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 RESUMO 

 

Introdução: A doxorrubicina é um importante quimioterápico utilizado em oncologia, porém, 

seu efeito cardiotóxico limita seu uso terapêutico e gera preocupação em relação ao prog-

nóstico dos pacientes. A leucina é um aminoácido de cadeia ramificada utilizado na suple-

mentação dietética e vêm sendo estudada como uma estratégia para atenuar os efeitos tó-

xicos da doxorrubicina em animais, os quais têm sido atribuídos, pelo menos em parte, ao 

aumento do estresse oxidativo. Objetivos: O objetivo deste estudo foi analisar a ação da 

leucina na cardiotoxicidade provocada pela doxorrubicina em ratos. Material e Métodos: 

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar com média de idade de três meses e de peso 

corporal médio de 274g, os quais foram separados em quatro grupos identificados como 

Controle (C), Doxorrubicina (D), Leucina (L), Leucina + Doxorrubicina (LD). Os animais dos 

grupos D e LD receberam injeções intraperitoneais de cloridato de doxorrubicina três vezes 

por semana, na dose de 1,25 mg/kg cada, ao longo de duas semanas, até atingir a dose 

cumulativa total de 7,5 mg/kg; os demais grupos receberam injeções intraperitoneais de so-

lução salina, em volume semelhante. Os grupos L e LD receberam dieta com suplementação 

de 5% de leucina. Foram obtidas medidas de dados corporais dos animais e realizadas aná-

lises histopatológicas; foram feitas dosagens de SOD, catalase e AKT - mTOR. A análise da 

variabilidade da frequência cardíaca foi feita nos grupos C e D. Resultados: Os corações 

dos animais do grupo D apresentaram maior expressão de fibras de colágeno tipo I e total 

quando comparados aos grupos C, L e LD. Houve menor expressão da catalase cardíaca 

nos grupos L e LD quando comparados ao controle. Conclusão: A doxorrubicina aumenta a 

produção cardíaca de colágeno do tipo I e total; a suplementação com leucina reduz os 

níveis de colágeno e de catalase no coração o que pode estar ligado à atenuação da cardi-

otoxicidade via redução do estresse oxidativo. A doxorrubicina reduz a variabilidade da fre-

quência cardíaca, com maior ação na via simpática. 

 

Palavras-chave: estresse oxidativo, variabilidade da frequência cardíaca, doxorrubicina, 

cardiotoxicidade, leucina, colágeno, catalase 
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 ABSTRACT 

 

Introduction: Doxorubicin is an important chemotherapeutic agent used in oncology, howe-

ver, its cardiotoxic effect limits its therapeutic use and generates problems regarding the 

prognosis of patients. Leukemia is a branched-chain amino acid used in dietary supplemen-

tation and has been less as a strategy for the adverse effects of oxidative stress, at least they 

have been attributed to increased stress in animals, oxidized in part have been attributed to 

increased stress. in animals. Objectives: The objective of the study was to analyze the action 

of leucine on cardiotoxicity by doxorubicin in rats. Material and Methods: Wistar strain media 

with a mean age of three months and body weight of 274g were used, which were separated 

into four groups designated as Control (C), Doxorubicin (D), Leucine (L), Leucine + Doxoru-

bicin (LD). The animals in groups D and LD received intraperitoneal injections of doxorubicin 

hydrochloride times a week, at a dose of 1.25 mg/kg each, over two weeks, until reaching a 

total cumulative dose of 7.5 mg/kg; the other groups received intraperitoneal injections of 

saline solution, in a similar volume. The L and LD groups received a diet with 5% leucine 

supplementation. Measures were taken to prevent data from the animals and their topological 

views were performed; dosages of SOD, catalase and AKT - mTOR were performed. The 

analysis of heart rate variability was performed in groups C and D. Results: The hearts of 

the animals in group D showed higher expression of type I and total collagen fibers when 

compared to groups C, L and LD. There was lower expression of cardiac catalase in groups 

L and LD when compared to control. Conclusion: Doxorubicin increases cardiac production 

of type I and total collagen; Leucine supplementation reduces collagen and catalase levels 

in the heart, which may be linked to attenuation of cardiotoxicity via reduced oxidative stress. 

Doxorubicin reduces heart rate variability, with greater action on the sympathetic pathway. 

 

Keywords: oxidative stress, heart rate variability doxorubicin, cardiotoxicity, leucine, collagen 

fibers, catalase 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A doxorrubicina é um antibiótico da família das antraciclinas descrita na década de 

50. Foi isolada de culturas de Streptomyces peucetius, variante caesius, e vem se desta-

cando como um dos mais importantes antitumorais utilizados na oncologia (ADÃO, 2013; 

RASCHI, 2010). Seu uso, como agente antineoplásico, iniciou-se nos anos 60 para trata-

mento de diversos tipos de câncer, especialmente tumores sólidos e as neoplasias hemato-

lógicas (TAN, 1967). 

Apesar de ser utilizada na prática oncológica, desde a década de 60, seu emprego é 

limitado devido ao seu potencial cardiotóxico e possibilidade de desenvolvimento de resis-

tência à droga (ADÃO, 2013; SAWYER, 2010). 

A cardiotoxicidade é um dos efeitos adversos mais significativos do tratamento onco-

lógico sendo responsável por uma considerável morbimortalidade (RASCHI, 2010; ADÃO, 

2013). Dentre os efeitos tóxicos dos quimioterápicos no sistema cardiovascular, destaca-se, 

pela sua maior frequência e gravidade, a ocorrência de insuficiência cardíaca com disfunção 

ventricular que se deve à cardiomiopatia grave e que pode levar ao óbito (TAKEMURA, 2007; 

ADÃO, 2013). 

Algumas das lesões características da toxicidade miocárdica por doxorrubicina são a 

perda ou fragmentação de miofibrilas, edema muscular, hipertrofia muscular compensatória 

(YU et al, 2005), fibrose, vacuolização citoplasmática, alteração no tamanho nuclear e ne-

crose celular (PONTES et al, 2010). Assim, quando se suspeita de cardiotoxicidade pela 

DOX, a biopsia miocárdica é o método diagnóstico definitivo (YU et al, 2005). 

A regulação da hipertrofia celular, fibrose, apoptose e metabolismo do substrato no 

ambiente gerado pela insuficiência cardíaca são complexos, mas evidências sugerem que 

esses processos podem ser modulados por macronutrientes vitais na dieta, incluindo ami-

noácidos (LAYMAN, 2003; KIM, 2011). Neste sentido, a leucina, um aminoácido de cadeia 

alifática ramificada e pertencente ao grupo dos BCAAs (aminoácidos de cadeia ramificada), 

tem sido estudada em protocolos de suplementação dietética como estratégia para amenizar 

e/ou reverter o quadro de proteólise cardíaca encontrado em diversas situações clínicas (FI-

DALE, 2016; KOBAYASHI, 2006). 

A suplementação nutricional com leucina, além de aparentemente beneficiar a estru-

tura do músculo esquelético, como relatado por Salomão e colaboradores (2010 e 2012), 

também se mostra eficiente no aumento da biogênese mitocondrial em musculatura esque-

lética e cardíaca, além de preservar o tamanho de fibras musculares, melhorar a 
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coordenação motora e a resistência física quando associada ao exercício físico (D´ANTONA 

et al, 2010). Além disso, segundo Tanada e colaboradores (2015), a suplementação nutrici-

onal com aminoácidos de cadeia ramificada (BCAA) preserva o peso corpóreo e a função 

cardiovascular em ratos com caquexia cardíaca, além de aumentar a taxa de sobrevida des-

tes animais. Cabe ressaltar que a administração oral de leucina produz ligeiro e transitório 

aumento na concentração de insulina sérica, fato este que contribui de modo permissivo 

para a estimulação da síntese proteica induzida por este aminoácido (ROGERO e TIRAPE-

GUI, 2008). 

Em pesquisas experimentais cardiovasculares, os modelos animais nos permitem es-

tudar as cardiopatias e o efeito de intervenções com terapias medicamentosas e alternativas. 

Neste sentido se situa a cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina em ratos, situação que 

permite o estudo da insuficiência cardíaca em seus múltiplos aspectos fisiopatológicos. Ape-

sar dos significativos avanços terapêuticos conseguidos nas últimas décadas, a morbidade 

por insuficiência cardíaca tem piorado a qualidade de vida e a sua mortalidade continua 

elevada (VENTRUCCI, 2001). 

Neste aspecto, várias tentativas para o controle dos sintomas e da evolução ou re-

versão da insuficiência cardíaca vêm sendo realizadas proporcionando novos conceitos e 

estratégias terapêuticas. Evidências sugerem que os BCAAs, e, em especial, a leucina, po-

dem ser benéficos no tratamento de doenças humanas (PITKANEN et al, 2003; ZANCHI, 

2009; FIDALE et al, 2018), contudo desconhece-se o efeito dos mesmos na cardiotoxicidade 

induzida pela doxorrubicina. 

O atual estudo justifica-se como uma contribuição para um melhor entendimento da 

fisiopatologia da cardiotoxicidade decorrente do tratamento com doxorrubicina e sua res-

posta à utilização da leucina. 

 

1.1 Considerações Iniciais 
  

Esta tese encontra-se formatada de acordo com o modelo alternativo ora pro-

posto pelo Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da Faculdade de Me-

dicina da Universidade Federal de Uberlândia, o qual determina que os resultados do 

estudo sejam apresentados em formato de artigo científico. Dessa forma, esta tese 

encontra-se organizada na seguinte sequência: Fundamentação Teórica, a qual está 

apresentada como forma de revisão da literatura, seguida dos Objetivos, em que são 
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expostos os propósitos deste estudo. No item Resultados, tem-se o artigo principal 

desta tese e outro artigo, os quais foram elaborados conjuntamente com os colegas 

do grupo de pesquisa CARDIOEX. Na Conclusão, tem-se a síntese dos resultados 

principais deste estudo. Finalizamos com o Pós-texto em que foram incluídas as refe-

rências bibliográficas, os anexos e apêndices. 

 

 
2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 
2.1 DOXORRUBICINA E CARDIOTOXICIDADE 

A doxorrubicina é um antibiótico glicosídico da família das antraciclinas, isolado a par-

tir do fungo Streptomyces peucetius var. Caesius, que possui ação antineoplásica, (NAKAGE 

e SANTANA, 2008). 

 

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

 

As propriedades citotóxicas da doxorrubicina sobre as células malignas e seus efeitos 

tóxicos em diversos organismos podem estar relacionados à intercalação dos anéis planos 

entre os pares de bases nucleotídicas. A intercalação ao DNA inibe a replicação nucleotídica 

e pode, assim, desencadear quebra do DNA a partir da topoisomerase-II, gerando sérios 

danos na estrutura terciária do ácido nucleico. A capacidade da doxorrubicina em se ligar à 

membrana celular pode afetar diversas funções. Ao que parece, a doxorrubicina pode estar 

envolvida nas reações de oxidação/redução, com a produção de radicais livres altamente 

reativos e tóxicos (YU et al, 2005). 

Devido à sua ampla utilização no tratamento de diversos tipos de neoplasias, torna-

ram-se conhecidas as alterações patológicas e funcionais induzidas no coração pelos anti-

bióticos antraciclínicos, assemelhando-se estas, em vários aspectos, às cardiomiopatias 
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dilatadas, incluindo-se a degeneração miocárdica com inflamação, fibrose, dilatação e insu-

ficiência cardíaca (SILVA et al, 2005). 

Segundo RASCHI (2010), todos os fatores de risco cardiovascular estão intimamente 

relacionados à cardiotoxicidade crônica e não àquela que surge de forma aguda, que ocorre 

durante ou imediatamente após a administração da droga, principalmente quando esta é 

administrada em velocidade rápida, e envolve vasodilatação, hipotensão e arritmias cardía-

cas. 

A progressão e o grau de cardiotoxicidade inerente ao uso destes fármacos são vari-

áveis entre indivíduos e relacionam-se a diversos fatores de risco como idade, gênero, modo 

de administração do medicamento, dose cumulativa, doenças cardiovasculares prévias, bem 

como com a própria predisposição genética (RASCHI, 2010), sendo, a dose cumulativa total, 

o principal fator de risco para o desenvolvimento da insuficiência cardíaca congestiva 

(RYBERG, 1998). 

Os mecanismos que geram a cardiotoxicidade pelo uso da doxorrubicina não são 

totalmente conhecidos, porém, acredita-se que a geração em excesso de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS), a ligação e dano ao ácido desoxirribonucleico (DNA), 

a inibição da topoisomerase-II e o desequilíbrio da estrutura e disfunção mitocondrial sejam 

os principais mecanismos envolvidos na geração da cardiotoxicidade (ZHANG et al, 2012; 

ICHIKAWA et al, 2014; GATTO & MOTA, 2021) 

A cardiotoxicidade pode ser classificada em dois tipos, conforme o grau de dano ce-

lular gerado pela doxorrubicina, sendo a cardiotoxicidade do tipo I irreversível, causando a 

morte celular por necrose ou apoptose e a cardiotoxicidade tipo II, reversível e caracterizada 

por disfunção celular (ESCHENHAGEN et al, 2011). 

 

2.2 LEUCINA 

Os BCAAs (aminoácidos de cadeia ramificada) são utilizados no tratamento de diver-

sas doenças humanas (AQUILANI, 2004; DE BANDT, 2006). No entanto, eventuais benefí-

cios da terapêutica com os BCAAs no tratamento de insuficiência cardíaca não são total-

mente conhecidos. Há evidências de que a leucina tem um efeito anabólico direto sobre o 

turnover de proteínas em corações isquêmicos de seres humanos (YOUNG, 1991; 
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KAWAGUCHI, 2008). 

 

Figura 2: Estrutura química da leucina. (Lehninger, 2014) 
 

A regulação metabólica no coração em condições de insuficiência cardíaca é com-

plexa, podendo em parte, ser modulada através da suplementação de substratos disponíveis 

na forma de nutrientes inseridos na dieta, incluindo aí os aminoácidos (FILLMORE et al., 

2018; KIM et al., 2011; LAYMAN, 2003). Estudos anteriores em animais mostram que a su-

plementação da dieta com aminoácidos de cadeia ramificada, pode reduzir os sinais de com-

prometimento do tecido cardíaco em condições de isquemia experimental (URETZKY et al., 

1989; SCHWALB et al., 1987) diminuindo a captação miocárdica de lactato. Os aminoácidos 

também podem ser utilizados como substrato energético no tecido cardíaco e no músculo 

esquelético (DAVIS et al., 1993; MARAZZI et al., 2008). 

Neste contexto, Mata e Navarro (2009), relatam que a leucina, promove a síntese e 

inibe a degradação proteica via mecanismos envolvendo uma proteína quinase, denominada 

alvo da rapamicina em mamíferos (Mammalian Target of Rapamycin - mTOR). A mTOR es-

timula a síntese proteica principalmente por meio de três proteínas regulatórias chave: a 

proteína quinase ribossomal S6 de 70 kDA (p70S6k), a proteína 1 ligante do fator de inicia-

ção eucariótico 4E (4E-BP1) e o fator de iniciação eucariótico 4G (eIF4G). Tais descobertas 

mostram que a leucina desempenha papéis importantes além do seu papel metabólico como 

um aminoácido essencial. 

Embora os efeitos metabólicos e regulatórios da leucina sejam conhecidos há mais 

de 30 anos, não há uma compreensão clara até o presente momento de como ela atua no 

metabolismo das proteínas. De acordo com Nissen (1997) o metabólito P-hidroxi P-metilbu-

tirato (HMB) é responsável pelos efeitos metabólicos da leucina, propondo-se também que 

o HMB produzido no metabolismo da leucina seja convertido em P-hidroxi + metilglutaril CoA 
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(HMGCoA) em alguns tecidos, sendo este substrato utilizado na síntese de colesterol endó-

geno. Este. por sua vez, se faz necessário para a manutenção da função celular máxima. 

Por fim, estudos indicam que a suplementação dietética com leucina em seres huma-

nos, gera uma redução da proteólise em condições de imobilidade e de câncer (ELEY; RUS-

SELL; TISDALE, 2007; KOBAYASHI et al., 2006; SHAH et al., 2000), sendo uma terapia 

anticatabólica capaz de inibir a degradação proteica muscular (ZANCHI et al.2009). 

 

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO 

 Define-se o estresse oxidativo como sendo decorrente de um desequilíbrio entre os 

oxidantes e antioxidantes e cuja magnitude pode ser estimada observando-se a diminuição 

dos mecanismos de defesa antioxidante ou o aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio (KAUR e GEETHA, 2006). 

 A homeostase das ROS e RNS no organismo, é vital para o equilíbrio das funções 

metabólicas e, por consequência, está ligada à condição de saúde dos animais e do ser 

humano. As ROS são derivadas de moléculas quimicamente reativas que contem oxigênio, 

entre as quais se incluem uma variedade de moléculas, como radical superóxido, peróxido 

de hidrogênio, radical hidroxila e hidroxila (Aguirre et al., 2005). As principais fontes das ROS 

são as mitocôndrias e constituem subprodutos da fosforilação oxidativa (OXPHOS) (Murphy 

e Siegel, 2013).   

   Neste contexto, o radical livre semiquinona produzido a partir da doxorrubicina, as-

sume um papel relevante na estimulação do estresse oxidativo; por ser um metabólito tóxico, 

a semiquinona pode reagir com o oxigênio elevando a produção de ROS, gerando interfe-

rência na função mitocondrial, na expressão de proteínas e na oxidação lipídica (EDER et 

al., 2006). 

  Com o objetivo de diminuir ou evitar a ação prejudicial das ROS, o organismo dispõe 

de mecanismos de defesa enzimáticos e não-enzimáticos sendo estes denominados antio-

xidantes (SEDDON, 2007). O termo antioxidante refere-se a qualquer substância que, 

mesmo em pequenas concentrações quando comparadas às do substrato oxidável, inibe ou 

gera uma redução significativa da oxidação produzida por tal substrato (RIBEIRO et al., 

2005). Os antioxidantes podem ser enzimáticos ou não enzimáticos. Os enzimáticos incluem 

as enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Por 

outro lado, as vias não enzimáticas são formadas por micronutrientes, mais precisamente as 
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vitaminas A, C e E, e pela glutationa que é uma molécula constituída pelos aminoácidos 

cisteína e glicina e ácido glutâmico (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). 

 

2.4 VARIABILIDADE DA FREQUÊNCIA CARDÍACA 

A função cardíaca é mantida numa sequência de eventos denominada de ciclo cardí-

aco que se inicia em um batimento e continua até o início do próximo. O ciclo cardíaco com-

pleto consiste de relaxamento (diástole) e de contração (sístole) que se repetem ao longo 

do tempo. Porém, os ciclos não são regulares e o coração não funciona como um metrônomo 

(GUYTON E HALL, 2011). 

Esta variabilidade dos ciclos cardíacos depende de vários fatores interligados que 

podem sofrer interferências derivadas de ajustes necessários frente às situações vivencia-

das em condições normais ou frente às alterações patológicas que podem acometer o cora-

ção. Dessa forma, pode-se avaliar a variabilidade da frequência cardíaca (VFC) e, a partir 

de sua análise, inferir as oscilações do sistema nervoso autônomo em indivíduos saudáveis 

ou acometidos por patologias cardiovasculares ou não cardiovasculares (MALIK et al., 

1996). 

A VFC é uma medida de avaliação simples e não invasiva que é definida pela duração 

dos ciclos cardíacos mensurada pelo tempo transcorrido entre duas ondas R consecutivas 

da eletrocardiograma, o que é denominado intervalo R-R (FIGURA 2) que não é constante 

(VANDERLEI et al., 2009). 

 

 

Figura 2 – Eletrocardiograma apresentando as variações dos intervalos R-R 

(Rajendra et al., 2006). 

 

 O aumento do tônus simpático acarreta na diminuição da variabilidade dos intervalos 

R-R, enquanto o aumento do tônus parassimpático gera o aumento no grau de variação dos 
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intervalos R-R (GRUPI; MORAES, 2001; VANDERLEI et al., 2009). Neste contexto, sabe-se 

que a diminuição na VFC em seres humanos, gerado pelo aumento do tônus simpático, 

predispõe ao desenvolvimento de arritmias ventriculares potencialmente fatais sendo, esse 

parâmetro, um fator preditivo de morte súbita em pacientes acometidos por insuficiência car-

díaca congestiva e arritmias ventriculares (SPIER; MEURS; WRIGHT, 2002; SPIER; 

MEURS, 2004a; VANDERLEI et al., 2009).  

 No presente estudo as alterações da VFC foram analisadas na tentativa de se identi-

ficar, indiretamente, processos lesivos miocárdicos induzidos pela doxorrubicina, o que rea-

firmaria a presença da cardiotoxicidade no modelo experimental empregado.  

  

3 HIPÓTESE 

 Diante das argumentações apresentadas, nesta tese testamos a hipótese que a car-

diotoxicidade produzida em ratos Wistar pela administração de doxorrubicina pode ser ate-

nuada pela adição de uma dieta enriquecida com o aminoácido leucina. 

 

  

4 OBJETIVOS 

 
4.1 Objetivo Geral 

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

na cardiotoxicidade em ratos tratados com doxorrubicina. 

4.2 Objetivos Específicos 

 
Analisar os efeitos da doxorrubicina na variabilidade da frequência cardíaca; 

Verificar a função do ventrículo esquerdo após tratamento com doxorubicina e leucina; 

Verificar o teor de colágeno cardíaco após tratamento com doxorrubicina e leucina; 

Verificar o teor de fibras de colágeno tipo I e tipo III cardíaco após tratamento com doxor-

rubicina e leucina; 

Avaliar os efeitos da leucina na via de sinalização da AKT - mTOR após tratamento com 

doxorrubicina; 

Avaliar os efeitos da suplementação de leucina no estresse oxidativo cardíaco por meio 

da expressão de SOD e catalase após tratamento com doxorrubicina.
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5 RESULTADOS 
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Resumo 

 A doxorrubicina é um dos quimioterápicos mais utilizados na prática clínica trazendo 
resultados favoráveis ao tratamento de diversos tipos de tumores malignos, porém sua utili-
zação torna-se limitada devido ao efeito cardiotóxico que está diretamente associado à sua 
concentração sérica. A cardiotoxicidade acarreta degeneração miocárdica que pode ser pro-
gressiva em humanos e em animais. A análise da variabilidade da frequência cardíaca tem 
diversas aplicações clínicas permitindo avaliar a integridade do sistema cardiovascular e 
servindo como uma janela para a caracterização das influências do sistema nervoso autô-
nomo no sistema cardiovascular. A análise da variabilidade da frequência cardíaca reflete o 
comportamento do coração frente a situações fisiológicas e ambientais. O objetivo do pre-
sente estudo foi verificar as ações cardíacas geradas pela administração da doxorrubicina 
em ratos, utilizando-se a análise da VFC. No presente estudo foram utilizados 20 ratos da 
linhagem Wistar, com média de idade de três meses e de peso corporal médio de 274 g, 
divididos em dois grupos, Controle (C) e Doxorrubicina (D). Os animais do grupo D recebe-
ram injeções intraperitoneais de doxorrubicina, três vezes por semana, ao longo de duas 
semanas, totalizando seis injeções de 1,25 mg/kg diluídos em solução salina, atingindo-se 
a dose cumulativa de 7,5 mg/kg (8). Os animais do grupo C receberam volume semelhante 
de solução salina, no mesmo regime empregado para os animais tratados com doxorrubi-
cina. A doxorrubicina exerce ação no controle autonômico cardíaco, caracterizada por au-
mento da atividade simpática com elevação da frequência cardíaca e da pressão arterial 
sistólica. 
 

1  Introdução 

A doxorrubicina é um dos medicamentos mais utilizados no tratamento de várias ne-

oplasias malignas, principalmente de tumores sólidos, leucemias e linfomas, tanto em adul-

tos, quanto em crianças (1). 

Clinicamente, a utilização da doxorrubicina está associada ao seu efeito cardiotóxico 

que é, em geral, proporcional à sua concentração sérica. Em seres humanos a cardiotoxici-

dade é caracterizada por degeneração miocárdica progressiva quando a dose excede 250 

mg/m2 de superfície corporal. Em doses superiores a 400 mg/m2 de superfície corporal, já 

são observados danos permanentes ao miocárdio, caracterizados por apoptose dos miócitos 

e resultando em fibrose e perda de função cardíaca (2).   

A modulação funcional do sistema cardiovascular é desempenhada pelo sistema ner-

voso autônomo (SNA) que fornece nervos aferentes e eferentes ao coração na forma de 

terminações simpáticas que se estendem por toda a região do miocárdio e parassimpáticas 

especialmente direcionadas ao nodo sinusal (3). Os batimentos cardíacos não possuem uma 

regularidade absoluta e, neste sentido, alterações na frequência cardíaca (FC), definidas 

como variabilidade da frequência cardíaca (VFC), são normais e esperadas, indicando a 

capacidade do coração em responder aos diversos estímulos fisiológicos e ambientais, como 

a respiração, exercício físico, estresse mental, alterações hemodinâmicas e metabólicas, 
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sono e ortostatismo, bem como em compensar desordens induzidas pelas mais diversas 

doenças (4), (5). 

 A análise da VFC tem diversas aplicações clínicas que permitem avaliar a integridade 

do sistema cardiovascular e serve como uma janela para a caracterização da atividade do 

sistema nervoso autônomo (6). Assim, um coração sem anomalias, com um SNA normal, 

apresenta variações fisiológicas dos ciclos cardíacos, refletindo o equilíbrio simpatovagal, o 

que resulta em uma VFC normal. Porém, em se tratando de um coração acometido de al-

guma cardiopatia, ocorrerão mudanças no controle da regulação neural com desequilíbrio 

simpatovagal, com consequente alteração da VFC (7). 

O estudo teve como objetivo verificar as ações cardíacas geradas pela administração 

da doxorrubicina em ratos, utilizando-se a análise da VFC. 

 

2  Material e Métodos 

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar, com idade média de três meses 

e peso corporal médio de 274 gramas, fornecidos pela Rede de Biotérios da Universidade 

Federal de Uberlândia (REBIR-UFU). Os animais foram alojados em ambiente com tempe-

ratura e umidade controladas e expostos a ciclos alternados de claro e escuro com duração 

de 12 horas cada. Os animais tiveram livre acesso à dieta padrão e à água. Todos os proce-

dimentos experimentais foram realizados no REBIR-UFU, de acordo com o protocolo de 

ética do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e Comissão de Ética na 

Utilização de Animais da UFU (CEUA), tendo recebido parecer favorável, conforme o registro 

045/19 do CEUA. 

 

2.1  Protocolo Experimental 

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos: Controle (C) e Doxorru-

bicina (D), com 10 animais em cada grupo, conforme Tabela 1. 

O protocolo experimental ocorreu em quatro fases, sendo um período inicial de adap-

tação dos animais ao ambiente do laboratório e à ração, com duração de 14 dias. O trata-

mento com doxorrubicina foi realizado durante 14 dias, seguido de um período de repouso, 

com posterior canulação da artéria femoral e da veia femoral e seguido da aquisição dos 

registros de pressão arterial pulsátil (PAP) e análises das variáveis cardiovasculares. Ao final 

do experimento ocorreu a eutanásia. O exame e pesagem dos animais foram realizados ao 

longo de todo o protocolo experimental sendo observadas algumas lesões de pele no local 

de aplicação da doxorrubicina.  
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2.2 Tratamento com Doxorrubicina 

Os animais do grupo D receberam injeções intraperitoneais de doxorrubicina, três ve-

zes por semana, ao longo de duas semanas, totalizando seis injeções de 1,25 mg/kg, atin-

gindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg (8). Os animais do grupo C receberam volume 

semelhante de solução salina, no mesmo regime empregado para os animais tratados com 

doxorrubicina. Todas as injeções foram preparadas em condições estéreis imediatamente 

antes das aplicações. 

 

2.3  Obtenção das Variáveis Cardiovasculares  

2.3.1  Procedimento Cirúrgico  

Os animais dos grupos C e D foram anestesiados com tiopental sódico (25mg/kg, i.v.) 

após indução com halotano (5%) e mantidos em ventilação com oxigênio a 100%. A artéria 

femoral e a veia femoral foram canulados para registro da PAP, e infusão de drogas, respec-

tivamente. Para a confecção das cânulas arteriais e venosas foram utilizados tubos de poli-

etileno PE-50 (diâmetro interno de 0,05mm) soldados ao tubo de polietileno PE-10 (diâmetro 

interno de 0,01mm). Antes do implante, o interior das cânulas foi lavado e preenchido com 

heparina sódica 50UI/ml e solução fisiológica. As cânulas foram introduzidas através de uma 

pequena incisão inguinal (esquerda ou direita) na localização ao feixe vásculo-nervoso. As 

extremidades de menor calibre das cânulas (PE-10) foram introduzidas na luz da artéria e 

veia femorais. As cânulas foram exteriorizadas e ancoradas no dorso do animal, ao final 

destes procedimentos os animais foram deixados em decúbito dorsal sobre uma mesa tér-

mica e a temperatura retal mantida entre 36 e 37 °C até recobrarem a consciência. Em se-

guida foram acondicionados em caixas individualizadas. 

 

2.3.2  Registro da Pressão Arterial e da Frequência Cardíaca  

 Após 24 horas do procedimento cirúrgico, os animais não anestesiados foram conec-

tados a um sistema de aquisição de dados em que o cateter arterial foi acoplado a um trans-

dutor de PA “Disposable BP Transducer (no stopcock) MLT0699” (ADInstruments, Colorado 

Springs, CO, EUA), ligado a um amplificador de sinal “Bridge Amp FE221” (ADInstruments, 

Colorado Springs, CO, EUA); ambos foram conectados a um conversor analógico/digital 

“PowerLab 8/35” (ADInstruments, Colorado Springs, CO, EUA) com comunicação a um com-

putador contendo o software de interface “LabChart v.7.3.8” (ADInstruments, Colorado 
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Springs, CO, EUA). Foi realizado um registro basal da PAP em que a Pressão arterial Sistó-

lica (PAS) foi calculada como a média dos picos máximos de PAP, a Pressão Arterial Diastó-

lica (PAD) foi calculada como a média dos picos mínimos de PAP, a Pressão Arterial Média 

(PAM) foi calculada a partir da PAP como 1/3 da PAS somados a 2/3 da PAD) a FC foi deri-

vada dos ciclos cardíacos obtidos a partir dos intervalos entre um pico e o outro da PAS (em 

que a frequência cardíaca (FC) foi calculada da média dos intervalos entre um pico e outro 

da PAS em milissegundos multiplicados por um minuto em milissegundos ou 60000 ms). 

Ambos os registros foram realizados simultaneamente e tiveram duração de 10 minutos. Ao 

final do registro basal, os animais foram submetidos a testes farmacológicos. 

 

2.3.3 Administração de fármacos   

A administração farmacológica foi dividida em duas fases. A primeira fase foi o teste 

de sensibilidade do barorreflexo utilizando Fenilefrina (agonista α1-adrenérgicos; 6 µg/kg; 

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA; i.v.) para promover aumento de PA e bradicardia 

reflexa, e Nitroprussiato de Sódio (doador de óxido nítrico; 32 µg/kg; Sigma Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA; i.v.), para promover redução da PA e taquicardia reflexa. Os fármacos foram 

administrados com um intervalo de tempo de 5 minutos entre as administrações, para que 

houvesse tempo para observar a resposta farmacológica e também impedir interferência das 

respostas de um fármaco sobre as respostas do fármaco seguinte. Ao final dos registros, os 

dados foram analisados extraindo valores referentes aos ∆PAM e ∆FC (calculados pela di-

ferença da média de 30” antes e o pico de resposta após administração farmacológica) e o 

Índice Barorreflexo (calculado pelo quociente de ∆FC por ∆PAM), sendo o cálculo do índice 

de sensibilidade barorreflexa, o quociente entre a variação da frequência cardíaca (∆FC) 

pela variação de pressão arterial (∆PAM) induzida por resposta pressora (fenilefrina) ou res-

posta depressora (nitruprussiato de sódio) conforme proposto por Lopes e colaboradores 

(9). 

A segunda fase de administração farmacológica, consiste em dois registros no animal 

não anestesiado (sendo 24 e 48 horas após o procedimento cirúrgico), em que a atividade 

simpatovagal foi avaliada pelo duplo bloqueio autonômico (DBA) utilizando Metil-atropina 

(antagonista colinérgico inespecífico de receptores muscarínicos e musculatura lisa; 4 

mg/kg; Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA; i.v.) para avaliar apenas a atividade simpá-

tica sobre o coração, e Metoprolol (antagonista β1adrénérgico; 2 mg/kg-1; Sigma Aldrich, St. 

Louis, Missouri, EUA; i.v.) para avaliar apenas a atividade parassimpática sobre o coração. 

Os fármacos foram administrados com um intervalo de tempo de 15 min entre as 
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administrações. Tal intervalo ocorreu, para que houvesse tempo para observar a resposta 

farmacológica e, após a combinação dos dois fármacos, a frequência cardíaca intrínseca 

(FCI) foi adquirida. A administração intravenosa dos fármacos teve a sequência alterada en-

tre os registros de 24 e 48h. De forma mais específica, foi calculado o índice simpatovagai 

(ISV), onde é realizada a razão entre a frequência basal de repouso e a frequência cardíaca 

intrínseca (resultados iguais a 1 indicam equilíbrio da modulação autonômica, resultados 

maiores que 1 indicam predominância da modulação simpática e resultados menores que 1 

indicam predominância da modulação parassimpática para o coração). Para cálculo do ín-

dice simpatovagal (razão entre a frequência cardíaca basal de repouso e a frequência intrín-

seca - FCI) foi utilizada a equação proposta por Negrão e colaboradores (10). 

 

2.4 Análise Estatística   

A análise estatística foi realizada por meio do programa GraphPad Prism versão 8.0. 

Para tal verificação foram utilizados a comparação de valores da bioestatistica descritiva 

como: média, mediana e coeficiente de variação, bem como teste de normalidade de Sha-

piro-Wilk. Quando os dados apresentaram distribuição normal foi utilizado o Teste t de Stu-

dent para comparações entre os grupos C e D. Os valores de p <0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

3  Resultados 

 Nas análises das variáveis cardiovasculares basais foram encontradas diferenças es-

tatísticas significantes na pressão arterial média (8,22%), frequência cardíaca (9,40%) e na 

pressão arterial sistólica (9,90%) com valores superiores no grupo D (Figuras 1A, 1B e 1C). 

Na análise espectral em relação ao Domínio da Frequência, foram encontradas dife-

renças estatísticas significantes nas variáveis: componente LF (Baixa Frequência) (44,65%), 

LF/HF (Razão de baixa e alta frequência) (66,32%) com valores superiores do grupo D e 

componente HF (Alta Frequência) (24,03%) com valores inferiores no grupo D. Não foram 

encontradas diferenças significantes na análise do componente VLF (Frequência muito 

baixa), conforme apresentado nas Figuras 1D,1E e 1F. 

Em relação ao Domínio do Tempo, observa-se diferença significativa no componente 

IRR (10,86%) com valores inferiores no grupo D (Figura 2A). Não foram encontradas dife-

renças significativas na análise dos componentes Variância e RMSSD. Em relação à Análise 

Simbólica, observa-se diferença significativa no componente 0V (26,30%) com valores 
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superiores no grupo D (Figura 2B). Não foram encontradas diferenças significativas na aná-

lise dos componentes 1V, 2LV e 2UV. 

 Em relação à análise do Índice de Sensibilidade Barorreflexa, não foram encontradas 

diferenças significantes. 

 Ao analisarmos os componentes da variável Duplo Bloqueio Autonômico, observou-

se diferença significante no componente Índice Simpatovagal (9,17%) com valores superio-

res no grupo D, conforme apresentado na Figura 2C. Não foram encontradas diferenças 

significantes na análise dos componentes Efeito Vagal, Efeito Simpático e Frequência Intrín-

seca de Marca- Passo. 

 

4  Discussão 

A modulação cardíaca simpática e parassimpática sofre influência de estímulos dos 

barorreceptores, quimiorreceptores, sistema respiratório, vasomotor, termorregulador e sis-

tema renina-angiotensina-aldosterona. Logo, os batimentos e oscilações cardíacas não fun-

cionam de maneira regular, mas sim, em função de uma interação complexa, que resulta 

numa significante variabilidade da frequência cardíaca (11). Um coração acometido por al-

guma cardiopatia sofre mudanças no controle da regulação neural com desequilíbrio simpa-

tovagal, e, consequentemente, diminuição da variabilidade da frequência cardíaca (7). 

Os achados do presente estudo demonstram uma alteração na modulação autonô-

mica da frequência cardíaca, com consequente elevação da pressão arterial sistólica, pres-

são arterial média e da frequência cardíaca nos animais tratados com doxorrubicina, indi-

cando uma possível interferência desta substância induzindo maior ação da via simpática e 

menor atividade parassimpática. Resultados semelhantes também foram relatados por Ro-

cha e colaboradores (12) em mulheres com câncer de mama que receberam quimioterapia. 

O componente LF reflete a atividade vagal e componente simpático. O componente 

HF corresponde à modulação respiratória e também serve de indicador de influência parti-

lhada com predomínio vagal. O componente LF/HF reflete a razão entre baixa e alta fre-

quência, com alterações relativas e absolutas entre componentes simpático e parassimpá-

tico caracterizadas pelo balanço simpático/vagal cardíaco sendo estes importantes indica-

dores na avaliação da variabilidade da frequência cardíaca. A utilização da doxorrubicina 

parece induzir uma maior ação da via simpática e menor ação da via parassimpática, reve-

lados por valores elevados do componente LF e componente LF/HF (13, 14). 

A VFC, de maneira geral, descreve as oscilações dos intervalos que ocorrem entre os 

batimentos cardíacos consecutivos (intervalos R-R) que se relacionam com as influências 
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do sistema nervoso autônomo sobre o nodo sinusal (7, 3, 15, 16). Intervalos R-R normais 

refletem uma boa VFC e consequente aumento da atividade parassimpática (16). Por outro 

lado, a elevação da frequência cardíaca (FC) e do componente 0V, revela uma maior ação 

da via simpática e menor ação da via parassimpática (17, 18). 

O índice simpato-vagal é representado por atuação dos neurotransmissores noradre-

nalina e acetilcolina sobre o ritmo cardíaco, o que provoca oscilações na frequência cardíaca 

(FC) (19), caracterizado por alterações absolutas e relativas entre os componentes simpático 

e parassimpático do sistema nervoso autônomo (SNA), estando sua elevação relacionada 

com maior ação da via simpática (20). 

Este efeito evidencia a presença da cardiotoxicidade produzida pelo doxorrubicina no 

nosso modelo experimental, além de indicar que a atividade simpática encontra-se exacer-

bada na sua fisiopatologia. 

5 Limitações do estudo     

As limitações ao presente estudo são inerentes ao modelo experimental que traz con-

sigo a dificuldade da generalização dos resultados para outros cenários. Por se tratar de um 

modelo invasivo, ele traz consigo alterações decorrentes do procedimento cirúrgico e que 

caracterizam um aumento do grau de estresse que poderia, por sua vez, alterar o resultado 

obtido pela análise da variabilidade da FC. 

 

Conclusão    

A doxorrubicina exerce ação no controle autonômico cardíaco caracterizada por au-

mento da atividade simpática com elevação da frequência cardíaca e da pressão arterial 

sistólica. 

 

7  Conflito de Interesse  

Os autores declaram que a pesquisa foi realizada na ausência de quaisquer relações 

comerciais ou financeiras que pudessem ser interpretadas como um potencial conflito de 
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FIGURA 1: Comparação dos valores das médias da pressão arterial médias dos animais do grupo Controle e Doxor-

rubicina (A);Comparação dos valores das médias da frequência cardíaca dos animais do grupo Controle e Doxorrubi-

cina (B);Comparação dos valores das médias da pressão arterial sistólica dos animais do grupo Controle e Doxorru-

bicina (C);Comparação dos valores das médias do componente LF dos animais do grupo Controle e Doxorrubicina 

(D);Comparação dos valores das médias dos valores do componente LF/HF dos animais do grupo Controle e Doxor-

rubicina(E);Comparação dos valores das médias do componente HF dos animais do grupo Controle e Doxorrubicina 

(F). Para valores de p<0,05. 
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FIGURA 2: Comparação dos valores das médias do Intervalo R-R dos animais do grupo Controle e Doxorrubicina 

(A);Comparação dos valores das médias do componente 0V dos animais do grupo Controle e Doxorrubicina (B);Com-

paração dos valores das médias do Índice Simpato-Vagal dos animais do grupo Controle e Doxorrubicina (C); Para 

valores de p<0,05. 
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Resumo 

 A doxorrubicina é um dos mais importantes antitumorais utilizados na oncologia, po-

rém seu efeito cardiotóxico limita seu uso terapêutico e gera preocupação em relação ao 

prognóstico dos pacientes. A leucina é um aminoácido de cadeia ramificada utilizado na su-

plementação dietética, que vem sendo estudada como uma estratégia para atenuar os efei-

tos tóxicos da doxorrubicina em animais, os quais têm sido atribuídos, pelo menos em parte, 

ao aumento do estresse oxidativo. Existem várias maneiras de estimar o estresse oxidativo 

nos diversos órgãos e uma delas é analisar a expressão de catalase. O objetivo deste estudo 

foi analisar a ação da leucina nos níveis de catalase no coração de ratos após administração 

de doxorrubicina. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, com média de idade de 3 me-

ses e peso corporal médio de 274+18,82 gramas, divididos em 4 grupos, Controle (C), Do-

xorrubicina (D), Leucina (L), Leucina + Doxorrubicina (LD). Os animais dos grupos D e LD 

receberam injeções intraperitoneais de cloridato de doxorrubicina, três vezes por semana, 

com 1,25 mg/kg cada, ao longo de duas semanas, até atingir a dose cumulativa total de 7,5 

mg/kg. Os corações dos animais do grupo D apresentaram maior expressão de fibras de 

colágeno tipo I e total quando comparados aos grupos C, L e LD. A análise por Western 

Blotting mostrou menor expressão da catalase cardíaca nos grupos L e LD quando compa-

rados ao controle. Em conclusão, a suplementação com leucina reduz os níveis de catalase 

no coração isoladamente e também após tratamento com doxorrubicina. 

1  Introdução 

              A doxorrubicina é um antibiótico da família das antraciclinas descoberto na década 

de 50 tendo sido isolado de culturas de Streptomyces peucetius, variante caesius, revelando-

se um dos mais importantes agentes antitumorais utilizados clinicamente (1, 2) no tratamento 

de vários tipos de câncer, destacando-se as neoplasias hematológicas e tumores sólidos (3). 

              Apesar de ser usada desde a década de 60, sua utilidade clínica é limitada devido 

ao seu potencial cardiotóxico (4) responsável por uma considerável morbimortalidade (1, 2). 

Os   fatores   de   risco   cardiovascular   estão   mais intimamente   relacionados à ocorrência 

de cardiotoxicidade crônica e menos com aquela que surge de forma aguda, durante ou 

imediatamente após a administração do medicamento, e que cursa com vasodilatação, hi-

potensão e arritmias (2). A dose cumulativa total do fármaco é o principal fator de risco para 

o desenvolvimento da insuficiência cardíaca crônica (7). 
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              As lesões características na cardiotoxicidade provocada pela doxorrubicina são a 

perda ou fragmentação de miofibrilas, edema muscular, hipertrofia muscular compensatória 

(5), fibrose, vacuolização citoplasmática, necrose e alteração no tamanho nuclear (6). 

               A hipertrofia celular, fibrose, necroapoptose, netose e alterações no metabolismo 

do substrato energético na insuficiência cardíaca têm mecanismos complexos, mas evidên-

cias sugerem que esses processos podem ser modulados por macronutrientes vitais da di-

eta, incluindo aminoácidos (8, 9). Embora o conhecimento acumulado ainda seja esparso, 

os BCAAs (aminoácidos de cadeia ramificada) têm sido utilizados no tratamento de diversas 

doenças humanas (10, 11, 12) e seus benefícios terapêuticos no tratamento de insuficiência 

cardíaca são pouco conhecidos, havendo algumas evidências de que a leucina tem um efeito 

anabólico direto sobre o turnover de proteínas em corações isquêmicos de seres humanos 

(13). 

              Outro dano provocado pelo tratamento com doxorrubicina é o desequilíbrio entre a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de antioxidantes. As ROS são resultan-

tes do metabolismo celular sendo altamente reativas, com capacidade de danificar estrutu-

ras celulares alterando suas funções (14). O desequilíbrio entre a produção e a remoção de 

espécies reativas de oxigênio denomina-se estresse oxidativo (15). 

              A suplementação nutricional com leucina, além de beneficiar a estrutura do músculo 

esquelético (16, 17), também se relaciona ao aumento da biogênese mitocondrial na mus-

culatura esquelética e cardíaca, além de preservar o tamanho de fibras musculares, melho-

rar a coordenação motora e a resistência física, aspectos importantes no tratamento da sín-

drome de insuficiência cardíaca. Estes efeitos tornam-se mais importantes quando a leucina 

é associada ao exercício físico (18). Além disso, a suplementação nutricional com os BCAAs 

preserva o peso corporal e a função cardiovascular em ratos com caquexia cardíaca, além 

aumentar a taxa de sobrevida destes animais amenizando ou mesmo revertendo o quadro 

de proteólise encontrado em diversas situações clínicas (19, 20) a qual é atribuída, em parte, 

ao aumento do estresse oxidativo.  

               O objetivo deste estudo foi analisar a ação da leucina nos níveis de catalase no 

coração de ratos após administração de doxorrubicina.  

2  Material e Métodos 

Foram utilizados 41 ratos machos da linhagem Wistar, com média de idade de três 

meses e peso corporal médio de 274 gramas, fornecidos pela Rede de Biotérios da Univer-

sidade Federal de Uberlândia (REBIR-UFU). Os animais foram alojados em ambiente com 
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temperatura e umidade controladas e expostos a ciclos alternados de claro e escuro, com 

duração de 12 horas cada. Os animais tiveram livre acesso à dieta padrão (AIN – 93M) e à 

água. Todos os procedimentos experimentais foram realizados no REBIR-UFU de acordo 

com o protocolo de ética do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e pela 

Comissão de Ética na Utilização de Animais da UFU (CEUA), tendo recebido parecer favo-

rável, conforme o registro 045/19 do CEUA. 

2.1  Protocolo Experimental 

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: Controle (C), Doxorru-

bicina (D), Leucina (L), Leucina + Doxorrubicina (LD). 

O protocolo experimental foi composto por quatro etapas. Os animais foram inicial-

mente adaptados ao ambiente do laboratório e à ração por 14 dias. Após este período, os 

animais dos grupos D e LD foram tratados com doxorrubicina realizado durante 14 dias; a 

dieta suplementada com leucina foi mantida nos grupos L e LD, durante todo o experimento. 

No final do experimento, os animais foram examinados ecocardiograficamente e, posterior-

mente, ocorreu a eutanásia. O exame e a pesagem dos animais foi  realizada ao longo de 

todo o protocolo experimental. 

2.2  Protocolo de suplementação com leucina  

A dieta foi adquirida e formulada para atender aos requisitos nutricionais de um rato 

adulto seguindo as recomendações do Instituto Americano de Nutrição (AIN – 93M). As die-

tas com leucina foram modificadas no Laboratório de Medicina Experimental da Faculdade 

de Medicina da Universidade Federal de Uberlândia, realizando-se a adição de 5,0 g/100 g 

(5%) de leucina. Na manipulação da ração foram utilizados utensílios exclusivos e com todos 

os cuidados necessários para o controle de riscos de contaminação química e biológica. Os 

ingredientes foram misturados dos menores para os maiores volumes e todos os ingredien-

tes foram passados em peneira até completa homogeneização. Após serem misturados, foi 

acrescentada água filtrada até o ponto de se obter massa homogênea e firme. A massa foi 

moldada em forma de pellets e dessecados em estufa de ar circulante a 60ºC, por 12 horas. 
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Após resfriamento, a ração modificada foi acondicionada em sacos plásticos escuros em 

câmara fria até o consumo.  

A ração foi distribuída entre os quatro grupos experimentais, sendo que os grupos C 

e D receberam dieta padrão (DP) e os grupos L e LD receberam dieta enriquecida com 

leucina (DRL). 

2.3 Tratamento com Doxorrubicina 

Os animais dos grupos D e LD receberam injeções intraperitoneais de doxorrubicina, 

três vezes por semana, ao longo de duas semanas, totalizando seis injeções de 1,25 mg/kg 

cada, atingindo-se a dose cumulativa de 7,5 mg/kg (21). Os grupos C e L receberam solução 

salina estéril em volume injetado e modo de aplicação igual ao dos grupos D e DL. 

2.4 Análise ecocardiográfica 

Aspectos morfológicos e funcionais do coração foram analisados por meio de ecocar-

diografia transtorácica realizada no 35° dia após o início do experimento. Para realização do 

ecocardiograma todos os animais foram anestesiados utilizando-se 0,1 ml/100 g de cetamina 

a 10% (Syntec do Brasil Ltda., Santana de Parnaíba- SP, Brasil), associada à xilazina a 2% 

(Rhobifarma Indústria Farmacêutica Ltda., Hortolândia-SP, Brasil). O ecocardiograma foi re-

alizado utilizando-se equipamento ESAOTE, modelo MyLab VET 30 Gold registrando ima-

gens uni e bidimensionais, e um transdutor de 8,0 MHz de 3,0 cm de profundidade com um 

ângulo setorial de 75°. O diâmetro do ventrículo esquerdo foi obtido no modo M, em corte 

direito transversal paresternal obtido no plano das cordas tendíneas. As mensurações da 

espessura das paredes e dos diâmetros das cavidades foram feitas durante a diástole (DI-

VEd) e sístole (DIVEs) e utilizadas para o cálculo da fração de encurtamento (Delta D %) 

pela fórmula DELTA D%= [(DIVEd-DIVEs)/DIVEd]X 100. Nestes mesmos cortes foram me-

didos os volumes diastólico final (VDF) e sistólico final (VSF), pelo método de Teichholz (22) 

para posterior cálculo da fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FE%) pela fórmula FE%= 

[(VDF-VSF)/VDF]x100. 

2.5  Análise Histopatológica  

Os corações retirados foram lavados em solução salina gelada a 0,9%, secos em 

papel de filtro, pesados em balança de precisão e colocados em solução de formol (10%), 

por 48h. Posteriormente, foram cortados transversalmente e seguiram-se os estágios de de-

sidratação, diafanização, banho e inclusão em parafina. O segmento médio-proximal foi sec-

cionado em cortes de 5 μm e corados para colágeno com Picrosirius Red, conforme 
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apresentado na Figura 1. Os cortes histológicos corados foram analisados ao microscópio 

óptico Nikon TS 100 e as imagens digitalizadas em sistema de microcâmera Optcam, utili-

zando-se objetiva de 10x e com aumento final de 100x. Em cada corte da parede livre do 

ventrículo esquerdo foi feito o registro fotográfico de 10 campos. A luz polarizada no micros-

cópio óptico foi utilizada para a identificação dos subtipos I e III de colágeno. A quantificação 

em percentagem de colágeno total foi feita com o auxílio da ferramenta threshold do software 

ImageJ 1.6.0_24. Essa ferramenta permite delimitar a percentagem de área de colágeno 

depositada na matriz extracelular em relação à área total do campo avaliado.  

2.6 Quantificação de Proteínas 

 As amostras de coração foram processadas para quantificação de Akt- mTOR por 

Western Blotting. Também foram quantificadas as enzimas superóxido dismutase (SOD) e 

catalase. 

 Para estas análises, amostras de coração foram imersas em tampão de lise a 4°C 

(NaCl 150 mM, KCl 2,4 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, IGEPAL CA-630 8,8 mM, 

Desoxicolato de sódio 12 mM, SDS 3,46 mM, Na3VO4 2 mM, 1 mM PMSF, 2,34 μM Leu-

peptina, 0,154 μM Aprotinina, 1,45 μM Pepstatina, pH 8) e moído em um homogeneizador 

de vidro. Os homogeneizados foram centrifugados a 12000g por 20 minutos, a 4°C. O so-

brenadante foi coletado e a concentração de proteína quantificada pelo método de Bradford. 

Alíquotas contendo 20 µg de proteína, foram desnaturadas (95°C por 3 minutos) em tampão 

Laemmli (50 mM, pH 6,8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% Glicerol, 0,001% azul de 

bromofenol) e submetidas à separação por eletroforese em gel de poliacrilamida. Após a 

separação, as proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE, Little 

Chalfont, Berckinghamshire, UK). As membranas foram bloqueadas em solução de leite bo-

vino desnatado a 5% e incubadas a 4°C durante a noite com os anticorpos primários descri-

tos na Tabela 1. Em seguida, foram incubados por 90 minutos em temperatura ambiente com 

anticorpos secundários conjugados com HRP (Peroxidase de rábano) para detecção dos 

complexos por quimioluminescência (NOVEX ECL, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A quimi-

oluminescência foi detectada por um sistema de aquisição de imagens (ImageQuant LA 4000 

series, GE Healthcare, Chicago, IL, EUA), e a intensidade das bandas foi quantificada por 

densidade óptica relativa usando o software FIJI. Todas as proteínas foram normalizadas 

com referência a GAPDH ou Beta-Actina. Os resultados de cada região analisada foram 

comparados com a média dos resultados do grupo controle e expressos em % do controle. 
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Os resultados Média ± Erro Padrão da Média (M ± SEM) foram comparados entre os grupos 

utilizando ANOVA one-way com nível de significância estabelecido em p<0,05. 

2.7  Análise Estatística   

A análise estatística foi realizada por meio do programa GraphPad Prism versão 8.0. 

Todos os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (DP). Em seguida, 

para verificar a normalidade dos dados, foi realizado o teste de Shapiro Wilk.  

A análise dos dados paramétricos foi realizada pelo teste ANOVA one-way com teste 

post-hoc de Tukey. Os valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 

 

3  Resultados 

No exame dos animais foram observadas lesões de pele no local de aplicação da 

doxorrubicina. Ao longo do experimento houve perda de quatro animais do grupo C, quatro 

do grupo D e um do grupo LD. Os animais morreram no momento da aplicação da anestesia 

para realização do ecocardiograma e não foram incluídos na amostra final. 

 Nas análises histológicas, foram encontradas diferenças estatisticamente significan-

tes quanto ao teor de colágeno total que foi maior no grupo que recebeu apenas doxorrubi-

cina; houve redução do colágeno do tipo I no grupo LD em relação aos grupos C e D; não 

houve diferença estatísticamente significante quanto ao teor de colágeno do tipo III. Os re-

sultados estão apresentados na Tabela 2 e Figuras 2A e 2B. 

 Na análise ecocardiográfica, foi encontrada diferença significante na espessura da 

parede posterior do ventrículo esquerdo em diástole (PPVEd) entre os grupos LD e L, sendo 

o valor encontrado no grupo LD 21,9% maior do que o encontrado no grupo L. Para as 

demais variáveis analisadas, não foram encontradas diferenças estatísticas significantes, 

conforme apresentado na Tabela 3. 

 Nas análises de Western Blotting não foram encontradas diferenças significantes na 

comparação entre os grupos em relação à quantificação das proteínas Akt total, Akt fosfori-

lada, mTOR total e mTOR fosforilada; também não houve diferença quanto à quantificação 

da enzima superóxido dismutase (SOD) conforme apresentado na Tabela 4. Ao analisar a 

enzima catalase, foram encontradas diferenças estatísticas significantes entre os Grupos 

LD, L e C, sendo os valores encontrados nos grupos L e LD menores, na ordem de 56,1% e 
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54,7%, respectivamente, quando comparados ao grupo C, conforme apresentado na Figura 

2C e tabela 4.   

 Ao analisarmos as variáveis de peso, não foram encontradas diferenças significantes 

no peso do coração, peso corporal inicial e final dos ratos. O peso relativo (peso do cora-

ção/peso corporal) dos grupos LD, L, D e C, foi maior no grupo LD, na ordem de 22,23%, 

quando comparado aos grupos L e C, e em 11,11% quando comparado ao grupo D, conforme 

apresentado na Figura 2D. 

4  Discussão 

A doxorrubicina é amplamente utilizada em protocolos quimioterápicos e reduz a mor-

talidade (em cerca de 33%) em mulheres com câncer de mama (5). Porém seus efeitos 

colaterais são relativamente frequentes, com incidência de cardiotoxicidade variando de 3% 

a 26% (23). 

A hipótese principal para explicar a fisiopatologia da cardiotoxicidade causada pela 

doxorrubicina é aquela que a relaciona ao aumento do estresse oxidativo (23,24). Vários 

modelos de prevenção ou de atenuação da cardiotoxicidade têm sido propostos nesta área 

e tem sido objeto de investigações do nosso próprio grupo (21). 

 No presente estudo, os indicadores de cardiotoxicidade foram caracterizados pela 

elevação da expressão de fibras de colágeno no coração e por alterações da concentração 

de catalase no tecido cardíaco. Não foram encontradas alterações ecocardiográficas signifi-

cativas, à exceção de um maior espessamento da parede posterior do ventrículo esquerdo 

observado no grupo LD. A ausência de outros achados ecocardiográficos significativos pode 

estar relacionada a aspectos do próprio protocolo que investigou a função cardíaca após 14 

dias do encerramento do tratamento com a doxorrubicina. Mesmo sendo este intervalo ex-

perimental ter sido descrito como suficiente para a instalação da cardiotoxicidade de carac-

terística crônica (25), outros estudos devem verificar se mais alterações cardíacas podem 

ocorrer de forma mais tardia ainda, como parece ocorrer em humanos. Por outro lado, é 

importante destacar que, durante o tratamento antitumoral, os pacientes oncológicos muitas 

vezes são tratados com diversos medicamentos em protocolos complementares contendo 
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antitumorais citotóxicos, bem como radiação, acarretando um maior impacto cardíaco (26, 

27).   

A utilização de doses mais elevadas do quimioterápico em diferentes desenhos experimen-

tais certamente produz resultados mais intensos em termos de cardiotoxicidade porém 

ocorre uma mortalidade muito maior dos animais, o que tem implicações éticas importantes.  

 

Estudos que encontraram maior acúmulo de colágeno no coração após o tratamento 

com doxorrubicina, buscam relacionar este fato ao desenvolvimento da insuficiência cardí-

aca (28, 29). O acúmulo de colágeno gera fibrose cardíaca que por sua vez é mais comum 

em doses cumulativas mais elevadas de doxorrubicina (30, 31, 32). Existem diversos tipos 

de colágeno e os do tipo I e III podem ser identificados e quantificados em microscópios 

ópticos de luz polarizada (33, 34). Em condições normais, o colágeno do tipo I, constitui 

cerca de 80% do colágeno cardíaco, sendo o mais rígido de todos e o principal responsável 

pela resistência da câmara cardíaca. O colágeno do tipo III forma agregados mais finos e 

constitui cerca de 12% do colágeno cardíaco; este colágeno forma pontes entre os feixes de 

colágeno do tipo I que se alinham longitudinalmente ao longo dos cardiomiócitos (35, 36). 

Os resultados do presente estudo demonstram maior acúmulo de fibras de colágeno 

tipo I e total nos animais tratados com doxorrubicina, quando comparados aos demais gru-

pos, evidenciando a capacidade deste quimioterápico em causar cardiotoxicidade, conforme 

já descrito por Oliveira e colaboradores (37). No entanto, é importante destacar o papel exer-

cido pela leucina nos animais suplementados. O grupo LD apresentou menor teor no teor de 

colágeno do tipo I em relação aos grupos C e D; também no grupo LD, resultados inferiores 

ao grupo D foram encontrados no teor de colágeno total. Resultados semelhantes foram 

descritos por Fidale (38) utilizando modelo experimental semelhante ao nosso. 

 Apesar de ser descrita na literatura como modulador da síntese proteica no coração 

(39, 40), os resultados do presente estudo sugerem que a leucina parece não estar relacio-

nada ao aumento da produção de fibrose. É possível que uma maior atividade de síntese 

proteica com o emprego de leucina possa até ocorrer de modo a preservar o microambiente 

celular no quadro tóxico sistêmico gerado pela ação da doxorrubicina mas isto parece não 

estar refletido na síntese de colágeno. Este aspecto deve merecer estudos futuros. 

Os antioxidantes produzidos pelo organismo atuam no sentido de restabelecer a ho-

meostase minimizando os danos decorrentes do estresse oxidativo. Dentre os antioxidantes 

atuantes na atenuação do estresse oxidativo já conhecidos, destacam-se a superóxido dis-

mutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (Gpx) (41).   
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A utilização da doxorrubicina, conforme já descrito na literatura, provoca um desequi-

líbrio na homeostase elevando a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (14) e é 

nesse ambiente que a catalase atua como protetora ao reduzir, principalmente, os teores de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) gerando água e oxigênio. Esta ação tem o propósito de res-

tabelecer o equilíbrio e minimizar os danos decorrentes do estresse oxidativo (41). 

Um achado de relevância do presente estudo foi a ação que a leucina promoveu frente 

à expressão da catalase nos grupos L e LD quando comparados ao grupo C: a suplementa-

ção de leucina parece atenuar os efeitos do estresse oxidativo, induzindo o organismo a 

necessitar de uma menor atividade da catalase. Resultados semelhantes foram descritos 

por Duarte (42) ao analisar tecido hepático de ratos suplementados com leucina frente à 

utilização da doxorrubicina, o que demonstra mais uma vez o efeito antioxidante obtido com 

a suplementação de leucina. 

O nosso estudo sugere que a leucina exerce efeito modulador sobre o metabolismo 

energético celular, promovendo o chamado “efeito Warburg”, que ocorre a partir da modifi-

cação da via de OXPHOS para glicólise sendo, esta mudança, crucial para a diminuição dos 

níveis celulares de ROS (43). O “efeito Warburg” gera maior facilidade na absorção e incor-

poração de nutrientes que são necessários para a proliferação celular (44, 45). A redução de 

ROS ocorre devido à mudança do metabolismo energético onde a via de respiração aeróbica 

é substituída pela respiração anaeróbica ocorrendo distante da ação mitocondrial. Sugere-

se que a suplementação de leucina possa, portanto, ser um meio eficaz para atenuar os 

danos gerados pelo estresse oxidativo. 

Nenhuma alteração pode ser detectada em relação à AKT – mTOR, tanto com a do-

xorrubicina quanto com a leucina e sua associação. Como a inibição da mTOR tem sido 

investigada em relação a aspectos de senescência e sobrevivência celulares (38), outros 

estudos devem investigar em mais detalhes o que de fato acontece neste cenário quando a 

suplementação com leucina é empregada após exposição à doxorrubicina.  

Em relação ao peso relativo do coração, como não houve aumento da estrutura de 

colágeno, a identificação do peso maior do coração em relação ao peso corporal encontrado 

nos grupos LD e D pode ter ocorrido devido a processos inflamatórios e edema ou se dever 

ao aumento da produção de outros componentes proteicos talvez intracelulares. Contudo, 

tais investigações não foram motivo de análise no presente estudo, mas devem ser motivo 

de investigação em modelos especialmente desenhados para esta finalidade. 
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5 Limitações e importância do estudo     

Os resultados descritos reforçam que a suplementação de leucina é uma estratégia 

promissora e aparentemente segura que pode ser utilizada na tentativa de se evitar ou ate-

nuar os danos cardíacos produzidos pela doxorrubicina. 

Algumas limitações ao presente estudo são inerentes ao modelo experimental que 

traz consigo a dificuldade da generalização de resultados para outros cenários. Apesar disso, 

a prova de que existe, além da plausibilidade biológica de efeitos benéficos, algumas cons-

tatações que precisam ser melhor esclarecidas, acrescentam conhecimento sobre um tópico 

promissor, mas ainda um tanto desprovido de evidências científicas.  

Outras limitações encontram-se na necessidade de se avaliar os aspectos metabóli-

cos e inflamatórios envolvidos na cardiotoxicidade, particularmente no que se refere à bio-

gênese mitocondrial e aos mecanismos de morte celular como a necroapoptose e a netose. 

Apesar de não termos encontrado alterações na via AKT – mTOR relacionadas à atuação 

da doxorrubicina e da leucina, ainda assim, estudos sobre como se comporta a utilização 

celular de substratos energéticos neste cenário alterado ainda precisam ser feitos. A ausên-

cia de aumento da produção de fibrose cardíaca associada à possível redução do estresse 

oxidativo como sugerido pelo comportamento da catalase cardíaca são importantes e mere-

cem atenção especial em futuros estudos.  

6 Conclusão     

 A suplementação dietética com leucina reduz os níveis de catalase no coração isola-

damente e também após tratamento com doxorrubicina. 

7  Conflito de Interesse  

Os autores declaram que a pesquisa foi realizada na ausência de quaisquer relações 

comerciais ou financeiras que pudessem ser interpretadas como um potencial conflito de 

interesses.   
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ANEXOS 

 
 Tabela 1. Anticorpos específicos utilizados na análise de Western Bloting. 

Antibody Catalog number Source Dilution 

Anti-pAKT (Ser173) SC-7985-R Mouse Monoclonal 1:500 

Anti-AKT SC-8312 Rabbit Polyclonal 1:500 

Anti-pmTOR (Ser2448) 44-1125G Rabbit Polyclonal 1:500 

Anti-mTOR PA5-20123 Rabbit Polyclonal 1:500 

Anti-CAT LS-C21346 Rabbit Polyclonal 1:1000 

Anti-SOD SC-11407 Rabbit Polyclonal 1:1000 

Anti--Actin MA5-11869 Mouse Monoclonal 1:1000 

Anti-GAPDH SC-25778 Rabbit Monoclonal 1:1000 

Anti-Rabbit IgG-HRP 5220-0336 Goat 1:1000 

Anti-Mouse IgG-HRP SC-2005 Goat 1:1000 
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Figura 1. Fotomicrografias de seções coradas com Picrosirius Red demonstrando o poten-
cial antifibrogênico do exercício aeróbio em tecido cardíaco fibrovascular induzido pela ad-
ministração de Doxorrubicina. Figuras (A, C, E, G) Fotomicrografias de secções coradas com 
Picrosirius Red sem filtro de polarização. Figuras (B, D, F, H), fotomicrografias de secções 
coradas com Picrosirius Red com filtro de polarização (ampliação final 200x). Sob luz pola-
rizada, as fibras d       colágeno tipo I são marcados em vermelho, tipo III está marcado em 
verde e a sobreposição dessas duas fibras de colágeno está marcada em amarelo ou la-
ranja. 
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FIGURA 2 Comparação dos valores das médias do Colágeno Tipo I. C = Controle; D = Doxorrubicina; L = Suple-

mentado com Leucina; Grupo LD = Tratamento com Doxorrubicina e Suplementado com Leucina (A); Comparação 

dos valores das médias do Colágeno Total. C = Controle; D = Doxorrubicina; L = Suplementado com Leucina; Grupo 

LD = Tratamento com Doxorrubicina e Suplementado com Leucina (B);Comparação dos valores das médias da ex-

pressão de Catalase. C = Controle; D = Doxorrubicina; L = Suplementado com Leucina; Grupo LD = Tratamento com 

Doxorrubicina e Suplementado com Leucina. Para valores de p<0,05(C);Comparação dos valores das médias do Peso 

Relativo. C = Controle; D = Doxorrubicina; L = Suplementado com Leucina; Grupo LD = Tratamento com Doxorru-

bicina e Suplementado com Leucina (D);Para valores de p<0,05. 
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6 CONCLUSÃO GERAL 

 
 Neste estudo foi testada a hipótese que a cardiotoxicidade produzida em ratos 

Wistar pela administração de doxorrubicina pode ser atenuada pela adição de uma dieta 

enriquecida com o aminoácido leucina. Os resultados apresentados demonstram que a 

doxorrubicina exerce alterações diretas na estrutura cardíaca produzindo maior depósito 

de colágeno, embora não tenha sido encontrada redução da função contrátil do coração 

nem da via da AKT/mTOR ou da sua forma fosforilada. Também houve acentuação do 

estresse oxidativo no coração, o que é evidenciado pelo aumento da expressão de cata-

lase mesmo não tendo este sido acompanhado por alterações no teor de SOD. Indireta-

mente, a cardiotoxicidade altera o controle autonômico do coração produzindo uma maior 

atividade da via simpática e causando redução da VFC e, portanto, da capacidade do 

coração responder adequadamente aos diversos estímulos adaptativos fisiológicos e 

ambientais. 

A adição de leucina a este cenário da cardiotoxicidade comprova a hipótese com 

base na ausência de aumento da produção de colágeno cardíaco associada à possível 

redução do estresse oxidativo como indicado pela redução da catalase cardíaca.  

Estes resultados indicam que a suplementação da dieta com leucina é uma estra-

tégia promissora e aparentemente segura que pode ser utilizada em futuras pesquisas 

na tentativa de se evitar ou atenuar os danos cardíacos produzidos pela doxorrubicina. 
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ANEXOS 
 

Anexo 1- Parecer CEUA 
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