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RESUMO

Introducdo: A cardiotoxicidade (cdtx) induzida pela Doxorrubicina (Doxo) é um problema
comum no tratamento do cancer, sendo este o principal fator limitante para seu o seu uso na
clinica por promover alterac6es cardiacas mecéanicas e eletrocardiogréficas; ainda assim,
nao existe um tratamento especifico, que seja amplamente aceito, para a cdtx induzida por
Doxo. Produtos naturais tém sido testados de maneira exitosa no tratamento para doencas
cardiovasculares, mais especificamente, o monoterpeno D-limoneno (DL) foi testado com
sucesso como agente cardioprotetor em modelos animais; no entanto, é volatil e tem baixa
solubilidade em agua, o que limita seu uso clinico. Assim, o complexo DL com hidroxipropil-
B-ciclodextrina (HPBCD) poderia melhorar suas propriedades. O objetivo geral deste
trabalho foi investigar, através de ensaio experimental, o efeito cardioprotetor do complexo
de inclusdo D-limoneno-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBDL) na cdtx induzida por Doxo.
Métodos: Os animais foram divididos em grupos (n=5) e tratados, por via intraperitoneal, ou
com DL (10 mg/kg), ou HBDL (10, 30 e 100 mg/kg), ou HPBCD (100 mg/kg), ou com veiculo
(NaCl 0,9%/DMSO 0,1%); a cdtx foi induzida com Doxo (20 mg/kg). Para avaliacéo de lesdo
cardiaca, CK-MB e LDH foram dosados no soro sanguineo de todos os grupos. Para as
demais avaliagdes como analise histolégica, parametros eletrocardiograficos, suscetibilidade
a arritmias in vivo e in vitro, potencial de acédo (PA), corrente de calcio tipo L (IcaL), producéo
de espécies reativas de oxigénio citosélico e mitocrondrial, massa mitocondrial, transiente
de célcio, contratilidade, atividade de enzimas antioxidantes, lipoperoxidacéo, expressao de
quinase Il dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKIl), Bax, BCI2 e Caspase 3, foi utilizado
HBDL 10 mg/kg. Docking molecular também foi realizado. Para a andlise estatistica utilizou-
se ANOVA one-way/two-way, conforme o caso, ou o teste qui-quadrado, seguidos do teste
post hoc de Bonferroni, sendo considerada significancia quando P < 0,05. Resultados: Os
biomarcadores de lesdo cardiaca CK-MB e LDH foram elevados no grupo Doxo em
comparagédo com o controle, e foram revertidos por HBDL em todas as doses. Alteracdes
histolégicas de infiltrado celular e vacuolos apresentados no grupo Doxo foram prevenidos
por HBDL. HBDL oportunizou ganho de peso corporal semelhante ao grupo controle.
Parametros eletrocardiograficos de QTc, QRS e BPM estavam aumentados no grupo Doxo,
o que foi prevenido no grupo HBDL; a arritmia in vivo foi 50% maior no grupo Doxo do que
no grupo HBRDL. Arritmia no PA, duragéo e desvio padrdo médio do PA, amplitude do
transiente e ondas de calcio estavam aumentados no grupo Doxo, o que foi prevenido pelo
HBDL. A lca. estava aumentada no grupo Doxo, o que também foi prevenido por HBDL. O
encurtamento sarcomérico e o tempo para relaxamento em 50% estavam reduzidos no
grupo Doxo, e HBDL restaurou ambos os parametros. HBDL preveniu o fenétipo de aumento
da expressao de CaMKIl fosforilada e oxidada pela administracao de Doxo, como também o
aumento nas espécies reativas citoplasmatica e mitocondrial e massa mitocondrial. As
atividades da glutationa peroxidase e superéxido dismutase (SOD) mitocondrial, que
estavam diminuidas no grupo Doxo foi restaurada no grupo HBDL. N&o houve diferenca nas
atividades da catalase e SOD citoplasmatica. HBDL impediu o aumento de proteinas pro-
apoptéticas Bax e Caspase 3, e da lipoperaxidagdo, induzidos por Doxo. Nao houve
alteracdo na expressao de Bcl-2. O docking molecular exibiu afinidade entre DL e os dois
ligantes avaliados — CaMKIl e quinase da cadeia leve da miosina. Concluséo: O HBDL 10
mg/kg preveniu o aumento em biomarcadores de lesé@o cardiaca e alteragdes estruturais no
tecido cardiaco, melhorou perfil eletrocardiografico, diminuiu percentual de arritmia in vivo e
in vitro, reduziu ondas de calcio, preveniu alteragbes no PA e na dindmica de
contracéo/relaxamento do cardiomidcito, impediu 0 aumento da lcaL, inibiu ativacdo da
CaMKIl, melhorou perfil redox e suprimiu vias apoptéticas. Os resultados validam o
desenho de estudo e mostram um potencial efeito cardioprotetor promissor do HBDL.

Descritores: cardiotoxicidade. Doxorrubicina. D-limoneno. Ciclodextrina. CAMKII.
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ABSTRACT

Introduction: Cardiotoxicity (cdtx) induced by Doxorubicin (Doxo) is a common problem in the
treatment of cancer, which is the main limiting factor for its use in the clinic as it promotes
mechanical and electrocardiographic cardiac changes; Still, there is no specific, widely
accepted treatment for Doxo-induced cdtx. Natural products have been successfully tested in
the treatment of cardiovascular diseases, more specifically, the monoterpene D-limonene
(DL) was successfully tested as a cardioprotective agent in animal models; however, it is
volatile and has low solubility in water, which limits its clinical use. Thus, the DL complex with
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) could improve its properties. The general objective of
this work was to investigate, through experimental testing, the cardioprotective effect of the
D-limonene-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HBDL) inclusion complex on Doxo-induced cdtx.
Methods: The animals were divided into groups (n=5) and treated intraperitoneally with either
DL (10 mg/kg), or HBDL (10, 30 and 100 mg/kg), or HPBCD (100 mg/kg ), or with vehicle (0.9%
NaCl/0.1% DMSO); cdtx was induced with Doxo (20 mg/kg). To assess cardiac injury, CK-
MB and LDH were measured in the blood serum of all groups. For other assessments such
as histological analysis, electrocardiographic parameters, susceptibility to arrhythmias in vivo
and in vitro, action potential (AP), L-type calcium current (ICa,L), production of cytosolic and
mitochondrial reactive oxygen species, mitochondrial mass , calcium transient, contractility,
activity of antioxidant enzymes, lipoperoxidation, expression of Ca2+/calmodulin-dependent
kinase Il (CaMKIl), Bax, BCI2 and Caspase 3, HBDL 10 mg/kg was used. Molecular docking
was also performed. For statistical analysis, one-way/two-way ANOVA was used, as
appropriate, or the chi-square test, followed by the Bonferroni post hoc test, with significance
being considered when P < 0.05. Results: Cardiac injury biomarkers CK-MB and LDH were
elevated in the Doxo group compared to control, and were reversed by HBDL at all doses.
Histological changes of cellular infiltrate and vacuoles presented in the Doxo group were
prevented by HBDL. HBDL led to body weight gain similar to the control group.
Electrocardiographic parameters of QTc, QRS and BPM were increased in the Doxo group,
which was prevented in the HBDL group; in vivo arrhythmia was 50% higher in the Doxo
group than in the HBDL group. AP arrhythmia, duration and mean standard deviation of AP,
transient amplitude and calcium waves were increased in the Doxo group, which was
prevented by HBDL. ICa,L was increased in the Doxo group, which was also prevented by
HBDL. Sarcomeric shortening and time to relaxation by 50% were reduced in the Doxo group,
and HPDL restored both parameters. HBDL prevented the phenotype of increased
expression of phosphorylated and oxidized CaMKIl by Doxo administration, as well as the
increase in cytoplasmic and mitochondrial reactive species and mitochondrial mass. The
activities of mitochondrial glutathione peroxidase and superoxide dismutase (SOD), which
were decreased in the Doxo group, were restored in the HBDL group. There was no
difference in catalase and cytoplasmic SOD activities. HBDL prevented the increase in pro-
apoptotic proteins Bax and Caspase 3, and lipoperaxidation, induced by Doxo. There was no
change in Bcl-2 expression. Molecular docking showed affinity between DL and the two
ligands evaluated — CaMKII and myosin light chain kinase. Conclusion: HBDL 10 mg/kg
prevented the increase in biomarkers of cardiac injury and structural changes in cardiac
tissue, improved the electrocardiographic profile, decreased the percentage of arrhythmia in
vivo and in vitro, reduced calcium waves, prevented changes in BP and blood pressure
dynamics. contraction/relaxation of the cardiomyocyte, prevented the increase in ICa,L,
inhibited CaMKII activation, improved redox profile and suppressed apoptotic pathways. The
results validate the study design and show a promising potential cardioprotective effect of
HBDL.

Keywords: cardiotoxicity. Doxorubicin. D-limonene. Cyclodextrin. CAMKII.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BPM — batimentos por minuto

Cal - canal para Ca?* tipo L

CaMKII — proteina quinase dependente de Ca?*/calmodulina
CaT - canal para Ca?" tipo T

CAT - catalase

cMLCK - quinase da cadeia leve da miosina

DAD - delay afterdepolarization

DDL - despolarizacdo diastdlica lenta

DHE - dihidroetidio

DL - D-limoneno

Doxo — doxorrubicina

DP — desvio padréao

EAD - early afterdepolarization

ECG - eletrocardiografia

EROs - espécies reativas de oxigénio

FV — fibrilag&o ventricular

GPx - glutationa peroxidase

H&E - hematoxilina e eosina

HPBCD - hidroxipropil-B-ciclodextrina

HBDL - D-limoneno complexado com hidroxipropil-B-ciclodextrina
i.p. - intraperitoneal

Ica. - corrente de célcio pelos canais do tipo L

IK, IKr, IKs, IKur — corrente para potassio com retificagcéo retardada
IK1 - corrente para potassio com retificacdo de entrada
Ito, fast — corrente rapida para potassio transiente de saida
Ito, slow — corrente lenta para potassio transiente de saida
Kdr - delayed rectifier current

NAV - nodo atrioventricular

NCX - trocador Na*/Ca?*

NS - nodo sinusal

P, QRS, T — ondas do eletrocardiograma

PA - potencial de agéo

PLB - fosfolambam

PRi — intervalo PR do eletrocardiograma

QRS - complexo QRS do eletrocardiograma

RS - reticulo sarcoplasmatico

RyR2 - receptores de rianodina

SERCAZ2a - ATPase de Ca?" do RS

Triggered — PA aleat6rio espontaneo

TV — taquicardia ventricular
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1 Introducéo

As terapias antineoplasicas tém proporcionado um aumento consideravel na
sobrevida de pacientes com cancer; ndo obstante, esse beneficio ndo veio livre de
riscos. Muitas terapias oferecem risco a saude cardiovascular, em especial a classe
dos quimioterapicos, que ainda permanece como um dos principais métodos para o
tratamento do cancer. De fato, a doenca cardiovascular relacionada ao tratamento
do cancer é a segunda principal causa de mortalidade entre os sobreviventes dessa
doenca (CURIGLIANO et al., 2020).

A Doxorrubicina (Doxo), droga da classe das antraciclinas, € um dos
medicamentos mais utilizados por poder ser empregada em um grande namero de
doencas oncoldgicas, soélidas e hematolégicas (CURIGLIANO et al., 2020; HAJJAR
et al., 2020). Diversos efeitos colaterais foram verificados com o uso de Doxo, tais
como fadiga e atrofia muscular, hemorragias, anemia, problemas neurologicos e
muitos outros (CAILLET et al., 2016; SANCHEZ-LARA et al., 2013; STRASSER et al.,
2013); contudo, a cardiotoxicidade € o principal limitante para o uso da Doxo na
pratica clinica (PAYNE; NOHRIA, 2017).

A cardiotoxicidade da Doxo € dose dependente - a dose cumulativa constitui-
se um fator crucial na clinica, ainda assim, a incidéncia de cardiotoxicidade pelo uso
da Doxo alcanca 11% e 1,7%, para cardiotoxicidade aguda e cronica,
respectivamente (AVILA et al., 2019; CHATTERJEE et al., 2010; CURIGLIANO et al.,
2020; HAJJAR et al., 2020). A cardiotoxicidade pode ser um efeito direto na maioria
das terapias antineoplasicas, bem como um efeito secundario a outros distarbios
cardiovasculares dessas terapias (CURIGLIANO et al., 2016; FRADLEY et al., 2021,
HAJJAR et al., 2020).

Sado varios os mecanismos pelos quais a Doxo confere cardiotoxicidade,
perpassando por manejo de célcio (Ca?*) celular, quebras de fita dupla de DNA,
apoptose, geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) dentre outros, que
levam & uma gama de problemas, da contratilidade a ativacdo elétrica cardiaca
(PRATHUMSARP et al., 2020; SAWICKI et al., 2021). Na clinica, dentre outros efeitos
colaterais, essa cardiotoxicidade pode ser representada por altera¢cdes no ECG (e.g.
taquicardia sinusal, contracdo ventricular prematura), insuficiéncia cardiaca
congestiva e até mesmo faléncia cardiaca. Ainda assim, ndo existe um tratamento

especifico para a cardiotoxicidade induzida pela Doxo que seja amplamente aceito
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ou praticado. Até o momento, a abordagem farmacoldgica profilatica para a
cardiotoxicidade conta com medicamentos que de forma genérica atuam como
protetoras do miocardio, como B-bloqueadores, inibidores da enzima conversora da
angiotensina, estatinas dentre outros (CURIGLIANO et al., 2020).

Neste contexto de multipla causalidade para a cardiotoxicidade advinda do
uso da Doxo, as substancias derivadas de produtos naturais parecem ser
promissoras, pois sao capazes de exercer influéncia sobre muitas das vias acima
citadas, como modulagcédo do sistema redox e apoptose em distintos contextos de
doencas cardiacas, como infarto agudo do miocardio (DURCO et al., 2019; LI et al.,
2010), lesdo de isquemia/reperfusédo (BRITTO et al., 2018), hipertrofia cardiaca (JIN
et al., 2018) e cardiotoxicidade induzida por antraciclinas (MA et al., 2017).

O limoneno é o monoterpeno mais frequente na natureza (FALK FILIPSSON;
BARD; KARLSSON, 1998), e o D-limoneno (DL) - sua principal forma ativa, tem sido
estudado por seu potencial efeito antiarritmico, além de seus efeitos
antiproliferativos e antioxidantes (BICAS; PASTORE, 2007; MARINHO et al., 2022;
NASCIMENTO et al., 2019). O DL tem baixa solubilidade aquosa e alta volatilidade -
0 que limita seu uso terapéutico, entretanto, trabalhos anteriores ja demonstraram
gue sua complexacdo com hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) pode ser uma
alternativa para contornar essa situacao e melhorar suas propriedades terapéuticas
(MARINHO et al.,, 2022). No entanto, seu desempenho como tratamento na
cardiotoxicidade induzida por Doxo permanece desconhecido. Portanto, nosso
objetivo foi investigar o efeito cardioprotetor do complexo DL+hidroxipropil-B-
ciclodextrina (HBDL) em coragbes de camundongos Swiss submetidos ao
tratamento com Doxo.

A possibilidade de desenvolvimento de um tratamento para a prevencao da
cardiotoxicidade induzida por Doxo é de especial importancia para os pacientes que
tiveram cancer na infancia, cuja maior causa de morbidade é o uso de antraciclinas
(que os torna mais suscetiveis a desenvolver doencgas cardiacas que levam a 6bito)
(COVE-SMITH et al., 2014). Além destes, milhares de pessoas de todas as idades
ao redor do mundo também sofrem os efeitos adversos em muitos érgdos alvo,
como o coracdo, trazendo consequéncias potencialmente devastadoras para a
saude (BRAY et al., 2018).

Portanto, pode-se afirmar que se trata de um problema de saude global que

pode afetar substancialmente o bem-estar do individuo, mental, fisico e social. Os
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achados deste trabalho podem sinalizar um possivel tratamento preventivo para os
efeitos nocivos causados no tecido cardiaco de pacientes que realizam

quimioterapia com Doxo, possibilitando melhoria no prognéstico destes.
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2 Revisao de Literatura
2.1 Excitabilidade celular

O batimento cardiaco tem sua origem na atividade elétrica espontanea das
células marca-passo. A atividade elétrica gerada em tais células € transmitida de
maneira ordenada espaco-temporalmente, tendo as células ventriculares como alvo
final.

Etimologicamente, denomina-se cardiomiécito as células musculares que
constituem o coracdo. Esse termo, na maioria das vezes, € utilizado de forma
indiscriminada para todas as células do coracdo; todavia, existem diferencas
morfofuncionais entre as células contrateis e as que geram o estimulo elétrico. As
células que geram o estimulo elétrico estdo localizadas em regibes especificas,
especialmente no nodo sinoatrial (NSA) e nodo atrioventricular (NAV). Células
presentes no feixe de His e fibras de Purkinje também podem gerar uma
autoexitabilidade; todavia, num contexto fisiolégico, as células do NSA, ditas células
marca-passo, sao as responsaveis pelo estimulo elétrico (KEEPERS; LIU; QIAN,
2020; LIANG et al., 2021).

As células cardiacas possuem propriedades especificas de excitabilidade —
sdo capazes de serem excitadas em resposta a um determinado estimulo;
inotropismo — sao capazes de se contrair a partir de um estimulo; cronotropismo —
sdo capazes de gerar sua prépria frequéncia; dromotropismo — sdo capazes de
propagar o estimulo (gerado no NSA num coracdo saudavel) para todas as células
cardiacas; e lusitropismo — sdo capazes de relaxar mediante um estimulo
(diminuicdo do Ca?* citosélico) (RIPA et al., 2023; TSUBOI et al., 2000).

Sob a perspectiva celular, o ciclo elétrico cardiaco é iniciado e sustentado
pelo fluxo de ions através dos canais ibnicos, trocadores e ATPases (bombas)
presentes na membrana das células excitaveis do coracdo. A distribuicdo
heterogénea desses canais ibnicos nas células determina o formato do potencial de
acao (PA) e, consequentemente, do eletrocardiograma (ECG). Portanto, a
morfologia do PA desempenha um papel fundamental no funcionamento adequado
do coracao (RIPA et al., 2023).

O PA cardiaco apresenta variagcdes em diferentes regides do coragéo, sendo
possivel identificar dois principais tipos: o PA de resposta lenta, que ocorre nos

nodulos sinoatrial (NSA) e atrioventricular (NAV), e o de resposta rapida, que ocorre
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nos cardiomiocitos atriais e ventriculares e sistema de conducdo (sistema His-
Purkinje) (PORTER et al., 2018; RIPA et al., 2023).

O PA de resposta lenta divide-se nas fases 4, 0 e 3. A fase 4, nas células
nodais, é também conhecida como despolarizacdo diastélica lenta (DDL), envolve a
participacdo de canais controlados por nucleotideos ciclicos ativados por
hiperpolarizacdo (HCN), popularmente chamados de "Funny”, além do canal para
Ca?* tipo T e o trocador sédio-célcio (NCX - Na*/Ca?*). A corrente através dos canais
HCN, geralmente designada como It "Funny”, € um canal catiénico responsavel pelo
aumento da permeabilidade ao ion Na* em valores em torno de -50 mV e, em
valores mais positivos (OmV), pela saida de K* (DIFRANCESCO DARIO, 2010).

No no sinusal, a isoforma principal expressa ¢ a HCN4, embora também
tenham sido relatados baixos niveis de HCN1 e HCN2. Outro canal de extrema
importancia para a geragdo da DDL é o canal para Ca?* tipo T. Como membro da
subfamilia Cav3x de canais de calcio dependentes de voltagem, a funcdo do canal
tipo T é crucial para a DDL, permitindo a entrada de Ca?*, e aumentando assim o
influxo de correntes despolarizantes. Outra corrente importante para gerar a DDL é a
corrente do trocador sdédio-célcio (NCX - Na'*/Ca?*), que é uma proteina de
membrana antiportadora responsavel pela remocdo de ions Ca?* das células.
Funcdo essa desempenhada ao aproveitar a energia armazenada no gradiente
eletroquimico de sodio (Na*), permitindo que o Na* flua ao longo do seu gradiente
através da membrana plasméatica em troca do transporte contrario de ions célcio
(Ca?*). Nesse processo, um Unico ion de célcio é exportado em troca da importacéo
de trés ions de sédio (DIFRANCESCO DARIO, 2010).

Tais eventos fazem com que a membrana alcance voltagens mais positivas,
oportunizando a abertura do canal para Ca?* tipo L - CaL (~-40 mV) e com isso, 0
Ca?* que entra na célula gera a despolarizacéo, ou fase 0. A inclinagcéo da fase 0
acompanha a caracteristica lenta da abertura do canal para Cal, dando a
configuracgéo caracteristica do PA lento visto na Figura 01. N&o apenas a cinética de
abertura, mas também de inativacdo desse canal € lenta, assim uma repolarizagao,
ou fase 3, com essa mesma caracteristica também é evidenciada. Na fase 3, h4 o
envolvimento em especial dos canais Kdr (delayed rectifier current) lento (Ks - slow)
e rapido (Kr - rapid) (DIFRANCESCO DARIO, 2010).
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Figura 01. Potencial de acdo lento (célula marcapasso cardiaca). Fase 0 —
despolarizacdo, corrente de calcio pelos canais do tipo L (lcaLr); Fase 3 -
repolarizacdo, corrente de potassio retificador retardado rapido (Ik) e lento (lks);
Fase 4 - despolarizacdo diastélica lenta (DDL), canais controlados por nucleotideos
ciclicos ativados por hiperpolarizacdo (HCN), canal para Ca?* tipo T, trocador sédio-
calcio (NCX - Na*/Ca?*). Fonte: Souza, 2019.

O Potencial de A¢éo (PA) rapido nas células cardiacas pode ser categorizado
em cinco fases. Na fase 0, ocorre a abertura dos canais de sodio dependentes de
voltagem (Nav 1.5), desencadeando o processo de despolarizacdo e diminuicdo da
corrente de K* retificadora de entrada (IKi). A fase 1 estd associada a rapida
inativacao da corrente de sodio (INa) e a abertura do canal de potassio denominado
transiente de efluxo (Ktol - Kv4.2 e Kv4.3), marcando o inicio da repolarizacdo
(PORTER et al., 2018). A fase 1, adicionalmente, incorpora uma corrente
repolarizante por meio de um canal especifico para cloreto (Ito2). Dada a sua
proximidade ao potencial de equilibrio em torno de -50 mV, o ion CI- apresenta uma
propensdo ao influxo na célula, seguindo o gradiente eletroquimico ao longo de
praticamente toda a fase de repolarizacdo (DUAN, 2013; PINNELL; TURNER,;
HOWELL, 2007).

A fase 2 representa o platd, caracterizado pela abertura dos canais CaL (Cav
1.2) e pela redugéo da condutancia ao potassio. Ao final da fase 2, ocorre a abertura
completa dos canais de potassio retificadores retardados (iniciada na fase 0),
conhecidos como delayed rectifier (Kdr — rapida, Kr — Kv11.1, e lenta Ks — Kv7.1),
gue possuem uma retificacdo lenta, conduzindo a repolarizacao e a fase 3 (final da
repolarizacdo), possuindo nas células atriais um subtipo ultra rapido (IKur — Kv1.5)
(CHOE, 2002). A fase 4 é marcada pela corrente de potassio retificadora de entrada

(IK1 — Kir2.1, cujos canais reabrem ja na fase 3), responsavel por atuar na fase
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tardia da repolarizacdo e manter o potencial de repouso (PINNELL; TURNER;
HOWELL, 2007). O PA rapido pode ser visto na Figura 02.

ItFase 1 Fase 2
0l,2

ICa,L

IK:, s

OmV sifassssisusicacNgasnss

Fase0

INa

Fase4 Fase4

Figura 02. Potencial de acdo rapido cardiaco e suas principais correntes
ibnicas. Fase 0 — despolarizacdo corrente de sédio (Ina); fase 1- repolarizacao
rapida, corrente transiente de efluxo (Itol,2); fase 2 — platé, corrente de célcio pelos
canais do tipo L (lcaL); fase 3 — repolarizagdo, corrente de potassio retificador
retardado rapido (Ikr) e lento (Iks); fase 4 — repouso, corrente retificadora de entrada
(Ik1). Fonte: Souza, 2019.

O fluxo sequencial de ions, coordenado pela especificidade dos canais
ibnicos, temporalmente define as fases do PA cardiaco. Quando em estado aberto,
esses canais idnicos permitem o fluxo passivo de ions Na*, K*, Ca?* e CI~, seguindo
o gradiente eletroquimico, controlando assim as propriedades elétricas das células.
Classificados de acordo com os mecanismos de abertura, 0s canais i6nicos
pertencem a diferentes familias, sendo uma delas os canais dependentes de
voltagem. Esta familia desempenha um papel predominante no controle das
propriedades do PA nas células excitaveis do coragcdo. Portanto, a integridade da
estrutura do complexo macromolecular que constitui os canais idnicos é essencial
para a manutencdo do ciclo elétrico cardiaco (AHMED et al., 2017; AMIN; TAN;
WILDE, 2010).

Do ponto de vista estrutural, os principais canais idnicos sensiveis a voltagem
apresentam uma organizacdo semelhante. A subunidade principal, designada
subunidade a, € composta por quatro dominios, cada um contendo seis segmentos
transmembrana. A regido entre os segmentos 5-6 de cada dominio contribui para a
formacéo do poro, enquanto os segmentos 1-4 constituem o médulo de voltagem. O

segmento S4, com 4 a 7 residuos de aminoacidos carregados positivamente
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(geralmente arginina), seguido por dois residuos hidrofébicos, € considerado o
sensor de voltagem. Em muitos canais i6nicos, a passagem pelo poro é regulada por
um "gate" que pode estar aberto ou fechado em resposta a sinais quimicos, elétricos,
temperatura ou forca mecénica. Além da subunidade principal, os canais
apresentam subunidades auxiliares, tais como B, y e & (BEZANILLA, 2005;
CATTERALL, 2014).

Entre os canais cardiacos, destaca-se a estrutura complementar do canal de
sédio, localizada entre o segmento S6 do dominio 3 e o segmento S1 do dominio 4.
Essa estrutura € reconhecida como uma das principais associadas a inativacdo do
canal de sd6dio chamada de particula de inativacdo ou motivo IFM (isoleucina,
fenilalanina e metionina). Muta¢gbes e modulacées nessa estrutura sao conhecidas
por causar desordens do ritmo cardiaco (AHMED et al., 2017; CATTERALL, 2014;
HORVATH et al., 2020).

Assim, no coracdo a onda elétrica origina-se no NSA, é propagado para 0s
atrios direito e esquerdo, respectivamente, e alcanca o nodo atrioventricular (NAV).
Do NAV, ha seguimento da atividade elétrica para o feixe de His e fibras de Purkinje,
sendo entdo propagada para os ventriculos, inicialmente na face endocérdica, até
atingir toda a musculatura ventricular (KIANI et al., 2013). O sistema excito-condutor

do coracao pode ser visto na Figura 03.
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Figura 03. Sistema excito-condutor do coracao. Transmissao do impulso cardiaco
iniciado no nodo sinoatrial, e 0 tempo de aparecimento nas diferentes partes do
orgao (exibido em segundos). Fonte: Guyton e Hall Tratado de Fisiologia Médica -
132 Edicéo.

2.2 Acoplamento excitagdo contragéo

Estabelecida a atividade elétrica cardiaca como um PA este conduz a parte
mecanica (contracao/relaxamento), cujo conjunto é denominado acoplamento
excitacdo-contracao (AEC), onde o ion calcio é o protagonista.

Como visto, a despolarizacdo ocasionada pelo PA leva a abertura dos canais
para Ca?*, localizados em maior quantidade nas regides dos tlbulos T. A quantidade
de Ca?* que entra pelo canal para célcio dependente de voltagem tipo L, subunidade
alfa 1C (Cavl.2) funciona como um gatilho para que o Ca?" do reticulo
sarcoplasmatico (RS), localizado proximo aos tubulos T, seja liberado através dos
receptores de rianodina (RyR) — o Ca?* se liga nesses receptores, cuja isoforma mais
expressa no coracdo € RyR2, sendo essa a maior fonte de aumento da
concentracgdo intracelular de célcio ([Ca?*]i) (BERS, 2002).

Ao aumento transitério de Ca?* citoplasmatico, da-se o nome de transiente
intracelular global de Ca?* (BERS, 2002; EISNER et al., 2017), responsavel pela
contracdo cardiaca regular, como sera abordado a seguir. Ele difere de liberacdes
pontuais e discretas de Ca?* pelo RyR2, denominadas sparks de Ca?* (CHENG;
LEDERER, 2008; EISNER et al., 2017; HOANG-TRONG; ULLAH; JAFRI, 2015).

O aumento da [Ca?']i favorece sua ligacédo a troponina C, o complexo Ca?*-
troponina leva a uma alteracado conformacional em que a troponina | expde os sitios
de ligacdo na actina, oportunizando sua liga¢cdo a miosina. Durante a jun¢éo actina-
miosina, ha hidrdlise do ATP (trifosfato de adenosina), que se encontra na cabeca
leve da miosina, em ADP (difosfato de adenosina) e a energia dessa reacao leva a
uma mudanga conformacional que oportuniza o deslizamento dos filamentos de
actina e miosina uns sobre os outros, o que resulta no encurtamento do sarcobmero
(BERS, 2002; EISNER et al., 2017).

Para que a [Ca?']i diminua, resultando assim no relaxamento celular,
mecanismos para a remoc¢édo do Ca?* do citoplasma séo ativados, dentre os quais a

ativacdo da Ca?*-ATPase do sarcolema (plasma-membrane Ca?*-ATPases -
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PMCAs), o trocador Na*/Ca?* (NCX), uniporte de Ca?* mitocondrial e ATPase de
Ca?* do RS (SERCA2a); todavia, a SERCA2a é a que tem maior relevancia na
diminuicdo da [Ca?']i (responsavel por mais de 90% da recaptacdo em ratos e 70%
em humanos) (BASSANI; BASSANI; BERS 1994; BERS, 2002; EISNER et al., 2017).

A SERCA2a possui um regulador natural, a fosfolambam (PLB). Essa
proteina, quando desativada, inibe a recaptacdo de Ca?* pela SERCA2a. Quando a
PLB é ativada - o que pode ser feito por proteinas quinases como a proteina kinase
A (PKA), proteina kinase C (PKC) ou proteina quinase dependente de
Ca?*/calmodulina (CaMKIl) — deixa de inibir a SERCA2a, o que acelera a recaptacdo
de Ca?* por esta para o RS (BASSANI; YUAN; BERS, 1995; EISNER et al., 2017).
Com a diminuicdo da [Ca?']i, a troponina C e o Ca?* se desligam, os sitios de ligacdo
da actina sao inativados e h& substituicdo do ADP por ATP na cabeca da miosina,
até que outro evento se inicie (BERS, 2002). A dinAmica do processo de excitacéo

contracdo pode ser vista na Figura 4.

sarcolema
Tuabulo T

Figura 04. Sinalizagcédo intracelular de calcio no cardiomiocito. NCX: trocador
Na*/ Ca?*; RyR: receptor da rianodina; PLB: fosfolambam; Em: potencial da

membrana Fonte: adaptado de Bers, 2002.
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2.3 Atividade elétrica do coracao e Arritmias

Os primeiros experimentos pra entender como o sistema elétrico funciona no
organismo humano comecaram em 1660. Cientistas como Luigi Galvani, Carlo
Matteucci, Augustus Waller dentre outros deixaram valiosas contribuicbes para a
evolucado dessa area (ALGHATRIF; LINDSAY, 2012; BRESADOLA, 1998). Todavia,
o0 maior avanco foi alcancado por Willem Einthoven ao criar um aparelho especifico
pra medir a atividade elétrica do musculo cardiaco (ALGHATRIF; LINDSAY, 2012).

De forma genérica, pode-se dizer que o coracdo é ativado por estimulos
elétricos, que vao num sentido ordenado da base para o apice do coracdo; nas
células ventriculares, a despolarizacdo acontece do endocardio em direcdo ao
epicéardio e, devido a caracteristicas especificas das células do epicéardio, como por
exemplo apresentarem densidade maior para correntes de K*, as mesmas
apresentam um PA mais curto e iniciam a repolarizacdo antes das células
endocérdicas, i.e. a repolarizacdo ocorre no sentido do epicardio para o endocardio.
Tal informacao proporciona o entendimento que a despolarizacdo e a repolarizacéo
sdo mensuradas através de uma projecdo gréfica vetorial que possui direcao,
sentido e intensidade, ditas deflexdes ou ondas, que tomando por referéncia uma
linha de base, podem ser positivas — quando acima da linha de base, ou negativas —
guando abaixo dessa linha. Essas deflexdes foram nomeadas como ondas P, Q, R,
S e T (ALGHATRIF; LINDSAY, 2012).

Considerando que a despolarizacdo dos cardiomiécitos ndo ocorre de forma
estocastica, o direcionamento da despolarizacdo é dado da seguinte forma:
inicialmente o estimulo é deflagrado pelo NSA, o marca-passo cardiaco, em direcao
a células basais ventriculares. A ativacdo cardiaca possui diversos vetores, nesse
texto serdo abordados os vetores resultantes de cada area.

O estimulo inicialmente deflagrado pelas células do NSA € imediatamente
conduzido, pelas vias internodais, para os atrios direito e esquerdo, respectivamente.
Entdo temos que o vetor resultante do atrio direito se dirige para baixo, para
esquerda e para frente, e o vetor resultante do atrio esquerdo se orienta para baixo,
para esquerda e para tras. Durante a despolarizacdo dos éatrios € possivel obter um
vetor resultante atrial que se orienta para baixo, para esquerda e para frente ou para
tras. A projecdo desse vetor resultante da ativacdo dos atrios em uma determinada

derivagéo do eletrocardiograma da-se o nome de onda P (PASTORE et al., 2016).
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A despolarizacdo alcanca entdo o NAV, que devido sua estrutura pobre em
juncdes gap e natureza conjuntiva, retarda o impulso. Isso oportuniza que 0s atrios
se contraiam de forma tal que haja um esvaziamento adequado dos mesmos. O
impulso segue entdo do NAV para o feixe de His e fibras de Purkinje (ALGHATRIF;
LINDSAY, 2012; PASTORE et al., 2016).

O impulso elétrico, alcancando entdo os feixes do sistema His-Purkinje,
propaga quase que instantaneamente o potencial para os ventriculos, a partir do
septo interventricular, em direcdo ao apice e base ventriculares. Como a massa dos
ventriculos € robusta, os vetores sao divididos em areas. O septo ventricular é a
primeira area, sendo seu vetor resultante direcionado para baixo ou para cima, para
frente e para direita. Entao, as areas anteriores e apicais do septo ventricular geram
um vetor para baixo, para frente e para esquerda. A terceira regido é o vetor
ventricular direito e esquerdo, que se dirige para baixo, para tras e para esquerda. E
por ultimo, tem-se o vetor da regido posterobasal, que se orienta para cima, para
trds e para o plano sagital. Aos vetores que resultam da despolarizacdo dos
ventriculos, da-se o nome de complexo QRS (SUBRAMANIAN, 2017). O potencial
elétrico de repolarizacdo ventricular acontece em seguida, sendo este denominado
onda T, onde o vetor resultante se dirige para baixo, para trds e para esquerda
(PASTORE et al., 2016).

Ha ainda outras areas no ECG, identificadas como intervalos e segmentos. O
intervalo PR refere-se ao inicio da ativacdo elétrica no NSA até o principio da
ativacado do feixe de His e fibras de Purkinje, sendo localizado no ECG do inicio da
onda P até o inicio do complexo QRS. O segmento PR representa o tempo
decorrido onde a onda despolarizante trafega pelo NAV e pelo sistema His-Purkige
em diregdo ao septo ventricular, e pode ser identificado no ECG do final da onda P
até o comeco da onda Q (PASTORE et al., 2016).

O intervalo identificado no ECG como QT refere-se ao tempo decorrido entre
0 inicio da despolarizagcdo ventricular até o fim da repolarizagdo desta, sendo
portanto medido do inicio do complexo QRS até o final da onda T. Assim, pode-se
entender que a duracdo deste intervalo € afetada pela frequéncia cardiaca. Para
contornar esse problema, o intervalo é corrigido pela frequéncia cadiaca e uma das
formas de fazé-lo é através da formula de Bazett: QTc=QT/NRR (POSTEMA; WILDE,
2014). O segmento ST refere-se ao tempo entre o final da despolarizagéo ventricular
e 0 comeco da repolarizagcdo ventricular, sendo localizado no ECG do final do
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complexo QRS até o inicio da onda T (PASTORE et al., 2016). A representacéo do

ECG com suas ondas, segmentos e intervalos pode ser vista na Figura 05.
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Figura 05. Eletrocardiograma normal e seus intervalos. Fonte: Guyton e Hall
Tratado de Fisiologia Médica - 132 Edi¢é&o.

O intervalo QT é bem utilizado para demonstrar a seguranca no uso de
alguma droga, sendo, portanto, um dos critérios utilizados para monitorar a
cardiotoxicidade induzida pela Doxo, estando neste contexto 0 mesmo aumentado.
Demais alteracbes no ECG também sdo observadas na cardiotoxicidade induzida
pela Doxo, como taquicardia sinusal, batimento ventricular e atrial prematuros, além
de arritmias (CHATTERJEE et al., 2010; CURIGLIANO et al., 2020).

Avaliando-se o PA do cardiomiécito, como discorrido na secéo 2.1, pode-se
entender que mudancas nesse PA podem predispor arritmias, sejam tais mudancas
nos mecanismos que corroboram para a concretizacdo do PA da célula cardiaca,
como por exemplo os canais idnicos envolvidos no PA, ou nas caracteristicas do
proprio PA, como velocidade de despolarizacdo ou periodo em que a célula
recupera a sua excitabilidade. Ambas as situacfes acarretardo em disturbios de
conducdao elétrica (TSE, 2016).

Disturbios que afetam a conducédo elétrica a nivel celular podem ser
classificados como EADs (early afterdepolarizations) ou pdés-despolarizacdes
precoces e as DADs (delay afterdepolarizations) ou pés-despolariza¢des tardias.

As EADs originam-se antes que a célula esteja completamente repolarizada,
portanto, acontecem entre as fases 2 e 3 do PA (SONG et al., 2015; TSE, 2016).
Situacdes que prolongam o PA (i.e. aumento de Ica L Ou reducado das Ik+) permitem
gue os canais de calcio se recuperem da inativacdo e se abram novamente, levando

a um maior influxo de Ca?*. Da mesma forma, a fosforilacédo direta desses canais de
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calcio pela CaMKIl também diminui seu tempo de inativacdo, culminando em
aumento da [Ca?']i. Ambas as situacdes aumentam a probabilidade das EADs
(LANDSTROM; DOBREV; WEHRENS, 2017; SONG et al., 2015).

As DADs originam-se depois da completa repolarizacdo da célula (SONG et
al., 2015; TSE, 2016), portanto, acontecem geralmente durante a diastole. O Ca?*
também se faz necessario nessa situacédo, sendo a amplitude da DAD definida por
um balanco entre a condutancia em repouso da Ik1 e a amplitude da corrente do
trocador sddio calcio (Incx). A amplitude da DAD é de especial importancia porque
atingindo o limiar de excitacdo, deflagra-se uma nova corrente despolarizante,
favorecendo o surgimento de PAs espontaneos (triggered) (LANDSTROM; DOBREV;
WEHRENS, 2017; SONG et al., 2015).

Logo, circunstancias que facam com que haja o aumento citosélico do Ca?*,
como liberacdes inadvertidas e instaveis de Ca?* pelo RyR2, podem gerar ondas de
Ca?* que culminardo em arritmias (LANDSTROM; DOBREV; WEHRENS, 2017).

Outro mecanismo associado ao aumento do Ca?* intracelular é a ativacédo da
CaMKIll, que embora seja ativada pelo Ca?* num cenario fisiolégico, quando ha
aumento da [Ca?*]i pode também ser ativada por espécies reativas de oxigénio -
EROs (MONNERAT et al., 2016). Na verdade, quando ativada por EROs, a CaMKI|I
permanece em seu estado ativo. Tal estado constante de ativacdo da CaMKIIl é
especialmente deletério para o coracdo, pois como ja descrito, a CaMKIl ativada
aumenta a lca 1, que em Ultima instancia, aumentara a probabilidade de arritmias
(LUCZAK; ANDERSON, 2014; MONNERAT et al., 2016; SINGH et al., 2012, p. 8).

As arritmias decorrentes do tratamento com Doxo podem ser vistas logo
depois da sua primeira administracdo ou até mesmo anos apds o tratamento
(HAZARI et al., 2009). De fato, distintos mecanismos de acdo da cardiotoxicidade
induzida pela Doxo levam ao aumento intracelular de Ca?* e geracdo de EROs,

como abordado na secao 2.7.1, podendo induzir o aparecimento de arritmias.

2.4 Estresse oxidativo

Espécies reativas (ER) podem ser originadas do oxigénio (ERO), nitrogénio
(ERN) ou enxofre (SIES; JONES, 2020) e, salvo indicagcdo no texto, esta secdo se
atera aquelas geradas pelo oxigénio (EROs). Englobam distintas moléculas como o

superéxido (0O2%), o peréxido de hidrogénio (H202), o radical hidroxila (OH°), o
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peroxinitrito (ONOO"), o oxido nitrico (NO°) dentre outros. Quando as espécies
reativas possuem elétrons desemparelhados, sdo ditas como radicais livres (LI; JIA;
TRUSH, 2016). Tal caracteristica do radical livre € o que oportuniza que ele esteja
pronto para interagir com outras estruturas, o que o configura como uma molécula
instavel.

Espécies reativas sd@o essenciais para varios processos fisioldgicos do
organismo humano - como na fecundacdo do Ovulo, no sistema de defesa, na
sinalizacao celular e em muitos outros processos (LUSHCHAK, 2014), e para que
sua atuacdo permaneca benéfica, moléculas antioxidantes garantem a manutencao
dos niveis de espécie reativa, permitindo a quantidade necessaria para o0
desempenho das funcdes biolégicas. O problema reside nas situagcbes em que ha
uma quantidade maior que o necessario dessas espécies, seja pelo aumento direto
nessas ou pela reducdo de moléculas antioxidantes. A esse desequilibrio entre
fatores pré-oxidantes e antioxidantes, da-se o nome de estresse oxidativo
(HALLIWELL, 20086).

Os fatores antioxidantes pertencem a um sistema de defesa antioxidante, que
pode ser divido em parte enddgena e exdgena (nutrientes que possuem
propriedades antioxidantes). Dentre o0s antioxidantes exégenos podemos citar
algumas vitaminas como o acido ascorbico e vitamina E, além de carotenoides,
glutationa dentre outros (BLANCO; BLANCO, 2017). O sistema de defesa enddgeno
consiste basicamente, mas ndo exclusivamente, em enzimas com acao especifica
sobre cada espécie reativa, assim, faz-se necessario inicialmente abordar tais.

A maior parte das EROs sdo geradas na cadeia de transporte de elétrons
(SIES; JONES, 2020). Além da mitocdndria, EROs também podem ser geradas no
citoplasma e sarcolema. Para catalisar a reacao que leva a formacédo das espécies
reativas, ha a participacao de ions metalicos como o ferro, sendo as transformacdes
detalhadas pelas reagbes de Fenton e Haber-Weiss, como pode ser visto abaixo
(BLANCO; BLANCO, 2017; LUSHCHAK, 2014).

Fenton: Fe3* + 00 ——» Fe2* + O2
Fe? + H.02 —» Fe3* + OH° + OH"
Haber-Weiss: 02° + H202 —» O2+ OH° + OH"

O H202 é normalmente gerado pelas células fagociticas, como parte da linha
de defesa contra patdgenos, ou como produto da degradacéo de acidos graxos. Nao
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€ a ERO gue mais pode causar dano, mas além de poder cruzar a membrana celular
facilmente, ela participa em reacdes que geram novas EROs, por vezes com maior
poder oxidativo, como o radical OH° (BLANCO; BLANCO, 2017).

A ERO mais comum € o anion superoéxido. Ela é formada em maior parte pela
mitocondria, na cadeia de transporte de elétrons, mais especificamente em seus
complexos | (NADH: ubiquinona oxidoredutase) e Il (ubiquinol: citocromo ¢
oxidorredutase) (BLANCO; BLANCO, 2017; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Assim
como o peroxido de hidrogénio, o dano maior do superoxido esté relacionado a sua
capacidade de formar, através das reacfes de Fenton e de Haber-Weiss, o radical
hidroxila (BLANCO; BLANCO, 2017).

O radical OH°, embora tenha o seu poder de acdo bem limitado em termo
espacial, € a ERO que mais pode causar dano, devido a sua natureza altamente
reativa. Além de ser originada em reacfes cujo superoxido e peroxido de hidrogénio
participam, ela também pode ser formada na reacdo de Fenton, na presenca de
ferro (BLANCO; BLANCO, 2017; LI; JIA; TRUSH, 2016).

Sendo as espécies reativas necessarias, num cenario fisioldgico o organismo
consegue manter a razdo entre a geracdo de EROs e de componentes do sistema
antioxidante. Como dito anteriormente, componentes do sistema de defesa
enddgeno tém acao especifica para certas EROs. A enzima superoxido dismutase
(SOD), com vasta presenca em todos os tecidos, é responsavel por remover 0
superoxido, convertendo dois anions superdoxido em uma molécula de H20:2 e
oxigénio. O H202, por sua vez, também é uma ERO, sendo a sua remocéo realizada
pela catalase (CAT), hemoproteina presente na maioria das células. A catalase
decompde o H202 em agua e oxigénio (BLANCO; BLANCO, 2017; LI; JIA; TRUSH,
2016).

O H202 também pode ser degradado pela glutationa peroxidase (GPXx),
localizada no citosol e mitocondria das células. Quando a GPx age no H202, ela o
faz usando a glutationa (GSH) como um doador de hidrogénio, nessa reacédo cada
glutationa doa um elétron de seu grupo sulfidrila, e os radicais resultantes se unem
para formar a glutationa oxidada (GSSG), que é reduzida de volta a GSH pela
glutationa redutase (BLANCO; BLANCO, 2017; LI; JIA; TRUSH, 2016).

As EROs acima citadas, como também varias outras que nao foram nessa
peca contempladas, sdo capazes de lesionar lipideos, proteinas, DNA dentre outros,

culminando em morte celular. Essa faceta nociva da espécie reativa € exibida nas
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situacdes em que o sistema de defesa antioxidante ndo consegue atuar, seja por
nao conseguir eliminar a espécie reativa, por ndo conseguir impedir a formacéao
delas ou por n&o conseguir reparar os danos por elas causados (BLANCO; BLANCO,
2017; LI; JIA; TRUSH, 2016). Um indicador bem utilizado para avaliar o status desse
(des)equilibrio é a peroxidacao lipidica, uma vez que os acidos graxos nao raro sao
alvos dos radicais livres (PANTH; PAUDEL; PARAJULI, 2016).

No coracdo, a necessidade de equilibrio entre EROs e sistema de defesa
antioxidante também é fundamental. Em condi¢des fisiolégicas as EROs contribuem,
por exemplo, para a maturacdo dos cardiomiécitos, o manejo do Ca?*, o
acoplamento excitacdo-contracdo dentre outros, ja em condicdes patoldgicas, estdo
envolvidas no infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e aterosclerose (PEOPLES
et al., 2019; TERENTYEV et al., 2008), ou seja, 0 estresse oxidativo ndo apenas
lesiona estruturas celulares como também altera vias moleculares, contribuindo na
génese das doencas cardiovasculares.

A maior fonte de EROs no coragdo é a mitocdndria, através da cadeia de
transporte de elétrons, e considerando que os cardiomiécitos consomem mais
oxigénio, eles também possuem mais mitocondrias que outras células. Dentre as
principais fontes de EROs nas doencas cardiacas pode-se citar NAD(P)H oxidase
(NOX) — em especial a NOX2 e NOX4 — abundantes nos cardiomidcitos, citocromo
P450 e respiracdo mitocondrial (PANTH; PAUDEL; PARAJULI, 2016; PEOPLES et
al., 2019).

Na mitocéndria, o dano a sua funcdo pode também ser decorrente de
diminuicdo na GPx ou MnSOD (SOD especifica da mitocéndria) (PEOPLES et al.,
2019), além da alteracdo do metabolismo de Ca?*. Este (ltimo, quando
sobrecarregado na mitocdndria, aumenta a geracdo de EROs e leva a abertura do
poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial, culminando em apoptose (PANTH;
PAUDEL; PARAJULI, 2016).

A fibrose esta presente em varias doencas cardiacas - alteracdes nos
mecanismos bioquimicos e na contratilidade do cardiomiocito levam a alteracdes
estruturais e funcionais que resultam na fibrose (MORIS et al., 2017). De fato, alguns
estudos demonstraram que as EROs num contexto de estresse oxidativo podem
oxidar proteinas miofibrilares (HEUSCH et al., 2010; SCHENKEL et al., 2010).

Na insuficiéncia cardiaca, o estresse oxidativo, em especial 0 aumento de

superoxido dependente da NADPH oxidase, acompanhado ou ndo de diminui¢éo de
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enzimas antioxidantes, também foi relatado. Essas EROs afetam a dinamica de
liberacdo do Ca?* pelo RyR2, oxidando RyR2 e levando a liberacéo inadvertida de
Ca?*, impactando assim diretamente no sistema de acoplamento excitacdo-
contracao cardiaco (TERENTYEYV et al., 2008). Essa dindmica explica a presenca da
arritmia e disfuncdo contratil na composicdo do fenotipo da insuficiéncia cardiaca
(PEOPLES et al., 2019).

A forte conexdo entre estresse oxidativo (global), EROs geradas na
mitocondria e doencas cardiacas aponta uma area para terapéutica nessa tematica
— por limitar a producdo de EROs ou aumentar a atuacdo do sistema de defesa
antioxidante (PEOPLES et al., 2019).

2.5 Doxorrubicina e cardiotoxicidade

A Doxo é um antibiotico da classe das antraciclinas, isolado da cultura da
bactéria Streptomyces spp.. Quimicamente € composto de um ndcleo
naftacenequinona unido através de ligacdo glicosidica ao agucar amina, a
daunosamina (Figura 06). Na estrutura da antraciclina, ha uma porcéo lipofilica e
rica em hidroxila saturada, vizinha ao acucar amina que € hidrofilico. A parte
lipofilica da Doxo mostra natureza acida e o amino aclUcar na parte hidrofilica,
natureza basica. Tais caracteristicas bioquimicas proporcionam que a Doxo se ligue
especialmente a membranas. A excrecdo da Doxo ocorre na maior parte através da
bile (>40%), sendo aproximadamente 4-5% atribuidos a excrecdo urinaria (RAWAT
et al., 2021).

Figura 06. Estrutura quimica da doxorrubicina. Fonte: adaptado de Frederick et
al., 1990.
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A atividade antitumoral da Doxo foi reportada na década de 60 (ADAO et al.,
2013; BACHUR, 2002; BOOSER; HORTOBAGYI, 1994). O primeiro representante
dessa classe, a daunorrubicina, foi identificado nos anos 50, sendo mais tarde
constatado que seu anélogo, a Doxo, possuia maior poder antitumoral (ADAO et al.,
2013; BOOSER; HORTOBAGYI, 1994). Tao logo quanto descoberto seu potencial
antineoplasico, foi também observado uma das maiores complicacdes relacionadas
ao seu uso, a toxicidade cardiaca (VOLKOVA; RUSSELL, 2011).

A cardiotoxicidade decorrente do tratamento anticAncer ndo se restringe as
antraciclinas, podendo ser também estendida a outros tipos de tratamentos como o
HER2 (human epidermal growth factor receptor 2), drogas com alvos moleculares
como trastuzumabe ou pertuzumabe, VEGF (vascular endothelial growth factor),
dentre outros (CURIGLIANO et al., 2020). Assim, as drogas antineoplasicas
costumam ser classificadas em tipo 1 e tipo 2, sendo as do tipo 1 aquelas que
causam lesdes irreversiveis a nivel celular, ou seja, 0s mecanismos que lesionam 0s
cardiomiécitos o fazem de maneira direta e permanente, ademais, tais drogas
representam danos progressivos conforme dose acumulada. As drogas do tipo 2
referem-se aquelas cujo mecanismo, apesar de tornar os cardiomidcitos
disfuncionais, ndo representa uma lesao irreversivel, havendo portanto chance de
recuperacéo (ADAO et al., 2013; KOUTSOUKIS et al., 2018).

As antraciclinas estdo entre os quimioterapicos mais efetivos e a Doxo, droga
antineoplasica do tipo 1, pode ser empregada no tratamento de distintos tipos de
malignidades como linfomas de Hodgkin e ndo - Hodgkin, canceres de ovario, de
mama, de bexiga, de tireoide, de préstata dentre outros, podendo ser usada
isoladamente como agente quimioterdpico ou em combinacdo com outras drogas
(ADAO et al., 2013; CURIGLIANO et al., 2020; DOUEDI; CARSON, 2023;
VENKATESH; KASI, 2023). Seu uso esta relacionado a muitos efeitos adversos,
mas o principal fator limitante para seu uso na clinica € a cardiotoxicidade (O'BRIEN
et al., 2004).

Estudos apontam que um fator chave para o aparecimento de falha cardiaca
relacionada ao uso da Doxo é de fato a dose cumulativa, definida como a
guantidade total da droga dada ao paciente ao longo do tempo (PDQ Cancer
Information Summaries, 2002). Todavia, tais estudos divergem quanto a
especificacdo da dose correlacionada ao efeito deletério no coracdo, havendo

relatos de diminuigdo da fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo a partir de 350
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mg/m? (ALEXANDER et al.,, 1979; BUZDAR et al.,, 1985) e aumento em sua
prevaléncia, acompanhada de sintomatologia clinica, com doses cumulativas de 550
mg/m? (VON HOFF et al., 1979); outros estudos apontaram falha cardiaca em doses
<300 mg/m? (SWAIN; WHALEY; EWER, 2003) e ainda outros observaram mudancas
histopatoldgicas no tecido cardiaco com doses de 240 mg/m? (BILLINGHAM et al.,
1978; BRISTOW et al., 1978).

Habitualmente, a dose dos quimioterapicos é estabelecida com base na area
de superficie corporal, sendo seu célculo feito através da altura e peso do paciente,
utilizando-se para o resultado a unidade de m? (KAESTNER; SEWELL, 2007).
Todavia, embora em alguns contextos clinicos a area de superficie corporal emerja
como um indicador mais preciso da massa metabdlica em comparacdo ao peso
corporal, é importante destacar que tal medida tem sido objeto de criticas
substanciais na area da quimioterapia (FURLANETTO et al.,, 2016; PORTUGAL,
2005; STOBAUS et al., 2013).

Independentemente da unidade de medida a ser usada, é fato que a dose
cumulativa associada a cardiotoxicidade é também dependente do organismo de
cada individuo, assim, pessoas que ja possuem comorbidades relacionadas ao
sistema cardiovascular estdo sob maior risco de complicacbes advindas do
tratamento do que as demais (CURIGLIANO et al., 2020), ndo havendo portanto um
valor (dose da medicacdo) assertivo relacionado a toxicidade cardiaca. Todavia,
pode-se afirmar um aumento na incidéncia de doencas cardiovasculares de até 26%
em doses de 550 mg/m?. Assim, até os dias atuais, o fator dose cumulativa
objetivando evitar a toxicidade cardiaca tem ditado o tratamento quimioterapico,
dentre outras antraciclinas, com a Doxo (ADAO et al., 2013; CURIGLIANO et al.,
2016).

A cardiotoxicidade pode aparecer logo depois do tratamento ou mesmo anos
apos o término deste, fato de especial importancia para os sobreviventes de cancer
na infancia (CURIGLIANO et al., 2016; VOLKOVA; RUSSELL, 2011). A
cardiotoxicidade pode se apresentar como isquemia, hipertensdo arterial ou
pulmonar, espessamento ou derrame do pericardio, doencga arterial coronariana,
arritmias dentre outros (ADAO et al., 2013; KOUTSOUKIS et al., 2018). A diminuicdo
da fracdo de ejecdo é amiude citada na definicdo do que é a cardiotoxicidade;
entretanto, faz-se necessario salientar que este € um sinal tardio da cardiotoxicidade

e, portanto, ndo deve ser tomada como parametro isolado. Na verdade, a
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cardiotoxicidade apresenta distintos estagios, sendo assim necessario uma definicao
mais abrangente, que expresse a condicdo da forma com a qual se apresenta
(ALEXANDRE et al., 2020).

Uma forma de classificar a cardiotoxicidade é categoriza-la em aguda e
cronica. A cardiotoxicidade dita como aguda ocorre durante a administracdo da
terapia ou logo depois, envolvendo anormalidades no ECG tais como prolongamento
QT, arritmias, hipotenséo, vasodilatacdo, e mais raro pericardite e miocardite. A
cardiotoxicidade aguda independe da dose e pode ser observada no inicio do
tratamento até 14 dias apés o término deste (ALKURAISHY; AL-GAREEB; AL-
HUSSANIY, 2017).

A cardiotoxicidade cronica, por se tratar de uma injuria progressiva ao
cardiomiécito, leva ao afinamento das paredes ventriculares e diminuicdo da
performance sistélica, resultando em insuficiéncia cardiaca e cardiomiopatia grave.
Esse tipo de cardiotoxicidade € dependente da dose, aparece apds o término do
tratamento, no primeiro ano ou até mesmo anos apos o término (ALKURAISHY; AL-
GAREEB; AL-HUSSANIY, 2017).

2.5.1 Mecanismos de acéo da doxorrubicina

O efeito citotoxico da Doxo em células cancerigenas € atribuido
primariamente a interacéo topoisomerase 2a-Doxo-DNA, o que bloqueia a replicacao
de nucleotideos, leva a quebra do DNA e consequentemente, morte celular
(ALKURAISHY; AL-GAREEB; AL-HUSSANIY, 2017; RAWAT et al., 2021).
Importante pontuar que tal mecanismo ocorre em dois contextos, o da atividade
antitumoral, onde a topoisomerase em questdo € a 2a, amplamente expressa em
tumores e minimamente expressa no coracdo, e o da cardiotoxicidade, onde a
topoisomerase em questao é a 2B, bem expressa no coracado (JIANG et al., 2017,
UUSKULA-REIMAND; WILSON, 2022). Outros mecanismos de cardiotoxicidade
também tém sido estudados, como sera discorrido nesta secéo.

O estresse oxidativo ha muito tempo tem sido apontado como um mecanismo
no cerne da cardiotoxicidade induzida pela Doxo. Tal mecanismo pode ser oriundo
da propria metabolizacdo da Doxo, que ao ser reduzida por enzimas redutases -
como por exemplo pela redutase do citocromo P450, NADH desidrogenase e xantina
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oxidorredutase, origina o radical Doxo semiquinona (KALYANARAMAN, 2019;
RAWAT et al., 2021).

Tais enzimas, que fazem parte do complexo enziméatico NOX2, contribuem na
formacao do radical semiquinona através da transferéncia de um elétron do NADPH
para Doxo que, através de um mecanismo ordinario de ciclo redox, produz radicais
livres e leva a peroxidacéo lipidica seguida de apoptose (RAWAT et al., 2021).
Obviamente, para o éxito desse mecanismo de acado, esta implicita a presenca de
um ion metalico como o ferro.

EROs também sdo capazes de promover a translocacdo do fator de
transcricdo NF-kB para o nucleo, ativando assim diretamente genes apoptoticos
como o p53. Outra via desencadeada pelas EROs é o aumento dos niveis de Ca?*
intracelular por liberacdo do Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS) através da
abertura do receptor de rianodina (RyR) (ALKURAISHY; AL-GAREEB,; AL-
HUSSANIY, 2017). O manejo do Ca?* desempenha um importante papel na
cardiotoxicidade induzida por Doxo, e sua homeostase também & comprometida por
acao direta da Doxo no RS.

A Doxo dilata o RS gerando um estresse neste, comprometendo a
homeostase do Ca?* e estimulando sua liberacdo das vesiculas do RS
(ALKURAISHY; AL-GAREEB; AL-HUSSANIY, 2017; FU et al., 2016). Tal processo
se apoia numa intrincada via de sintese proteica, que de forma mais simplista
envolve a ativacdo de sensores transmembranares responsaveis pelas respostas
adaptativas do RS - como por exemplo o ATF6 (fator de transcricdo 6), que induzem
a expressdo de genes cujo mRNA codifica o fator de transcricdo para GRP78
(proteina 78 regulada por glicose), chaperona mais abundante do RS e responsavel
pela resposta adaptativa deste. A Doxo diminui os niveis de mRNA que codifica o
fator de transcricdo para GRP78, logo, diminui a transcricdo de proteinas
responsaveis pela resposta adaptativa do RS (FU et al., 2016).

Além da propria metabolizacdo da Doxo gerar espécies reativas que afetam o
RS e perturbam a homeostase do Ca?*, o estresse prolongado do RS também leva
ao estresse oxidativo, uma vez que o Ca?* intracelular aumentado induz a producéo
de mais EROs através de enzimas geradoras de EROs sensiveis ao Ca?*
(ALKURAISHY; AL-GAREEB; AL-HUSSANIY, 2017; FU et al., 2016). Ainda, vias de
sinalizagdo apoptoticas especificas também s&o iniciadas por esse estresse no RS
(FU et al., 2016).
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Ambas as situacdes — estresse oxidativo e aumento de Ca?* intracelular,
corroboram para a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(MPTP), levando a liberacdo de citocromo c e fator indutor de apoptose (AIF) da
mitocbndria, 0 que em dUltima instancia, culmina na morte celular. A apoptose
também pode ser devido a les6es no DNA, seja por acéo direta da Doxo ou pelas
EROs, que conduzem ao aumento da ativacdo e expressdo do gene p53 e das
proteinas pré-apoptoticas por ela regulados, como o Bax. Em contrapartida, a Doxo
causa deplecdo do fator de transcricio GATA-4, responsavel por regular a
expressdo de genes especificos do coragdo, como as proteinas sarcoméricas, além
de ativar o gene antiapoptotico Bcl XL (ALKURAISHY; AL-GAREEB; AL-HUSSANIY,
2017; TAKEMURA; FUJIWARA, 2007).

A Doxo, por ser uma molécula com carga positiva, possui grande afinidade
com a mitocondria do cardiomidcito, na verdade, ela forma complexos irreversiveis
com a cardiolipina, alterando assim seu funcionamento e originando o radical
superéxido (O2™). Ainda, o estresse oxidativo causado pela Doxo aumenta o
metabolismo anaerébico e aerdbico, o que pode levar a insuficiéncia cardiaca ou
prejudicar a contratilidade e relaxamento (RAWAT et al., 2021).

A sobrecarga de trabalho mitocondrial impacta na sua biogénese, o que €&
refletido no aumento da massa e da funcdo mitocondrial. Em cardiomidcitos, o
aumento da biogénese mitocondrial é alcancado através do aumento da expressao
do coativador gama 1l-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissomo
(PGC-1a) e coativador gama 1-beta do receptor ativado por proliferador de
peroxissomo (PGC-18), da familia PGC1 - proteina coativadora que ativa fatores de
transcricdo que induzem a expressado de genes da maioria das proteinas da cadeia
respiratéria. A Doxo diminui a expressdo de PGC1, o que implica diretamente na
capacidade oxidativa da mitocdndria - prejudica a cadeia de transporte de elétrons,
gera EROs e leva ao estresse oxidativo. De forma mais pontual, pode-se sinalizar a
PGC-1a, que €& mais expressa em tecidos com alto metabolismo como os
cardiomiocitos (ROWE et al., 2010; WALLACE; SARDAO; OLIVEIRA, 2020).

Ainda, o Ca?" e o estresse oxidativo podem ativar a CaMKII, que nos
cardiomiécitos desempenha papéis fundamentais na sinalizacao celular. A ativagéo
da CaMKIl e o proprio aumento do Ca?' ativam o NF-kB, que, como dito
anteriormente, desencadeia vias apoptoticas. A Doxo também aumenta a

probabilidade de abertura do CalL através de sua fosforilagdo direta, ocasionando
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maior entrada de Ca?*, responsavel pela ativacdo da CaMKIIl, que por sua vez,
também aumenta a probabilidade de abertura do CaL (IKEDA et al., 2019).

Outra atividade desempenhada pela CaMKIlI quando ativada é a inibicdo da
fosfolambam (PLB) (MATTIAZZI; KRANIAS, 2014), proteina inibidora fisiolégica da
ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA). A SERCA contribui com a
homeostase do Ca?* por recapta-lo do citosol para o RS (AKIN et al., 2013); assim, a
regulacdo negativa da PLB implica num aumento de recaptacdo de Ca?* pela
SERCA.

O aumento do Ca?* pela acdo da Doxo, direta ou indiretamente, na lca, Le RS
promove ainda a ativacdo das calpainas - proteases dependentes de Ca?* que
induzem apoptose nos cardiomidcitos, além de promover a degradacdo da titina
(RAWAT et al., 2021). A titina é uma proteina integral do miofilamento, grande e
elastica, que ancora os filamentos grossos as linhas Z. Dessa forma, a titina nao
apenas evita o0 estiramento excessivo do sarcomero, mas também participa na
sinalizagdo celular atuando como um sensor de estiramento, modulando a sintese
proteica em resposta ao estresse. Defeitos genéticos na titina causam disfungéo
cardiaca, fato que comprova o papel essencial dela no sarcémero (UPADHYAY et
al., 2021).

Ainda em relacdo ao sistema contratil cardiaco, a Doxo diminui a quinase da
cadeia leve da miosina (cMLCK), responséavel por fosforilar a cadeia leve da miosina
(MLC2) e assim aumentar a sensibilidade da MLC2 ao Ca?, aumentando a
amplitude de contracdo e cinética contracdo/relaxamento. A atividade da cMLCK
pode estar ou ndo ligada a CaMKIl, PKA, PKC (UPADHYAY et al., 2021).

O estresse oxidativo na cardiotoxicidade induzida pela Doxo segue sendo
amplamente estudado, considerando a suscetibilidade do coracdo as EROs e ERNSs,
gue chega a ser 10 vezes maior que em outros 6rgaos (RAWAT et al., 2021). De
fato, o estresse oxidativo esta presente na cardiotoxicidade induzida pela Doxo;
todavia, a literatura ainda ndo chegou a um consenso quanto a este ser fator causal
ou consequente.

Alguns outros mecanismos de acdo também s&o recorrentes na
cardiotoxicidade induzida pela Doxo, como por exemplo as vias inflamatérias
ativadas pelo Ca?*, NF-kB e CaMKIl, que aumentam, dentre outros, a caspase 3

clivada, citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e as
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interleucinas 1 e 6 (IL1, IL6), promovendo um ambiente pro-inflamatorio que culmina
com o evento apoptotico (IKEDA et al., 2019; RAWAT et al., 2021).

A Doxo também suprime a via AMPK no coracao, reduzindo a atividade da
Acetil-coA carboxilase e conduzindo a vias alternativas como as da Akt e MAP
quinase, provocando danos ao DNA além de aumentar o estresse energético no
cardiomidcito. Autofagia, vias distintas de apoptose (intrinsecas e extrinsecas) e
componentes genéticos também tém sido investigados, além de muitos outros
putativos mecanismos (GHIGO; LI; HIRSCH, 2016; LIU et al., 2007; RENU et al.,
2018; TIMM; TYLER, 2020). Alguns dos mecanismos de ac¢ao aqui contemplados

podem ser vistos na Figura 07.
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Figura 07. Mecanismos de cardiotoxicidade da Doxorrubicina. No nacleo, a doxo
interage com a topoisomerase (TOP) 2B e forma complexos clivaveis de DNA,
diminui a transcricdo de enzimas antioxidantes, diminui a transcricdo de proteinas
responsaveis pela resposta adaptativa do reticulo sarcoplasmatico (RS) e a
biogénese mitocondrial, condi¢cdes que contribuem, direta e indiretamente, com o
estresse oxidativo e apoptose e interfere no manejo do Ca?*. A alteragdo no Ca?*
pode ser provocada pela quinase Il dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKIl), que
ativada (i.e. estresse oxidativo) fosforila o célcio tipo L e inibe a fosfolambam (PLB),

ambas as situaces contribuem com o aumento da [Ca?']i e levam a um feedback
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positivo de ativacdo da CaMKIl e stress oxidativo. A CaMKIl, o Ca?* e o estresse
oxidativo ativam vias inflamatérias que contribuem com a apoptose. Na mitocondria,
a doxo tem acdo direta na cadeia de transporte de elétrons e forma ligacédo
irreversivel com a cardiolipina, condic6es que contribuem com o estresse oxidativo e
apoptose. Nos elementos contrateis, ha diminuicdo da quinase da cadeia leve da
miosina (cMLCK) pela doxo e dano ao miofilamento pela calpaina, prejudicando a
cinética contragao/relaxamento. Doxo: doxorrubicina; SOD: superdxido dismutase;
CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GRP78: proteina 78 regulada por glicose;
PGC-1a: coativador gama 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissomo.

Fonte: Durco, A. O. 2023. Criado com BioRender.com.

A Doxo, devido a sua efetividade, se mantém como uma das drogas mais
utilizadas no tratamento contra o céancer, a despeito de sua cardiotoxicidade -
problema este que até o momento possui apenas um tratamento especifico, 0
dexrazoxane. O dexrazoxane € administrado intravenosamente em carater
preventivo; todavia, seu uso é controverso ja que o mesmo pode ser responsavel por
causar mielossupressao, além de uma possivel interferéncia no mecanismo
antitumoral da Doxo (SEIFERT; NESSER; THOMPSON, 1994); assim, seu uso néo
€ amplamente aceito ou praticado. Logo, cada vez mais pesquisas com escopo na
prevencao e tratamento da cardiotoxicidade induzida por Doxo tém sido produzidas,
com atencao especial nos produtos naturais. Tais produtos possuem propriedades
terapéuticas valiosas, e.g. anti-inflamatérias, antiapoptéticas, antioxidantes, e
geralmente sdo menos onerosas que os farmacos “convencionais” (ABUSHOUK et
al., 2017). Portanto, esses produtos possuem acdo em multiplas vias pelas quais a
Doxo leva a cardiotoxicidade, sendo entdo uma fonte promissora para o
desenvolvimento de agentes capazes de atuar na cardiotoxicidade induzida por

Doxo.

2.6 Terpenos
Produtos naturais séo utilizados com finalidade terapéutica ha milénios por
distintas sociedades. Os terpenos sdo os metabolitos vegetais mais recorrentes na

natureza, desempenhando nas plantas funcdes diversas como desenvolvimento e
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defesa (COX-GEORGIAN et al., 2019), e possuem grande representatividade na
induUstria agricola, cosmética, alimenticia e farmacéutica (LAPCZYNSKI et al., 2008;
SOUZA et al., 2015; PAZOUKI; NIINEMETS, 2016).

Os terpenos sdo metabdlitos secundarios presentes em varias partes do
vegetal e podem ser apresentados em Oleos, alcoois ou outros derivados
oxigenados. Sua classificacdo se da conforme o numero da unidade estrutural de
isoprenos, sendo a base da unidade isoprénica 5 carbonos (C5). Assim, os terpenos
sdo denominados como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (mais
qgue 40 carbonos, ou seja, mais que oito unidades isoprénicas). Ainda em termos de
estrutura, os terpenos também podem ser classificados em aciclicos e ciclicos,
quando a estrutura apresenta-se de forma linear e em forma de um anel,
respectivamente (ALDRED; BUCK; VALL, 2009; CHO et al., 2017, PAZOUKI,
NIINEMETS, 2016).

Muitos estudos ja comprovaram propriedades anti-inflamatorias dos terpenos,
como a reducdo da expressao de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1 e IL-6,
inibicdo do NF-kB, reducdo da lipoperoxidacdo e formacdo de EROs, além de
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como a catalase e superdxido
dismutase (DEL PRADO-AUDELO et al., 2021). Algumas caracteristicas quimicas
dos terpenos contribuem para tal atividade antioxidante.

Os terpenos contém grupos funcionais antioxidantes, como hidroxilas (-OH),
cetonas (C=0), aldeidos (R-CHO), e éteres, que sao frequentemente associados a
atividade antioxidante devido a capacidade de doar elétrons para neutralizar radicais
livres. Ainda, a presenca de ligagbes duplas (insaturacdes) na cadeia de terpenos
também pode contribuir para a atividade antioxidante, uma vez que essas ligacdes
podem ser alvos de radicais livres, ajudando a neutraliza-los (SANCHEZ-MARZO et
al., 2019).

Embora terpenos de variados tamanhos exibam atividade antioxidante,
sugere-se que aqueles de menor tamanho, como monoterpenos, podem ser mais
eficazes devido a sua capacidade de interagir mais facilmente com radicais livres
(SANCHEZ-MARZO et al., 2019). Outras atividades terapéuticas também s&o
apresentadas, por exemplo, os monoterpenos mirceno e D-limoneno possuem

atividade anti-tumorogénica, sendo atualmente um dos metabolitos do D-limoneno, o
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alcool perilico, administrado em seres humanos no tratamento de tumor cerebral
(CHO et al., 2017; DURCO et al., 2021).

No sistema cardiovascular hd também uma variedade de evidéncias na
pesquisa basica que suportam os efeitos cardioprotetores dos terpenos em doencas
isquémicas, insuficiéncia cardiaca, hipertensédo, arritmias dentre outros (ALVES-
SILVA et al., 2016; DURCO et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2019).

Os monoterpenos, que como dito sdo 0s compostos constituidos por duas
unidades de isopreno - C10, sdo a parte majoritaria dos terpenos, representando nos
Oleos essenciais 90% de seus componentes (TCHIMENE et al., 2013; VIEIRA et al.,
2018). Tal como os terpenos, 0s monoterpenos resultam do metabolismo secundario
das plantas e podem estar contidos no caule, folhas, frutos e flores; sao lipofilicos e,
em decorréncia do seu baixo peso molecular, volateis (BUCKLE, 2003). Os
monoterpenos sdo amplamente utilizados na industria de alimentos, agricultura e
perfumaria; sendo reconhecidamente compostos que possuem propriedades
terapéuticas — anti-inflamatérias, antidepressivas, hipotensivas, antimicrobianas
dentre outras (BUCKLE, 2015; COX-GEORGIAN et al., 2019; TCHIMENE et al.,
2013).

2.6.1 Limoneno

O limoneno (p-menta-1,8-dieno) é o monoterpeno natural de maior
recorréncia na natureza e esta presente, especialmente, na casca de plantas citricas
— em maior quantidade nos 6leos essenciais, podendo também ser encontrado em
menor proporgdo em alguns legumes (BACANLI et al., 2017; BACANLI, 2020). O
monoterpeno ciclico limoneno possui 2 (dois) isbmeros, o L-limoneno ou S-limoneno
e o0 D-limoneno ou R-limoneno (DL) (Figura 08), sendo o DL sua principal forma ativa
e, portanto, o0 maior componente do 6leo essencial de frutas citricas (BACANLI, 2020;
KIM et al., 2013).

Em decorréncia do seu aroma citrico, o DL foi inicialmente alvo da industria
alimenticia e cosmética, sendo utilizado como saborizante e odorizante em
alimentos, gomas de mascar, bebidas, além de perfumes, solventes, sabdes dentre
outros (BACANLI et al., 2017; FALK FILIPSSON; BARD; KARLSSON, 1998). Assim,
considerando a presenca do DL tanto em alimentos naturais quanto como aditivo de

sabor, estima-se que a ingestdo desse monoterpeno, cuja seguranca (alimentar) é
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reconhecida por 6rgdos federais, alcance uma média diaria de 16 a 90 mg/dia (SUN,
2007).

ol H2 H4C
(R) fSJ

Figura 08. Estrutura quimica do D (R) - limoneno e L (S) - limoneno. Fonte:

Encyclopedia of Toxicology, 2014.

Em murinos e humanos, a metabolizacdo do DL é similar. Em murinos, a
concentracdo do DL reduz rapidamente apés a primeira hora de ingestdo, sendo
seus principais metabolitos (no plasma e urina) os acidos perilico e dihidroperilico.
Tanto o DL quanto seus metabdlitos podem ser encontrados em distintos tecidos
como pulmao, rim e figado, com propensdo de acumulo em tecidos adiposos
(BACANLI, 2020; CROWELL et al., 1992).

No organismo humano, o DL € totalmente metabolizado apés
aproximadamente 5h da ingestéo, sendo alguns de seus metabdlitos o acido perilico,
alcool perilico e &cido dihidroperilico. Seus metabdlitos sdo detectaveis no sangue e
na urina, tendo os produtos da diidroxilacdo endociclica maior representacdo no
sangue e aqueles resultantes da diidroxilacdo exociclica, na urina — atingindo os
produtos de todas as vias metabdlicas um pico maximo dentro de até 3h apés a
exposicao, com cinética de eliminacéo diretamente proporcional a concentracdo da
substancia (BACANLI, 2020; KIM et al., 2013; SCHMIDT; GOEN, 2017).

Assim, no trato gastrointestinal (TGIl) de humanos e roedores o DL é
metabolizado por distintos tecidos, o que garante uma rapida absorcdo. Seus
metabalitos divergem em concentracdo e toxicidade (CROWELL et al., 1994), sendo
0s sintomas de toxicidade reportados restritos a irritacdo dérmica (quando DL
aplicado topicamente) e ao TGl — como por exemplo tenesmo, e cessam apOs sua

descontinuacdo. Ainda assim, a toxicidade do DL é considerada muito baixa e ele
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nao confere alteracdo funcional em o6rgdos como figado, pancreas e rim (SUN,
2007).

Algumas das propriedades terapéuticas do DL ja bem descritas na literatura
incluem sua atividade antitumoral (em distintos tipos de malignidades) por inibicao
da proliferacédo celular através da regulacdo de proteinas envolvidas no ciclo celular
(SHAH et al., 2018), antioxidante (NEBIGIL; DESAUBRY, 2018; VIEIRA et al., 2018),
anti-inflamatoria, por inibir produgcdo de mediadores inflamatorios como
prostaglandinas, e antiapoptética, por ativacdo de caspases (VIEIRA et al., 2018),
dentre muitas outras (VIEIRA et al., 2018). Clinicamente em humanos, foi
comprovado seu uso para dissolver pedra na vesicula (coledocolitiase), tratar
azia/refluxo e para aumentar a velocidade de absorcdo da via transdérmica
(SHOJAEI et al., 2014; SUN, 2007), além de estar sendo estudado como tratamento
para o cancer (QIAN, 2023; CLINICAL TRIALS, 2023).

No sistema cardiovascular, o DL demonstrou propriedades bradicardica,
hipotensora e antiarritmica, além de melhorar leses miocéardicas causadas por
infarto (DURCO et al.,, 2019; NASCIMENTO et al., 2019; PARK et al.,, 2011,
TOUVAY et al., 1995; WANG,; LI; SHEN, 2018; YOUNIS, 2020).

Na toxicidade induzida por Doxo, o DL demonstrou protecdo renal por
prevenir o estresse oxidativo e diminuir as respostas inflamatéria e de
biomarcadores de leséo renal (REHMAN et al., 2014). Mais especificamente na
cardiotoxicidade induzida por Doxo, frutas que contém o DL, e.g. roméa e toranja,
demonstraram restaurar o equilibrio redox por reduzir a lipoperoxidacéo e restaurar
a atividade de enzimas antioxidantes como a SOD e a GSH (KOSS-MIKOLAJCZYK
et al., 2021). Em tais estudos, o DL foi administrado por via oral, misturado na dieta
ou por gavagem, e em sua forma pura.

Assim, alguns mecanismos de acdo nos distintos escopos pelos quais o DL
exerce suas atividades protetoras, estdo relacionados ao impedimento do estresse
oxidativo, inibicdo de vias apoptoticas induzidas por espécies reativas, aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, diminuicdo de marcadores inflamatorios dentre
outros (ALSAFFAR et al., 2022; ANANDAKUMAR; KAMARAJ; VANITHA, 2021).

A ultima qualidade do DL aqui abordada é relacionada a sua obtencdo. O DL
€ largamente encontrado no género Citrus, que engloba as frutas mais cultivadas no
mundo (VIEIRA et al., 2018). O Brasil € um dos maiores produtores de laranja do

mundo (FAO, 2021), o que torna o DL amplamente acessivel.
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Todavia, por ser uma molécula hidrofébica passivel de sofrer oxidacdo, o DL
possui baixa solubilidade aquosa e alta volatiidade, como a maioria dos
monoterpenos - 0 que limita seu uso terapéutico. Assim, recursos capazes de
contornar essa limitagdo podem melhorar a biodisponibilidade do DL, por exemplo,
alguns trabalhos ja mostraram que a complexacdo de DL com B-ciclodextrinas é
capaz de melhorar significativamente as suas propriedades terapéuticas (BARRETO
et al., 2017; MARINHO et al., 2022; PEREIRA et al., 2022).

2.7 Ciclodextrina

As ciclodextrinas (CDs) sédo resultantes da hidrélise enzimética do amido pela
enzima ciclodextrina glicosiltransferase. Estruturalmente, a molécula assemelha-se a
um cone, com grupos hidroxilas em ambas as extremidades desta estrutura (grupos
primarios na parte estreita e grupos secundarios na regiao mais larga do cone), cujo
centro é lipofilico e a parte externa € hidrofilica.

As CDs naturais mais numerosas sao as a, B, e y CDs (LOFTSSON;
MASSON, 2001). A a e a y CDs nao se adequam as necessidades da industria por,
respectivamente, possuir um tamanho de cavidade inadequado para muitas drogas
e ser onerosa. Assim, a B-ciclodextrina (B-CD) € a mais utilizada na industria
farmacéutica, pois sua cavidade € compativel com uma maior quantidade de drogas
— 0 que a torna melhor para complexacéo, além de possuir um baixo custo. Todavia,
o uso da B-CD nao esté livre de oObices.

A B-CD forma ligacdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas, e isso reduz
os grupos de hidroxila disponiveis para fazer ligacdo com o hidrogénio das
moléculas de agua, o que limita a sua solubilidade. Ainda, além de ser nefrotoxica, a
B-CD quando complexada com compostos lipofilicos geralmente leva a precipitacao
complexos da ciclodextrina (CHALLA et al., 2005; LOFTSSON; MASSON, 2001), o
que restringe 0 seu uso especialmente em vias parenterais. Logo, foram
desenvolvidas modificagbes quimicas visando a redugdo do potencial toxico e a
substituicdo das ligacdes de hidrogénio que resultam em grupos hidroxi para
consequente melhora da solubilidade aquosa.

Esse € o caso da hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBCD), que € obtida através da
adicdo de oxido de propileno - ou seja, a presenca do radical hidroxipropil na

estrutura resulta num sistema de alta solubilidade. A formacg&o do complexo com o
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composto lipofilico (HBCD + droga) no ambiente aquoso acontece em especial pela
entalpia de formacdo: as moléculas de agua que estdo na cavidade central, que é
lipofilica, ndo conseguem cumprir o potencial de ligacdo do hidrogénio, logo, estas
possuem uma entalpia maior do que as varias moléculas de agua presentes no
ambiente aquoso; tais moléculas ricas em entalpia sdo liberadas da cavidade da CD
e substituidas pela molécula do composto lipofilico ou por alguma estrutura lipofilica
deste composto (LOFTSSON; MASSON, 2001). Ainda, mesmo em altas doses, a
HBCD né&o apresenta nefrotoxicidade (CHALLA et al., 2005).

Nesse contexto, a HBCD parece ser uma alternativa viavel, que ndo apenas
consegue manter as caracteristicas desejaveis da CD, mas também contornar os
obstaculos que inviabilizam uma complexagédo mais versatil nesta.

Como visto, a complexagdo com CD resulta em aumento da solubilidade
aguosa por reduzir a cristalinidade do farmaco, fato que contribui para a reducéo da
guantidade terapéutica ideal do farmaco, ou seja, aumenta a eficacia deste uma vez
que ele podera ser usado em doses mais baixas. Tal consideragcdo é de especial
importancia se o farmaco for toxico dependente (CHALLA et al., 2005). Ainda, a
complexacdo com CD otimiza o farmaco per se ao passo que melhora sua
estabilidade - por exemplo, atuando contra oxidacdo e fotossensibilidade, o que
torna a hidrolise do farmaco complexado mais lenta (estavel) e contribui com o
aumento da protecao conferida por este.

Pesquisas tém demonstrado que a complexacdo de produtos naturais com
HBCD foi capaz de melhorar as respostas das substancias estudadas (CAMPOS et
al., 2019; LIMA et al., 2019; LIU et al., 2013). As CDs séo consideradas seguras por
distintos 6rgaos federais e ja sdo utilizadas na indastria farmacéutica (LOFTSSON;
BREWSTER, 2010; UEKAMA; HIRAYAMA,; IRIE, 1998). Ainda, a complexacdo de
produtos naturais (incluindo o limoneno) com ciclodextrinas, além de ser um
processo relativamente facil, tem sido realizada com grande éxito pelo grupo de
pesquisa ao qual este projeto é vinculado, tendo obtido altas taxas de rendimento
dos complexos de inclusédo, com otimizacao dos efeitos benéficos do produto natural
e reducdo de sua dose terapéutica em distintos contextos (PEREIRA et al., 2022;
QUINTANS-JUNIOR et al., 2013; RF LINS et al., 2014; SANTOS et al., 2016; SILVA
et al., 2021).
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2.8 Docking Molecular

Docking molecular € a técnica que prediz a interacdo entre 2 moléculas. Essa
interacdo pode aumentar ou inibir a fungédo biol6gica da molécula analisada. Para
entender a funcionalidade desta ferramenta, & necessario nos familiarizarmos com
ao menos dois termos: receptor - reconhece e se associa de maneira especifica a
uma molécula, conhecida como ligante, e por sua vez, ligante - molécula
complementar que se une ao receptor, promovendo uma resposta biomolecular
eficaz (ROY; KAR; DAS, 2015).

Logo, o docking é uma técnica de modelagem molecular projetada para
identificar a conformidade ideal entre um ligante e seu sitio de ligacdo (receptor).
Essa abordagem tem sido amplamente empregada em diversos estagios do
processo de design e descoberta de farmacos, seja para prever o padrdo de ligacédo
(ligante j4 conhecido) ou descobrir novos ligantes (KOLB et al., 2009; ROY; KAR;
DAS, 2015).

O método escrutina as possiveis conformacgdes e orientagbes da proteina
emparelhada com o ligante, além de fornecer um valor que indica a viabilidade da
interacdo — a energia livre de ligacdo. A previsdo da energia livre de ligacdo é
calculada correlacionando a energia das estruturas dos receptores e ligantes,
considerando suas formas ligadas e ndo ligadas (ORTIZ et al., 1995; STANZIONE;
GIANGRECO; COLE, 2021; WADE; ORTIZ; GAGO, 1998). Assim, a finalidade
central dessa técnica consiste na compreensdo e previsdo do reconhecimento
molecular entre ligante e receptor, abordando ambos 0s aspectos estruturais e de
afinidade de ligacao (energia).

Os alvos moleculares (ligantes) elegidos para o docking molecular dessa
pesquisa foram escolhidos considerando-se a a¢do dos produtos naturais em varias
vias de sinalizacdo dependentes de Ca?* (RZAJEW,; RADZIK; REBAS, 2020). A
homeostase do Ca?* pode ser influenciada através da alteracdo na expresséo de
canais de calcio, incluindo CaL, diminuicdo na concentracdo intracelular de Ca?*,
inibicdo da corrente de calcio dependente de voltagem, prevencéo/reducéao da acao
de enzimas associadas as vias de sinalizacdo do Ca®*, dentre outros (DE
MENEZES-FILHO et al., 2014; RZAJEW; RADZIK; REBAS, 2020; SILVA et al., 2022;
VATANPARAST; BAZLEH; JANAHMADI, 2017).

Em pesquisas de neuroprotecao, o linalol inibiu a atividade da calpaina, uma

protease dependente de calcio que, no musculo, é responsavel por clivar varias
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proteinas do miofilamento. Ja o composto natural paeoniflorina, demonstrou
capacidade de neuroprotecdo por possivel inibicdo da ativacdo da CAMKII
(RZAJEW; RADZIK; REBAS, 2020).

Na cardiotoxicidade induzida por Doxo, percebeu-se interferéncia tanto em
elementos contrateis, como a cMLCK, como em proteina de cascata de sinalizacao,
como a CAMKII. Portanto, visando uma maior abrangéncia nas possibilidades de
acao do DL, considerou-se para alvos de interacdo com o mesmo a quinase de
cadeia leve de miosina, membro 4 (Mylk4), quinase largamente expressa no coracao
e independente de Ca?*/calmodulina (CHANG et al., 2016), e a quinase |l estimulada

por calcio/calmodulina (CaMKI|).

2.9 Hipotese

Considerando as distintas vias pelas quais a Doxo leva a cardiotoxicidade,
percebe-se a necessidade de um medicamento que possa atuar em multiplos alvos,
caracteristica esta exibida por produtos naturais; dentre os quais o DL mostra-se
promissor em doencas que acometem o sistema cardiovascular, inclusive na
toxicidade induzida por Doxo. Embora tenha se encontrado estudo que sugere um
potencial efeito cardioprotetor do DL no contexto da cardiotoxicidade induzida pela
Doxo (SELVANATHAN; SALAM, 2017) seus desdobramentos estdo longe de serem
esgotados, sendo portanto a hipétese deste trabalho pautada na acéo

cardioprotetora do DL complexado com HBCD na cardiotoxicidade induzida por Doxo.



46

3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral

Investigar, através de ensaio experimental, o efeito cardioprotetor do
complexo de inclusdo D-limoneno-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBDL) na
cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina.

3.2 Objetivos especificos
1. Identificar uma dose de HBDL com melhor resposta sobre os biomarcadores
de leséo cardiaca frente a cardiotoxicidade induzida por Doxo, comparando
com a resposta do DL puro;
Apos a determinacdo da melhor dose, avaliar em modelo animal de

cardiotoxicidade induzida pela doxo:

Peso corporal,
Danos histolégicos cardiacos;

Parametros eletrocardiograficos e suscetibilidade a arritmias in vivo e in vitro;

ok~ 0N

Potencial de acdo ventricular em cardiomidcitos isolados do ventriculo

esquerdo;

6. Transiente de calcio intracelular em cardiomidcitos isolados do ventriculo
esquerdo;

7. Corrente de calcio tipo L em cardiomiécito ventricular esquerdo

8. Contratilidade celular em cardiomidécito ventricular esquerdo;

9. Expressao proteica da CaMKIl em suas formas total e ativada por fosforilacdo
e oxidagao;

10.Geracdo de espécie reativa citoplasmatica e mitocondrial em cardiomidcito
ventricular esquerdo;

11.Participacdo da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase
na geracao de espécie reativa,

12.Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx em homogenato de
tecido cardiaco ventricular;

13.Lipoperoxidagdo em homogenato de tecido cardiaco ventricular;

14.Marcadores de apoptose através da expressao das proteinas Bax, caspase 3

e Bcl-2;

15. A interacdo molecular do DL com os possiveis alvos CAMKIIl e cMLCK.
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4 Material e Métodos

4.1 Complexo de incluséo

O complexo de incluséo foi preparado e caracterizado no Laboratério de
Ensaios Farmacéuticos e Toxicidade (LeFT/UFS), coordenado pelo Prof. Dr. Adriano
Antunes de Souza Aradjo.

O composto DL (pureza de 97%, # MKCB4024) e a hidroxipropil-B-
ciclodextrina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A preparacao
do complexo de inclus&o (denominado HBDL) foi conduzida por Marinho et al. (2022),
utilizando a técnica de complexacao em slurry, propor¢ao molar 1:1 de DL e HPBCD,
com base nos pesos moleculares dessas substancias, pelo método de liofilizacao
(ANDRADE et al., 2017; MARINHO et al., 2022).

A confirmacéo da formagao do complexo de incluséo foi realizada por meio de
calorimetria de varredura diferencial e difratometria de raios X de pd, enquanto as
alteracdes no deslocamento quimico foram avaliadas por ressonancia magnética
nuclear de protons. A eficiéncia de complexacao - EC (%) foi calculada pela razéo
entre a quantidade experimental de DL, isto €, quantidade de DL extraida do
complexo de inclusdo, dividida pela quantidade te6rica de DL que corresponde a
quantidade de DL inicialmente utilizada para preparar o complexo. A EC alcancou
79,96 + 0,24%, significando uma quantidade de ~0,73 mg de DL no complexo de 10
mg de HBDL (MARINHO et al., 2022), conforme exemplificado abaixo. DL e HBDL

foram diluidos em DMSO (0,1%) e solucao salina (NaCl 0,9%), respectivamente.

Peso Molar
DL: 136,24 Muma razao molar de 1:1, se a EC fosse 100%, a
HPBCD: 1380 cada 1516 do complexo, haveria 136,24 do DL

136,24 — 100%
Muma EC de 80%, a cada 1516 do
complexo, ha 108,99 do DL

X = 108,99

1516 — 108,99 Numa EC de 80%, numa dose de 10mg/kg do complexo
10 ——- X (dose utilizada no trabalho), ha uma concentracao
aproximada 0,73mg/ml do DL
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4.2 Animais, tratamentos e delineamento

Inicialmente, obteve-se aprovacdo nos Comités de Etica e Pesquisa Animal
(CEPA) das Universidades Federais de Sergipe (UFS) e de Sao Paulo
(#5197101120 e #4930280223). Na Universidade Federal de Minas Gerais utilizou-
se o0 mesmo CEPA da UFS. Camundongos Swiss machos, entre 25 e 35 g, foram
obtidos no Biotério Setorial das Universidades Federais de Sergipe, Minas Gerais e
Sé&o Paulo. Os animais foram mantidos em caixas apropriadas, com preservacéo do
ciclo claro/escuro 12h (claro: 6h as 18 h) e ambiente com temperatura controlada
(20°C a 25°C), alimento e agua ad libidum. Para a quantidade de animais por grupo,
fora considerada a quantidade minima necessaria sinalizada em periodicos
especificos da area de farmacologia (KILKENNY et al., 2010; SERT et al., 2020).

Os medicamentos foram administrados intraperitonealmente (i.p.), conforme
segue:
Para a inducdo da cardiotoxicidade: Doxorrubicina (Doxo) - dose cumulativa de 20
mg/kg. Administracdo de 1 dose de 5 mg/kg a cada 5 dias, até alcancar a dose
cumulativa de 20 mg/kg. A dose utilizada se assemelha ao esquema de tratamento
em muitos estudos de cardiotoxicidade induzida por Doxo em modelo animal
(PODYACHEVA et al., 2021), representando uma dose equivalente humana de ~1,6
mg/kg, que convertido em mg por superficie corpérea perfaz ~60 mg/m?, dose que
retrata a pratica clinica (REAGAN-SHAW, 2007; CAVES; NEUENSCHWANDER,
2012; PDQ Ovarian Epithelial, Fallopian Tube, and Primary Peritoneal Cancer
Treatment, 2023; NAIR; JACOB, 2016; PODYACHEVA et al., 2021).
Para investigacdo do melhor tratamento: D-limoneno (DL) (10 mg/kg) e DL
complexado com hidroxipropil-B-ciclodextrina (HBDL) (10 mg, 30 mg e 100 mg/kg),
administrados 30 minutos antes da Doxo, tempo suficiente para a absor¢cdo de
substancia na cavidade peritoneal (AL SHOYAIB; ARCHIE; KARAMYAN, 2019).
Para controle do complexo: hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) 100 mg/kg,
administrado 30 minutos antes da Doxo.

Os animais foram divididos em grupos Controle, Doxo, Doxo + DL (10 mg/kg),
Doxo + HPBCD 100 mg/kg, Doxo + HBDL 10 mg/kg, Doxo + HBDL 30 mg e Doxo +
HBDL 100 mg/kg. Um esquema com grupos e tratamentos pode ser visto na Figura
09.

Dessa feita, seguiu-se o delineamento experimental:

e Grupo controle: animais que receberam veiculo.
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e Grupo Doxo: animais que receberam veiculo e Doxo.
e Grupo Doxo + DL na dose 10 mg/kg: animais que receberam veiculo, Doxo e
DL.

e Grupo Doxo + HPBCD na dose 100 mg/kg: animais que receberam veiculo,
Doxo e HPBCD.

e Grupo Doxo + HBDL na dose 10 mg/kg: animais que receberam veiculo, Doxo

e HBDL.
e Grupo Doxo + HBDL na dose 30 mg/kg: animais que receberam veiculo, Doxo
e HBDL.
e Grupo Doxo + HBDL na dose 100 mg/kg: animais que receberam veiculo,
Grupos Tempo (dias)

Controle (veiculo) 3 /Q ’i@
Doxo (Smg/kg) % =

Doxo (Smg/kg)+DL (10mg/kg) I I
Doxo (5mg/kg)+HRDL (10mg/ke) 0 5 10 15 16
Doxe (5mg/ke)+HRDL (30mg/kg)

Marcadores
séricos de lesdo
cardiaca.

—_—
Eutanésia

dos animais

Doxo (Smg/kg)+HBDL (100mg/kg)

Doxo e HBDL.
Figura 09. Delineamento experimental. Grupos, tratamentos e experimentos para
escolha do tratamento HBDL que proporcionou menor toxicidade. Fonte: Durco, A.
0., 2023.

No dia seguinte ao término do tratamento (16° dia) realizou-se testes de
avaliacdo da lesdo cardiaca através dos biomarcadores creatina kinase fracdo MB
(CK-MB) e lactato desidrogenase (LDH), e escolheu-se o HBDL na dose 10 mg.
Assim, para responder aos demais objetivos do projeto, os grupos foram refeitos
como Controle, Doxo e Doxo + HBDL 10 mg/kg, como segue:

e Grupo controle: animais que receberam veiculo.

e Grupo Doxo: animais que receberam veiculo e Doxo.

e Grupo Doxo + HBDL na dose 10 mg: animais que receberam veiculo, Doxo e

HBDL.

A Figura 10 representa o delineamento experimental. Os procedimentos de
avaliagdo dos variados ensaios e analise estatistica ocorreram sob cegamento.
Houve um curto periodo (16 dias) entre o inicio do tratamento e a eutanasia dos

animais, ainda assim, foi realizado analise comportamental dos mesmos.
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Tempo (dias)

] . S Protocolo de estresse
CG @:‘ — % %CG cardiaco in vivo

Controle (veiculo)
Doxo (Smg/kg) ' I Obtengéo de

Grupos

Doxo (Smg/kg)-HADL (10mg/kg) 0 5 ) 10 15 66— cardiomiocitos
Eutanasia :
isolados.

dos animais

Patch clamp,
transiente de célcio,
western blotting.

Figura 10. Delineamento experimental. Grupos, tratamentos e experimentos que
visavam responder a pergunta de pesquisa. Fonte: Durco, A. O., 2023.

4.3 Analise comportamental para a avaliacéo de dor

Foi realizada avaliacdo quantitativa comportamental para avaliacdo de dor
através da Mouse Grimace Scale (MGS). A escala foi aplicada nos dias de
tratamento (dias 0, 5, 10 e 15), sendo sua aplicacdo realizada através da
observacdo de parametros faciais (cerramento palpebral, focinho e bochechas
achatadas, posicdo das orelhas e das vibrissas) e entdo atribuidos escores pré-
definidos. A média resultante foi utilizada para indicar a presenca/nivel da dor:
animais com média abaixo de 1 (dor leve) seguiram no estudo; contudo, foram
reavaliados diariamente, animais com média entre 1 e 2 (dor moderada a intensa)
seriam eutanasiados (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006). Também foi realizada,
diariamente, analise qualitativa comportamental para avaliacdo de dor, através da
observacdo do aumento do tempo de sono; perda de peso/desidratacéo; piloerecao
e postura encurvada; isolamento do resto do grupo e se 0s animais gritavam ao
serem tocados (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006). Ao ser identificada alteracéo
comportamental qualitativa, a escala MGS era aplicada independentemente do dia.
N&o houve eutanasia decorrente de alteracdo comportamental/dor, sendo a taxa de
mortalidade desse estudo de 0%.

4.4 Mensuragao das enzimas cardiacas

Para as medidas das enzimas envolvidas na lesdo cardiaca foram avaliadas a
lactato desidrogenase (LDH) e a creatina kinase fragdo MB (CK-MB). Para a
obtencdo do soro, o sangue do animal (~300uL), obtido por decaptacdo, foi
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centrifugado a 4.500 rpm durante 10 min, as dosagens foram realizadas em triplicata
de acordo com a bula do fabricante do kit de imunoensaio enzimatico (Labtest
Diagndstica S.A.). Os testes foram realizados através do espectrofotbmetro Labmax
240 Premium (Labtest, MG, Brasil).

4.5 Peso Corporal

A afericdo do peso dos animais foi realizada com o auxilio de uma balanca
digital (Shimadzu UWG6200H), devidamente calibrada em superficie nivelada. A
medic@o procedeu-se com o auxilio de uma caixa transparente de acrilico, a balanga
foi zerada, os animais colocados na caixa e entdo 0 peso registrado. Tal

procedimento fora realizado nos dias 0, 5, 10 e 15 do tratamento.

4.6 Analises histopatoldgicas

Apbs os procedimentos experimentais, os camundongos foram decapitados,
0s coracdes rapidamente removidos, lavados em KCI (1 Molar), cuidadosamente
limpos e entédo fixados em formalina (10%) tamponada, pH 7,0-7,2, contendo fosfato
de s6dio monobasico anidro (4 g/L) e fosfato de sodio dibasico anidro (6,5 g/L) e
apos 72hs foram embebidos em parafina e cortados a 5 um de espessura, sendo
posteriormente corados com hematoxilina-eosina para avaliacédo de infiltrado celular
inflamatorio (DURCO et al., 2019).

4.7 Medicbes in vivo de ECG e suscetibilidade a arritmias in vivo

Medi¢cdes de ECG de superficie foram realizadas nos dias 0, 7 e 15 apo6s o
comeco do tratamento. Os camundongos foram anestesiados (isoflurano 5% para
inducdo e 2% para manutencdo), colocados em posicdo dorsal, gel
eletrocardiogréafico foi colocado na altura dos membros superiores e inferiores e
entdo eletrodos de clipe tipo jacaré foram fixados e conectados a um maédulo de
aquisicdo de ECG, permitindo a visualizacdo de trés derivacdes bipolares. As
gravacoes foram feitas em DIl, por 5 min, em 1.2 kHz. O programa LabChart 8 foi

utilizado para a analise do ECG.
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A avaliacdo da suscetibilidade a arritmia foi realizada no 16° dia. Os animais
foram preparados para a realizacdo de ECG, como descrito anteriormente, e apos 5
min de estabilizagdo do sinal de ECG, a arritmia foi induzida unicamente atraves da
administracdo de dobutamina (1 mg/kg, i.p.) - o protocolo foi adaptado e excluiu a
cafeina, pois os animais do grupo Doxo eram mais sensiveis (como demonstrado na
secdo Resultados), havendo mortalidade neste grupo. Os sinais de ECG foram
registrados por 10 minutos antes e depois da aplicacdo da dobutamina
(FERNANDEZ-RUOCCO et al, 2019; MALAGUETA-VIEIRA et al, 2022,
MONNERAT et al.,, 2016). A porcentagem de animais com arritmia foi definida
conforme o nimero de animais que apresentou extra-sistole (uma batida ventricular
isolada), taquicardia ventricular (taquicardia ventricular de =3 complexos
consecutivos originados nos ventriculos) e ou dissociacdo atrioventricular (uma
batida comandando os atrios - geralmente sinusal, e a outra de origem ventricular
independente) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2022). Cada animal

com qualquer arritmia foi contado como um.

4.8 Obtencao de cardiomiocitos

Para a aquisicdo de cardiomidcitos isolados, apds a eutanasia dos animais 0s
coracBes foram cuidadosamente removidos, canulados através da aorta e entdo
montados num sistema de Langendorff com pressédo constante. Uma vez montados,
foram perfundidos com solucbes e enzimas a fim de realizar a digestdo do tecido,
conforme previamente descrito por Shioya (2007), na seguinte sequéncia: perfusao
com solucdo livre de Ca?* (CIB) (em mM: 130 NacCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCl2, 0,33
NaH2PO4, 22 glucose, 25 HEPES, e 0,4 EGTA - pH 7,4), mantido a 37°C durante 3
min para a completa remocao de sangue; substituicdo da solucao por CIB contendo
CaClz (0,3 mM), colagenase tipo Il (1 mg/mL), protease tipo XXIIl (0,06 mg/mL), e
tripsina (0,06 mg/mL). Passados 6 minutos de perfusdo, os coragdes foram
removidos da canula, os atrios e ventriculos foram separados, os ventriculos
esquerdos foram selecionados e o epicardio removido mecanicamente. Os
endocardios foram cortados em pedacos pequenos, submetidos a novo processo de
digestdo por 9 min (37°C) com CIB suplementado com colagenase, tripsina,
protease e CaCl: a 0,7 mM. As células foram isoladas do tecido por meio de
agitacdo mecanica leve com pipeta de transferéncia. A solucao resultante foi filtrada,

centrifugada a 1000 rpm por 30 s, ressuspendida e mantida em solugcdo CIB
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contendo CaClz (1,2 mM) e albumina bovina sérica (BSA, 2 mg/mL), por 10 min a
37°C. Por ultimo, as células foram centrifugadas novamente (1000 rpm por 30 s) e
mantidas em solugcdo de Tyrode (em mM: 140 NacCl, 5,4 KCI, 0,5 MgClz, 0,33
NaH2POa4, 11 de Glicose, 5 HEPES e 1,8 CaClz (pH 7,4), com utilizacdo maxima de 4
hs apds o término da dissociacédo (SHIOYA, 2007).

4.9 Potencial de acédo e inducéo de arritmia in vitro

Cardiomiécitos isolados do endocardio do ventriculo esquerdo foram
utilizados para registrar o potencial de acédo (PA). A solucdo de Tyrode foi utilizada
como solucao externa; e como solugdo interna inserida nas micropipetas (em mM):
130 K-aspartato, 13 KCI, 10 HEPES, 1 MgClz, 5 NaCl, 5 Na2ATP, pH 7,2 ajustado
com KOH - pipetas com resisténcia de 1,5-2,5 MQ. Células com resisténcia em série
maior que 8 MQ nao foram consideradas para analise. Os PAs foram forcados por
um pulso quadrado de 3-5 ms, 1 nA. O sistema de registro de corrente whole cell foi
usado, obtido por meio de um amplificador de patch clamp EPC-10 (HEKA, Holliston,
Massachusetts, EUA), numa frequéncia de aquisicdo de 10 kHz, com o experimento
realizado em temperatura ambiente (23 — 26 °C). O protocolo do experimento pode
ser visto na Figura 11.

1nA

-80 mv -80 mv

3-5ms 200ms

Figura 11. Protocolo de estimulagdo para evocar o potencial de agéo. Fonte:
Souza, 2019.

Para a inducéo da arritmia in vitro, os cardiomiocitos foram submetidos a um
protocolo de estimulagcdo em “burst”, que pode ser visto na Figura 12. Utilizou-se
uma frequéncia de 5 Hz por 100 pulsos, cada pulso quadrado com duracdo de 3 ms.

Uma pausa de 500 ms foi aplicada, seguida de mais um pulso quadrado e pausa de
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10 segundos para observacdo de eventos espontaneos de arritmias. A analise foi
realizada célula a célula, sendo utilizado um escore para eventos pré-arritmicos, a
saber: pos-despolarizacdo (DAD) - pontuacgédo 1; triggered - pontuacéo 2 (IYER et al.,
2015; SOUZA et al., 2022); a dispersdo do PA foi medida considerando o desvio
padrao (DP) do PA. Os experimentos foram realizados usando a técnica patch-

clamp no modelo whole cell. As gravacdes do PA foram realizadas a 10 kHz.

3ms
<+
Pausa
' n =100 pulsos | > < »
I 1 500 ms 10s

5 Hz

Figura 12. Protocolo de estimulagao em “burst”. Fonte: Souza, 2022.

4.10 Transiente de célcio

Os cardiomiécitos foram incubados com solucao de Tyrode e Fluo-4AM 5 uM,
em temperatura ambiente, por 30 min, foram estabilizados com uma frequéncia de
estimulacdo elétrica de 1 Hz por 60 segundos, depois 0s transientes intracelulares
de Ca?* e ondas de Ca?" foram forcados e avaliados numa frequéncia de
estimulacao elétrica fixadas em 5 Hz (100 pulsos), seguido de uma pausa de 10
segundos para observacdo de transientes espontaneos (SOUZA et al., 2022). A
imagem de varredura foi adquirida por um microscopio confocal LSM 880 (Carl Zeiss,
Alemanha), 6leo 63x, numa frequéncia de aquisicdo de 10 kHz. O Fluo-4AM foi
excitado por um laser de argdnio de 488 nm e a intensidade da emissdo medida
em >510 nm. O software ImageJ (software gratuito ImageJ empacotado com Java
1.8.0_112 64 bits, NIH, EUA) (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012) foi usado

para a andlise do transiente de Ca?*.

4.11 Avaliacao da lcaL

Registros na configuragdo whole-cell voltage-clamp foram obtidos usando um
amplificador de patch-clamp EPC-10 USB (HEKA Electronics, Rheinland-Pfalz,
Alemanha), numa frequéncia de aquisicdo de 10 kHz. Os cardiomiécitos com

resisténcia em série (Rs) acima de 8 MQ foram descartados. As pipetas de registro
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apresentavam resisténcias na ponta de 2-3 MQ. Foi usado o seguinte protocolo de
pulsos para avaliar a Ica, L: a voltagem da membrana foi mantida em -80 mV “holding”,
foi aplicado um pré-pulso de -40 mV por 50 ms, a fim de inativar os canais rapidos
de sddio e canais para Ca?* tipo T. Logo em seguida, foi aplicado um pulso-teste,
despolarizando a membrana para 0 mV (300 ms), retornando em seguida ao
potencial “holding” original, a cada 10 s. O protocolo utilizado pode ser visto na
Figura 13. A composi¢ao da solugao interna foi (em mM): 120 CsCl, 20 TEACI, 5
NaCl, 10 HEPES e 10 EGTA, 1 MgClz, o pH foi ajustado para 7,2 usando CsOH e a
solucdo externa foi (em mM): 150 TEACI, 0,5 MgClz, 1,8 CaClz, 10 HEPES e 11
glucose, pH 7,4 ajustado com TEA (OH).

0 mV
300 ms

- 40 mV
50 ms

-80 mV -80 mV

Figura 13. Protocolo da IcaL. Fonte: Souza, 2019.

4.12 Encurtamento Sarcomerico

Para a avaliagdo do encurtamento sarcomérico, a visualizacdo das células
aconteceu através de um microscépio invertido (Motic AE31, China). A estimulacéo
dos cardiomiécitos deu-se com o auxilio de um estimulador de campo (Myopacer,
lonOptix, Milton, MA, EUA), através de pulsos de 8 ms de duragdo e 12 V de
amplitude, numa frequéncia de aquisicdo de 800 Hz. Os cardiomiocitos foram
estimulados na frequéncia de 1 Hz por 1 min, sendo as células fotografadas por uma
camera NTSC (MyoCamCCD100V, lonOptix, EUA). Foram avaliadas de 10 a 20
contracdes, sendo nestas analisadas o tempo para atingir 50% da contracdo maxima
do sarcbmero (T50C); tempo para atingir 50% do relaxamento do sarcémero (T50R)

a partir do pico de contracao e sua amplitude.
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4.13 Expressao de proteinas pela técnica de Western Blot

A expressédo das proteinas das vias apoptotica e antiapoptoética Bax, caspase
3 e Bcl-2, como também da CaMKIl foram analisadas quanto a densidade de
expressdo. Os tecidos cardiacos foram homogeneizados em tampao de lise gelado
(em mM: 100 NacCl, 50 trisbase, 5 EDTA.2 H20 e 1 MgClz, pH 8,0) sendo 0,3% de
triton X100, 1% de nonidet P40, 0,5% de desoxicolato de sodio, 20 mM NaF com
protease (# P8340, Sigma-Aldrich), coquetéis inibidores da fosfatase (# P0044,
Sigma-Aldrich) e ditiotreitol (DTT, 1 mM) e as proteinas do sobrenadante foram
guantificadas pelo método Lowry (LOWRY et al., 1951). Quantidade equivalente de
proteina em gel de poliacrilamida com DPS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis), de 10% ou 15%, foi transferida para membrana
de PVDF (Thermofisher®, USA), sendo bloqueados a temperatura ambiente com
solucéo de BSA a 4% e incubados com os anticorpos primarios (anti-CaMKII 1:500,
#sc-5306, Santa Cruz Biotechnology; anti-pCaMKII-Thr286 1:500, #D21E4, Cell
Signaling; anti-CAMKII oxidized Met 281/282 1:500, #07-1387, Millipore; anti-Bax
1:500, #sc-7480, Santa Cruz Biotechnology; anti-Caspase 3 1:500, #sc-7272, Santa
Cruz Biotechnology; anti-Bcl-2 1:500, #sc-7382, Santa Cruz Biotechnology; anti-
Bactina 1:100, #5500001, Sigma-Aldrich; anti-GAPDH 1:1000, #sc-32233, Santa
Cruz Biotecnology) por 12 h.

Apébs incubacdo em anticorpos primarios, a membrana foi submetida a tripla
lavagem com TBS-T (tris-buffered saline Tween 20) por 5 minutos e incubada por 2
h com anticorpos secundarios (1:15000, Goat anti-Rabbit IgG (H+L), DyLight™ 800
4X PEG # SA5-35571 Invitrogen; 1:20000, Goat anti-Mouse IgG (H+L), DyLight™
800 4X PEG # SA5-35521 Invitrogen) diluidos em TBS-T. O complexo imune foi
revelado por deteccdo com equipamento Odyssey Li-Cor (Li-Cor, Lincoln, NE, USA).
O software ImageJ foi utilizado para analise densitométrica e os resultados foram
obtidos através da razdo entre as densidades Oticas das proteinas de interesse e 0s

respectivos controles de load.

4.14 Mensuracgao de EROs citoplasmatica e mitocondrial
Os cardiomidécitos foram incubados com corantes especificos para EROs —
superéxido (DHE 10 uM, Invitrogen #D11347 Molecular Probes Inc., Ontario, USA) a

37°C por 30 min, em seguida as células foram lavadas com solucdo de Tyrode



57

contendo 1,8 mM Ca?* para remover o excesso de sonda. A detecgéo foi realizada
por microscopia confocal com tempo de exposicao fixo para todos os grupos. As
intensidades de fluorescéncia foram determinadas usando ImageJ 1.38x software
(NIH, USA). Experimentos controle foram realizados com apocinina (1 pM, Sigma
#PHL83252). Para deteccao da producédo mitocondrial de EROs, utilizou-se a sonda
MitoSOX red (5 pM) e para a massa mitocondrial MitoTracker green (200 nM)
(Invitrogem #M36008 e M7514, Molecular Probes Inc., Ontario, USA), sendo o
experimento controle realizado com MitoTempo (25 pM, Cayman #16621). As
células foram analisadas em um sistema confocal LSM 510 META (Zeiss, Jena,
Alemanha) (RHANA et al., 2022).

4.15 Mensuracédo da lipoperoxidacao e atividade enzimatica da catalase,
superoéxido dismutase e glutationa peroxidase

Para a avaliagdo da lipoperoxidacao utilizou-se o TBARS Kit de ensaio
(Cayman Chemical #10009055), para as atividades enzimaticas da catalase e
glutationa peroxidase foram utilizados, respectivamente, Catalase Kit de ensaio
(Cayman Chemical #707002), Superoxide Dismutase Kit de ensaio (Cayman
Chemical #706002) e Glutathione Peroxidase Kit de ensaio (Cayman Chemical
#703102), todos em homogenato de tecido, seguindo as orientacdes do fabricante.
Os testes foram realizados através do espectrofotometro Labmax 240 Premium
(Labtest, MG, Brasil).

4.16 Docking Molecular

Andlises de docking molecular foram empregadas para investigar a interacao
entre DL e dois alvos potenciais. Neste estudo, os alvos usados foram o membro 4
da familia da quinase de cadeia leve de miosina (Mylk4) e a proteina quinase Il
dependente de célcio/calmodulina (CaMKII) de camundongos. As estruturas
tridimensionais dessas proteinas foram obtidas da Uniprot (uniprot.org) (Acesso:
Q5SUV5) e Protein Data Bank (rcsb.org) (PDB ID: 1hkx), respectivamente (Hoelz et
al, 2003). A estrutura DL foi obtida da Pubchem (CID: 440917) (Kim et al., 2021).
Além disso, a estrutura da droga Fostamatinibe (Drugbank ID: DB12010), relatada
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como um inibidor dos alvos investigados, foi usada como controle (Wishart et al.,
2017; Rolf et al., 2015).

Proteinas e ligantes foram preparados usando ferramentas Autodock e Open
babel (O'Boyle et al., 2011; Morris et al., 2010). Nesta etapa, os heterodtomos foram
removidos, os hidrogénios polares foram adicionados e a minimizacéo da energia do
ligante foi realizada. Para os célculos de Docking molecular, foi utilizado o algoritmo
Autodock Vina (Trott e Olson, 2010). O volume da grade foi configurado para
abranger toda a estrutura da Mylk4. Para o alvo CaMKIl, devido ao seu tamanho, foi
definida uma grade capaz de englobar 4 dos 14 protdmeros que formam sua
estrutura. Os demais parametros de andlise foram mantidos como padrdo. Apos o
processo de docking, o software Discovery Studio v16 foi usado para visualizar e
comparar as interacdes entre os dois ligantes e alvos (BIOVIA).

4.17 Anédlise estatistica

Os dados foram tabulados em MS Excel e os graficos e analise realizadas
com o GraphPad Prism™ (San Diego, CA, USA). Todos os dados foram expressos
como média + desvio padrdo (DP), e o nimero de animais e células foi mostrado
como n. A normalidade e a igualdade de variancia foram verificadas pelo teste de
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para a decisdo estatistica, utilizou-se o
teste ANOVA one-way ou two-way, conforme cada caso, ou teste qui-quadrado,
seguidos do teste de Bonferroni. Valores de probabilidade de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.
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5 Resultados

5.1 Efeitos do DL e HBDL sobre os biomarcadores séricos de lesao cardiaca e
peso corporal de animais tratados com Doxo

Inicialmente, avaliou-se os biomarcadores séricos de cardiotoxicidade, CK-MB
e LDH, como forma de estimar os efeitos toxicos da Doxo e os efeitos do tratamento
com DL e HBDL sobre esta cardiotoxicidade — considerando a melhor dose da
formulacdo para evitar o uso de grande quantidade de animais. Foi observado que
0s niveis séricos de ambos os biomarcadores foram significativamente maiores no
grupo Doxo (9,40 = 0,73 e 343,3 £ 129,9 U/L, respectivamente), quando comprado
ao grupo controle (5,86 + 0,61 e 103,1 + 18,76 U/L, p = 0,01), sendo ambos
reduzidos tanto pelo DL quanto pelo HBDL (Fig. 14 A e B). Como nao houve
diferenca no efeito sobre os biomarcadores entre as doses testadas de HBDL, para
0S experimentos seguintes foi utilizada a menor dose de HBDL (10 mg/kg). A HBCD

sozinha néo alterou os parametros avaliados.
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Figura 14. Efeito do D-limomeno (DL) e do complexo de inclusédo HBDL sobre a
cardiotoxicidade induzida por Doxorubicina (Doxo). A - isotipo MB da isoenzima
creatina quinase (CK-MB) e B - lactato desidrogenase (LDH). Os resultados sao

representados como meédia + DP (n = 4/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p <
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0,05 Doxo + HBDL vs Doxo; ®p < 0,05 HBEDL vs DL. ANOVA de uma via seguida

poOs-teste de Bonferroni.

O peso corporal foi medido antes de cada administracdo de Doxo ou veiculo e,
gquando comparado ao controle, o grupo Doxo permaneceu sem ganho de peso
durante todo o tratamento (Fig. 15). O grupo Doxo + HBDL 10 mg/kg apresentou
ganho de peso semelhante ao grupo controle que, quando comparado ao grupo
Doxo foi significativamente maior apés o dia 10.
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Figura 15. Efeito do complexo de inclusdo HBDL 10 mg sobre o peso dos
animais durante a cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). Os
dados séo representados como médias + DP (n = 11-17). * p < 0,05 Doxo vs
Controle; # Doxo + HBDL 10 mg/kg vs Doxo. ANOVA de uma via seguida pos-teste

de Bonferroni.

5.2 HBDL previne alteragcfes histoldgicas causadas pela Doxo

As imagens histologicas podem ser vistas na Figura 16 A-C. Percebe-se a
presenca, no grupo Doxo, da fragmentacdo de miofibrilas, edema, vacuolizacdo e
presenca de infiltrado inflamatério. A administracdo de HBDL preveniu esses
achados histopatoldgicos, com manutencdo do padrdo normal das fibras cardiacas,
diminuicdo do edema intersticial e vacuolizagcdo, como também do infiltrado celular
(Figura 16 D, E). No grupo controle (Figura 16 A) observa-se auséncia de lesdes

microscopicas perceptiveis e manutencdo de padroes de normalidade como a
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arquitetura das fibras do miocardio, cardiomiécitos com nucleos centrais, auséncia

de edema e células inflamatorias.
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Figura 16. Efeito do complexo de inclusdo HBDL 10 mg reverte alteragdes
histolégicas no miocardio causadas pela cardiotoxicidade induzidas por
Doxorrubicina (Doxo). Ventriculos esquerdos de: A - controle; B - Doxo, setas
indicam infiltrado celular, vacuolos e edema; C — Doxo + HBDL. D - edema intersticial.
E - infiltrado celular. Resultados apresentados como média *DP (n=5/grupo).
*p<0,05 Doxo vs Controle; #p<0,05 Doxo + HBDL versus Doxo. ANOVA unidirecional
seguida de pés-teste de Bonferroni.

5.3 Alteracdes eletrocardiogréaficas causadas pela Doxo sdo prevenidas por
HBDL

O ECG € um dos métodos mais importantes para avaliar a funcdo cardiaca in
vivo, e alteracdes no ECG sdo comumente observadas durante o tratamento com
Doxo (van Acker et al., 1996). Assim, realizou-se experimentos de ECG durante o

tratamento em 3 momentos diferentes (0, 7 e 15 dias durante a inducdo). Os
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parametros de ECG sdo mostrados na Tabela 2. Na referida tabela, observa-se no
grupo Doxo um aumento na duracdo do complexo QRS e intervalo QTc no dia 15,
bem como um aumento na frequéncia cardiaca (dias 7 e 15). No grupo de animais
com administracdo simultanea de Doxo + HPDL todas essas alteragdes foram

prevenidas. Nao foram observadas alterac6es no PRi entre os distintos grupos.

Tabela 1. Parametros do eletrocardiograma no Controle, Doxorrubicina (Doxo) e

Doxo + complexo de inclusdo HBDL 10mg/kg.

Controle Doxo Doxo + HBDL
PR (ms) ‘
Dia 0 41,25+ 1,50 39,25 + 4,92 38,25 + 3,86
Dia 7 39,75 + 3,86 377,07 355+ 10
Dia 15 42 + 4,32 43,25 + 6,18 39 + 3,36
QRS (ms)
Dia 0 20 + 2,828 20+ 1,633 17 + 3,606
Dia 7 20,5+ 4,20 19,25 + 2,63 18,75 + 5,05
Dia 15 21,75+1,25 31,5+ 2,38*% 21 +1,15%
QTc (ms)
Dia 0 211,5 + 26,56 204,5 + 5,50 189+ 11,28
Dia 7 186,9 + 27,30 183,7 + 13,51 182,1 + 31,65
Dia 15 185,4 + 6,12 241,8 + 21,39*% 172,3 £ 28,72*
BPM
Dia 0 474,1 + 20,93 459,7 + 27,4 471,6 £ 55,69
Dia 7 460,6 + 22,56 557,6 + 61,04*% 481 + 108,80*
Dia 15 478,2 £ 7,345 570 + 34,46* 490,2 + 29,57*

Os dados séo representados como médias £+ DP. (n = 6). * p < 0,05 Doxo vs
Controle; & p < 0,05 Doxo dia 07 ou 15 vs Doxo dia O; #p < 0,05 Doxo + HBDL 10

mg/kg vs Doxo. Anova unidirecional seguida do pés-teste de Bonferroni.

Fora também realizado um protocolo de estresse cardiaco in vivo com
dobutamina. Como pode ser visto nas Figuras 17 A e B, apds a administracéo de

dobutamina, a frequéncia cardiaca nos grupos controle e Doxo + HEDL aumentou
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cerca de 20%, enquanto no grupo Doxo aumentou apenas 9%. Além disso, como
mostrado na Figura 17 A e C, as arritmias do grupo Doxo foram 50% maiores apos a

administracado de dobutamina do que nos animais do grupo Doxo + HBDL.
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Figura 17. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg previne arritmia na
cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). A -tracos representativos de
ECG (esquerda) no controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo + HBDL 10 mg/kg
(verde), a direita tracos representativos de arritmia: extrassistoles (ExS), taquicardia
ventricular (TV) e bloqueio atrioventricular (bloqueio AV); B - percentual da
frequéncia cardiaca normalizada pela média do controle (antes da dobutamina),
antes e depois da estimulacdo com dobutamina; C - ocorréncia de arritmia apos
estimulacdo com Dobutamina; D - estratificacdo das arritmias. Os resultados s&o
representados como meédia + DP (n = 7/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p <
0,05 Doxo + HBDL 10 mg/kg vs Doxo. ANOVA de uma via seguida poés-teste de

Bonferroni. Teste do x2 em C.
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Ao serem estratificadas (Fig. 18), as arritmias apresentadas foram:
extrassistoles (ExS), taquicardia ventricular (TV) e dissociacdo atrioventricular.
Importante salientar que tais tipos de arritmia séo incidentes também na clinica (QIU;
JIANG; HUANG, 2023), e que o HBDL fora capaz n&o apenas de reduzir a incidéncia
das arritmias — como a TV que passou de 21% para 11% e a extrassistole de 28%

para 22%, mas também de abolir a arritmia de maior incidéncia, a dissociacao AV.

Ocorréncia de arritmia (%)

Controle Doxo Doxo+HBDL

W
O

[ ] Normal [ ] ExtSistole [TV ] DissoAV

Figura 18. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg reduz a severidade da
arritmia na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). Estratificacédo
das arritmias no controle, Doxo e Doxo + HBDL 10 mg/kg. ExtSistole: extrassistole;
TV: taquicardia ventricular; DissoAV: dissociagéo atrioventricular. Os resultados séo
representados como a porcentagem da ocorréncia de arritmias por animais (n =

7/grupo).

5.4 HBDL previne alteragdes no PA na cardiotoxicidade induzida por Doxo
Considerando as alteracbes eletrocardiograficas apresentadas e como o
HBDL foi capaz de prevenir o fenétipo induzido pela Doxo, foi estudado o potencial
de acado cardiaco (PA) ventricular utilizando cardiomiécitos isolados do ventriculo
esquerdo. Como pode ser observado nas figuras 19 A, B e C, ndo houve diferenca
na amplitude do PA e na inclinacdo méaxima da fase 0 (dVv/dT). Por outro lado, a
duracédo do PA em 50% e 90% foram aumentadas no grupo Doxo (50% de 5,00 +
2,38 ms para 7,44 £ 1,78 ms e em 90% de 30,61 + 7,38 ms para 52,17 £ 19,64 ms) e

este aumento foi prevenido por HEDL.
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Figura 19. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg previne a remodelacdo do
potencial de ac&do (PA) na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo).
A - tracos representativos do PA no controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo +
HBDL 10 mg/kg (verde); B - amplitude do PA (mV); C - inclinagcdo maxima da fase 0
(dv/dt - mV/ms); D, duragcdo do PA (ms) em 10, 50 e 90% da repolarizagdo. Os
resultados sé@o representados como meédia £+ DP (n = 6/grupo; célula = 20-25
células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HBDL vs Doxo.

ANOVA de uma via seguida p6s-teste de Bonferroni.

Ademais, a dispersdo da duragdo do PA entre PAs consecutivos (tragos
representativos exibidos na Figura 20 A), em 90%, foi consideravelmente maior no

grupo Doxo do que nos grupos controle e Doxo + HBDL (Figura 20 B).
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Figura 20. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg previne a dispersdo do
potencial de acdo (PA) na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo).
A - tracos representativos do PA no controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo +
HBDL 10 mg/kg (verde); B - desvio padrdo meédio (ms) em 10%, 50% e 90% da
repolarizacdo. Os resultados sao representados como média =+ DP (n = 6/grupo;
célula = 20-25 células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HBDL

vs Doxo. ANOVA de uma via seguida pés-teste de Bonferroni.

5.5 HBDL impediu o aparecimento de arritmias de estimulacao rapida (burst
pacing) e reduziu as ondas de Ca?* induzidas pela Doxo

O protocolo de estimulacdo em burst e os tragcados do PA no controle (preto),
Doxo (vermelho) e Doxo + HBDL (verde) podem ser vistos na Figura 21 A. As setas
pretas indicam eventos pro-arritmicos, como poés-despolarizacéo retardada (DAD) e
desencadeamento de PA espontaneo (triggered). Por meio de um escore pro-
arritmico, fora avaliado o percentual de células que apresentavam arritmia.
Observou-se que o grupo Doxo apresentou um escore aumentado em relagcdo ao
grupo controle, e este aumento foi reduzido no grupo Doxo + HBDL (Figura 21 B). A
Figura 21 C mostra a porcentagem de cada evento arritmico, sendo evidenciado que
60% de tais eventos no grupo Doxo € composta de triggered, enquanto no grupo
Doxo + HBDL, essas arritmias foram reduzidas para 36%; ja em relacdo as DADs,
essa incidéncia foi de 27% para 9%. Ao todo, 87% das células do grupo Doxo

apresentaram arritmias, o que foi reduzido para 45% no grupo Doxo + HBDL.
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Figura 21. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg previne pos-despolarizacao
retardada (DAD) e desencadeamento de estimulacdes espontaneas (triggered)
desencadeada pela cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). A -
tracados representativos do PA no controle (preto), Doxo (vermelho) (setas pretas
indicam DAD e triggered) e Doxo + HBDL (verde); B - escore do potencial pro-
arritmico; C - ocorréncia de arritmias: DAD e triggered. Os resultados séo
representados como média + DP (n = 6/grupo; célula = 25—40 células/grupo). *p <
0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HBDL vs Doxo. ANOVA de uma via
seguida pés-teste de Bonferroni.

O acoplamento excitacdo-contragdo em cardiomidcitos mantém estreita
relacdo com o manuseio de Ca?*, assim, avaliou-se, ainda em cardiomiécitos
isolados, os transientes de Ca?* em estimulacdo constante e também apés o
protocolo de estimulacdo em burst. A fluorescéncia transitoria intracelular média
representativa do Ca?* e as imagens pseudocoloridas sdo apresentadas na Figura
22 A, estando em sua parte inferior os tragcados representativos do transiente de
Ca?* nas situagbes de controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo + HBDL (verde).
Percebe-se que a amplitude do transiente de Ca?* estd aumentada no grupo Doxo
(aumento de 95,93% na fluorescéncia do transiente de Ca?*), enquanto o tempo de

decaimento deste mesmo grupo foi mais rapido (25,19%) (Figura 22 B e D). Nao foi
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observada diferenca entre os grupos no tempo até o pico (Figura 22 C). Ainda, apos
0 protocolo de estimulacdo em burst, o grupo Doxo apresentou maior nimero de
ondas de Ca?* (fora de estimulacdo) (Figura 22 E); interessantemente, o HRDL 10

mg/kg atenuou as alteracdes nos parametros avaliados (Figura 22 B, D e E).
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Figura 22. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg previne aumento no
transiente de Ca?* e ondas de Ca? desencadeada pela cardiotoxicidade
induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - parte superior: imagens pseudocoloridas (a
seta branca indica ondas de Ca?* fora de estimulagdo), parte inferior: transientes
intracelulares de Ca?* representativos do controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo +
HBDL (verde); B - amplitude do transiente de Ca?*; C - tempo em 50% para o pico
do transiente de Ca?* (ms); D, tempo em 50% para decaimento (ms) do transiente de
Ca?*; E, ondas espontaneas de Ca?*. Os resultados séo representados como média
+ DP (n = 6/grupo; célula = 25—-40 células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p <
0,05 Doxo + HBDL vs Doxo. ANOVA de uma via seguida pos-teste de Bonferroni.
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5.6 HBDL impediu o aumento da corrente de Ca?* do tipo L induzida pela Doxo
Observado o aumento do transiente de Ca?* ocasionado pelo tratamento com
Doxo, decidiu-se investigar a corrente de Ca?* tipo L (lca, L). A Figura 23 A mostra
tracados representativos da Ica, L N0S grupos controle (preto), Doxo (vermelho) e
Doxo + HBDL (verde). Como pode ser visto, houve aumento da lca, L de -8,46 + 2,03
para -12,71 * 4,34 nos animais tratados com Doxo, por outro lado, nos animais

tratados com HBDL esse aumento na lca, L Ndo foi observado (Figura 23 B).
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Figura 23. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg previne aumento na
densidade da corrente de Ca?* tipo L desencadeada pela cardiotoxicidade
induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - tracados representativos no controle
(preto), Doxo (vermelho) e Doxo + HBDL (verde); B - efeito médio do tratamento do
HBDL sobre a Ica, L. Os resultados sédo representados como média + DP (n = 5/grupo;
célula = 8-9 células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HBDL vs

Doxo. ANOVA de uma via seguida pos-teste de Bonferroni.

57 HBDL preveniu a redugao do encurtamento do sarcOmero na
cardiotoxicidade induzida pela Doxo

A Figura 24 A apresenta tracados representativos dos encurtamentos
sarcomeéricos nos grupos controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo + HBDL (verde).
O grupo Doxo apresentou o encurtamento do sarcémero reduzido em 26,84%, assim
também como o tempo para o relaxamento em 50% ficou 36,26% mais rapido,
sendo tais valores no grupo tratado com HBDL de 4,54% e 1,58%, respectivamente,
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comparados com o grupo controle (Figura 24 B e D). Nao houve alteracdo no tempo
de contracao (Figura 24 C).
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Figura 24. Complexo de inclusdo HBDL preveniu a redugdao do encurtamento
do sarcémero na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). A -
registros representativos do encurtamento sarcomérico no controle (preto), Doxo
(vermelho) e Doxo + HBDL (verde); B - fracdo de encurtamento do sarcomero; C -
tempo em 50% da contracdo (T50c); D - tempo em 50% do relaxamento (T50r). Os
resultados sdo representados como média =+ DP (n = 5/grupo; célula = 40-66
células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HBDL vs Doxo.
ANOVA de uma via seguida pos-teste de Bonferroni.

5.8 HBDL modula a expresséo de pCaMKIl e OxiCaMKII alteradas no tratamento
com Doxo

A CaMKIl é conhecida por regular a funcdo de varios canais ibnicos e a
dinamica do Ca?* em cardiomidcitos, assim, os marcadores de ativacdo de CaMKII
foram investigados. A Figura 25 A mostra imagens representativas de western blots
de tCaMKIl (total), pCaMKII (fosforilada), CaMKIl oxidada (OxiCaMKIl) e GAPDH.
Como pode ser visto na Figura 25 B, C e D, ndo houve diferenca nas expressdes de
CaMKIl total, pCaMKIl e oxiCaMKII entre os distintos grupos. Todavia, a razao entre
pCaMKIl/CaMKII total (Figura 25 E) e OxiCaMKII/CaMKII total (Figura 25 F) revelou
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um aumento no grupo Doxo em ambas as situacdes, sendo o HBDL capaz de

prevenir tal fenotipo.
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Figura 25. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg restaurou a razdo entre a
proteina quinase tipo Il dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKII) fosforilada
(pCaMKIll), oxidada (OxiCaMKIl) e total (tCaMKIl), na cardiotoxicidade induzida
por Doxorrubicina (Doxo). A - imagens representativas de Western blot; B, Ce D -
analises densitométricas de tCaMKIl, pCaMKIl e OxiCaMKIl, respectivamente, todos
normalizados por GAPDH; E e F, razdo entre pCaMKIl/tCaMKIl e entre
OxiCaMKII/tCaMKIl, respectivamente, todas normalizadas por GAPDH. Dados
resultantes da meédia dos experimentos realizados em triplicata. Os resultados séao
representados como média + DP (n = 5/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p <

0,05 Doxo + HBDL vs Doxo. ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Bonferroni.
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5.9 HBDL preveniu o aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) devido
a cardiotoxicidade induzida pela Doxo

Um dos mecanismos de acdo da cardiotoxicidade induzida pela Doxo é o
aumento na geracdo de EROs, assim, avaliou-se o impacto do tratamento com
HBDL em tais. A Figura 26 A mostra imagens representativas da fluorescéncia do
DHE em cardiomidcitos isolados na presenca e na auséncia de apocinina. Pode-se
observar um aumento da fluorescéncia do DHE nos cardiomiécitos dos animais
tratados com Doxo (33,4%) (Fig. 26 B), o que foi prevenido pelo tratamento com
HBDL. Experimentos de controle foram realizados utilizando a apocinina, substancia
comumente utilizada para inibir a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) oxidase (NOX), que reduz o estresse oxidativo. Estudos mostraram que a
apocinina interrompe a atividade de NOX, impedindo sua montagem e diminuindo a
producado de superéxido. A Figura 26 B (a direita) mostra a reducéo, pela apocinina,
do aumento da fluorescéncia causada por EROs no grupo Doxo, indicando um

provavel envolvimento da NOX nesse processo.
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Figura 26. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg promove reducdo das
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espécies reativas de oxigénio (EROs) desencadeada pela cardiotoxicidade
induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - fluorescéncia do dihidroetidio (DHE) (10
UM) representativa em cardiomidcitos e B - fluorescéncia média do DHE nos grupos

controle, Doxo e Doxo + HBDL na presencga e auséncia da apocinina (1 pM). Os
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resultados sao representados como média + DP (n = 5/grupo, célula = 28 — 35
células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HBDL vs Doxo.

ANOVA de uma via seguida pos-teste de Bonferroni.

5.10 HBDL preveniu o aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) de
origem mitocondrial devido a cardiotoxicidade induzida pela Doxo

Para avaliar a magnitude do aumento de EROs de origem mitocondrial,
realizou-se experimentos com as sondas MitoSOX red e Mitotracker green. A Figura
27 A mostra imagens representativas da fluorescéncia de MitoSOX red e Mitotracker
green na auséncia e presenca de MitoTempo em cardiomiécitos isolados do
ventriculo esquerdo. MitoTempo € um antioxidante direcionado a EROs produzidas
pela mitocéndria (captador de superdxido mitocondrial). Os animais do grupo Doxo
tiveram um aumento de aproximadamente 74,3% na fluorescéncia do MitoSOX red,
aumento esse dependente da respiragdo mitocondrial, uma vez que foi
significativamente menor quando o experimento foi realizado apo6s o tratamento das
células com MitoTempo (Figura 27 B). Interessante que ao avaliar o MitoTracker
(corante mitocondrial se liga a membrana das mitocondrias independentemente do
potencial de sua membrana) houve aumento de 86,5% da fluorescéncia nos animais
tratados com Doxo, indicando um aumento na densidade mitocondrial desses

animais, que foi revertida com o tratamento o HBDL.
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Figura 27. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg reduz as espécies reativas de
oxigénio (EROs) geradas na mitocéndria, desencadeada pela cardiotoxicidade
induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - fluorescéncia do MitoSOX e MitoTracker
em cardiomiocitos nos grupos controle, Doxo e Doxo + HBDL na presenca e
auséncia da MitoTempo (25 pM); B - fluorescéncia média do MitoSOX red (5 uM); C
- fluorescéncia média do MitoTracker Green (200 nM). Os resultados séao
representados como média + DP (n = 5/grupo, célula = 37 - 45 células/grupo). *p <
0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HBDL vs Doxo. ANOVA de uma via
seguida pos-teste de Bonferroni.
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5.11 HBDL restaura a atividade das enzimas antioxidantes endégenas que
foram reduzidas no tratamento com Doxo

Sabendo-se que o estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre fatores
pré-oxidantes e anti oxidantes, avaliou-se a atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT), superoxido dismutase citoplasmatica (Cu-Zn SOD) e mitocondrial
(Mn SOD) e glutationa peroxidase (GPx) para um entendimento mais minucioso da
participacdo das EROs na cardiotoxicidade induzida pela Doxorrubicina e o impacto
nessas pelo tratamento com HBDL. Como pode ser observado na Figura 28 A, ndo
houve diferenca entre os grupos no que diz respeito a atividade da catalase e Cu-Zn
SOD. No entanto, a avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes Mn SOD e
GPx revelou, respectivamente, atenuacédo destas no grupo Doxo em 37,19% e 39,91%
em comparacdo com O grupo controle, sendo tais situacbes revertidas pelo
tratamento com HBDL (Figura 28 B).
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Figura 28. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg restaura a atividade de
enzimas anti oxidantes enddgenas prejudicadas na cardiotoxicidade induzida
pela Doxorrubicina (Doxo). A - atividade da Catalase; B - atividade da superéxido
dismutase (SOD) citoplasmatica (Cu-Zn) e mitocondrial (Mn); C - atividade da
glutationa peroxidase (GPx). Os resultados séo representados como média + DP (n
= 5/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HBDL vs Doxo. ANOVA de

uma via seguida do pos-teste de Bonferroni.
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5.12 HBDL suprime vias apoptoéticas e peroxidacao lipidica induzidas pela
Doxo

Verificou-se um aumento da peroxidacdo lipidica no grupo Doxo, que foi
diminuido pelo HBDL (Figura 29 A). Da mesma forma, a expresséo de proteinas de
vias apoptoticas Bax e Caspase 3 foram aumentadas no grupo Doxo e esse
aumento foi prevenido por HBDL (Figura 29 C e F). Nao foram observadas
alteracdes significativas na expressao da proteina anti apoptética Bcl-2 entre os
grupos (Figura 29 D). Mas, a relacdo Bax/Bcl-2 foi aumentada no grupo Doxo e
reduzida pelo HBDL (Figura 29 E). Imagens representativas da expressao proteica

das proteinas investigadas podem ser vistas na Figura 29 B.

A o B Controle Doxo Doxo+HpDL Cc 2.5
0.03
Bax | it ™ 0 1-23KDa ¥
2 # :
3 002 Bel-2 [ W S W | o6kpa © 154
ala < mjm
S - #
> < 1.0 A
& 0,01 & Caspase 3 " W | 39 KDa o %
L
0.5 u
m &
0.00 ——p——— pActina . SR> S |- 42 KD "0 N
S
i&c |:|.+e %Qv ° o° :-?a%?
& % f 4
o & °
D 3 E 4 F 2.5 ]
4 o E -
E 3] [ 71 2.0
g 2 o <
: o [T} E 1.5
1 m m 3| 3]
n:_:‘_.. E # @ #
S 'Y o &0 o a
e "1 ‘ :
o mm % g 0.5
4 o Q a
0 I I I o T T T 0.0 T T |
© O v ¥ 40 v IR Ry
& o & RO . L - ' oM
& TL & & & &
o° <° °

Figura 29. Complexo de inclusdo HBDL 10 mg/kg suprime vias apoptéticas e
peroxidacéo lipidica induzidas pela cardiotoxicidade pela Doxorrubicina (Doxo).
A - mensuracédo da peroxidacéao lipidica pela quantificacdo de malondialdeido; B -
imagem representativa da expressao proteica de Bax, Bcl-2, Caspase 3 e (B-actina;
C - analise densitométrica da relagdo Bax/B-actina; D - andlise densitométrica da

relagdo Bcl-2/B-actina; E - razdo Bax/Bcl-2; F, analise densitométrica da relacéo
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Caspase 3/B-actina. Os resultados sao representados como média £ DP (n = 4-
6/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HRDL vs Doxo. ANOVA de

uma via seguida do pés-teste de Bonferroni.

5.13 Forga de ligacao entre DL, CaMKIl e cMLCK por Docking molecular

Considerando os achados acima, dois alvos foram eleitos como possiveis
sitios de ligacéo e interacdo com o DL, a CaMKIIl e a Mylk4. Os estudos de docking
molecular demonstraram que a energia livre de ligacdo entre DL e Mylk4 foi de -6,5
kcal/mol, e para a fostamatinibe (um conhecido inibidor da CaMKIl) foi de -7,5
kcal/mol. J4 para a CaMKIIl, as energias livres de ligacdo entre DL e fostamatinibe
foram -5,7 e -7,8 kcal/mol, respectivamente.

O estudo de interacdo revelou ainda que, para os dois alvos, o DL interage
potencialmente em regides diferentes daquelas do inibidor conhecido (Figura 30).
Observou-se que DL se liga a Mylk4 por meio de interacdes alquil-alquil hidrofébicas
com os residuos Leull3, Vall21, Leu233 e lle246. O fostamatinibe interage por
meio de interacfes eletrostaticas (Asp306), hidrogénio (Arg6, Tyr294 e Asp324),
halogénio (Pro302 e Arg319) e hidrofébicas. Considerando o alvo CaMKIl, as
interacdes com DL também s&o hidrofébicas, do tipo pi-sigma (Phe467) e alquil-
alquil (lle361, Tyr369, Phe399 e Leu402). Os estudos indicam que fostamatinibe
forma interacdes de hidrogénio com os residuos Thr446 e Arg 445, além de

interag6es hidrofébicas com outros aminoacidos desta proteina.
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Figura 30. Simulacédo de interacdo por docking entre DL, CaMKIl e cMLCK. A —

interacdo entre quinase da cadeia leve de miosina, membro 4 (Mylk4) e D-limoneno

(D-LIM); B — interagao entre Mylk4 e Fosfomatinibe; C — interagédo entre quinase I
dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKII) e D-LIM; D — interacdo entre CAMKII e
Fosfomatinibe. LEU: leucina; ILE: isoleucina; TYR: tirosina; PHE: fenilalanina; VAL:

valina; ARG: arginina; ASP: aspartato; TRP: triptofano; PRO: prolina; LYS: lisina.



79

6 Discussao

Apesar do desenvolvimento de uma série de novas drogas anticancer, a
Doxorrubicina (Doxo) ainda é uma das drogas mais utilizadas devido a sua
versatilidade, podendo tratar doencas oncoldgicas soélidas ou hematologicas,
isoladamente ou como droga auxiliar. No entanto, devido a cardiotoxicidade da Doxo,
sua aplicacdo torna-se limitada, principalmente quando é necesséaria uma dose
maior do medicamento (AVILA et al., 2019; HAJJAR et al., 2020).

A cardiotoxicidade induzida pela Doxo é escalonada pela dose cumulativa,
quanto maior a dose, maior a incidéncia, que pode atingir até 48% em regimes de
tratamento que requerem dose maior (i.e., 700 mg/m?) (CURIGLIANO et al., 2016).
Os efeitos da cardiotoxicidade incluem uma variedade de manifestacbes como
alteracbes no peso corporal, modificagbes no ECG, lesbes cardiacas estruturais,
arritmias ventriculares dentre outros (CAl et al., 2019; HAJJAR et al., 2020; LYON et
al., 2022; SAWICKI et al., 2021).

Nesse cenario, produtos naturais como o d-limoneno (DL) tém sido
amplamente estudados, pois ainda ndo ha tratamento (amplamente aceito) para
prevenir lesGes cardiacas durante o tratamento anticancer, principalmente para a
cardiotoxicidade induzida por Doxo. Na verdade, um aumento no perfil antioxidante e
diminuicdo nas lesdes histopatoldgicas ja foram atribuidas ao DL, administrado por
via oral, na protecdo da cardiotoxicidade induzida por Doxo (SELVANATHAN;
SALAM, 2017); todavia, apesar do efeito benéfico do DL, sua baixa solubilidade
aquosa e alta volatilidade dificultam seu uso terapéutico.

Essa caracteristica € comum aos terpenos, e uma solucdo que tem
demonstrado bons resultados sdo as formulacBes especificas para sistemas de
liberacdo de farmacos, em especial as ciclodextrinas (SILVA et al.,, 2021). A
literatura mostra melhora dos efeitos do DL complexado com B-ciclodextrinas em
distintos contextos (ARAUJO-FILHO et al., 2017; BARRETO et al., 2017; MARINHO
et al., 2022; PEREIRA et al., 2022), apontando assim uma abordagem experimental
com potencial implicacdo clinica. Neste trabalho foi utilizada a hidroxipropril B-
ciclodextrina (HPBCD), cujas propriedades, i.e., melhor solubilidade em agua e maior
estabilidade quimica, podem torna-la mais vantajosa num contexto clinico. Portanto,
levantou-se a hipotese de que a complexacdo do DL com HPBCD (HBDL) poderia

melhorar os efeitos danosos da cardiotoxicidade induzidos por Doxo.
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Primeiro, fez-se a validacdo do modelo experimental e a escolha do
tratamento e dose do DL a serem utilizados. Em humanos, o esquema de tratamento
com Doxo geralmente é realizado com mais de uma administracdo (ciclo) do
medicamento, com uma dose cumulativa preferencialmente n&o superior a 450
mg/m? (12 mg/kg) devido ao risco de cardiotoxicidade (CURIGLIANO et al., 2020;
HAJJAR et al.,, 2020; YI et al.,, 2006). O modelo aqui adotado considerou um
esquema que ndo so6 fosse capaz de causar cardiotoxicidade e que tivesse o menor
impacto possivel na mortalidade dos animais (YEUNG et al., 2002), mas que
também fosse similar a pratica clinica.

Sabe-se que o tratamento com Doxo tem um impacto negativo no peso
corporal (LU et al., 2011), e também aumenta o nivel plasmatico de marcadores de
leséo cardiaca, como CK-MB e LDH. Esses parametros mostraram-se elevados no
modelo experimental aqui apresentado, indicando que a Doxo realmente induziu
cardiotoxicidade. Assim, a dose cumulativa de 20 mg/kg, fracionada em 4
administracdes, obteve o desempenho almejado.

Fora também realizada, baseado nos biomarcadores de lesdo cardiaca, uma
curva dose-resposta para avaliar a menor dose de HBDL capaz de induzir
cardioprotecdo. A partir dos experimentos, observou-se que o HBDL - jA na menor
dose avaliada (10 mg/kg), quando comparado ao DL, exibiu melhor resultado nos
marcadores de lesdo cardiaca in vivo, especialmente em relagdo ao CK-MB,
indicando que a complexacédo do DL com HPBCD melhora, de fato, as propriedades
farmacoldgicas do DL, o que esta em consonancia com estudos anteriores
(BARRETO et al., 2017; MARINHO et al., 2022; PEREIRA et al., 2022). Salienta-se
ainda que a HPBCD sozinha né&o alterou nenhum dos parametros avaliados, 0 que
sugere que o DL no complexo € de fato o responsavel pela melhora observada nos
marcadores séricos de leséo cardiaca.

O HBDL na dose minima de 10 mg/kg também demonstrou a capacidade de
manter o ganho de peso corporal dos animais similar ao controle. Interessante
pontuar que, em situacdo analoga — cardiotoxicidade induzida pelo medicamento
guimioterapico ciclofosfamida, o DL puro também foi capaz de manter o ganho de
peso nos animais com ele tratados; todavia, a dose utilizada de DL foi 15 (quinze)
vezes maior do que a adotada neste trabalho, e foi administrada diariamente, via
oral, por 10 (dez) dias consecutivos (KRISHNAN et al., 2017).
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Vale a pena ressaltar que, baseado na eficiéncia de complexacdo do DL com
HPBCD, que foi de 80%, pode-se estimar que a quantidade de DL complexada na
menor dose (10 mg/kg) é de apenas 0,73 mg (MARINHO et al.,, 2022). Assim,
estabeleceu-se que a dose de 10 mg/kg de HBDL seria a melhor dose para os
demais experimentos. Neste ponto, vale a pena ressaltar que estudos similares —
acdo de produtos naturais na cardiotoxicidade induzida por quimioterapicos,
utilizaram doses consideravelmente maiores, entre 20 e 750 mg/kg, por vias oral e
intraperitonial (HAMZA et al., 2016; KRISHNAN et al., 2017; REHMAN et al., 2014)

Mudancas histolégicas estdo bem documentadas na cardiotoxicidade induzida
por Doxo. Os resultados do modelo adotado nesse trabalho corroboram com
achados como infiltrado inflamatério, vacuolos e desarranjo das fibras cardiacas
(HENDERSON et al., 2018; M KAMEL et al., 2017; SHIVAKUMAR et al., 2012).
Embora alteracbes mais significativas como o aumento substancial de infiltrado,
hipertrofia e degeneracédo do tecido cardiaco possam ser observadas em modelos
de cronicidade (considerando em especial o fator tempo decorrido desde o inicio do
tratamento), os achados histopatolégicos deste trabalho foram compativeis com o
tempo de tratamento realizado, corroborando com dados da literatura
(CHATTERJEE et al., 2010; COVE-SMITH et al., 2014; M KAMEL et al., 2017).

Produtos naturais como flavonoides e terpenos demonstraram capacidade de
prevencdo de alteracbes histologicas no sistema cardiovascular causadas por
hipercolesterolemia, hipertensdo e infarto agudo do miocardio (NOUR et al., 2017,
SWIDERSKI et al., 2023). O DL evidenciou habilidade na prevencdo de danos
estruturais/alteracbes histoldégicas pulmonares, gastricas, hepaticas, renais e
cardiacas, com reducdo de infiltrado celular, fiborose e edema (ANANDAKUMAR,;
KAMARAJ; VANITHA, 2021; DURCO et al., 2019; YANG et al., 2021), inclusive num
contexto de cardiotoxicidade causada pelo quimioterapico ciclofosfamida
(KRISHNAN et al., 2017). Neste estudo, o complexo HBDL foi capaz de reduzir o
infiltrado inflamatorio e edema intersticial causados pela cardiotoxicidade induzida
pela Doxo, corroborando assim com a manutencdo da estrutura normal dos
cardiomidcitos.

Danos histolégicos no tecido cardiaco podem ser refletidos no ECG. De fato,
alteracOes eletrocardiograficas sdo consideradas frequentes na cardiotoxicidade
induzida por Doxo, como taquicardia sinusal, complexos ventriculares prematuros e

prolongamento do intervalo QTc (FRADLEY et al., 2021), e tais alteragGes foram
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observadas no grupo Doxo. Os animais tratados com Doxo + HBDL mostraram né&o
apenas um perfil geral de ECG melhorado, mas especificamente, o HBDL foi capaz
de reduzir o prolongamento do QTc, um indicador importante da cardiotoxicidade
induzida por Doxo, além de importante preditor de arritmias quando prolongado
(BENJANUWATTRA et al., 2020; KINOSHITA et al., 2021).

Importante ressaltar que o tempo decorrido para que houvesse a alteracdo do
QTc, apresentada neste trabalho no 15° dia (término do tratamento com Doxo),
apresenta similaridades com o que fora relatado em estudos anteriores que
demonstraram alteracdes histoldégicas moderadas (DULF et al., 2023; SANDAMALI
et al., 2023; VILLANI et al., 1986). Ademais, considerando que infiltrado inflamatorio,
vacluolos e desarranjo das fibras cardiacas, como também fibrose miocardica,
implicam em alteracfes eletrocardiograficas incluindo do QTc (ABUSHOUK et al.,
2017), percebe-se que o tempo para a apresentacdo de tal alteracdo foi compativel
com o esquema de -cardiotoxicidade aguda praticado, como evidenciado na
histologia.

E interessante notar o efeito de alguns produtos naturais sobre a atividade
elétrica cardiaca. Por exemplo, estudos com constituintes do extrato de Ginkgo
biloba (gingkolideos e bilobalide), mirtenol, acido p-cumarico, B-cariofileno, carvacrol
e o0 préprio DL demonstraram supressao da elevacao do segmento ST e reducéo da
duracdo do intervalo QTc em situacéo fisiologica e também frente a patologias como
injuria miocardica por isquemia reperfuséo e infarto agudo do miocéardio (BRITTO et
al., 2018; CHEN et al, 2017; DURCO et al., 2019; NAGOOR MEERAN;
JAGADEESH; SELVARAJ, 2015; ROY; STANELY MAINZEN PRINCE, 2013;
SANTOS et al., 2014; YOUNIS; MOHAMED, 2019).

Arritmias com risco de vida, como taquicardia ventricular (TV) e fibrilacdo
ventricular (FV), sdo mais provaveis de ocorrer com prolongamento do intervalo QTc
(HAJJAR et al., 2020), e, em contextos de arritmia induzida por Bay K 8644, o DL
mostrou-se detentor de propriedades antiarritmicas em suas formas pura e
complexada com ciclodextrina (MARINHO et al.,, 2022; NASCIMENTO et al.,
2019). Assim, questionou-se a atuagdo do HBDL no contexto de arritmia grave,
sendo para tal realizado, in vivo, um protocolo de estresse cardiaco farmacolégico
com dobutamina (MILLER; ASKEW; ANAVEKAR, 2014; ZHANG; ZHANG, 2020).

A dobutamina € um agonista Bl-adrenérgico comumente utilizado na pratica

clinica para rastrear o inicio da disfungdo cardiaca (BOUNTIOUKOS et al., 2003;
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COTTIN et al., 2000; MITRY et al., 2020). Embora n&o tenha havido diferenca no
aumento da frequéncia cardiaca entre 0s grupos apés a administracdo de
dobutamina, é importante salientar que, comparados ao controle, antes de serem
desafiados com dobutamina, os animais do grupo do Doxo + HBDL tiveram um
aumento na frequéncia cardiaca de apenas 2,9%, sendo esse aumento no grupo
Doxo de 17%.

Essa taquicardia sinusal apresentada nos animais do grupo Doxo € uma
caracteristica propria do tratamento, que pode ser atribuida ao desequilibrio
autonémico cardiaco causado muito provavelmente pelo estresse oxidativo originado
pela Doxo, com aumento da estimulacao simpatica e diminuicdo da parassimpéatica
(CHATTERJEE et al., 2010; POTOCNIK et al., 2017), o que pode justificar, portanto,
a frequéncia cardiaca dos animais do grupo Doxo superior ao grupo controle no
baseline do experimento (animais em “repouso”).

Nosso grupo ja demonstrou a capacidade do DL no restabelecimento do
status redox frente a patologias cardiacas (DURCO et al., 2019). Essa mesma via
também pode ser apontada como promotora de eventos arritmicos, situacdo essa
em que o DL também j4 demonstrou sua eficacia (MARINHO et al., 2022;
NASCIMENTO et al., 2019). Importante salientar que neste trabalho, o tratamento
com HBDL foi capaz de reduzir a incidéncia e a severidade das arritmias in vivo
evocadas pelo protocolo de estresse farmacolégico.

De fato, terpenos tém exibido propriedades antiarritmicas numa ampla gama
de contextos. Estudos anteriores demonstraram que varios terpenos como R(+)-
pulegona, geraniol, farnesol e (-)-carvona bloqueiam diretamente os canais de Ca?*
tipo L ou diminuem a lcaL em cardiomiocitos (DE CERQUEIRA et al.,, 2011; DE
MENEZES-FILHO et al., 2014; SILVA et al., 2022; SOUZA et al., 2019).

Como o HBDL foi capaz de atenuar alteracdes no ECG e a suscetibilidade a
arritmias in vivo, realizou-se uma andlise celular e molecular para desvendar o
potencial mecanismo envolvido na cardioprotecéo induzida pelo HBDL. Inicialmente
avaliou-se o potencial de acédo (PA) em cardiomiocitos do endocardio do ventriculo
esquerdo. Observou-se que a amplitude do PA e a inclinacdo maxima da fase 0 ndo
foram alteradas, e como ambos os parametros estédo correlacionados com a corrente
de sodio (Ina), pode-se inferir que ndo ha alteracdo no pico da referida corrente
(BENJANUWATTRA et al., 2020). Além disso, observou-se que a duracédo do PA foi

aumentada no grupo Doxo, como também a dispersdo desta duragdo - resultado
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este que esta bem alinhado com o aumento do intervalo QTc medido no ECG, e que
o HBDL foi capaz de reverter.

O aumento no tempo de repolarizagdo combinado com a dispersdo da
duracdo do PA sdo importantes substratos para ocorréncia de arritmias
(MUSTROPH; NEEF; MAIER, 2017; SOUZA et al., 2022). Além disso, outro gatilho
importante para arritmias sdo as despolarizacdes tardias (DADs), que ocorrem
durante o intervalo diastélico e podem precipitar extrassistoles (MUSTROPH; NEEF,;
MAIER, 2017). De fato, quando categorizadas, a maioria das arritmias observadas
no grupo Doxo foram PAs espontaneos aleatorios (triggered) e, curiosamente, o
HBDL foi capaz ndo apenas de aumentar o percentual de células ndo arritmicas,
mas também de diminuir o percentual de triggered.

Alguns terpenos tém se mostrado capazes de modificar o PA cardiaco. O
farnesol, por exemplo, na concentragéo de 50uM, reduziu a duragado do PA em 90%
da repolarizacdo, assim como o HBDL. As altera¢des na duracdo do PA induzidas
pelo HBDL podem indicar modificacGes nas correntes de potassio (Ik), responsaveis
pela fase de repolarizagéo, ou na lcaL (SOUZA et al., 2019).

Considerando o efeito da Doxo bem como de alguns terpenos na dinamica do
Ca?* intracelular (ABUSHOUK et al.,, 2017), prosseguiu-se investigacdo mais
aprofundada nessa vertente. E notério o fato do Ca?* ser essencial para o sistema
de excitacdo-contracdo cardiaco, sendo o transiente intracelular de Ca?* (variacdo
na concentracdo de Ca?* intracelular livre por um determinado periodo de tempo)
responsavel por estimular a contracdo e o relaxamento cardiaco (BERS, 2002). De
fato, muitas doencas cardiacas, a exemplo da insuficiéncia cardiaca e infarto,
comprovadamente podem afetar o manuseio intracelular de Ca?* em distintos pontos.
(ALVARADO et al.,, 2019; LANDSTROM; DOBREV; WEHRENS, 2017; REID;
BIRSTOW; BOLLAND, 2017).

Os canais para Ca?* tipo L sdo fundamentais na conducdo idGnica que
desencadeia a contracdo cardiaca. Dessa forma, a investigacédo foi direcionada a
acdo do HBDL na IcaL € no transiente global de Ca?* intracelular, onde fora
observado que ambos se mantiveram normais pelo tratamento com HBDL, meios
que podem ter sido responsaveis pela alteracdo do PA nos animais tratados com
Doxo.

No tratamento HBDL, isso também pode ter contribuido com a reducéo dos

transientes completos fora de estimulacdo, as ondas de Ca?. Independentemente do
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ponto em que houve alteragdo no manuseio do Ca?*, o fato é que uma sobrecarga
desse ion aumenta as chances de abertura do RyR2, ndo apenas favorecendo os
“vazamentos” de Ca?* do RS, conhecidos como sparks, mas também as ondas de
Ca?*, que podem culminar em arritmias desencadeadas por DADs e triggered,
levando a deterioracéo cardiaca (WEISS et al., 2010). Situacdo essa prevenida pelo
HBDL.

A sobrecarga de Ca?* é prejudicial a funcdo cardiaca, incluindo sua
maquinaria contratil. De fato, o0 aumento do transiente de Ca?* pode indicar aumento
do encurtamento do sarcémero, ja que ha mais Ca?* livre no citosol (e o Ca?* se liga
na troponina C), espera-se um aumento na amplitude de contracédo (EISNER et al.,
2017). Todavia, o (aumento do) encurtamento sarcomérico ndo acompanhou o
aumento do transiente de Ca?' no grupo Doxo. Isso pode ser explicado ao se
considerar que um miocardio doente, como no caso do grupo Doxo, tem suas
propriedades musculares comprometidas, sendo neste cenario o transiente [Ca?*]i
decorrente da dissociacdo rapida de Ca?* da troponina C, o que contribui com ondas
de Ca?" que levardo a um acoplamento excitacdo-contracdo ndo uniforme entre
pontos saudaveis e deteriorados do miocardio (TER KEURS et al., 2008). Ainda, ha
relatos de que no miocardio doente como no grupo Doxo, a atividade diastdlica
espontanea (apés um PA) aumenta com uma estimulacdo de alta frequéncia, como
também h& o aumento da frequéncia cardiaca (DAVIDOFF et al., 2004), sendo
essas caracteristicas aqui apresentadas.

O HBDL, além de prevenir o aumento na amplitude do transiente de Ca?*,
restaurar seu tempo de decaimento, reduzir a incidéncia de ondas de Ca?* e prevenir
0 aumento da IcaL — eventos interdependentes, também preveniu o encurtamento do
sarcoOmero e restaurou seu tempo para atingir 50% do relaxamento. Logo, como
grande parte do relaxamento cardiaco deve-se a SERCA2a, € razoavel pensar que o
HBDL pode ter atuado de forma a restaurar o tempo de recaptacdo de Ca?* por esta,
e ao permitir maior tempo do Ca?' no citosol, oportunizou uma fracdo de
encurtamento sarcomérico adequado.

O Ca?" é um segundo mensageiro que estd envolvido em muitas das
sinalizagbes moleculares no cardiomiocito, dentre elas, encontra-se a ativagdo da
quinase Il dependente de Ca?*/calmodulina (CaMKIl). A CaMKIl controla muitas

funcdes na célula cardiaca; de fato, o estado de hiperativacdo da CaMKIl € um dos
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protagonistas na cardiotoxicidade induzida por Doxo (IKEDA et al., 2019; KONG et
al., 2022).

A CaMKII pode fosforilar o canal para Ca?* do tipo L, aumentando a corrente
de despolarizacao; fosforila também a fosfolambam (PLB), inibindo sua atividade e,
consequentemente, levando a maior recaptacéo de Ca?* pelo RS; fosforila 0 RyR2 e
assim aumenta o vazamento de Ca?* e o vazamento de Ca?* do RS aumenta a
concentracdo da [Ca?']i (BENJANUWATTRA et al.,, 2020; IKEDA et al.,, 2019;
MUSTROPH; NEEF; MAIER, 2017). Combinados, todos esses efeitos favorecem a
ocorréncia de aumento do transiente de Ca?*, aumento da recaptacdo de Ca?* e
corroboram com o aparecimento das ondas de Ca?* e DADs; e todos esses eventos
foram ndo apenas observados no grupo tratado com Doxo, mas principalmente,
foram atenuados no grupo Doxo + HBDL.

A CAMKII tem sido apontada como possivel alvo terapéutico em diversas
patologias, incluindo a cardiotoxicidade induzida por Doxo (NASSAL; GRATZ; HUND,
2020; ROBISON, 2014). Uma quantidade significante de estudos fundamentam a
CaMKII como um regulador central em vias cruciais para a remodelacdo cardiaca e
arritmias (NASSAL; GRATZ; HUND, 2020) — a ativacdo da CaMKII esta envolvida na
génese de diversos tipos de arritmias, sendo sua ativacdo atribuida a fosforilagéo,
oxidacdo, O-GIcNAcilacdo e S-nitrosilacdo (NASSAL; GRATZ; HUND, 2020).

Alguns produtos naturais tém sido reportados com potencial interagdo com a
CAMKII. Por exemplo, a curcumina e a costulonida foram capazes de inibir a
ativacao por fosforilacdo da CAMKII em estudos de neuroprotecao (LIU et al., 2023;
MAYADEVI et al., 2012). JA num contexto de infarto induzido por isoproterenol,
nosso grupo demonstrou que o S-limoneno foi capaz de reduzir a CAMKII oxidada
(RHANA et al., 2022). Ainda, um mecanismo de protecao dos produtos naturais que
estd bem estabelecido na cardiotoxicidade por Doxo é a modulacao intracelular de
calcio (ABUSHOUK et al., 2017).

Considerando entdo ndo apenas a forma de ativagcdo da CAMKII pelos
produtos naturais mas também os mecanismos de acéo pelos quais o Doxo induz a
cardiotoxicidade, percebe-se que o0s processos de fosforilagdo e oxidagcdo da
CAMKII tém sido bem explorados (IKEDA et al., 2019; KONG et al., 2022; SAG et al.,
2011; TSCHESCHNER et al.,, 2019). Tal estado de ativagcdo pode ser avaliado
através da razao entre a forma total da CaMKIl e a forma que se pretende avaliar.

Neste trabalho foi evidenciado a ativagcdo da CaMKIl por ambos 0s mecanismos:
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fosforilacdo e oxidacdo, com reducdo da ativacdo pelo HBDL em ambos 0s casos.
Nesse ponto, vale lembrar que a ativacdo da CAMKIl mediada por oxidacéo
desempenha importante papel frente a condi¢cdes cardiacas patolégicas, uma vez
que implica na manutencdo de sua conformacao ativa. Todavia, sua influéncia no
desdobramento da doenca cardiaca permeia da ciclagem do Ca*? a funcgéo
mitocondrial, incluindo a entrada de Ca*? nessa organela culminando em morte
celular (NASSAL; GRATZ; HUND, 2020).

Como dito anteriormente, os canais para Ca?* do tipo L sdo os principais
canais dependentes de voltagem responsaveis pelo influxo de Ca?* nas células
cardiacas. A sobrecarga intracelular do ion célcio, além de alterar diretamente
caracteristicas contrateis do miocardio, também pode prejudicar a funcéo
mitocondrial e aumentar a geracdo de EROs, e estas Ultimas, por sua vez, também
podem modular os canais para Ca?* do tipo L, aumentando sua atividade
(BERTERO; MAACK, 2018). Assim, o aumento do Ca?* intracelular controla diversos
processos intracelulares no cardiomiocito, estando fortemente vinculado a
mecanismos geradores de estresse oxidativo. Por conta disso, procurou-se avaliar o
estresse oxidativo citoplasmatico e mitocondrial.

O aumento da intensidade na fluorescéncia por DHE no grupo Doxo, revertido
na presenca de apocinina, aponta para uma fonte especifica de EROs, a saber,
superoxido advindo da NOX. Esse achado é corroborado pelos dados obtidos com
0S experimentos realizados com os corantes MitoSOX red e MitoTracker green,
ambos fluoréforos especificos para a mitocondria, avaliando respectivamente
geracdo de espécie reativa e massa mitocondrial (RHANA et al., 2022).

Embora a Doxo prejudique a biogénese mitocondrial, 0 que conduziria a um
raciocinio parcial de redugédo de massa mitocondrial (KALYANARAMAN, 2019), faz-
se necessario lembrar que ela também prejudica a funcdo mitocondrial e por
conseguinte a geracdo de ATP (GORINI et al., 2018; TARPEY et al., 2019), logo,
tem-se o racional de um aumento quantitativo (massa mitocondrial) a fim de
compensar uma performance (geracdo de ATP) prejudicada, raciocinio este
comprovado quando o aumento na fluorescéncia de MitoSOX foi revertido na
presenca de um scavanger de superoxido de origem mitocondrial, o MitoTempo.
(PEOPLES et al., 2019). A metodologia empregada (estudo in vitro agudo) nao

permitiu que o mesmo efeito fosse observado na sonda MitoTracker na presenca de
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MitoTempo. Assim, a Doxo se acumula na mitocondria dos cardiomidcitos, prejudica
seu funcionamento e gera espécies reativas.

Achados de um estudo recente com o produto natural ferruginol na
cardioprotecao da toxicidade induzida por Doxo corroboram com os resultados aqui
apresentados. Os efeitos cardioprotetores no referido estudo derivaram da
preservacao da funcdo mitocondrial por reducdo de espécies reativas na mesma,
através do aumento de RNAm da sirtuina 1 (SIRT1) e do receptor-gamacoativador-
lalfa ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1a), o que atenuou a redugéo na
guantidade de mitocondrias (LI et al., 2021).

Algumas enzimas que produzem EROs durante a respiracao celular também
possuem um mecanismo de ativacdo dependente de Ca?*- em condicbes de
sobrecarga de Ca?* a NADPH oxidase, por exemplo, potencializa a producdo de
EROs gerando estresse oxidativo.

A citotoxicidade e outros efeitos biol6gicos de compostos naturais podem ser
em parte atribuidos a inibicho da NADPH-oxidase e outros sistemas enzimaticos
mitocondriais (BETANCUR-GALVIS et al., 2003b, 2003a; BOHMONT et al., 1987,
HODNICK et al., 1987; HODNICK; DUVAL; PARDINI, 1994). Compostos naturais
demonstraram poder de inibicdo da cadeia respiratoria em bactérias e coragao
bovino (SCOTTI et al., 2010; TAPIA et al., 2004). O acido carndsico, por exemplo,
durante a cardiotoxicidade induzida por Doxo, demonstrou diminuir a expressao da
NOX 2 e NOX 4, complexos proteicos fortemente relacionados a producdo de
radicais livres (ZHANG; YANG; ZHANG, 2019). O limoneno em especifico, num
estudo sobre suas propriedades antimicrobianas contra o Staphylococcus aureus, foi
capaz nao apenas de reduzir a atividade dos complexos da cadeia respiratéria como
também reduzir a expressédo de proteinas relacionadas a este complexo (HAN; SUN;
CHEN, 2020).

De maneira geral, o aumento dos niveis de Ca?* mitocondrial amplifica a
atividade respiratéria e eleva a producdo de EROs mitocondriais (BERTERO;
MAACK, 2018; LANDSTROM; DOBREV; WEHRENS, 2017; LUCZAK; ANDERSON,
2014). Assim, depreende-se que o aumento do Ca?* intracelular, assim também
como a geracdo e EROs, estdo relacionados a multiplos mecanismos ao mesmo
tempo que se relacionam entre si.

Tal entendimento faz-se importante uma vez que comprovadamente o HEDL

inibiu 0 aumento da [Ca?*]i causado, por mecanismos diversos, pela Doxo. Todavia,
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o HBRDL pode ainda atuar através da atenuacédo da producdo de EROs induzida pela
Doxo. Neste trabalho, observou-se que a cardiotoxicidade induzida pela Doxo
resultou no aumento da producéo de EROs juntamente com a atividade reduzida da
GPx. A GPx € responsavel por reduzir o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio,
sendo a principal enzima antioxidante na maioria das células, inclusive nos
cardiomiodcitos (BERTERO; MAACK, 2018; GORDAN et al., 2020; PEOPLES et al.,
2019). Na verdade, h& evidéncias que suportam que a deficiéncia na atividade da
GPx resulta em comprometimento da fungéo cardiaca (BLANKENBERG et al., 2003).

Fora aqui demonstrado, por medi¢des in situ, que o tratamento com HBDL
protege o coracdo contra a geracdo de EROs no citoplasma, bem como nas
mitocondrias, associado a uma elevacao significativa na atividade da enzima GPx e
MnSOD, e reducdo da lipoperoxidacdo. A peroxidacdo lipidica, embora seja de
ocorréncia corriqueira em baixos niveis, pode levar a deterioracdo oxidativa da
membrana celular, seguida de lesdo e morte celular, guando as moléculas oxidativas
que reagem com os lipidios ndo sdo devidamente neutralizadas por agentes
antioxidantes (DURCO et al., 2019; ZHANG et al., 2005).

Das propriedades apresentadas pelos compostos naturais, uma das mais
bem estabelecidas € a atividade antioxidante. De fato, h4 uma infinidade de
compostos capazes de atuar na prevencao de fatores oxidantes e na promocéao de
fatores antioxidantes numa gama de patologias, incluindo cardiacas (ABDUL GHANI
et al., 2023; ABUSHOUK et al.,, 2017). Na cardiotoxicidade por tetracloreto de
carbono (CCls), o DL na dose de 200 mg/kg diminuiu a peroxidagdo lipidica e
aumentou a atividade de enzimas antioxidantes cardiacas (ALSAFFAR et al., 2022).

A literatura retrata a mitigacdo do estresse oxidativo por reducdo da
peroxidacdo lipidica e aumento da atividade das enzimas antioxidantes,
especialmente SOD, GSH e GPx, além de regular positivamente genes envolvidos
no metabolismo dessas enzimas e aumentar a expressao importantes fatores de
transcricdo das mesmas, como o Nrf2 no contexto da cardiotoxicidade induzida por
Doxo (ARAFA et al., 2014; CHOI et al., 2008a; MANTAWY et al., 2014). Durante a
cardiotoxicidade induzida por ciclofosfamida, essas mesmas propriedades pré
equilibrio redox foram reportadas pelo tratamento com DL (KRISHNAN et al., 2017).

Outros produtos naturais também tém demonstrado capacidade antioxidante
a nivel mitocondrial. O resveratrol, por exemplo, aumentou a atividade da MnSOD e

reduziu as EROS produzidas pela mitocéndria, além de ativar fatores relacionados a
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biogénese mitocondrial em cardiomidcitos de cultura. Ja o extrato de alcacuz
mostrou-se efetivo contra o0 estresse oxidativo e apoptose mitocondrial na
cardiotoxicidade induzida por Doxo em células H9c2 (YU et al., 2018).

O tratamento com HBDL preveniu a peroxidagéo lipidica observada no grupo
Doxo, como evidenciado pelo método TBARs. Assim, entende-se que a protecao
oferecida pelo tratamento com HBDL contra a cardiotoxicidade induzida pela Doxo
advém da melhora na atividade de fatores antioxidantes e da diminuicdo de fatores
oxidantes. E importante ressaltar ainda que a peroxidacao lipidica € um dos eventos
iniciais e principais na cardiotoxicidade induzida pela Doxo (CHRISTIDI; BRUNHAM,
2021; HRELIA et al., 2002), que contribui de forma direta com eventos apoptéticos
(RAWAT et al., 2021), e que o HBDL foi capaz de suavizar.

Da mesma forma, ambientes enriquecidos com EROs, como acontece na
administracdo da Doxo, também induzem danos oxidativos que levam a ativacao de
vias pré-apoptéticas (PAPACONSTANTINOU, 2019). Assim, o aumento da producéo
de EROs leva ndo apenas ao aumento do estresse oxidativo per se, mas também a
ativagao de vias de sinalizagéo pro-apoptotica.

As vias apoptoéticas fazem-se presentes na cardiotoxicidade induzida pela
Doxo, assim, investigou-se o comportamento de tais vias. Aqui fora demonstrado um
aumento na expressdo de Bax e Caspase 3 no grupo Doxo, acompanhado de uma
razdo Bax/Bcl-2 também aumentada, situacdes que o HBDL foi capaz de prevenir.
Logo, as vias apoptoticas exibidas no grupo Doxo foram moduladas pelo HBDL por
impedir o aumento de proteinas pro-apoptéticas, assim como previamente
demonstrado (DURCO et al., 2019). De fato, alguns dos mecanismos moleculares
apontados pelos quais os produtos naturais impedem a apoptose durante o
tratamento com Doxo sdo a inibicdo da clivagem de caspases como as -3, -7, -9 e
do aumento na expressdo da proteina p53 (CHOI et al., 2008b; PSOTOVA et al.,
2005).

A literatura tem reportado a acdo antiapoptética de produtos naturais por
inibicdo das vias de apoptose extrinseca e intrinseca. Todavia, é importante lembrar
que ambas as vias convergem para uma mesma caspase efetora, e.g. caspase-3,
mostrando-se o HBDL exitoso na inibicdo da expresséo da caspase 3 neste trabalho.

Considerando como o HBDL foi capaz de atuar sobre o protagonismo do Ca?*
durante a cardiotoxicidade induzida por Doxo, a Mylk4 e a CaMKIl foram escolhidas
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para realizacdo do estudo in silico, como possiveis alvos de interacdo com o DL.
Para explorar essa possibilidade, uma analise de docking molecular foi realizada.

De maneira geral, observou-se que o DL possui afinidade semelhante ao
inibidor conhecido da Mylk4 e CaMKIl, o fostamatinibe (ROLF et al., 2015).
Interessantemente, a energia de ligacdo do DL com a Mylk4 foi maior do que a do
fostamatinibe. Além disso, as energias de ligacdo aqui previstas — DL/ Mylk4 -6,5
kcal/mol e DL/CAMKII 5,7 kcal/mol, sdo comparaveis a outros produtos naturais e
seus respectivos alvos também importantes para doencas cardiovasculares. Por
exemplo, os compostos nhaturais curcumina, resveratrol, quercetina e eucaliptol
demonstraram energia de ligacédo similar com o fator-1 derivado de células estromais
de quimiocina homeostatica (SDF-1) e seus receptores, importantes na doenca
arterial coronariana (MURAD; ALQURASHI; HUSSIEN, 2022).

Outro ponto interessante sdo os residuos de aminoacidos pelos quais ha a
interacdo entre o DL e a Mylk4 e CAMKII, na sua maioria, aminoacidos de cadeia
ramificada — leucina, isoleucina e valina. Tais aminoacidos fazem agrupamentos
hidrofébicos que contribuem com a estabilidade da proteina em estados de
dobramento, além da estrutura proteica em si (KATHURIA et al., 2016).

Houve também interacdo com a tirosina, aminoacido pertencente a triade
responsavel pela fosforilacdo de proteinas, processo esse importante para a
manutencao da funcéo cardiaca (WEBER et al., 2015). Por exemplo, recentemente
foi demonstrado que a alteracdo da fosforilacdo da tirosina mostrou ter implicacéo
direta em modelos de hipertrofia cardiaca (XU et al., 2022).

Assim, especula-se que o DL poderia agir de maneira a evitar que a Doxo
reduza a atividade da Mylk4, responsavel por fosforilar a MLC2/aumentar sua
sensibilidade ao Ca?*, resultando em maior amplitude de contracdo e cinética de
contracdo relaxamento. JA em relacdo a CAMKII, o DL poderia estar inibindo sua
ativacdo, reduzindo o nivel intracelular de Ca?* o que, em Ultima instancia, diminuiria
a incidéncia de arritmias.

Aléem disso, a analise de docking demonstrou que o DL potencialmente
interage em diferentes regides do inibidor nos dois alvos selecionados. Isso pode ser
explicado pelas diferencas de natureza quimica dos ligantes. Enquanto o DL é
apolar e, portanto, tem maior afinidade com regides da proteina que possuem

residuos hidrofébicos, o fostamatinibe é polar.
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Os resultados indicam que DL tem afinidade suficiente para interagir com 0s
alvos selecionados, CaMKIl e Mylk4, e que as ligacbes ocorrem em locais diferentes
daqueles usados pelo inibidor conhecido. Todavia, para confirmar estes achados,
estudos in vitro sdo necessarios.

Em conjunto, nossos resultados demonstram que durante a cardiotoxicidade
induzida por Doxo, o HBDL na dose de 10 mg/kg foi capaz de prevenir o aumento
em biomarcadores de leséo cardiaca, manter o ganho de peso corpdéreo dos animais,
prevenir alteracdes estruturais no tecido cardiaco, e no perfil eletrocardiografico,
diminuir o percentual de arritmia in vivo e in vitro, reduzir ondas de Ca?*, prevenir

alteracbes no potencial de acdo e na dindmica de contracdo/relaxamento do
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cardiomiocito, impedir o aumento da lca, inibir a ativagdo da CaMKII, melhorar o

perfil redox e suprimir vias apoptéticas. As vias pelas quais o HBDL atuou como
cardioprotetor na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina podem ser vistas na

Figura 31.
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Figura 31. Mecanismos pelos quais o HBDL previne a cardiotoxicidade
induzida por Doxorrubicina. No manejo de Ca?*, o HBDL diminui a densidade da
ICa, L, o que leva a diminuicdo da [Ca?*];, além da reducdo do estimulo em outros
componentes celulares que colaboram com o aumento da [Ca?']. Ondas de Ca?*
fora de estimulacdo e aumento da ativacdo da quinase Il dependente de
Ca?*/calmodulina (CAMKII) (processos de fosforilacdo e oxidacdo), eventos que
favorecem arritmia, também s&o inibidos de pelo HBDL. No estresse oxidativo, o
HBDL restaura a atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e superéxido
dismutase mitocondrial (Mn-SOD), além de reduzir a lipoperoxidacdo e espécies
reativas citoplasmaticas e mitocondriais geradas pela NADPH oxidase (NOX). Nas
vias apoptoticas, o HBDL reduz a expressao das proteinas pré apoptéticas Bax e
Caspase 3. O HBDL também pode interagir com a quinase na cadeia leve de
miosina, membro 4 (Mylk4) e com a CAMKII, de forma a prevenir eventos que levam
a degeneracao cardiaca. In vivo, o HBDL previne arritmias. Fonte: Durco, A. O. 2023.

Criado com BioRender.com.

6.1 Limitacbes

Conscientes de que todo trabalho apresenta limitacbes, neste, ao menos 3
(trés) podem ser citadas. Uma, refere-se ao fato de todos os modelos experimentais
terem sido realizados em animais saudaveis, sem células cancerosas, quando seria
mais proximo da pratica clinica utilizar animais com cancer. A outra insere-se neste
mesmo nicho: o DL possui agéo antioxidante, sendo essa uma via trabalhada pelos
medicamentos antitumorigénicos. Embora haja base para n&o acreditar na
possibilidade de o HBDL interfira na eficacia antitumoral da Doxo (ASSALI et al.,
2022; BRAZ et al., 2020; SHAH et al., 2018; YU et al., 2018), seria mais adequado
um protocolo experimental que utilizasse animais com cancer e que, concomitante a
administragdo de quimioterapia e DL, realizasse analise dos estagios de
desenvolvimento e acompanhamento tumoral. Por udltimo, embora a proposta do
trabalho abranja a vertente preventiva, na pratica a maioria dos pacientes com
cancer sao diagnosticados com a cardiotoxicidade apOs as lesbes ja instaladas.

Assim, seria interessante observar os efeitos do DL num protocolo de tratamento.
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7 Conclusao

O HBDL apresentou um efeito cardioprotetor sobre a cardiotoxicidade
induzida por Doxorrubicina, sob distintas formas. Destas, vale a pena ressaltar o
efeito do HBDL em prevenir as arritmias induzidas pela Doxo, cuja agéo inibidora foi
observada em diversas vias arritmogénicas, tais como na excitabilidade celular,
manejo de Ca?* intracelular, ativacdo da CaMKII, estresse oxidativo, vias apoptéticas
e acoplamento excitacdo-contracao.

Por fim, os estudos in silico trouxeram evidéncias de que o DL potencialmente
interage com CaMKIl e cMLCK, podendo levar a inibicdo das suas atividades,
supressdo das cascatas de eventos danosos aos cardiomiécitos e, em ultima
instancia, prevenindo arritmias.

Os achados desse estudo indicam o potencial efeito cardioprotetor do HRDL
na cardiotoxicidade induzida por Doxo, ampliando a perspectiva de tratamentos com

possivel mitigacao de efeitos adversos e com acao em mdltiplas vias.
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