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RESUMO

Introdugao: As alteragbes estruturais e funcionais do coragdo decorrentes da
toxicidade induzida pela doxorrubicina vem sendo investigada em nosso laboratorio
utilizando-se modelos experimentais com ratos Wistar. A combinagdo de um inibidor
da neprilisina e um bloqueador do receptor AT1 da angiotensina Il (ANRI) reduz taxas
de mortalidade por insuficiéncia cardiaca mas existem poucos estudos sobre seus
efeitos na cardiotoxicidade decorrente da doxorrubicina. Objetivo: Caracterizar as
alteracdes funcionais e estruturais do coracado produzidas pelo sacubitril-valsartana
na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina. Material e métodos: Foram
utilizados 35 ratos Wistar machos, com peso inicial médio de 287 gramas, divididos
aleatoriamente em cinco grupos: Controle (C-5), Doxorrubicina (DX-8), Sacubitril-
Valsartana (ARNI=5), Doxorrubicina/Valsartana (DXVAL-7) e
Doxorrubicina/Sacubitril-Valsartana (DXARNI-10). O experimento teve a duragao de
oito semanas. A doxorrubicina foi administrada em solugdo aquosa injetada nos
grupos correspondentes via intraperitoneal, trés vezes/semana, ao longo de duas
semanas, atingindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg de peso do animal. Apés duas
semanas do final da exposicdo ao quimioterapico foi iniciada a administragao do
sacubitril-valsartana, na dose de 100 mg/kg, uma vez ao dia, ao longo de quatro
semanas. Foi registrado o peso corporal no inicio e no fim do experimento; o peso
total do coracao foi obtido ao final do protocolo; a massa indexada do coragéao foi
calculada a partir da razao entre o peso do coragdo e o peso corporal. A fungao
ventricular esquerda, os diametros sistélicos e diastdlicos e a espessura do septo
interventricular e da parede posterior do ventriculo esquerdo foram obtidas por
ecocardiografia no final do experimento. Resultados: O peso corporal final, a variagao
do peso corporal (inicial x final) e o peso do coragao foram menores nos grupos ARNI,
DX, DXVAL e DXARNI, quando comparados ao grupo C. A massa indexada do
coragao nao mostrou alteracédo estatisticamente significativa. A espessura do septo
interventricular em diastole (SIVd) foi maior (p=0,04) em DX, em relagédo ao ARNI. Em
relacdo ao C, o DIVEd foi menor (p=0,03) em DX, e menor com forte tendéncia
(p=0,06) no DIVEs, o VFVEd foi menor (p=0,02) em DX e DXARNI. O VFVE sistdlico
foi menor (p=0,04) em DX. Conclusao: O estudo confirma a hipotese de que o
sacubitril-valsartana é util, melhorando parametros funcionais diastdlicos e estruturais
do coracdo alterados apds a exposicdo experimental a doxorrubicina, sugerindo
também sua participagdo na remodelagdo reversa do VE. Os resultados também
confirmam que no presente estudo os efeitos cardiotdéxicos da doxorrubicina
consistem de alteragbes predominantemente diastdlicas e apontam no sentido da
utilizacdo do modelo em futuros estudos referentes a fisiopatologia e a testes
farmacologicos na ICFEp.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca, Doxorrubicina, Sacubitril, Valsartana.



ABSTRACT

Introduction: The necessary and desired changes in the heart resulting from the
toxicity induced by doxorubicin have been investigated in our laboratory using
experimental models with Wistar rats. The combination of a neprilysin inhibitor and an
angiotensin Il AT1 receptor blocker (ANRI) reduces heart failure mortality rates, but
there are few studies of its effects on cardiotoxicity due to doxorubicin. Objective: To
characterize the functional and structural alterations of the heart produced by
sacubitril-valsartan in doxorubicin-induced cardiotoxicity. Material and methods: 35
male Wistar rats were used, with an average initial weight of 287 grams, randomly
divided into five groups: Control (C-5), Doxorubicin (DX-8), Sacubitril-Valsartan
(ARNI=5), Doxorubicin/ Valsartan (DXVAL-7) and Doxorubicin/Sacubitril-Valsartan
(DXARNI-10). The experiment lasted eight weeks. Doxorubicin was administered in an
aqueous solution injected into the corresponding groups via intraperitoneal, three
times/week, over two weeks, reaching a cumulative dose of 7.5 mg/kg of animal
weight. Two weeks after the end of exposure to the chemotherapeutic drug, the
administration of sacubitril-valsartan, at a dose of 100 mg/kg, was started, once a day,
for two weeks. Body weight at the beginning and at the end of the experiment was
recorded; the total heart weight was obtained at the end of the protocol; the indexed
heart mass was calculated from the ratio between heart weight and body weight. Left
ventricular function, systolic and diastolic diameters, and the thickness of the
interventricular septum and the posterior wall of the left ventricle were obtained by
echocardiography at the end of the experiment. Results: The final body weight, the
change in body weight (initial x final) and heart weight were lower in the ARNI, DX,
DXVAL and DXARNI groups, when compared to the C group. The indexed heart mass
showed no statistically significant change. The thickness of the interventricular septum
in diastole (SIVd) was greater (p=0.04) in DX, compared to the ARNI. Compared to C,
the DIVEd was lower (p=0.03) in DX, and lower with a strong tendency (p=0.06) in the
DIVEs, the VFVEd was lower (p=0.02) in DX and DXARNI. Systolic VFVE was lower
(p=0.04) in DX. Conclusion: The study confirms the hypothesis that sacubitril-
valsartan is useful, improving diastolic and structural functional parameters of the heart
altered after experimental exposure to doxorubicin, also suggesting its participation in
LV reverse remodeling. The results also confirm that, in the present study, the
cardiotoxic effects of doxorubicin consist of predominantly diastolic alterations and
point towards the use of the model in future studies related to pathophysiology and
pharmacological tests in ICFEp.

Keywords: Heart failure, Doxorubicin, Sacubitril, Valsartan.
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| INTRODUGAO:

A sindrome de insuficiéncia cardiaca (IC) € um conjunto de sinais e sintomas
causado pela disfungdo do coragdo em decorréncia de um suprimento sanguineo
inadequado para atender as necessidades metabdlicas do organismo (BOCCHI et al.,
2009). O quadro clinico é caracterizado por dispneia e cansago, podendo tornar
atividades diarias simples em algo dificil ou quase impossivel de ser realizado
(BOCCHI et al., 2009).

Existem modelos experimentais que induzem disfungao cardiaca e que ja foram
validados para utilizacdo em estudos pré-clinicos; um deles é produzido pela
administracdo da doxorrubicina em ratos (HAYWARD; HYDOCK, 2007; SIVESKI-
ILISKOVIC et al., 1994). E um modelo amplamente utilizado por induzir
cardiotoxicidade e por permitir o estudo de oportunidades profilaticas e terapéuticas
(HAYWARD; HYDOCK, 2007; SIVESKI-ILISKOVIC et al., 1994).

A doxorrubicina é um antibidtico da classe das antraciclinas utilizado em
protocolos quimioterapicos voltados ao tratamento antineoplasico. Embora tenha se
mostrado util, o uso clinico deste medicamento € limitado devido a sua
cardiotoxicidade que é dose-dependente (MINOTTI et al., 2004).

Um medicamento utilizado no tratamento de pacientes com IC e que foi mais
recentemente incorporado as diretrizes terapéuticas mundiais (MCDONAGH et al.,
2021; MADDOX et al., 2021; MARCONDES-BRAGA et al., 2021) é um inibidor da
neprilisina com um bloqueador de receptores AT1 da angiotensina Il, o sacubitril-
valsartana. Os efeitos dele foram testados em protocolos clinicos e se mostrou eficaz
no tratamento da IC de diversas etiologias (NOVARTIS, 1997). Nele, o sacubitril age
blogueando os efeitos da neprilisina (NOVARTIS, 1997; SACKS; JARCHO;
CURFMAN, 2014), ja a valsartana atua bloqueando receptores de angiotensina I1.12

A combinacdo de sacubitril e valsartana, utilizada como coadjuvante no
protocolo de tratamento da IC, reduziu, de forma significativa, as taxas de mortalidade
por IC e as demais mortes de causas cardiovasculares, em 16% e 20%,
respectivamente, em comparagao com os resultados obtidos com o enalapril (SACKS;
JARCHO; CURFMAN, 2014).



N&o ha, no presente momento e no limite do nosso conhecimento, estudos que
tenham analisado os efeitos da combinacao de sacubitril e valsartana administrada

apos a utilizacao de doxorrubicina nos parametros funcionais e estruturais cardiacos.

Il FUNDAMENTAGAO TEORICA:

Il Insuficiéncia Cardiaca:

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome clinica complexa, de carater
sistémico, sendo definida como uma disfungdo aguda ou crénica do coragao que
ocasiona inadequado suprimento sanguineo para atender necessidades metabdlicas
do organismo (BOCCHI et al., 2009; ROHDE et al., 2018). A IC é a via final comum
da maioria das doengas que acometem o coragao, constituindo-se em um dos mais
importantes desafios clinicos atuais na area da saude. Ela é a causa mais frequente
de internagao por doenga cardiovascular (BOCCHI et al., 2009).

Entre os anos de 2008 a 2017, a IC foi a principal causa de hospitalizacédo por
doencas cardiovasculares no Brasil, sendo responsavel por 21% dos casos. Em
termos de internag¢des hospitalares, de um modo geral, a IC foi responsavel por 2,25%
delas, durante esse mesmo periodo. O tempo médio de internagao hospitalar por IC,
foi de 6,9 dias. Analisando-se as mortes causadas pela IC, verifica-se que os
individuos com 60 anos ou mais sao 0s que apresentam maior risco e nesta mesma
faixa etaria, a IC foi responsavel por 73% dos casos de internagédo (FERNANDES et
al., 2020). Apesar de haver similaridade entre os numeros referentes a mortalidade
dos pacientes hospitalizados com IC com Fracao de Ejecdo Preservada (ICFEp) e
aqueles com Fracdao de Ejecdo Reduzida (ICFEr), existem ainda escassas
comprovagoes de beneficios decorrentes de terapias para ICFEp (VARDENY;
MILLER; SOLOMON, 2014).

A apresentagao clinica da IC pode ser crénica ou aguda, sendo a crénica na
maioria das vezes progressiva e persistente e a aguda caracterizada por alteragdes
evolutivas rapidas dos sinais e sintomas (ROHDE et al., 2018).

Esta implicito, na propria definicdo de IC, que ela é decorrente de
anormalidades na fungdo cardiaca sejam elas diastdlicas, sistdlicas ou mistas. O

mecanismo responsavel pelos sinais e sintomas clinicos pode, portanto, decorrer da
10



disfuncdo sistdlica, diastdlica ou de ambas (BOCCHI et al, 2009). O
comprometimento diastdlico determina problemas de enchimento ventricular e a
sistolica ocasiona reducdo do volume sistdlico ventricular ejetado. Como muitos
pacientes podem apresentar os dois tipos de disfuncdo, foi estabelecido que a
definicdo e separagao das duas formas seriam feitas de acordo com a fracdo de
ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE) (ROHDE et al., 2018).

Na maioria das formas de IC, a reducéo do débito cardiaco é responsavel pela
inapropriada perfuséo tecidual (BOCCHI et al., 2009). A FEVE, portanto, permite a
classificagéo da IC em preservada (ICFEp) se ela for maior ou igual a 50%, levemente
reduzida (ICFEIr) se estiver entre 40 e 49% e reduzida (ICFEr) se for menor que 40%.
Além disso é preciso destacar as formas clinicas de IC nas quais o paciente apresenta
inicialmente ICFEr mas que, com a instituicao do tratamento, a FEVE melhora. Este
padrao de resposta caracteriza a insuficiéncia cardiaca melhorada (ICFEm) e tem
importancia  terapéutica e  progndstica (MARCONDES-BRAGA, 2021).
Exemplificando, a evolucdo de um paciente com ICFEr que no pds tratamento
apresenta aumento da FEVE, tem sido relacionado a um melhor prognostico (ROHDE
et al., 2018).

A ICFEp é mais frequente no sexo feminino e a ICFEr ocorre mais
frequentemente no sexo masculino (BOCCHI et al., 2012).

Os principais sintomas clinicos da IC sao dispneia, ortopneia, dispneia
paroxistica noturna, palpitagdes, sincope e dor toracica (BOCCHI et al., 2009). Uma
outra forma de classificar a IC leva em conta a presenca e a intensidade da dispneia
€, em consequéncia, a intolerancia aos esforcos fisicos. A Terceira Diretriz Brasileira
de Insuficiéncia Cardiaca Crénica, seguindo a New York Heart Association em uma
recomendacio classica, classifica a IC em quatro classes, de acordo com a
intensidade de sintomas de dispneia (BOCCHI et al., 2009). Estas mesmas classes
identificam o grau de limitagcdo imposto pela doenga para atividades cotidianas do
individuo e € uma maneira indireta de se avaliar a qualidade de vida do paciente frente
a sua doencga. As classes propostas sao: Classe | - auséncia de dispneia durante
atividades cotidianas; a limitacdo para esforcos é semelhante a esperada para
individuos normais; Classe Il - sintomas desencadeados por atividades cotidianas;

Classe lll - sintomas desencadeados em atividades menos intensas que as cotidianas
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ou aos pequenos esforgos; Classe |V - sintomas também em repouso (BOCCHl et al.,
2009).

Um levantamento dos casos de IC feito em 2017 mostrou que apenas o0s
pacientes com ICFEr apresentaram uma reducao consistente das taxas de morbidade
e mortalidade com o tratamento farmacoldgico até entdo em uso (ROHDE et al., 2018).
Dois estudos clinicos, 0o PARAGON HF e o EMPEROR-PRESERVED (SOLOMON et
al., 2019; ANKER et al, 2021) analisaram os efeitos do sacubitril-valsartana e da
empagliflozina na ICFEp. O primeiro mostrou resultado neutro, embora o subgrupo de
pacientes com FEVE mais baixa (FEVEIr) e mulheres tenham se beneficiado do
tratamento. Os resultados com a empagliflozina foram favoraveis o que levou a
inclusdo do medicamento na nova diretriz europeia para o tratamento da ICFEp
(MCDONAGH et al.,, 2021). Apesar destes resultados promissores, ainda sao
escassos os estudos referentes ao tratamento deste fendtipo especial de IC.

A fisiopatologia da IC é complexa. A reducdo do débito cardiaco estimula o
aumento da ativagao de sistemas neuro-humorais compensatoérios que incluem o eixo
da renina angiotensina aldosterona (SRAA), o sistema nervoso simpatico e o sistema
dos peptideos natriuréticos. Essa hiperestimulagdo continuada traz prejuizos ao
coragao pois 0 mesmo tende a sofrer remodelagao patolégica. Os efeitos do estimulo
do SRAA e das catecolaminas aumentam a vasoconstricdo periférica, e a retengao
hidrica e induzem a hipertrofia patolégica do coragao com fibrose excessiva. De forma
antagénica, os efeitos do sistema ativado dos peptideos natriuréticos conduzem ao
aumento da vasodilatacdo, reducdo da pressdo sanguinea, redugdo do tonus
simpatico, redugao dos niveis de aldosterona e da fibrose, e aumento da diurese e da
natriurese. Esses efeitos promovidos pelos peptideos natriuréticos sdo, contudo,
diminuidos devido a agao da neprilisina (DOCHERTY et al., 2020; VARDENY et al.,
2014; POTTER et al., 2006; LAUTNER et al., 2019)

IL.Il Doxorrubicina:
A doxorrubicina € um farmaco da familia das antraciclinas originalmente
desenvolvido em 1950 a partir da identificagcdo da daunorrubicina produzida pela

bactéria Streptomyces peucetius. Em 1960, uma variagdo da daunorrubicina, a

adriamicina, também conhecida como doxorrubicina, foi identificada e mostrou ser um
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eficiente agente antineoplasico (HAYWARD; HYDOCK, 2007; VOLKOVA; RUSSELL,
2011).

Devido ao efeito cardiotdxico da doxorrubicina, que pode causar insuficiéncia
cardiaca com miocardiopatia dilatada e outras lesdes teciduais cardiacas, existem
limitagcbes ao seu uso terapéutico (ALLEN, 1992), sendo necessarios cuidados de
monitorizacdo especiais, particularmente em portadores de outras cardiopatias. O
efeito indesejavel da doxorrubicina tem caracteristicas cumulativas sendo dose-
dependente (MINOTTI et al., 2004).

Estes efeitos cardiotoxicos ainda ndo séo totalmente conhecidos sendo
atribuidos a alguns fatores como a habilidade da doxorrubicina de produzir espécies
reativas de oxigénio levando ao aumento do estresse oxidativo, desbalanceamento
da homeostase do calcio, disfuncdo mitocondrial, necrose celular e apoptose
(MINOTTI et al.,, 2004). Existem algumas evidéncias que sugerem que O
desbalanceamento da homeostasia de calcio tem um importante papel na
cardiotoxicidade causado pela doxorrubicina, tendo esse ion papel importante na
regulacdo do volume sistdlico ejetado e na diastole ventricular (GHARANEI et al.,
2014; DODD et al., 1993). O desbalanceamento negativo da homeostasia de célcio
no coragao causa a diminuicao na frequéncia de ativagao contratil, diminuicio no pico
de forca, diminuicdo da forca mantida durante a contracdo e consequentemente
reducéo do volume sistdlico ejetado (GHARANEI et al., 2014).

Estes efeitos metabdlicos e inflamatdrios decorrentes da exposicao a
doxorrubicina prejudicam a contratilidade cardiaca, efeito este que também pode estar
ligado a acao direta da doxorrubicina nas proteinas contrateis (DODD et al., 1993).

A cardiotoxicidade, uma vez desencadeada, tem carater progressivo. Em geral,
ela se inicia alguns dias depois do final do tratamento. Os sintomas e sinais iniciais
podem também ser identificados em até um ano apds o término do tratamento
quimioterapico (cardiotoxicidade crénica), ou mesmo varios anos depois do
tratamento (cardiotoxicidade crénica tardia) (VOLKOVA; RUSSELL, 2011). Apesar do
dilema clinico devido ao seu potencial de cardiotoxicidade, a doxorrubicina continua
tendo papel importante no tratamento de cancer (HAYWARD; HYDOCK, 2007).

Experimentalmente, a doxorrubicina tem sido usada em animais como modelo

de insuficiéncia cardiaca e para afericdo de eventuais efeitos cardioprotetores de
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novos farmacos, sendo este o propdsito de sua utilizacdo no presente estudo
(SIVESKI-ILISKOVIC; KAUL; SINGAL, 1994).

ILIII Sacubitril:

O sacubitril € um medicamento utilizado mais recentemente no tratamento da
IC e tem acao de bloqueio dos efeitos da neprilisina (NOVARTIS, 1997; SACKS;
JARCHO; CURFMAN, 2014; DOCHERTY et al.,, 2020; VARDENY; MILLER;
SOLOMON, 2014). O sacubitril, para ter essa agao, requer um passo metabdlico no
qual ele é convertido enzimaticamente a sua forma ativa que inibe a neprilisina
(VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014).

A neprilisina € uma enzima, a endopeptidase neutra, que esta envolvida no
metabolismo de varios peptideos vasoativos, como o peptideo natriurético atrial
(PNA), peptideo natriurético do tipo B (PNB), peptideo natriurético do tipo C (PNC),
adrenomedulina, substancia P, bradicinina, angiotensina Il, dentre outros (VARDENY;
MILLER; SOLOMON, 2014). O bloqueio da agao da neprilisina aumenta os niveis
destes peptideos liberados, alguns dos quais possuem propriedades vasodilatadoras
e faciltam a excrecdo renal de sédio (SACKS; JARCHO; CURFMAN, 2014;
DOCHERTY et al., 2020; VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014; DANIELS; MAISEL,
2007; POTTER et al., 2006).

Com o uso do sacubitril verifica-se aumento da vasodilatacdo, natriurese e
diurese, reducao da fibrose e da hipertrofia cardiaca (DOCHERTY et al., 2020). Na
sua acao a neprisilina usa, como substrato, os peptideos natriuréticos, e também
outras substancias citadas acima, as quais sao vasoativas e promovem vasodilatagao
e vasoconstricdo. Os peptideos natriuréticos conhecidos sao os peptideos natriurético
atrial (PNA), peptideo natriurético do tipo B (PNB), ambos com efeitos de
vasodilatagéo, natriurese e diurese, e o peptideo natriurético do tipo C (PNC), o qual
tem efeitos antitrombdético e antifibrético (VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014;
POTTER et al., 2006).

Nos mamiferos sao encontrados trés tipos principais de peptideos natriuréticos,
PNA, PNB e PNC (POTTER et al.,, 2006). Esses peptideos estdo envolvidos na
regulacédo da biologia cardiovascular e renal. O inicio da sintese e liberagao de pré-
pré-horménios natriuréticos acontece devido ao aumento do estresse de estiramento

nas paredes cardiacas em decorréncia do aumento do volume sanguineo ou da
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sobrecarga pressorica intracavitarios (DANIELS; MAISEL, 2007; POTTER et al.,,
2006). A expressao desses peptideos natriuréticos acontece, inicialmente, na sua
forma de pré-pré-horménios e pode ocorrer em diferentes locais, como atrios,
ventriculos e vasos. Posteriormente, estes pré-pro-horménios, sao fragmentados para
formar pré-PNA, pro-PNB e pré-PNC e, apds isso, sofrerdo nova degradacgao para se
tornarem PNA, PNB e PNC ativos (POTTER et al., 2006). O processo de degradagao
do pr6-BNP da origem a forma inativa do pr6-BNP (NT-pr6-BNP) (DANIELS; MAISEL,
2007). O NT-pr6-BNP nao € um substrato para a neprilisina, logo ela ndo é capaz de
degrada-lo (VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014). Este fato tem papel clinico
importante e explica o fato do bloqueio da neprilisina promover elevacédo dos niveis

plasmaticos de BNP mas ndo do NT-pro-BNP.

Il.IV Valsartana:

A valsartana € um medicamento usado no tratamento da hipertens&o arterial e
da IC que atua bloqueando o receptor AT1 da angiotensina Il resultando em
vasodilatagdo (SACKS; JARCHO; CURFMAN, 2014; VARDENY; MILLER;
SOLOMON, 2014). A valsartana também promove vasodilatagdo ao reduzir, de forma
parcial, a atividade do tonus simpatico e a retencao de sédio, e ainda diminui a fibrose
cardiaca e o efeito mitdtico da angiotensina Il. Paralelamente, também aumenta a
diurese (DOCHERTY et al., 2020).

A terapia da IC foi revolucionada quando se iniciou o tratamento com
vasodilatadores periféricos cuja acdo reduz a produgdo de angiotensina Il pelo
bloqueio da enzima de conversdo da angiotensina | em Il (ECA). Os inibidores da
enzima conversora da angiotensina (IECA) trouxeram a luz esse conhecimento
fisiologicamente revolucionario (SACKS; JARCHO; CURFMAN, 2014). Vale destacar
que os estudos iniciais ocorreram na década de 40 com pesquisas inéditas

empregando o veneno de Bothrops jararaca, e foram realizados pelos pesquisadores

brasileiros Mauricio Oscar da Rocha e Silva e Sergio Henrique Ferreira. Em 1965 eles
descreveram um principio ativo que foi chamado de fator potencializador da
bradicinina e que foi apontado como possivel inibidor da ECA. Anos depois foi
sintetizado o primeiro IECA para uso oral, o captopril, usado até os dias atuais
(LAUTNER et al., 2019).
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A IECA tem efeitos pleiotropicos. Além de nao converter a angiotensina | em
I, ela também nao inativa outros peptideos vasodilatadores, dentre eles a bradicinina,
fato que potencializa a resposta vasodilatadora decorrente da reducdo de
angiotensina Il. No inicio dos anos 1990 foi descrito o mecanismo de agao da
angiotensina Il nos receptores tipo 1 e 2, ambos acoplados a proteina G e conhecidos
como AT1 e AT2. O AT1 é o receptor responsavel pela vasoconstricao, hipertensao,
reducdo de fluxo sanguineo renal, retencdo de soédio, aumento da atividade
adrenérgica periférica e sintese e liberagdo de aldosterona (SACKS; JARCHO;
CURFMAN, 2014; SANJULIANI et al., 2011; FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2011). A
ativacdo via receptor AT2 provoca pequeno efeito vasodilatador, inibicdo da
proliferacédo celular e modula a producao de matriz extracelular. A descoberta destes
receptores permitiu a sintese de farmacos bloqueadores de AT1 indicados para o
tratamento da hipertensao arterial e da IC (SANJULIANI et al., 2011; FYHRQUIST;
SAIJONMAA, 2011; LAUTNER et al., 2019).

A cascata classica do SRAA foi assim estabelecida: as células do aparelho
justaglomerular liberam renina para o sangue, local onde ocorre a ligagao da renina
ao angiotensinogénio, convertendo-o em angiotensina |. Estd agcdo ocorre com a
clivagem do grupo amino-terminal da ligagdo entre o 10° e 11° residuos de
aminoacidos — leucina e valina; a angiotensina | € hidrolisada pela ECA com a
remocao de dois aminoacidos (histidina e leucina) ocorrendo a produgdo da
angiotensina Il; a angiotensina Il atua via receptores AT1 e AT2, sendo o primeiro o
mais importante para a manutencdo das fungdes cardiovasculares e renais
(LAUTNER et al., 2019).

Em resumo, a angiotensina Il tem maior afinidade por dois receptores, o AT1
e o AT2, e a ativacao deles promove diferentes agées no organismo. Quando ha
ativacdo do receptor AT1, a resposta é de vasoconstricdo, ativacdo do sistema
nervoso simpatico, aumento da aldosterona, aumento do horménio antidiurético,
aumento da proliferagao celular, aumento da fibrose e do estresse oxidativo. Quando
a interacdo ocorre com o receptor AT2 a acao € de vasodilatacdo, efeito
antiproliferativo, anti-hipertrofico, antitrombético, antiarritmogénico e liberagdo de
oxido nitrico (SANJULIANI et al., 2011; FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2011).

Duas classes de agentes farmacologicos sdo mais utilizadas na inibicdo do

SRAA. Esses agentes tém mecanismos diferentes de inibicdo desse sistema que pode
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se dar pela inibicado da ECA (IECA) ou pelo bloqueio dos receptores AT1 de
angiotensina Il (BRA) (SACKS; JARCHO; CURFMAN, 2014; SANJULIANI et al., 2011;
FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2011). O primeiro atua inibindo a enzima conversora de
segundo atua bloqueando os receptores de angiotensina I, logo havera a conversao
de angiotensina | em angiotensina Il porém ndo ocorrera a interagdo com o0s
receptores AT1.

O tratamento da IC com os BRA nao mostrou ser melhor que o promovido
pelos IECA mas eles tém sido mais usados por conta dos efeitos colaterais mais raros,
como incidéncia mais baixa de tosse e de angioedema (MUSINI; BASSETT, 2012;
VARDENY; SACKS; JARCHO; CURFMAN, 2014; HERAN; MILLER; SOLOMON,
2014).

O risco de tosse e de angioedema causados mais frequentemente pelos IECA
esta relacionado ao aumento da concentracdo da bradicinina que ocorre devido a
inibicdo de proteases que contribuem para a degradagéo desta substancia, sendo elas
a ECA e as aminopeptidases, dentre estas, a neprilisina (VARDENY; MILLER;
SOLOMON, 2014).

IV Sacubitril e Valsartana (ARNI):

Como visto acima, ha beneficios decorrentes do tratamento da IC com a
utilizacao de agentes que bloqueiam o SRAA. Na busca por melhores resultados, os
esforcos foram direcionados para a possibilidade de se combinar a inibicdo da ECA
com a de outras peptidases, dentre elas a neprilisina, numa s6 molécula, num esforgo
que ficou conhecido como estratégia de inibicdo de vasopeptidases (Estratégia NEP)
(CAMPBELL, 2003).

O omapatrilato, um dipeptideo heterociclico mimético, foi o primeiro
representante da classe dos NEP testados clinicamente e trouxe a proposta de se
promover um aumento da vasodilatagdo. Esse medicamento age por meio da inibicdo
da ECA como mecanismo de bloqueio do SRAA, associada a inibigdo da neprilisina,
sendo os dois efeitos disponibilizados em uma sé molécula. Os efeitos hipotensores
foram testados e se mostraram superiores aos conseguidos com os inibidores da ECA
(KOSTIS; PACKER; BLACK, 2004), mas exatamente devido a seus efeitos

potencializados por conta da inibicdo acentuada da enzima conversora de
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angiotensina e da neprilisina, houve grande aumento da bradicinina circulante e, por
conseguinte, aumentaram também os efeitos colaterais (CAMPBELL, 2003).

O conceito por tras do desenvolvimento dos NEP nao foi abandonado e uma
outra tentativa foi de associar um inibidor das endopeptidases com um dos
bloqueadores dos receptores AT1. Agindo dessa forma inibindo apenas uma das vias
de degradagdo da bradicinina (VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014). Nesse
contexto, a combinagao de duas drogas, o sacubitril e a valsartana (ARNI), foi testada
em estudos clinicos para tratamento da IC (COATS, 2002; PACKER et al., 2002).
Nele, o sacubitril funciona bloqueando os efeitos da neprilisina que degrada os
peptideos natriuréticos enquanto a valsartana bloqueia o receptor AT1 (NOVARTIS,
1997; SACKS; JARCHO; CURFMAN, 2014; DOCHERTY et al., 2020; VARDENY;
MILLER; SOLOMON, 2014).

Lu et al. (2018) em estudo experimental, demonstraram que os resultados
terapéuticos obtidos com o sacubitril-valsartana foram favoraveis, quando se
investigou a protecéo do coragéo e do pulmao de ratos com sindrome cardiopulmonar
causado pelo método de constrigdo adrtica transversa. Mostrou-se que o comprimento
do sarcomero e o tamanho da area fibrética, foram menores; ndo houve também
mudanca na expressao de proteinas fibréticas, pré-apoptoticas, marcadores de dano
no DNA, de proteinas indicadoras da sobrecarga de volume e de presséo ventricular
ou de dano micotrondrial, concluindo-se que o tratamento com sacubitril-valsartana
nao foi inferior ao obtido com o enalapril (LU et al., 2018). A Diretriz de Cardio-
oncologia da Sociedade Brasileira de Cardiologia publicada em 2020 recomenda,
como classe lla e nivel de evidéncia B, o uso de inibidores da enzima de converséo
da angiotensina (IECA) ou de bloqueadores dos receptores AT1 ou de bloqueadores
beta-adrenérgicos (HAJJAR et al., 2020).

Um dos aspectos a ser enfocado refere-se a biodisponibilidade do
componente valsartana na combinacdo sacubitril-valsartana. Nela, a valsartana é
entregue em maior quantidade, de 40 a 60% a mais, quando comparado na mesma
proporcédo equimolar ao emprego de valsartana de forma isolada. A justificativa para
isso pode ser encontrada nas diferentes formas quimicas que o composto esta
disponibilizado em cada apresentacao existente. Na combinacgao sacubitril-valsartana
ela estd presente na forma anidnica enquanto em outras a valsartana isolada
encontra-se na forma de acido livre (VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014).
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Os efeitos favoraveis da combinacao sacubitril-valsartana sao evidentes para
pacientes com ICFEr mas (DOCHERTY et al., 2020), quando se trata da ICFEp, estes
efeitos ainda ndo sdo muito claros, existindo a sugestdo de que o subgrupo de
pacientes com FEVE entre 45 a 57% também podem ser beneficiados com o
tratamento (SOLOMON et al., 2019).

Em sintese, a combinagdo de sacubitril-valsartana foi feita seguindo-se a
estratégia de inibicao de vasopeptidases (NEP) e focando a necessidade de se reduzir
o risco de angioedema causado pelos IECA. Para isso foi empregada uma
combinacdo de medicamentos que reduz a agdo sobre vias responsaveis pelo
acumulo da bradicinina (VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014). O bloqueio que a
combinacao de sacubitril-valsartana causa, inibindo simultaneamente a neprilisina e o
eixo do SRAA, resulta também em aumento dos peptideos natriuréticos endégenos
(PN), os quais tém efeito cardioprotetor (NISHIKIMI; MAEDA; MATSUOKA, 2006), e
diminui a agdo da angiotensina Il no receptor AT1, que, ao contrario dos PN, tem
efeitos lesivos ao coragéo e vasos (VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014).

A combinagdo de sacubitril-valsartana, dentro da estratégia NEP, traz como
efeitos clinicos 0 aumento da vasodilatagao periférica, a diminuicao da atividade do
sistema nervoso simpatico e aumento da atividade do parassimpatico, aumento da
diurese e natriurese, diminuicdo da fibrose e da hipertrofia cardiaca, diminuicido do
risco de arritmias e torna mais favoravel o ambiente para a ocorréncia de
remodelamento cardiaco fisiolégico (DOCHERTY et al., 2020). Comegam a emergir
evidéncias de que também ocorra remodelamento cardiaco reverso (KHAN et al.,
2020), o que permite vislumbrar um cenario futuro mais favoravel a tratamentos
regenerativos do coragao insuficiente.

A terapia combinada tem-se mostrado eficaz ao reduzir ébitos e reinternagdes
por ICFEr (MCMURRAY et al., 2014), com repercussao favoravel sobre a qualidade
de vida (KHAN et al., 2020). Além disso ela também parece ser segura e tem uma boa
relacdo custo-beneficio, com um numero necessario de tratamentos (NNT) para se
salvar uma vida estimado em 22 (DOCHERTY et al., 2020; SEHN; MCDONALD;
LINDBLAD, 2014). Além do efeito benéfico na ICFEr, ela também apresenta bons
resultados no tratamento da hipertensao arterial sistémica (VARDENY; MILLER;
SOLOMON, 2014), uma das principais causas de IC (AZAD et al., 2011).
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Il JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO

Mesmo com os recentes avancos da medicina, a insuficiéncia cardiaca
continua a ser uma doenga cada vez mais presente na populacdo. A elevagao da
incidéncia e prevaléncia da doenca associadas com o alto indice de mortes e
incapacidades fisicas tém motivado varios estudos clinicos, alguns deles ja tendo
comprovado a eficacia de varios farmacos que constituem os quatro pilares atuais da
terapéutica da IC (bloqueadores beta-adrenérgicos, IECA ou BRA, inibidores dos
mineralocorticéides e inibidores do cotransportador sédio-glicose 2 (iISGLT2). As ultimas
atualizagdes nas diretrizes de tratamento da IC incorporaram a combinag¢ao do inibidor
da neprilisina com o bloqueador do receptor de angiotensina Il (sacubitril-valsartana)
como terapia inicial ou substituta dos IECA ou BRA em pacientes com ICFEr. Contudo,
ainda faltam evidéncias referentes a essa opcdo terapéutica apds exposicdo a
doxorrubicina. Este estudo se justifica por buscar avaliar as alteragdes funcionais e
estruturais cardiacas apds exposicao a doxorrubicina em ratos Wistar tratados com o

sacubitril-valsartana.

IV HIPOTESE:

A hipétese testada no presente estudo é que o sacubitril-valsartana pode ser
util, melhorando parametros funcionais e estruturais do coragéo alterados apds a

exposicao experimental a doxorrubicina.

V OBJETIVOS:

V.l Objetivo geral:
Caracterizar as alteragdes funcionais e estruturais cardiacas produzidas pelo

sacubitril-valsartana na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos Wistar.
V.Il Objetivos secundarios:

Verificar os efeitos do sacubitril-valsartana em varidveis ecocardiograficas

envolvidas no processo de remodelamento cardiaco.
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VI MATERIAL E METODOS:

VLI Desenho experimental:

Foram utilizados 35 ratos da linhagem Wistar, machos, com peso médio inicial
de 287 gramas, provenientes da Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da UFU. As
condigbes ambientais para todos os grupos foram as mesmas usadas pelos padrées
do REBIR da UFU, no que se refere a temperatura (25°), umidade relativa do ar, nivel
de ruido e luminosidade (ciclo claro/escuro 12h/12h). Os animais foram alimentados
com ragao e agua “ad libitum”. Todos os procedimentos e manejo dos animais do
estudo foram realizados de acordo com os principios éticos para o uso de animais de
laboratério do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
(CONCEA, 2013).

As medidas de normatizacado e execucéo do projeto encontram-se de acordo
com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
da Experimentacdo Animal (CONCEA) O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica
na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), em

reuniao no dia 06 de setembro de 2019 com o numero de protocolo 031/19.

VLII Delineamento Experimental

Os animais foram divididos em cinco grupos assim identificados e compostos:
Controle (C- 5), Doxorrubicina (DX-8), Sacubitril-Valsartana (ARNI-5), Doxorrubicina
e Valsartana (DXVAL-7) e Doxorrubicina/Sacubitril-Valsartana (DXARNI-10.

Todos os procedimentos do desenho experimental estdo demonstrados na

Figura 2.

V.Il Administragao da doxorrubicina:

Os animais dos grupos DX, DXVAL e DXARNI receberam injegbes
intraperitoneais de cloridrato de doxorrubicina (Fauldoxo, Libbs Farmacéutica, Embu,
Sé&o Paulo), trés vezes por semana, ao longo de duas semanas, atingindo-se a dose
cumulativa de 7,5 mg/kg (CAMPOS et al., 2011). Os grupos C e ARNI receberam
volumes iguais de solucdo salina, em procedimento similar ao empregado para os

animais tratados com doxorrubicina.
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V.IIl Administragao do Sacubitril-Valsartana:

Apods duas semanas do final das aplicagbes da doxorrubicina foi iniciado o
tratamento dos grupos ARNI, DXARNI e DXVAL. Os grupos ARNI e DXARNI
receberam a dose de 100 mg/kg/dia de sacubitril-valsartana (YANG et al., 2019), a
mesma foi obtida por meio de comprimidos triturados e diluidos em solugdo aquosa
de amido 1%. A concentragcdo do ARNI na solugao foi de 66,66 mg/ml.

A dose foi administrada diariamente, entre as 13 e 16 horas, durante quatro
semanas, pelo método de gavagem (YANG et al., 2019). Os animais dos grupos C e
DX receberam volume semelhante de solugéo salina no mesmo regime empregado
para os animais tratados com o sacubitril-valsartana. Os animais do grupo DXVAL

receberam dose semelhante de valsartana.

V.IV Administragao de Valsartana:

O tratamento com valsartana foi iniciado no grupo DXVAL apds duas semanas
do final da aplicagao da doxorrubicina, juntamente com o inicio do tratamento dos
grupos DXARNI e ARNI, em dose de 51 mg/kg/dia. A concentragdo do medicamento
na solugao aquosa de amido 1% foi de 53,33 mg/ml, obtida a partir de comprimidos
de 160mg de valsartana. A solugéo foi administrada por gavagem, diariamente, entre

as 13 e 16 horas, durante quatro semanas.

V.V Medidas do peso do animal e calculo da variagcao do peso

corporal, do peso do coragao e indexagao da massa do coragao:

As afericdbes do peso corporal dos animais foram realizadas em balanca de
precisao no inicio e fim do periodo experimental, com resultados expressos em
gramas. A variacao do peso corporal (APC) foi verificada pela diferenca entre os pesos
final e inicial.

A pesagem do coracao foi feita apds a eutanasia, que ocorreu via
exsanguinacao, remoc¢ao do 6rgao, lavagem em solucdo salina e secagem em papel
filtro. Posteriormente o 6rgao foi pesado em balanga de precisdo e os resultados
expressos em gramas. A indexagado da massa do coragédo foi calculada pela razédo
entre o peso total do coracdo e o peso corporal final do animal x 100, com resultados

expressos em %.
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V.VI Ecocardiografia:

Para obtencdo das imagens ecocardiograficas, o0s animais foram
anestesiados com associacdo de Ketamina (Ketamina 10%, Agener Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu, SP, Brasil), na dose de 74 mg/kg, e
Xilazina (Dopaser, Laboratérios Calier, SA, Barcelona, Espanha) na dose de 8 mg/kg,
administrada por via intraperitoneal, permitindo ao animal manter a respiracao
espontanea durante o exame. Apos a anestesia, foi realizada a tricotomia da regiao
anterior do torax.

O ecocardiograma foi realizado utilizando-se equipamento ESAOTE, modelo
MyLab VET 30 Gold, gerando imagens nos modos uni e bidimensional. Foi utilizado
transdutor setorial com frequéncia de 8 Mhz, profundidade de 3,0 cm, e angulo setorial
de 75°. O didmetro do ventriculo esquerdo foi obtido no modo M, em corte transversal
paraesternal direito, no plano das cordoalhas tendineas. A mensuracgao foi feita
durante a diastole (DIVEd) e sistole (DIVES) e utilizada para calculo da fracdo de
encurtamento (FS%) pela formula FS%= [(DIVEd-DIVEs)/DIVEd]X 100. No mesmo
corte foram medidos os volumes diastélico (VFVEd) e sistdlico (VFVEs), pelo método
de Teichholz (HERAN; MUSINI; BASSETT, 2012; SACKS; JARCHO; CURFMAN,
2014). Os valores do VFVEd e VFVEs foram utilizados para calculo do volume ejetado
por sistole (SV). O calculo da fragcao de ejegao do ventriculo esquerdo (FEVE) foi feito
pela formula FEVE= [(VFVEd-VFVEs)/VFVEd]x100. Foram obtidas as espessuras
diastolicas (SIVd) e sistdlicas (SIVs) do septo interventricular e da parede posterior
livre do ventriculo esquerdo (PPVEd, PPVEs).
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Figura 1: llustra a obtencdo dos dados ecocardiograficos pelo modo bi e
unidimensional.

Im: 1/1 01 I ( TPROIETEEDUARDO CABRAL RATO 5G2
Se: 1 \ M RATO RS .JQ EDUARDO CABRAL

J { o
EITERINARIO - UFU

1 Sivd 0.14 cm|
SiVs 0.17 cm
DIVEd 0.59 cm
DIVEs 0.38 cm
PPVEd 0.17 cm
PPVEs 0.17 cm
VDF(Teich) 0.48 ml
VSF(Teich) 0.13 ml
FE(Teich) 71.71 %
SV(Teich) 0.34 ml

%DeltaD 35.94 %

10/03/2020 15:36:58

Fonte: CABRAL, 2021. (SIVd) Septo interventricular na diastole; (SIVs) Septo interventricular
na sistole; (DIVEd) Diametro interno do ventriculo esquerdo na diastole; (DIVEs) Diametro
interno do ventriculo esquerdo na sistole; (PPVEd) Parede posterior livre do ventriculo
esquerdo na diastole; (PPVEs) Parede posterior livre do ventriculo esquerdo na sistole; VDF
(Volume diastélico final); VSF (Volume sistdlico final); FE (Fragdo de ejegao); SV ( Volume
ejetado por sistole); %Delta D (Fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo).
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Figura 2: Desenho experimental.

. . c
5 animais Tratamento com
Aplicacdo de solugdo salina Solugdo salina
Grupo ARNI \- [0x |
5 animais ARNI
Desenvolvimento da Ecocardiograma e
35 ratos Grupo DX cardiotoxicidade Tratamento com -DXVAL eutandsia
8 animais Valsartana
Grupo DXVAL -
imai ARNI
7 animais Aplicacio de Doxorrubicina Trata'_-ne,?m com e
assosiacdo de Sacubitril
Grupo DXARNI e Valsartana
10 animais DXARNI DXARNI
| | | | |
Semana 0 Semanas 1e 2 Semanas 3 e 4 Semanas 5,6,7e 8 Semana 9

Fonte: CABRAL, 2021. (C) Controle; (ARNI) Sacubitril-Valsartana; (DX) Doxorrubicina; (DXVAL) Doxorrubicina e Valsartana; (DXARNI)
Doxorrubicina e Sacubitril-Valsartana.
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V.VIIl Delineamento estatistico:

A estatistica descritiva foi utilizada para organizar, resumir e apresentar os
dados, na forma de tabelas.

Os dados obtidos foram analisados preliminarmente pelo teste de Shapiro-Wilk
quanto a normalidade da distribuicdo. Quando o resultado indicou que os dados
apresentavam distribuicdo normal, foram apresentadas em média e desvio padrao
como medida de tendéncia central e dispersdo, respectivamente. Para os dados
considerados normais utilizou-se a analise de variancia de uma via com pés-teste de
Tukey, na comparacgao entre 0s grupos.

Para os dados que ndo apresentaram a normalidade da distribuicdo, foi
utilizado a mediana e quartil e percentil (P25-75) como medida de tendéncia central e
dispersao, respectivamente. E para comparacao foi usado o teste de Kruskal-Wallis,
ele foi utilizado para analise da massa do coracao indexada ao peso corporal.

O nivel de significancia no presente estudo foi de P<0,05.

VI RESULTADOS:

VI.I Aspecto e comportamento geral dos animais durante o

experimento:

Nos 35 animais pertencentes aos diversos grupos nao houve perda amostral
durante as oito semanas do protocolo. Finalizado o periodo experimental, foi realizado
0 ecocardiograma e, a seguir, a eutanasia dos animais. Dois animais morreram
durante o processo de imobilizagao quimica para a realizagdo do ecocardiograma, um
antes e o0 outro apods a realizacdo do exame; estes animais pertenciam ao grupo
DXARNI. Durante o estudo foi constatado que alguns animais mostraram reducéao da
atividade habitual (DX, DXVAL e DXARNI), queda dos pelos e pequenas lesbes

abdominais (DXVAL e DX); alguns tiveram sangramento nas narinas (DXARNI).

VLIl Peso corporal final:

A pesagem corporal foi feita em todos os animais no final das oito semanas do
protocolo experimental e comparadas pela analise de variancia entre os grupos. Estes

dados estao demonstrados na Tabela 1.
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Os grupos C e DXVAL apresentaram as maiores e menores medias de pesos
ao final do experimento, com média de 415,90 g e 374,18 g, respectivamente.

A comparagao estatistica mostrou ser diferente (P=0,01) e que a média do peso
corporal final foi menor nos grupos ARNI, DX, DXVAL E DXARNI, quando comparados
ao grupo C.

Percentualmente, os grupos DX e DXARNI, apresentaram redugdo do peso
final de 1,69% e 9,64%, respectivamente, em relagdo ao grupo C. O grupo DXARNI

apresentou peso final 8,09% menor do que o grupo DX.

VLIl Variagao do peso corporal:

As aferi¢des do peso corporal (PC) foram feitas em todos os animais de cada
grupo no inicio e fim do estudo e as médias foram comparadas. O ganho de peso
ocorreu em todos os grupos e a variagao do peso corporal (APC) foi calculada.

Estes dados estdo demonstrados na Tabela 1.

O grupo C foi o grupo que apresentou a maior média de ganho de PC (128,08
g); o grupo DXARNI teve a menor média no incremento (90,34 g).

A analise de variancia mostrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,00)
com menor acréscimo de peso nos grupos DXVAL e DXARNI em comparagdo com o
C. O grupo DXARNI apresentou menor peso do que o DX.

Em termos percentuais, o grupo DX teve reducao de 9,46% do PC em relagéo
ao grupo C; no grupo DXARNI, o PC foi 29,47% menor em relagéo ao grupo C e
22,09% menor do que o grupo DX.

VLIV Peso e Massa Indexada do Coragao:

A pesagem do coracgéo foi feita apds a eutanasia, remogao do 6rgao, lavagem
em solugao salina e secagem em papel de filtro. Posteriormente o 6rgao foi pesado
em balanca de precisao. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 1.

O grupo C apresentou maior média do peso do coragao (2,92 g) e o grupo
DXARNI a menor média (2,11 g).

A comparagao estatistica mostrou diferengas significativas (P=0,00) no peso do
coragao dos grupos com ARNI em comparacgao ao C. Os grupos que receberam ARNI
apresentaram 0s menores pesos, principalmente quando ele foi associado a
doxorrubicina. No grupo DXVAL o peso do coragao foi semelhante a todos os outros

26



grupos. Sem levar em conta o teste estatistico, em ordem numérica crescente os
pesos nos grupos foram: DXARNI < ARNI < DXVAL < DX < C.

Em termos percentuais, na comparag¢ao com o C, o DX teve a média do peso
do coragao 1,71% menor, o grupo DXARNI 27,74% menor. No DXARNI o peso do
coragao foi 26,48% menor do que no grupo DX.

A aplicagao do coeficiente de correlagao de Pearson detectou associagao linear
de intensidade moderada (P=0,01 e R=0,41) entre o peso corporal final do rato e o
peso do coragado em todos 0s grupos.

A massa indexada do coragcdo mostrou tendéncia de queda nos grupos que

receberam ARNI, porém sem atingir significancia estatistica (P=0,08).
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Tabela 1: Valores da média do peso corporal dos animais nos grupos no inicio e fim do protocolo e variagao do peso corporal durante
esse periodo, com comparagao entre as médias dos pesos dos grupos por meio da analise de variancia, valores da média do peso
do coragdo dos animais nos grupos apos tratamento e comparagdo das medianas dos pesos indexados dos ratos, pelo teste de
Kruskall-Wallis.

Grupo Animais Média do peso corporal do grupo (g) e Erro desvio Média do P25 -75 Mediana P valor
or peso do massa indexada do peso das
P coragao (g) indexado Medianas
grupo (%) do peso
indexado
Inicial Final Variagao P 25 P75 0,08
C 5 287,82 11,01 41590 13,50 128,082> 4,68 2,922 0,08 0.0068 0.0073 0,69
ARNI 5 290,02 10,57 397,08 31,38 107,06 22,09 2462 0,19 0.0061 0.0062 0,62
DX 7 29291 16,86 408,87° 27,04 11596° 21,58 2,87°¢ 0,19 0.0068 0.0071 0,70
DXVAL 7 280,49 25,01 374,182 22,20 93,702 2445 269 0,08 0.0069 0.0076 0,73

DXARNI 7 285,45 20,70 375,792b 23,58 90,34P¢ 10,84 2,11%¢ 1,12 0.0065 0.0071 0,68

Fonte: CABRAL, 2021.. Letras iguais indicam os pares que s&o diferentes dentro da mesma variavel para p<0,05. (a), (b) e (c). (C) Controle;
(ARNI) Sacubitril/Valsartana; (DX) Doxorrubicina; (DXVAL) Doxorrubicina e Valsartana; (DXARNI) Doxorrubicina e iSacubitril/Valsartana. O valor
da média do peso corporal dos grupos esta descrito em gramas (g). A variagédo € o valor da diferenga do peso corporal entre o peso corporal
final menos o peso corporal inicial dos animais. O valor médio do peso do coragéo dos grupos esta descrito em gramas (g). A massa indexada
do coragao foi obtida pela razdo entre o peso do coragdo e o peso corporal final x 100, com resultados expressos em % e a mediana P25 — 75
foi usada como medida de dispersdo amostral. P valor das Medianas foi obtido apos a realizagdo do teste de Kruskall-Wallis sobre os valores
das medianas da massa indexada do coragao, foi considerado o valor de p<0,05 para diferencga estatisticamente significante.
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V.V Septo interventricular (SIV):

A medida do septo interventricular foi feita pela ecocardiografia em imagens
obtidas em dois momentos do ciclo cardiaco correspondentes a diastole e a sistole.
Essas medidas foram feitas em todos os animais dos grupos e suas medias foram
comparadas pela analise de variancia. Estes dados estdo demonstrados na Tabela 2.

Nos valores médios da espessura do septo interventricular durante a diastole
(SIVd), houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos: DX x ARNI,
sendo nestes, respectivamente, a maior e a menor medida obtida nos diversos grupos.
Os demais grupos nao apresentaram diferengas estatisticas.

Quanto aos resultados percentuais, o grupo DX teve a média do SIVd 16,67%
maior em relagéo ao grupo C, o grupo DXARNI foi 16,67% menor que o grupo DX e
igual ao grupo C.

Os valores médios da espessura do septo interventricular durante a sistole SIVs

nao foram estatisticamente diferentes entre os grupos.

V.VI Parede posterior livre do ventriculo esquerdo (PPVE):

A medida da parede posterior do ventriculo esquerdo foi feita em dois
momentos correspondentes a diastole e a sistole. Essas medidas foram feitas em
todos os animais e calculada a média de cada grupo. Estes dados estdo
demonstrados na Tabela 2.

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos. Em termos descritivos, o
DXARNI e o ARNI apresentaram as maiores e menores medias nas espessuras
diastolicas (PPVEd) da parede posterior, com 0,16 cm e 0,13 cm, respectivamente. O
grupo DX e o DXARNI tiveram média da PPVEd 7,14% e 14,29% maior em relagao
ao grupo C, respectivamente, e a do grupo DXARNI foi 6,67% maior que o do DX.

Também nao houve diferenca estatistica quanto as medias da espessura da
parede posterior medida na sistole (PPVEs), sendo o maiore valore médio encontrado
no grupo C (0,19 cm). A analise mostrou que a média da PPVEs foi numericamente
menor nos grupos ARNI, DX, DXVAL e DXARNI, quando comparados ao grupo C. Em
valores percentuais, os grupos DX e DXARNI tiveram a média da PPVEs 5,26% menor

em relagéo ao grupo C.
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V.VII Diametro Interno do Ventriculo Esquerdo (DIVE):

O diametro interno do ventriculo esquerdo foi mensurado em dois momentos
correspondentes a diastole e a sistole. Essas medidas foram feitas em todos os
animais e com elas foi calculada a média de cada grupo e os dados estdo
demonstrados na Tabela 2.

Na comparagao dos valores do didmetro interno do ventriculo esquerdo durante
a diastole (DIVEd) a analise de variancia mostrou diferenga estatisticamente
significativa (P=0,03) apenas entre os grupos DX x C, sendo que estes grupos
apresentaram, respectivamente, a menor e a maior média do DIVEd.

A comparagao entre os grupos também mostrou que ndo houve diferenca
significativa quando o ARNI ou a valsartana foram adicionados a doxorrubicina.

Percentualmente, ao comparar o grupo DX ao grupo C, a média do DIVEAd foi
15,28% menor. O grupo DXARNI 11,11% menor em relagao ao grupo C e 4,91% maior
que o grupo DX.

O didmetro interno do ventriculo esquerdo na sistole (DIVEs) ndo apresentou
diferenca estatistica entre as medias dos grupos. Houve tendéncia a diminuigao no
grupo DX em relagao ao C (P=0,06). O grupo C foi o que apresentou a maior média
do DIVEs (0,50 cm), e o grupo DX a menor delas (0,42 cm).

As médias do DIVEs foram menores nos grupos ARNI, DXARNI, DX e DXVAL,
quando comparados ao grupo C. A comparagéao entre os grupos DX x C mostrou que
a média do primeiro grupo foi 16% menor que o C; o grupo DXARNI 10% menor em

relagéo ao grupo C e 7,14% maior que o grupo DX.

V.VIIl Volume Final do Ventriculo Esquerdo Diastoélico (VFVEd):

O volume diastdlico final foi medido em mililitros. As medidas foram feitas em
todos os animais e a partir delas foi calculada a média de cada grupo. Estes valores
foram obtidos através da ecocardiografia pelo método de Teichholz. Os resultados
foram utilizados para a analise de variancia entre os grupos. Os resultados estao
demonstrados na Tabela 2.

Para os valores do VFVEd, a analise de variancia mostrou diferenca
estatisticamente significativa (P=0,02) entre os grupos DX x C e DXARNI x C, com os

grupos que receberam doxorrubicina apresentando redugéo do volume. O maior valor
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médio dos grupos para o volume diastdlico final foi do grupo C com 0,85 ml e o0 menor
foi do grupo DX com 0,55ml.
A comparagdo mostrou que o VFVEd foi também menor nos grupos ARNI e
DXVAL, quando comparados ao grupo C, porém sem atingir significancia estatistica.
Ao comparar o grupo DX ao C, a média do VFVEd foi 35,29% menor no primeiro
grupo; no grupo DXARNI o volume foi 28,24% menor em relagao grupo C e 10,91%

maior do que no grupo DX.

V.IX Volume Final do Ventriculo Esquerdo Sistélico (VFVEs):

O volume sistdlico final foi medido em mililitros. As medidas foram feitas em
todos os animais e a partir delas foi calculada a média de cada grupo. Estes valores
foram obtidos através da ecocardiografia pelo método de Teichholz. Os resultados
foram utilizados para a analise de varidncia entre os grupos. Os resultados estéao
demonstrados na Tabela 2.

No VFVEs, houve diferenga estatisticamente significativa (P=0,04) entre os
grupos C x DX, com o maior valor médio do grupo C com 0,30 ml e o menor valor
encontrado no grupo DX com 0,18 ml.

Os grupos ARNI, DXARNI e DXVAL nao diferiram dos demais grupos.

Percentualmente, o grupo DX teve a média do VFVEs 40% menor, em relagéo
ao grupo C; no grupo DXARNI o volume foi 26,67% menor em relagéo ao C e 22,22%

maior em relagcéo ao grupo DX.

V.X Fragao de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE):

A fragéo de ejegao do ventriculo esquerdo foi obtida através da ecocardiografia
pela formula, FEVE= [(VFVEd-VFVEs)/VFVEd]x100. As medidas foram feitas em
todos os animais e a partir delas foi calculada a média de cada grupo. O valor médio
de cada grupo foi utilizado para a analise de variancia entre os grupos. Os dados estao
demonstrados na Tabela 2.

Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Em
percentagem, a maior FEVE foi medida no grupo ARNI (66,51%) e a menor no grupo
DXVAL (60,72%).
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Também em percentagem, a comparagao ao final do experimento indica
menores valores de FEVE nos grupos DXARNI e DXVAL e maiores nos grupos ARNI
e DX, quando comparados ao grupo C.

As diferengas percentuais encontradas indicam que, no grupo DX, a FEVE foi
1,33% maior em relagdo ao grupo C; no grupo DXARNI 1,96% menor em relagao

grupo C e 3,24% menor do que no grupo DX.

V.XI Volume ejetado por sistole (SV):

O volume de sangue ejetado por sistole (stroke volume) foi obtido através da
ecocardiografia. Essas medidas foram feitas em todos os animais e com elas foi
calculada a média de cada grupo. O valor médio de cada grupo foi utilizado para a
analise de variancia entre os grupos. Os dados estdo demonstrados na Tabela 2.

N&o houve diferenga estatistica entre os grupos, apenas tendéncia de diferenga
(P=0,06). A maior média de volume de sangue ejetado por sistole foi encontrada no
grupo C (0,55ml) e a menor no grupo DX (0,37ml).

Apesar de nao ter atingido nivel de significancia estatistica, a comparagéao ao
final do experimento mostrou que o SV foi menor nos grupos ARNI, DX, DXVAL e
DXARNI, quando comparados ao grupo C.

Percentualmente, o grupo DX apresentou SV 32,73% menor em relagéo ao
grupo C, o grupo DXARNI 30,91% menor em relagao grupo C e 2,70% maior que o
grupo DX.

V.XIl Fragao de encurtamento sistélico ventricular (FS%):

A fracdo de encurtamento sistdlico ventricular foi obtida através da
ecocardiografia aplicando-se a formula FS%= [(DIVEd-DIVEs)/DIVEd] x 100. Essas
medidas foram feitas em todos os animais e através delas foi calculada a média de
cada grupo. O valor médio de cada grupo foi utilizado para a analise de variancia entre
0s grupos. Esse valor corresponde a um percentual (%) da alteragdo do didmetro do
ventriculo esquerdo durante seu encurtamento. Os dados estdo demonstrados na
Tabela 2.

N&o houve diferenga estatistica entre os grupos. A maior fragdo de
encurtamento sistélico ventricular foi a do grupo ARNI (32,84%) e a menor a do grupo
DXVAL (28,49%).
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A comparagao ao final do experimento mostrou que a média da FS% foi
numericamente menor nos grupos DXVAL e DXARNI e maior nos grupos ARNI e DX,
quando comparados ao grupo C.

Ao comparar, percentualmente, os grupos, percebe-se que o grupo DX teve a
média da FS% 1,37% maior em relagao ao grupo C, o grupo DXARNI 3,15% menor

em relagéo grupo C e 4,46% menor que o grupo DX.
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Tabela 2: Valores médios dos grupos nos parametros gerais ecocardiograficos apos
o tratamento, com comparagao entre as médias dos grupos por meio da analise de
variancia.

Grupos
C ARNI DX DXVAL DXARNI

Animais 5 5 7 7 7

Média Dligzo Média D]igl(zo Média D]Zi/(;o Média D]zgl(zo Média D]zgzo Varljor
SIVdiast. o 0.01 0.11* 002 014 002 0.3 001 012 002 004
SIV sist. 0.16 0.02 0.14 002 0.6 003 0.5 002 0I5 002 074
DIVEdiast. 752 0,04 0.64 002 061*° 006 064 007 064 005 003
DIVEsist. 50 0.04 043 005 042 004 046 004 045 005  0.06
PPVE diast. 14 0.02 0.13 001 0.5 002 0.5 002 016 002 026
PPVEsist. 19 0.03 0.18 002 0.8 004 0.8 002 0.8 003 082
VFVEdiast. g gseo 011 0.60 005 055 0.6 063 021 061*° 013 002
VEVEsist. 0302 0.06 020 006 0.8 005 024 006 022 007 004
FEVE 6489  6.18 66.51 1047 6575 652 60.72 7.9 63.62 653  0.65
sV 0.55 0.10 040 008 037 012 039 016 038 007 006
FS% 3138 425 3284  8.09 3181 4.66 2849 4.65 3039 458  0.64

Fonte: CABRAL, 2021.. Letras iguais indicam os pares que sao diferentes para P<0,05. (a) e
(b). As siglas dos grupos sao referentes a: (C) Controle; (ARNI) Sacubitril-Valsartana; (DX)
Doxorrubicina; (DXVAL) Doxorrubicina e Valsartana; (DXARNI) Doxorrubicina e Sacubitril-
Valsartana. Para as siglas das variaveis analisadas: (SIV) Didmetro do Septo interventricular;
(PPVE) Diametro da parede posterior do ventriculo esquerdo; (DIVE) Didmetro interno do
ventriculo esquerdo, (VF) Volume final; (FEVE) Frag&o de ejegao do ventriculo esquerdo; (SV)
(Stroke volume), volume sistolico ejetado por batimento; (FS%) Fracdo de encurtamento
sistolico ventricular; (Diast.) Diastole; (Sist.) Sistole. O valor médio das medidas dos grupos
esta descrito em centimetros para SIV, PPVE e DIVE, em mililitros para VF e SV e em
percentual para FEVE e FS.
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VII DISCUSSAO:

As alteragcbes cardiacas estudadas neste modelo experimental foram
desencadeadas a partir da aplicagcdo do modelo de cardiotoxicidade induzida por
doxorrubicina ja validado na literatura (SIVESKI-ILISKOVIC; KAUL; SINGAL, 1994). A
cardiotoxicidade neste modelo experimental € tempo-dependente e dose-dependente
(BOCCHI et al.,, 2009). O desenho experimental utilizou seis aplicacbes
intraperitoneais da doxorrubicina, em dias alternados, durante duas semanas,
atingindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg, e tem sido utilizado em diversos estudos
conduzidos em nosso laboratorio (CAMPOS et al., 2011; SOUZA et al., 2014). Neste
modelo, a cardiotoxicidade, uma vez desencadeada, tem carater progressivo,? assim
causando remodelamento patolégico do coragédo e acumulo de metabdlitos téxicos no
miocardio (SOUZA et al., 2014), os quais aumentam as espécies reativas de oxigénio
e o estresse oxidativo, provocando desbalanceamento da homeostase do calcio,
disfungéo mitocondrial, degradagéo de proteinas e necroapoptose celular (MINOTTI
et al., 2004; SINGAL et al., 2000).

Os efeitos téxicos da doxorrubicina sao sistémicos e podem ser qualificados e
quantificados observando-se o0 aspecto e comportamento dos animais e de variaveis
como o peso corporal.

A toxicidade sistémica pode ser observada nitidamente nos animais que
receberam o quimioterapico, conforme descrito anteriormente. Apesar dos sinais de
toxicidade, o indice de mortalidade foi muito baixo e as duas mortes que ocorreram
em animais do grupo DXARNI foram devidas a complicagdes anestésicas por ocasiao
da realizagdo do ecocardiograma ja no final do periodo experimental. Os animais
morreram durante o processo de imobilizacdo quimica para a realizacdo do
ecocardiograma, um antes e o outro apds a realizagédo do exame.

Durante o estudo observou-se que alguns animais dos grupos DX, DXVAL e
DXARNI apresentaram reducio da atividade habitual, queda dos pelos e pequenas
lesdes da parede abdominal (DXVAL e DX); alguns deles apresentaram sangramento
nas narinas (DXARNI).

Todos os animais ganharam peso corporal ao longo do experimento, mesmo
aqueles com manifestagcdes de toxicidade a doxorrubicina, o que significa boas

condicdes sanitarias dos grupos experimentais considerando que 0s animais tiveram
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livre acesso ao alimento. E necessario assinalar que o ganho ponderal foi menor na
presenca de doxorrubicina independentemente da medicacdo empregada. Isto
significa que a toxicidade sistémica pode ter reduzido a ingestdo alimentar ou a
absorcdo intestinal de nutrientes e que estes efeitos ndao foram modificados pelos
tratamentos instituidos. Apenas o grupo DXARNI mostrou a variagao do peso corporal
final estatisticamente menor do que o DX e isto pode estar ligado a modificagbes da
gquantidade dos liquidos corporais. Uma hipétese para explicar este achado € que,
com o aumento plasmatico dos peptideos natriuréticos na presenca do ARNI possa
ter ocorrido aumento da natriurese resultando em redugéo de liquido corporal e do
peso corporal final. Infelizmente nosso desenho experimental ndo contemplou
aspectos que pudessem garantir o controle rigoroso da ingestdo alimentar ou das
variagdes nos estoques de liquidos corporais € novos estudos devem ser feitos para
tentar responder estas questdes.

Ainda em relacdo a aspectos ponderais, nota-se que a redugido do peso do
coragao ¢ significativa (P=0,00) nos grupos ARNI e DXARNI em comparagéo ao C.
Quando comparado com o grupo DX, o DXARNI mostra redugao do peso do coragao
enquanto o DXVAL nao foi estatisticamente diferente do DX, o que indica a importante
influéncia dos efeitos do bloqueio da neprilisina num aspecto importante da
remodelagéo cardiaca. A hipétese destes resultados estarem ligados principalmente
a acao da antirremodelacao dos peptideos natriuréticos vasoativos é reforcada pela
auséncia deste padrdo de resposta a valsartana isoladamente. A acdo anti-
remodelacdo pode estar ligada a modulagao favoravel de processos inerentes ao
metabolismo das células que compdem a estrutura do coracdo e producido e
reabsor¢ao da matriz de colageno e das respostas inflamatérias decorrentes da
cardiotoxicidade (RESENDE; FIGUEIREDO; KASINSKI, 1987). Este efeito de
remodelacdo reversa também deve estar ligado a aspectos hemodinamicos e a
melhora da sobrecarga cardiaca em resposta ao aumento da vasodilatacdo e da
diurese com incremento da natriurese (POTTER; ABBEY-HOSCH; DICKEY, 2006;
VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014; DOCHERTY et al., 2020). Quando
adicionamos a esta analise a comparacdo da massa do coracio indexada ao peso
corporal ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre os grupos (P=0,08)

embora tenha havido uma forte tendéncia a redugao apenas no DXARNI.
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Um comentario adicional deve ser feito. Quando observados em conjunto os
grupos de tratamento, apenas o DXARNI mostrou diferenga estatisticamente
significativa quando comparado com o grupo DX para as trés varidaveis de peso
analisadas (peso corporal final, variagado do peso, entre o inicio e fim do experimento,
e peso do coragao).

O grau de cardiotoxicidade e a sua duragdo produzem remodelagao cardiaca
(VARDENY; MILLER; SOLOMON, 2014; DOCHERTY et al.,, 2020), estas com
repercussdées hemodindmicas mais ou menos acentuadas que ocorrem de
conformidade com o desbalanceamento entre o grau de fibrose intersticial e de
hipertrofia produzida nos cardiomiécitos. A remodelagcao consiste na mudancga na
espessura das paredes, na geometria das cavidades cardiacas e na sua fungao
mecanica. O conjunto de hipertrofia e dilatagdo definem a remodelacédo que pode ser
concéntrica ou excéntrica, respectivamente, dependendo da predominancia de um ou
de outro aspecto.

As alteragbes e o grau de remodelagdo cardiaca no modelo utilizado no
presente estudo tem sido descrito como sendo indutor de cardiopatia dilatada
cursando com grande comprometimento estrutural (SIMOES et al., 2018). Parece
certo, portanto, que o grau de acometimento do coragdo pela administracdo de
doxorrubicina, além de ser cumulativo e tempo-dependente, também ¢é dose-
dependente e doses maiores podem provocar comportamento patolégico diferente
variando desde um comprometimento funcional leve, com FEVEp ou FEVEIr, até
situacbes extremas de grave comprometimento da fungao ventricular com reducao
expressiva da FEVE (CAMPOS et al., 2011).

As medidas diastdlicas obtidas com o ecocardiograma do ventriculo esquerdo
e correspondentes ao SIVd, PPVEd, DIVEd e VFVEd apresentaram comportamento
diferente entre si. Constatou-se que o grupo que recebeu doxorrubicina, isoladamente
tém a espessura do SIV maior em relagdo ao grupo ARNI indicando um padréo de
relaxamento comprometido e/ou alguma alteragao tecidual adicional, proveniente de
uma possivel remodelacdao cardiaca. Embora nado tenha sido verificada diferenga
estatisticamente significativa em relacdo ao controle, o emprego do ARNI
isoladamente diminuiu a espessura septal em relacdo ao DX. Esta alteracdo septal
pode ser explicada pela disfuncdo que a cardiotoxicidade causa e que pode ocorrer

em situacbes de edema intersticial e fibrose cardiaca, ou ainda, pela perda ou
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desorganizagado das miofibrilas, altera¢gdes no metabolismo do célcio e degeneragao
do miocardio (METTLER; YOUNG; WARD, 1977; CAMPOS et al., 2011). Como néo
houve diferenga estatisticamente significativa do grupo DXARNI em relagédo ao
controle, parece possivel que tenha havido um efeito protetor do ARNI. Nao foram
encontrados relatos semelhantes na literatura alcancada, fato que indica a
necessidade de outros estudos para se verificar como este efeito € produzido pelo
medicamento.

Nao foram observadas alteragdes septais na sistole reforcando nossa tese de
que o envolvimento do coragdo em resposta a doxorrubicina é predominantemente
diastélico, quando as condi¢cbes experimentais utilizadas sdo semelhantes as nossas
quanto ao modelo experimental com ratos Wistar, a dose de doxorrubicina e o tempo
decorrido para a observagao ecocardiografica. As alteragdes diastolicas parecem
acometer o coragao de forma diferente conforme o segmento da parede ventricular
esquerda observado, pois nada foi encontrado no que diz respeito a espessura da
parede posterior. Embora a explicagcéo para tal fato ainda nao esteja clara, este padrao
de resposta ndo é inédito, por exemplo, na cardiopatia chagasica crénica que
apresenta areas hipertréficas intercaladas com areas de adelgagamento em diferentes
segmentos do ventriculo esquerdo (SIMOES et al., 2018).

As andlises relativas ao didmetro transversal do ventriculo esquerdo no grupo
DX nao mostram dilatacdo diastélica, o que caracterizaria o modelo de cardiopatia
dilatada. O volume final diastélico do ventriculo esquerdo também n&o é aumentado
no grupo DX. Estes parametros que identificariam a cardiopatia dilatada também nao
sao acompanhados de dilatacao sistélica mostrando, mais uma vez, a inexisténcia de
reducao do volume ejetado e, por consequéncia, da fragdo de ejecado do ventriculo
esquerdo. A auséncia de alteragbes da FEVE, do volume ejetado por batimento do
ventriculo esquerdo (SV) e da fragdo de estiramento do ventriculo esquerdo (FS%)
em qualquer dos grupos comprova esta afirmacgao. Ainda mais, o volume final sistélico
€ menor no grupo DX em relagao ao controle denotando melhor desempenho sistélico
do ventriculo esquerdo.

Uma observagédo a mais nos mostra que o grupo DXARNI apresenta volume
final diastolico do ventriculo esquerdo ainda menor do que o grupo C indicando o
estabelecimento da disfungdo diastdlica e um remodelamento ventricular reverso

incipiente.
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Varios aspectos podem estar envolvidos na disfungao cardiaca que se instalou
e muitos deles ainda ndo sdo bem conhecidos. E provavel que, com a dose de
doxorrubicina utilizada e no tempo de evolugcdo em que ocorreram as observagdes no
nosso estudo, as limitagcdes de movimentos no sarcémero decorrentes de alteragdes
no metabolismo do calcio e consequente prejuizo ao deslizamento de seus filamentos
e a redugao do movimento diastdélico estejam envolvidas nos resultados encontrados
(HASENFUSS, 1998; HAMDANI et al., 2008). A perda parcial da complacéncia
ventricular produzida pela fibrose e pelo edema intersticial inflamatério podem também
ser determinantes na disfuncao cardiaca (SUTHAHAR et al., 2020). A investigacao de
tais possibilidades nao fizeram parte do nosso protocolo experimental e deverao ser
enfocadas em futuros estudos.

A reducao do espaco interno da cavidade ventricular durante a diastole também
ocorreu com a doxorrubicina, o que teve como produto a reducdo do VFVEd. Neste
cenario, as modificacbes produzidas nos grupos de tratamento DXVAL e DXARNI
tornam-se ainda mais relevantes ao mostrarem discreto aumento do DIVEd em
relagéo ao grupo DX. Esse resultado pode ser observado no aumento dos valores do
VFVEd, que nos grupos de tratamento tiveram volumes maiores quando comparados
ao grupo DX, porém sem diferencga significativa.

A vasodilatacao produzida pelo bloqueio dos receptores AT1 pela valsartana e
potencializada pelos inibidores da neprilisina pode melhorar a FEVE, o que ocorre por
meio da diminuicdo do edema intersticial, da morte celular, da fibrose muscular, do
estresse oxidativo e da reducao da resisténcia periférica (LU et al., 2018; YANG et al.,
2019). Em nosso modelo experimental ndo ocorreram diferengas significativas na
fracdo de ejecao e os resultados sobre a FEVE e a FS% obtidos nos grupos DXVAL
e DXARNI nao foram estatisticamente diferentes dos demais grupos de estudo.

Ao comparar as variaveis relacionadas a sistole ventricular, ndo foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas entre as medidas obtidas do
SIVs, PPVEs e DIVEs. Os valores das medidas do SIVs foram muito préximos nos
diversos grupos. Os grupos C e DX se mantiveram semelhantes e os grupos com as
medicacoes de tratamento tiveram apenas uma leve diminui¢ao das espessuras. Uma
hipétese é que esse achado possa ter acontecido devido a diminuicdo no edema

intersticial causado pela doxorrubicina e melhorado pelos medicamentos utilizados no
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estudo (LU et al., 2018; YANG et al., 2019), visto que os valores da FS%, SIVs e
PPVEs foram préximos nos grupos estudados.

Uma classificagéo atual da IC leva em conta a medida do valor percentual da
fragao de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE). Em humanos, para valores iguais ou
maiores que 50% a IC, se presente, & classificada como tendo fragdo de ejecéo
preservada (ICFEp) (LU et al., 2018; ROHDE et al., 2018). A aplicagcdo dessa
classificacdo em ratos Wistar ainda precisa ser padronizada. Mesmo na auséncia de
tal padronizagcdo, com a dose de doxorrubicina utilizada neste estudo, a
cardiotoxicidade teve como caracteristica a preservacdo da FEVE e os valores de
todos os grupos foram maiores que 60%. Nao existiram diferencas estatisticas entre
o percentual da FEVE nem da fragdo de encurtamento sistolico ventricular (FS%) e
nem houve tendéncia nitida de tais alteragdes entre os valores encontrados nos
diferentes grupos. Esses fatos reforcam nossa afirmagao que ratos Wistar expostos a
dose cumulativa de 7,5 mg/kg de peso corporal de doxorrubicina e avaliados duas
semanas apos o encerramento da administracdo do quimioterapico tém FEVE
preservada.

Contrariamente aos nossos achados, alguns estudos anteriores também em
ratos Wistar mostraram leve reducao da FEVE e da FS%, quando a cardiotoxicidade
pela doxorrubicina foi induzida em protocolos semelhantes ao nosso. Porém, mesmo
diminuidos em relagdo ao controle, ainda assim os animais mantiveram valores de
FEVE que poderia ser considerada como preservada (FYHRQUIST; SAIJONMAA,
2008; VOLKOVA; RUSSELL, 2011; CAMPOS et al., 2011). Sabe-se que os efeitos
qgue levam a essa diminuicao da FEVE sao dose-dependentes (VOLKOVA; RUSSELL,
2011). Tais achados nao foram obtidos nesse estudo no qual a média da FEVE
encontrada no grupo DX (65,75%) foi mais elevada embora sem atingir nivel de
significancia estatistica em relacdo aos demais grupos experimentais. Tal achado nao
permite afirmar que nao tenha havido cardiotoxicidade devida a doxorrubicina uma
vez que isso pode ser observado em outros efeitos detectados no ecocardiograma
dos grupos que receberam o quimioterapico. Persiste aqui a nossa observacao que,
provavelmente, a cardiotoxicidade em ratos Wistar produzida pela dose cumulativa
utilizada no presente estudo (atingindo-se 7,5 mg/kg em administragcdes de doses
fracionadas administradas via intraperitoneal trés vezes/semana, durante duas

semanas e com resultados obtidos por ecocardiografia convencional apds duas
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semanas do término das aplicagdes) produz disfun¢do cardiaca de padrao ICFEp e
nao de ICFEr. Novos estudos deverao contemplar melhor essa visao do problema e,
ainda, caso seja confirmado o padréao de ICFEp, proporcionar um modelo de estudo
para uma situagao que até hoje ainda permanece sem tratamento claramente definido
nas diretrizes.

Como a fragdo de encurtamento sistolico ventricular (FS%) também nao
mostrou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (os resultados foram
muito préximos entre si), este € mais um indicio que a FEVE foi realmente preservada
em nosso modelo.

Finalmente, os resultados observados indicam efeitos diastdlicos importantes
do sacubitril-valsartana na disfuncdo do ventriculo esquerdo e na remodelagao
cardiaca observada apds administracdo de doxorrubicina em ratos Wistar, sugerindo

também sua participacdo na remodelagao reversa do VE.
VIl IMPORTANCIA E LIMITA(}()ES DO ESTUDO:

Nosso estudo tem importdncia ao demonstrar a predominancia do
comprometimento diastolico na cardiotoxicidade produzida experimentalmente com a
doxorrubicina. Este achado permitira novos estudos referentes aos mecanismos
fisiopatolégicos que podem estar envolvidos na génese e evolugédo da ICFEp, além
de criar oportunidades para testes terapéuticos com agentes farmacoldgicos ja
disponiveis e de outros ainda em desenvolvimento.

As limitacdes de modelos experimentais decorrem principalmente das
dificuldades encontradas na transposi¢céo e generalizagao dos resultados para outras
populagdes e nas restricbes derivadas de alguns métodos de imagem, principalmente
quando se trata de pequenos animais. Os parametros mais utilizados na deteccao de
alteragdes diastdlicas sdo a medida do fluxo diastdlico transmitral (E/e’) e a afericao
das pressdes na artéria pulmonar. Além disso, o volume atrial esquerdo também pode
funcionar como um indicador substituto da pressao diastdlica aumentada no seu
interior.% Infelizmente, uma limitacdo importante decorrente do método de imagem
utilizado é a nao realizagao da aferigao destes indicadores.

Outro aspecto que pode contribuir para confirmar a presenca de insuficiéncia

diastdlica é a deteccgao de fibrose miocardica. Os exames histoldgicos ainda estdo em
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processamento e deverao trazer estas informacgdes adicionais uma vez que a fibrose
€ um indicador de dificuldades diastdlicas. Também nao foi realizada a dosagem dos
peptideos natriuréticos, fato que poderia facilitar a interpretagdo dos resultados
obtidos.

IX CONCLUSAO:

O estudo confirma a hipétese de que o sacubitril-valsartana é util, melhorando
parametros funcionais diastoélicos e estruturais do coracao alterados apds a exposicao
experimental a doxorrubicina, sugerindo também sua participacdo na remodelagao
reversa do VE.

Os resultados também confirmam que no presente estudo os efeitos
cardiotoxicos da doxorrubicina consistem de alteracbes predominantemente
diastolicas e apontam no sentido da utilizagdo do modelo em futuros estudos

referentes a fisiopatologia e a testes farmacolodgicos na ICFEp.
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Certificamos que o projeto intitulado “Alteragdes morfolégicas e
funcionais cardiacas em ratos Wistar com cardiotoxicidade induzida
por doxorrubicina apos tratamento com a associagao de sacubitril
valsartana e exercicio fisico.”, protocolo n° 031/19, sob a
responsabilidade de Elmiro Santos Resende — que envolve a
producdo, manutencdo e/ou utilizacido de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
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