do mRNA (ANTHONY et al., 2001).

Dietas mal balanceadas em termos de macronutrientes ou com grandes por¢des de
leucina diminuem os niveis de valina e isoleucina livres em decorréncia do aumento da
oxidacdo de aminodcidos de cadeia ramificada, o que estimula a sintese e inibe a degradagao
proteica (SHIMOMURA; HARRIS, 2006). Qualquer aumento da ingestdo de aminoacidos
essenciais induz aumento correspondente em seu metabolismo em detrimento de outros
macronutrientes. Esta propriedade dos aminoacidos essenciais de se tornarem substrato
metabolico ¢ particularmente importante pois a baixa acidificagdo celular auxilia na
manutengao do tecido muscular cardiaco (DRAKE et al., 2012).

A oxidagdo dos aminoacidos de cadeia ramificada tem como primeiro passo uma
transaminacao reversivel na qual o BCAA ¢ convertido em seus respectivos alfa-cetoacidos
de cadeia ramificada (BCKAs). Essa conversdo ¢ catalisada pela aminotransferase de cadeia
ramificada (BCAT). A maioria das enzimas catabolicas dos BCAAs, exceto a BCAT, estao
contidas nos espagos intramitocondriais, evidenciando o potencial metabdlico delas,
independentemente da fun¢do mitocondrial (BISWAS; LUKE; THOMAS, 2019).

Foi observado que com o aumento de BCKAs hd comprometimento da funcdo
cardiaca sistolica e surgimento de insuficiéncia cardiaca. A suplementacdo inicial de BCAA
resultou em preservacao da funcdo cardiaca, diminuicdo da frequéncia cardiaca e aumento da
sobrevida, sugerindo que os BCAA, pelo menos em um estagio inicial de insuficiéncia
cardiaca, podem ser benéficos (BISWAS; LUKE; THOMAS, 2019; DRAKE et al., 2012). Em
condi¢gdes saudaveis o metabolismo energético cardiaco € versatil e pode usar como substrato

a glicose, acidos graxos, corpos cetonicos € aminoacidos. Porém, na insuficiéncia cardiaca
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instalada, ocorre perda dessa versatilidade havendo preferéncia pelo metabolismo glicolitico
(LEHRKE, 2019).

Nao foram encontradas informagdes relativas aos efeitos da suplementagdo de leucina
neste regime de restrigdo metabdlica embora algumas observacdes indiquem um potencial
terapéutico benéfico. A leucina aumenta a sintese proteica no musculo esquelético de maneira
similar ao que ocorre quando se administra uma solu¢do de aminoacidos com glicose e isto
sugere um o efeito indutor do anabolismo, a¢ao anticatabolica e melhora do turnover proteico.
Estes efeitos podem ser reproduzidos pelo fornecimento apenas dos aminoacidos de cadeia
ramificada (GARLICK; GRANT, 1998; LI; HILL, 1978; ZANCHI et al., 2009) mas pode-se
atribui-los apenas a leucina uma vez que ela, isoladamente, estimula a sintese proteica de
forma tdo eficiente como a mistura dos trés aminoacidos de cadeia ramificada (LI; HILL,
1978). No cenario do cancer, o uso de dietas enriquecidas com leucina altera a morfologia e
funcao mitocondrial aprimorando o metabolismo oxidativo e atenuando o consumo de glicose
em células tumorais (VIANA et al., 2019).

Segundo Zanchi e colaboradores (2009), a suplementagdo com leucina deixou de ser
considerada apenas uma estratégia de oferta de aminoacidos essenciais ramificados e
apresenta-se como uma promissora terapia anticatabolica, inibindo a protedlise muscular. O
consumo de dietas enriquecidas com leucina tende a suprimir marcadores de lesdo tecidual
apods exercicio intenso, podendo atenuar as injirias musculares e dar suporte a recuperacao
muscular (MATSUI et al., 2019). Tal acao se deve aos potentes efeitos fisiofarmacoldgicos
que a suplementacao de leucina provoca nos sistemas de sintese e de degradacao proteica.

A leucina ¢ o aminodcido de cadeia ramificada mais usado e estudado para a
preservacdo da massa magra corporal (TONETO et al., 2016). A leucina age em nivel pos-
transcricional e na fase de iniciacdo da tradu¢do do RNA-mensageiro. O aumento da
concentracdo intracelular desse aminoacido promove a ativagdo da proteina quinase
denominada alvo da rapamicina em mamiferos (mammalian Target of Rapamycin - mTOR).

A sintese proteica ¢ estimulada pela mTOR agindo sobre a proteina quinase
ribossomal S6 de 70 kDA (p70S6k), pela acdo da proteina 1 ligante do fator de iniciagdao
eucariotico 4E (4E-BP1) e pelo fator de iniciacdo eucariotico 4G (elF4G) (DA MATA et al.,
2012). Consistentemente com estes fatos, a administragdo de leucina em ratos induz aumento
da fosforilagdao da 4E-BP1 e da p70S6k estimulando a sintese proteica (CARON et al., 2010;
KIMBALL; JEFFERSON, 2006a; KIMBALL; JEFFERSON, 2006b; SHAH et al., 2000).
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A regulag@o metabolica no tecido cardiaco em condig¢des de insuficiéncia cardiaca ¢é
complexa e pode, em parte, ser modulada pela administragdo de substratos disponiveis na
forma de macronutrientes inseridos na dieta, incluindo ai os aminoacidos (FILLMORE et al.,
2018; KIM et al., 2011; LAYMAN, 2003). Estudos em animais mostram que os aminoacidos
de cadeia ramificada reduzem os sinais de comprometimento cardiaco em condi¢des de
isquemia experimental (URETZKY et al., 1989; SCHWALB et al., 1987), diminuem a
captacao miocardica de lactato, além de poderem ser utilizados como substrato energético no
coracdo e no musculo esquelético (DAVIS et al., 1993; MARAZZI et al., 2008).

Em humanos existem estudos referentes ao emprego de aminoacidos de cadeia
ramificada (BCAAs-Branch Chain Amino Acids) no tratamento de diversas doencgas
(AQUILANI, 2004; DE BANDT; CYNOBER, 2006; KAWAGUCHI et al., 2008;). Ha
evidéncias de que a leucina tem um efeito anabodlico direto sobre o turnover de proteinas na
presenga de isquemia miocardica (YOUNG et al., 1991) e dados indicam a sua participagdo
na evolucdo do infarto agudo do miocardio quando ocorre diminui¢do expressiva dos seus
niveis plasmaticos no primeiro dia pos- infarto e restabelecimento da condigdo inicial apds
trés dias (SZPETNAR; PASTERNAK; BOGUSZEWSKA, 2004).

Em resumo, a leucina ¢ um aminoacido de cadeia ramificada que estimula a sintese
proteica ativando a m-TOR (MEIJER; DUBBELHUIS, 2004). A ativacio da mTOR ¢ a
sinaliza¢do desencadeadora da hipertrofia cardiaca ndo associada a doencas (KEMI et al.,
2008) e ameniza respostas inflamatorias miocardicas encontradas na insuficiéncia cardiaca
(SONG et al., 2010). A administracdo pds-prandial de leucina estimula a sintese proteica nos
musculos estriados (cardiaco e esquelético) aumentando a proteina denominada fator de
iniciagdo eucaridtica (elF4B), que participa da sintese proteica (ESCOBAR et al., 2006). A
administracdo de leucina em ratos promove aumento da sintese proteica por elevacdo da
atividade da proteina ribossomal p70S6k, (proteina quinase associada a sintese proteica) e da
mTOR cardiaca (CANEDO et al., 2010). Quando se faz suplementacao dietética com leucina
em humanos ha reducao da protedlise em condigdes de imobilizacdo e de cancer (ELEY;
RUSSELL; TISDALE, 2007; HAN et al., 2007; KOBAYASHI et al., 2006; SHAH et al.,
2000; VENTRUCCI; MELLO; GOMES-MARCONDES, 2001). Segundo Zanchi e
colaboradores (2009), a suplementagdo com leucina ¢ uma terapia anticatabolica capaz de

inibir a degradacdo proteica muscular.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos da suplementagdo dietética de leucina

no coldgeno cardiaco e na fungdo ventricular esquerda em ratos Wistar expostos a

doxorrubicina.

3.2 Objetivos especificos

e Verificar os efeitos da doxorrubicina e da leucina na quantidade de coldgeno do

ventriculo esquerdo;

¢ Quantificar os efeitos da doxorrubicina e da leucina na fungao ventricular esquerda.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Rede de Biotérios de Roedores da Universidade
Federal de Uberlandia (REBIR-UFU) e teve duracao de 42 dias. As condi¢des ambientais
foram controladas durante o periodo experimental, no que se refere a temperatura, nivel de
ruido e luminosidade.

Todas as intervengdes seguiram as resolugdes brasileiras especificas de bioética em
pesquisa com animais: Lei n° 6.638, de 8 de marco de 1979 e Decreto n° 645, de 10 de julho
de 1945. O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na utilizagio de Animais

(CEUA-UFU) sob o Parecer n°115/14, em 15/12/2014.

4.1 Animais

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, com peso
corporal entre 250 e 300 gramas, provenientes do REBIR-UFU. Os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos, conforme disposto na Tabela 1, alojados em caixas
coletivas de monitoracdo contendo até cinco animais por caixa e colocados no rack ventilado
Al20 (ALESCO®) de alta biocontencdo, com temperatura e ventilagdo controladas e com

alternancia de ciclos claro-escuro, conforme Figura 1.

Tabela 1 - Disposicao dos animais nos grupos experimentais

Grupo Controle Doxorrubicina Leucina Leucina +
©) (D) L) Doxorrubicina (LD)
N° & animais 10 animais 8 animais 10 animais

Fonte: Propria, 2019.

Grupo Controle (C) composto por oito ratos, com acesso livre a ragdo de acordo com
American Institute of Nutrition (AIN-93G).

Grupo Doxorrubicina (D) composto por dez ratos que receberam doxurrubicina € com
acesso livre a racao (AIN-93G).

Grupo Leucina (L) composto por oito ratos, com acesso livre a ragdo (AIN-93G)

suplementada com mais 5% de leucina.



25
Grupo Doxorrubicina + Leucina (DL) composto por dez ratos que receberam

doxurrubicina e com acesso livre a ragdo (AIN-93G) suplementada com mais 5% de leucina.

Todos os ratos tiveram acesso livre a dgua.

Figura 1 - Rack ventilado e caixas de monitoracao

Fonte: Propia, 2019.

As caixas de monitorag¢do e garrafas de agua foram trocadas por material esterilizado
duas vezes por semana, conforme protocolo do REBIR. A ragdo foi trocada na mesma
frequéncia para todos os grupos e as sobras foram descartadas. Todas as trocas foram feitas

em um gabinete de biosseguranca com fluxo de ar BS60 BioSafety Cabinet (Tecniplast®)
(Figura 2).



26

Figura 2- Caixa de monitoracido dentro do gabinete de biosseguranca

Fonte: Propria, 2019.

4.2 Composicao e Elaboracao das Dietas

Estabeleceu-se como dieta padrdo o modelo proposto pelo American Institute of
Nutrition (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993; FIDALE et al., 2018) que estabelece como
base alimentar a formulacdo AIN-93G, adequada ao crescimento, gestacdo ¢ lactacdo de
roedores. A lista de ingredientes estd apresentada na Tabela 2 e foi toda adquirida da empresa
RHOSTER®, industria e comércio de ragdo para animais de laboratdrio. A caseina utilizada
na elaboracdo da dieta apresentou concentragdo de proteina adequada (85,07%), conforme

laudo do fornecedor.
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Tabela 2 - Dieta AIN-93G formulada para fases de crescimento, gestacio e lactacio 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 (g.s.p. 100) 39,75

Fonte: Modificado de Reeves; Nielsen; Fahey, 1993.

A dieta padrao (DP) tinha em sua composi¢do a concentragdo minima de leucina de
1,54g/100g (1,5%) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). Ao grupo tratado com dieta rica
em leucina (DRL) foi fornecida dieta padrdo adicionada com mais 5,0g/100g (5%) de leucina
do total de nutrientes da dieta (WITHAM; YESTER; MCGAFFIN, 2013).

As dietas oferecidas aos diversos grupos foram semelhantes em relagcdo as calorias
(395,0 kcal/100g de dieta). O contetido de macronutrientes apresentou variacao no percentual
de distribuicdo dos componentes devido ao acréscimo de leucina da DRL, os quais
corresponderam na DP a ~ 20% de proteinas, ~ 64% de carboidratos e ~ 16% de lipideos,

como visto na Tabela 3.
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Tabela 3 - Distribuicao percentual de macronutrientes nas dietas padrao (DP) e dieta

rica em leucina (DRL)

DP DRL
Macronutrientes
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

Fonte: Propria, 2019.

As dietas foram confeccionadas no Laboratério de Medicina Experimental da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Uberlandia, utilizando-se utensilios
exclusivos e seguindo com os cuidados no controle de riscos de contaminagdo quimica e
biologica. Os ingredientes foram misturados dos menores para os maiores volumes, sendo
colocado por ultimo o dleo.

A fim de garantir melhor homogeneizagao, todos os ingredientes foram peneirados e
misturados. Acrescentou-se dgua filtrada até o ponto de se obter massa homogénea e firme.
Foi utilizado um funil plastico para moldar a massa em forma de pellets que foram para estufa
de ar circulante a 60°C, por 12h e, apos estar seca e resfriada, foi acondicionada em sacos
plasticos escuros e armazenada em camara fria.

As dietas foram oferecidas aos quatro grupos experimentais. Os Grupos Controle e
Doxorrubicina receberam DP, enquanto os grupos Leucina e Leucina + Doxorrubicina
receberam DRL.

A racdo e a agua foram oferecidas ad libitum. Os animais dos quatro grupos
experimentais receberam suas respectivas dietas durante 14 dias de adaptacdo antes de ser
iniciado o tratamento com doxorrubicina e durante os préximos 28 dias apds o inicio do

tratamento, totalizando-se 42 dias de experimento.
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Figura 3 - Desenho Esquematico do Protocolo Experimental

DESENHO ESQUEMATICO DO MODELO EXPERIMENTAL

Tratamento

Inicio do Pos

el tratamento

protocolo

de 14 dias

1° DIA= Inicio do periodo de adaptacdo dos animais ao ambiente do laboratorio e a ragao:
duracao de 14 dias.

14° DIA= Pesagem dos animais e inicio do tratamento com doxorrubicina: duragao de 14 dias.
28° DIA= Pos-tratamento com doxorrubicina ¢ manutencdo da dieta rica em leucina: duragao

de 14 dias.

42° DIA= Realizacdo do ecocardiograma, pesagem e eutanasia.

Durante o periodo experimental, as caixas usadas foram trocadas por caixas limpas e
esterilizadas duas vezes por semana, da mesma forma que as garrafas de agua e ragdo. O
consumo de ragdo foi verificado semanalmente, em balanca de precisdo Marte® AS 500.

Todos os residuos solidos foram colocados em um saco branco, congelados e posteriormente

incinerados.

Figura 4 - Balanca de precisio Marte® AS 500 utilizada para as pesagens
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4.3 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, atingindo-se a dose cumulativa de 7,5
mg/kg. Tanto a dose quanto o tempo de exposi¢ao dos animais foram instituidas visando a
reprodu¢dao de um modelo de cardiotoxicidade de evolugao cronica, conforme ja observado
em experimentos prévios (CAMPOS et al., 2011; FIDALE et al., 2018). O grupo Controle e o
grupo Leucina receberam volume semelhante de solucdo salina via intraperitoneal, no mesmo
regime empregado para os animais tratados com doxorrubicina. Todas as inje¢des foram

preparadas em condic¢oes estéreis imediatamente antes das aplicagoes.

4.4 Estudo Ecocardiografico

Para a realizacdo do exame ecocardiografico, 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
laboratorio clinico do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia.

Para obtencdo dos registros ecocardiograficos foi realizada tricotomia da face anterior
do torax, sendo os animais colocados em decubito lateral esquerdo a 45°. Para obtencdo das
imagens utilizou-se o equipamento 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, foram calculados os volumes diastolico (LVVD) e sistolico
(LVVS) do ventriculo esquerdo, pelo método de Teicholz (1976), para posterior céalculo da
fragdo de ejecdo (LVEF %) pela formula %LVEF= [(LVVD-LVVS) /LVVD]x100, conforme
Figuras 9 e 10.
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Figura S - Equipamento ESAOTE MyLab 30 VET gold, utilizado para a realizacio do

ecocardiograma

Fonte: Propria, 2019.

4.5 Eutanasia dos Animais

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com 0,1 ml/100g de Cetamina a
10%, associado a mesma dose de Xilazina a 2%, 0,1 ml/100g. A eutandsia ocorreu por
exsanguinagdo e posteriormente retirou-se os coragdes que foram lavados em solugdo de

cloreto de potassio (KCl) e posteriormente armazenados em formol a 10%.

4.6 Analise Histologica do Coracao

Para a realizagdo do estudo histopatologico, foi feito um corte no plano coronal,
dividindo-se as pecas em duas por¢des que foram fixadas em solugdo de formalina a 10%, por
48 horas. O processamento do material seguiu as etapas de desidratacdo, diafanizag¢do, banho
e inclusdo em parafina. Em seguida, foram realizados cortes em micrétomo (secgdes de 5 p) e
preparadas as laminas.

Os cortes histologicos corados em Picrosirius Red foram analisados usando microscopio

optico (Figura 11) e registrados fotograficamente (objetiva de 40X, ocular de 10X). Cada
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corte teve o registro fotografico de 10 campos, até ser percorrida toda a area do tecido. Para
quantificar o colageno total os cortes foram corados com a técnica do Picrosirius Red (Figura
12) e registrados fotograficamente (objetiva de 10X, ocular de 10X) em microscopio Nikon
ECLIPSE Ti® (Figura 11 e 12). A quantificagdo do colageno foi feita usando a ferramenta
Image] para produzir uma medi¢do baseada em pixels. Toda a preparagdo do material
histolégico foi realizada no Laboratdrio de Histologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade Federal de Uberlandia (ICBIM/UFU).

Figura 6 - Microscopio optico Nikon ECLIPSE Ti®, utilizado na captacio das imagens

histologicas

Fonte: Propria, 2019

4.7 Analise Estatistica

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para determinar-se a distribuicdo dos dados da
amostra. Para dados com distribuicdo normal foi calculada a média e o desvio padrdo. Para a
compara¢do do colageno total entre os grupos foi utilizado o modelo linear generalizado

univariado para verificacdo da existéncia de diferenga significativa entre os grupos; uma vez
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detectada a significancia empregou-se o pos-teste de Tukey para localizar entre quais grupos
se localizavam as diferencas. O mesmo procedimento foi utilizado na comparagdo das
medidas de volume das cavidades e da func¢do cardiaca do ecocardiograma.

Para avaliar a associagdo entre a fragdo de ejecdo e a concentragdo de colageno total
no ventriculo esquerdo foram utilizados modelos de regressdo linear, considerando-se a fragao
de ejecdo como a variavel dependente e o coldgeno total como a variavel preditora.

Todas as analises foram realizadas no programa IBM SPSS versao 18.00, cuja
propriedade da licenca ¢ da PGCS/FAMED/UFU.

O nivel de significancia adotado para o presente estudo é de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Observacoes Gerais

Os animais submetidos ao tratamento com doxorrubicina apresentaram sinais de
hipocinesia associados a exsudacdo periocular e nasal e lesdes nas patas. As lesdes foram
evidenciadas apos a segunda semana de tratamento (Figura 14). Durante o nosso experimento

nao houve morte dos animais advinda da administragdo dos farmacos.

Figura 7 - Ratos submetidos a acdo da doxorrubicina com exsudacio periocular e nasal

e lesdes nas patas

Fonte: adaptada de Fidale, 2017.

5.2 Fibras de Colageno no Coracio

Conforme observado no Grafico 1, a concentragdo de fibras de colageno no grupo D foi
significativamente maior quando comparado aos demais grupos. J4 a comparacao entre os
demais grupos C, L e DL ndo evidenciou diferenca significativa para um nivel de

significancia de p<0,05.
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Grafico 1 - A suplementacao de leucina foi capaz de atenuar o aumento de fibras colagenas no
coracdo de ratos Wistar: “a” representa a diferenga significativa em relacdo aos demais
grupos. C:controle, L: leucina, D: doxorrubicina, DL: doxorrubicina+leucina (p<0,05).

Grupo controle

Grupo tratado com doxorrubicina

Figura 8 - Fibras de coldgeno coradas com Picrosirius Red. Foram observadas maiores

concentragdes de colageno no grupo submetido ao tratamento com doxorrubicina, sem
suplementagdo de leucina. Fonte: adaptada de Fidale, 2017.

Em relacdo a fragdo de ejecdo, o grupo D apresentou valores significativamente menores
que os demais grupos, conforme demonstrado na Tabela 4. J4 a comparagdo entre os demais

grupos, controle, leucina e leucina +doxo ndo evidenciou diferencas significativas.
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Grupo
Controle Leucina Doxo Leucina+Doxo
Média Média Média Média
‘ ‘ . ‘ P valor
Desvio padrao Desvio padrao Desvio padrao Desvio padrao
a b ab
Fracio de ejecio 78,00 78,90 65,37 72,75 0.01
17,76 19,25 +2,87 +2,87 ’
Colageno Total 2,37 1,94¢ 4,00 2,50 0.01
+1,50 +1,34 +2,68 +1,61 ’

Tabela 4 - Comparagdo das fracdes de eje¢do do ventriculo esquerdo (FEVE) e do coladgeno
total (CT) por meio do modelo linear generalizado e pos teste de Tukey. A suplementacio
com leucina preservou a FEVE dos ratos Wistar submetidos ao tratamento com
doxorrubicina. * diferenga significativa em relacdo aos demais grupos. (p=0,01)

Nas comparagdes feitas entre os grupos foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas no didmetro sistolico e diastolico do ventriculo esquerdo, com aumento

registrado apenas no grupo D (Gréficos 2 e 3).
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Grafico 2 - A suplementagdo com leucina (grupo DL) preservou o diametro sistdlico do
ventriculo esquerdo dos ratos Wistar submetidos ao tratamento com doxorrubicina.
C:controle, L: leucina, D: doxorrubicina, DL: doxorrubicina+leucina. * diferencga significativa
em relagdo aos demais grupos. Comparacao por meio do modelo linear generalizado e pos
teste de Tukey. (p<0,05)
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Grafico 3 - A suplementacdao com leucina (grupo DL) preservou o diametro diastolico do
ventriculo esquerdo dos ratos Wistar submetidos ao tratamento com doxorrubicina.
C:controle, L: leucina, D: doxorrubicina, DL: doxorrubicina+leucina. * diferenca significativa
em relacdo aos demais grupos. Comparag¢do por meio do modelo linear generalizado e pds
teste de Tukey. (p<0,05)
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6 DISCUSSAO

Em nosso estudo buscamos verificar os efeitos da associagao do uso da doxorrubicina
com a suplementagdo dietética de leucina na estrutura de coladgeno cardiaco e sua relagdo com
a fungdo ventricular esquerda em ratos Wistar. Com o emprego da metodologia descrita foi
possivel perceber que a suplementacdo com leucina atenuou a formagdo de coldgeno no
coracdo e a fun¢do cardiaca foi preservada.

A maior concentracdo de coldgeno foi encontrada nos coragdes dos animais
pertencentes ao grupo doxorrubicina (Grafico 1). Resultado similar também foi referido por
Takemura e Fujiwara (2007) e Carvalho et al. (2014) que apontam este efeito como sendo
uma das condigdes associadas ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca desencadeada
pelas antraciclinas, fato que pode se dever a alteracdes da complacéncia da parede ventricular,
ou seja, da sua capacidade de se distender na diastole. Esta propriedade do musculo cardiaco
depende, em grande parte, da quantidade, da distribui¢do e da composi¢do das fibras de
colageno encontradas no coragdo (FRIMM, 1998; HINZ, 2007; MILANEZ, 1995). Sao varias
as fungodes estruturais da matriz de coldgeno cardiaca e uma delas se refere a disposi¢dao das
suas fibras as quais asseguram o alinhamento de feixes longitudinalmente ao longo dos
cardiomidcitos (PELOUCH et al., 1994). Esta distribui¢do confere grande parte do grau de
rigidez caracteristica do tecido e assegura a conformagdo geométrica das estruturas cardiacas
(LOPEZ et al., 2012).

O actimulo de coldageno produz fibrose cardiaca que ¢ mais pronunciada em doses
cumulativas mais elevadas de doxorrubicina e proximas de 15 mg/kg (CAMPOS et al., 2011;
SUN; ZHOU; KANG 2001; TAKEMURA; FUJIIWARA, 2007). Embora a fibrose contribua
para a perda da fungdo ventricular, outros mecanismos metabdlicos também estdo envolvidos
e podem ser encontrados mesmo em doses menores (7,5mg/kg) (HERUM et al., 2017).
Nosso estudo usou um modelo que, de fato, induziu o efeito cumulativo previsto na literatura
como citado acima.

A elevada produgdo de coldgeno cicatricial ¢ decorrente da atividade de sintese
exacerbada das células mesenquimais residentes no tecido conjuntivo e que sdo chamadas de
miofibroblastos (GABBIANNI, 2003). Nesta resposta celular ocorre integragcdo de fatores de
crescimento, citocinas € hormodnios liberados em resposta aos efeitos inflamatorios e que
promovem a morte de cardiomiocitos e sua substitui¢ao por tecido fibroso (LEASK, 2015). O

processo de fibrose intersticial € um componente do processo inflamatério cujos mediadores
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induzem a conversdo dos fibroblastos quiescentes para a forma diferenciada e ativa e ¢
desencadeada pela agdo de agentes patogénicos e toxicos como a doxorrubicina (NAGARAJU
et al., 2019). Estes aspectos precisam ser estudados em modelos especiais que permitam
verificar todas as vias de sintese e de degracdo de coldgeno e tentar identificar oportunidades
terapéuticas.

Um achado importante do presente estudo ¢ observado quando se compara o colageno
no grupo DL com o grupo controle (Grafico 1 e Tabela 4). Nota-se que nao houve diferenga
significativa do colageno total entre estes grupos, o que evidencia o efeito da leucina
atenuando a formagdo de colageno observada no grupo D. Como citado anteriormente, a
leucina ¢ um aminoacido de cadeia ramificada indutor de sintese proteica muscular mas que
parece nao estar envolvido na producao de fibrose podendo até modular esta resposta ao
processo inflamatoério decorrente da doxorrubicina. Esta resposta a leucina pode se dever a
reducdo da producdo de colageno ou ao aumento do processo de sua degradacdo. Uma via a
ser explorada ¢ aquela envolvida com a estimulagcdo de sistemas enzimaticos capazes de
provocar a degradag@o do colageno ja existente, como ocorre quando as metaloproteinases sao
ativadas (COGNI et al., 2013). Futuros estudos devem ser dirigidos com intuito de se avaliar
qual € o comportamento predominante do processo encontrado de aumento da deposigdo de
colageno em modelos de cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina € como a leucina
interage nesta resposta reduzindo a quantidade de coldgeno. A inibicao da fibrose poderia,
inclusive, auxiliar no tratamento da cardiotoxicidade e da insuficiéncia cardiaca atuando por
vias ainda inexploradas (FRANGOGGIANNIS, 2019; HERUM et al., 2017; MITREGA et al.,
2011).

Sabe-se que na insuficiéncia cardiaca ocorre ativacdo transitoria de miofibroblastos
formando uma fibrose cicatricial que se destina a preservar a estrutura cardiaca e retardar a
dilatacdo das cadmaras (KONG et al., 2018). Contudo, os fibroblastos que permanecem ativos
podem provocar deposi¢cdo excessiva de coldgeno o que ¢ capaz de reduzir a complacéncia
cardiaca (FRANGOGGIANNIS, 2019; KONG et al., 2018) e se tornar prejudicial ao
mecanismo de compensa¢do hemodindmica. Embora isto seja um agravante potencial, os
resultados encontrados de atenuacdo na produgdo da matriz colagena pela leucina, mostram
que ocorre, paralelamente, uma manutencdo da funcdo sistélica no grupo leucina e
doxorrubicina (NAGARAJU et al., 2019). Esses dados sao ainda refor¢ados pelos achados de

ecocardiografia, demonstrados nos graficos 2 e 3, onde se vé que o grupo tratado com
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doxorrubicina apresenta maiores didmetros diastolicos e sistolicos, caracterizando a
cardiomiopatia dilatada, o que ndo se repete nos demais grupos.

Por outro lado, ha uma complexa sequéncia de eventos envolvidos na metabolizagao
da doxorrubicina e que sdo capazes de também conduzir ao processo de dilatagao cardiaca. Ha
um conhecimento parcial destes processos e sabe-se que eles podem ser modulados por acao
de macronutrientes e micronutrientes, incluindo aminoacidos ¢ minerais (KIM et al., 2011;
KHALILZADEH et al., 2018; LAYMAN, 2003). A sistematizacdo desses conhecimentos
pode apontar novas estratégias para controlar e até mesmo reverter o processo de remodelacao
sem precipitar piora na resposta compensatoria cardiovascular. Alguns estudos ja
identificaram que, tanto em condi¢des normais quanto patologicas, a suplementacao dietética
com leucina parece ser uma estratégia promissora para amenizar o furnover protéico (CHUA;
SIEHL; MORGAN, 1979; SHAH et al., 2000; VENTRUCCI; MELLO; GOMES-
MARCONDES, 2001). As diferentes alteracdes do metabolismo da glicose e dos acidos
graxos advindos de mudangas induzidas pelos aminoacidos de cadeia ramificada sdo uma
realidade que nos leva a pensar na importancia de sua utilizagdo como uma intervengao
terapéutica coadjuvante para a insuficiéncia cardiaca (BISWAS; LUKE; THOMAS, 2019;
LEHRKE, 2019).

Com relagdo ainda a complexidade das respostas a doxorrubicina e a cardiotoxicidade
induzida, devem ser destacadas a participa¢do de outras variaveis, como a proteina reguladora
de ferro, disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo, niveis de adenosina trifosfato (ATP),
prejuizo do efeito reparador de células progenitoras cardiacas, desregulagdo do metabolismo
do calcio, liberagdo de mediadores inflamatorios, liberagcao de 6xido nitrico (NO) e disfungdo
endotelial, ativagdo do sistema de protease ubiquitina, autofagia e morte celular
(FRANGOGGIANNIS, 2019; KONG et al., 2018; RENU et al., 2017). Todas elas podem
estar envolvidas nas respostas do coracao a agressao do quimioterapico.

Observacdes feitas em modelos isquémicos indicam que ocorrem reagdes de
degradacao protéica no coragdao com perda de aminodcidos devido a ativagdo dos canais
i0nicos na membrana celular em condi¢des de hipdxia, fato que induz a perda da forga de
contracdo cardiaca. Disturbios nas membranas celulares por atividade de fosfolipases
conduzindo a alteragdes nos canais sodio-dependentes, t€ém impacto no efluxo de aminoacidos
e o aumento dos niveis destes aminoacidos no sangue que ocorre durante a reperfusdo tem
sido interpretado como resultado de lesdes estruturais mediadas pela producdo de radicais

livres de oxigénio (MARAZZI et al., 2008). Os efeitos toxicos de espécies reativas de
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oxigénio tem sido implicados como sendo a base das lesdes cardiacas produzidas pela
doxorrubicina e cujos efeitos finais resultam em fibrose. Este fato também conduz a
necessidade de se avaliar qual € o efeito da leucina no estresse oxidativo no coragao.

Algumas estratégias antifibroticas foram testadas anteriormente com relativo sucesso
clinico. A fibrose cardiaca induzida por doxorrubicina foi reduzida com o uso de flavaglinas,
um produto natural extraido da Aglaia, planta do género das Milidceas. Entretanto, e
diferentemente do encontrado em nosso estudo, a cardiotoxicidade foi induzida neste
experimento com dose Unica de injecdo peritoneal de 15 mg/kg (BERNARD et al., 2011) e
nao pelo efeito cumulativo do medicamento. A agdo de outros principios ativos na redugdo da
fibrose foi confirmada em animais tratados com doxorrubicina (5mg/kg) quando administrou-
se a tanshinona Ila extraida da séalvia vermelha (JIANG et al., 2013). Estas citacdes, embora
ainda carentes de confirmacao cientifica mais robusta, sdo colocadas aqui como indicadoras
de possibilidades de reducdo da fibrose cardiaca e sugerem novas pesquisas voltadas a este
tema.

Outra estratégia que tem sido usada para controle da fibrose ¢ a pratica de exercicios
fisicos (DE MORAES et al., 2015) os quais tém sido propostos em associa¢do a leucina como
estratégia anti-remodelacdo sob a premissa de que o exercicio fisico melhore a fungao
ventricular e que a producao de matriz coldgena permanece reduzida. Apesar dos conhecidos
beneficios do exercicio fisico para o coragdo, o aumento da tensdo das fibras cardiacas
durante a sua pratica impde aos miofibroblastos um cendrio de alta tensdo mecanica e as
fibras de estresse sdo ativadas. Nesta situacdo, a expressao de a-SMA (actina de musculo liso)
torna-se marcadamente aumentada e a sintese de colageno torna-se exacerbada (KONG et al.,
2018) podendo causar mais fibrose. A a¢do da leucina nesta condicdo ainda ndo € bem
compreendida porém nosso estudo demonstrou a capacidade deste aminoacido de atenuar a
formagao de colageno em outro cenario que ndo o da pratica de exercicio fisico.

Em nosso estudo foi possivel ainda comprovar que houve um prejuizo da fungao
ventricular esquerda no grupo tratado com doxorrubicina que ¢ expressado pela queda da
fracdo de ejecdo, concordando com os achados de Campos et al. (2011) e Fidale et al. (2018).
Este fato ndo foi encontrado nos demais grupos experimentais (Tabela 4). Em nossos achados
fica evidente que o grupo tratado com doxorrubicina associada a suplementagdo dietética com
leucina apresentou fracdo de eje¢do proxima aos valores do grupo controle. A fracdo de
ejecao ¢, em grande parte, o resultado da forca e da velocidade de contracdo ventricular, assim

como da complacéncia ventricular adequada. Como demonstrado nos Graficos 2 e 3, parece
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razoavel afirmar que a leucina teve efeito favoravel na manuten¢do da funcdo cardiaca no
modelo de doxorrubicina ao preservar a fracdo de ejecdo e os didmetros diastolico e sistolico
do ventriculo esquerdo, ao mesmo tempo em que atenuou a produgao de colageno.

Alguns fatos adicionais ainda podem ser enumerados. Em primeiro lugar, foi
demonstrado, in vitro, que a exposicao de células cardiacas isoladas de ratos a doxorrubicina
resulta numa diminui¢do répida e seletiva da expressdo de genes cardiacos especificos com
redugdo seletiva dos niveis de mRNA para os genes sarcoméricos, a-actina, troponina I e
cadeia leve de miosina, caracterizando um modelo de alto catabolismo proteico (ITO et al.,
1990). Em segundo lugar, a perda de capacidade contratil dos cardiomidcitos sob ag¢do da
doxorrubicina, in vitro, se relaciona com a redugdo na densidade dos canais de calcio do
reticulo sarcoplasmatico com efeitos consistentes no desequilibrio do acoplamento contragao-
excitacdo resultando em reducdo da fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. Finalmente,
estudos sugerem que a leucina atue como um sinal nutricional para estimular a sintese
proteica no coragao aumentando a disponibilidade do fator de iniciagdo eucariotica (eIF4B) e
ativando a via p70S6K e mTOR cardiaca (CANEDO et al., 2010; ESCOBAR et al., 2006).

Todos estes fatos apontam no sentido de que a via indutora de sintese proteica pela
leucina pode ter atenuado a a¢do danosa observada no grupo doxorrubicina ao mesmo tempo
em que reduziu a concentracdo de coldgeno. Estes resultados sugerem uma ac¢do multipla da
leucina como agente inibidor dos eventos catabolicos sobre as proteinas contrateis do coracdo
e redutor da acumulagdo de coldgeno, ambos induzidos pela doxorrubicina (WILKINSON et

al., 2018).
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

O estudo demonstrou que a fibrose decorrente do acimulo de colageno total produzida
pela doxorrubicina pode ser atenuado pela administracao de leucina, embora nao tenham sido
investigadas as vias pelas quais este efeito ocorreu. Algumas destas vias que devem ser
analisadas s3o as do estresse oxidativo no coragdo, da TGF-beta, a ativagao/desativagao de
miofibroblastos e a expressao de citocinas pro-inflamatorias.

O estudo se restringiu a analise do comportamento do colageno total; os subtipos de
colageno também devem ser quantificados devido as suas diferentes propriedades que podem
influenciar na remodelagdo geométrica ventricular.

A identificagdo de eventuais alteragdes sobre as cavidades e paredes cardiacas direitas
devem ser analisadas em estudos futuros.

Os animais utilizados n3o apresentavam cancer, fato que pode limitar o resultado
obtido pois vieses metabdlicos e imunologicos poderiam estar presentes na vigéncia de
neoplasias. O estudo também nao testou a hipdtese da leucina alterar a a¢ao antitumoral da
doxorrubicina, fato que poderia limitar o seu uso clinico.

Novos estudos devem ser conduzidos na tentativa de se obter respostas a estas

intrigantes questoes.
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7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia adotada e os resultados encontrados podemos concluir
que:

1 . A suplementacdo dietética com 5% de leucina atenuou o acimulo do colageno
total no coracdo de ratos Wistar produzido pela doxorrubicina;

2 . A leucina preservou a funcao ventricular esquerda quando foi administrada em

associa¢ao com a doxorrubicina.
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