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RESUMO 

Introdução: A cardiotoxicidade (cdtx) induzida pela Doxorrubicina (Doxo) é um problema 

comum no tratamento do câncer, sendo este o principal fator limitante para seu o seu uso na 

clínica por promover alterações cardíacas mecânicas e eletrocardiográficas; ainda assim, 

não existe um tratamento específico, que seja amplamente aceito, para a cdtx induzida por 

Doxo. Produtos naturais têm sido testados de maneira exitosa no tratamento para doenças 

cardiovasculares, mais especificamente, o monoterpeno D-limoneno (DL) foi testado com 

sucesso como agente cardioprotetor em modelos animais; no entanto, é volátil e tem baixa 

solubilidade em água, o que limita seu uso clínico. Assim, o complexo DL com hidroxipropil-

β-ciclodextrina (HPβCD) poderia melhorar suas propriedades. O objetivo geral deste 

trabalho foi investigar, através de ensaio experimental, o efeito cardioprotetor do complexo 

de inclusão D-limoneno-hidroxipropil-β-ciclodextrina (HβDL) 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 HβDL (10, 30 e 100 mg/kg), ou HPβCD (100 mg/kg), ou com veículo 

(NaCl 0,9%/DMSO 0,1%); a cdtx foi induzida com Doxo (20 mg/kg). Para avaliação de lesão 

cardíaca, CK-MB e LDH foram dosados no soro sanguíneo de todos os grupos. Para as 

demais avaliações como análise histológica, parâmetros eletrocardiográficos, suscetibilidade 

a arritmias in vivo e in vitro, potencial de ação (PA), corrente de cálcio tipo L (ICa,L), produção 

de espécies reativas de oxigênio citosólico e mitocrondrial, massa mitocondrial, transiente 

de cálcio, contratilidade, atividade de enzimas antioxidantes, lipoperoxidação, expressão de 

quinase II dependente de Ca2+/calmodulina (CaMKII), Bax, BCl2 e Caspase 3, foi utilizado 

HβDL 10 mg/kg. Docking molecular também foi realizado. Para a análise estatística utilizou-

se ANOVA one-way/two-way, conforme o caso, ou o teste qui-quadrado, seguidos do teste 

post hoc de Bonferroni, sendo considerada significância quando P < 0,05. Resultados: Os 

biomarcadores de lesão cardíaca CK-MB e LDH foram elevados no grupo Doxo em 

comparação com o controle, e foram revertidos por HβDL em todas as doses. Alterações 

histológicas de infiltrado celular e vacúolos apresentados no grupo Doxo foram prevenidos 

por HβDL. HβDL oportunizou ganho de peso corporal semelhante ao grupo controle. 

Parâmetros eletrocardiográficos de QTc, QRS e BPM estavam aumentados no grupo Doxo, 

o que foi prevenido no grupo HβDL; a arritmia in vivo foi 50% maior no grupo Doxo do que 

no grupo HβDL. Arritmia no PA, duração e desvio padrão médio do PA, amplitude do 

transiente e ondas de cálcio estavam aumentados no grupo Doxo, o que foi prevenido pelo 

HβDL. A ICa,L estava aumentada no grupo Doxo, o que também foi prevenido por HβDL. O 

encurtamento sarcomérico e o tempo para relaxamento em 50% estavam reduzidos no 

grupo Doxo, e HβDL restaurou ambos os parâmetros. HβDL preveniu o fenótipo de aumento 

da expressão de CaMKII fosforilada e oxidada pela administração de Doxo, como também o 

aumento nas espécies reativas citoplasmática e mitocondrial e massa mitocondrial. As 

atividades da glutationa peroxidase e superóxido dismutase (SOD) mitocondrial, que 

estavam diminuídas no grupo Doxo foi restaurada no grupo HβDL. Não houve diferença nas 

atividades da catalase e SOD citoplasmática. HβDL impediu o aumento de proteínas pró-

apoptóticas Bax e Caspase 3, e da lipoperaxidação, induzidos por Doxo. Não houve 

alteração na expressão de Bcl-2. O docking molecular exibiu afinidade entre DL e os dois 

ligantes avaliados – CaMKII e quinase da cadeia leve da miosina. Conclusão: O HβDL 10 

mg/kg preveniu o aumento em biomarcadores de lesão cardíaca e alterações estruturais no 

tecido cardíaco, melhorou perfil eletrocardiográfico, diminuiu percentual de arritmia in vivo e 

in vitro, reduziu ondas de cálcio, preveniu alterações no PA e na dinâmica de 

contração/relaxamento do cardiomiócito, impediu o aumento da ICa,L, inibiu ativação da 

CaMKII, melhorou perfil redox e suprimiu vias apoptóticas.  Os resultados validam o 

desenho de estudo e mostram um potencial efeito cardioprotetor promissor do HβDL. 

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-β-cyclodextrin (HPβCD) could improve its properties. The general objective of 

this work was to investigate, through experimental testing, the cardioprotective effect of the 

D-limonene-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HβDL) 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 HβDL (10, 30 and 100 mg/kg), or HPβCD (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 II (CaMKII), Bax, BCl2 and Caspase 3, HβDL 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 HβDL at all doses. 

Histological changes of cellular infiltrate and vacuoles presented in the Doxo group were 

prevented by HβDL. HβDL 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 HβDL group; in vivo arrhythmia was 50% higher in the Doxo 

group than in the HβDL 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 HβDL. ICa,L was increased in the Doxo group, which was also prevented by 

HβDL. Sarcomeric shortening and time to relaxation by 50% were reduced in the Doxo group, 

and HβDL restored both parameters. HβDL prevented the phenotype of increased 

expression of phosphorylated and oxidized CaMKII 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 HβDL group. There was no 

difference in catalase and cytoplasmic SOD activities. HβDL 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: HβDL 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 

HβDL. 

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

As terapias antineoplásicas têm proporcionado um aumento considerável na 

sobrevida de pacientes com câncer; não obstante, esse benefício não veio livre de 

riscos. Muitas terapias oferecem risco à saúde cardiovascular, em especial a classe 

dos quimioterápicos, que ainda permanece como um dos principais métodos para o 

tratamento do câncer. De fato, a doença cardiovascular relacionada ao tratamento 

do câncer é a segunda principal causa de mortalidade entre os sobreviventes dessa 

doença (CURIGLIANO et al., 2020).  

A Doxorrubicina (Doxo), droga da classe das antraciclinas, é um dos 

medicamentos mais utilizados por poder ser empregada em um grande número de 

doenças oncológicas, sólidas e hematológicas (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 neurológicos e 

muitos outros (CAILLET et al., 2016; SÁNCHEZ-LARA et al., 2013; STRASSER et al., 

2013); contudo, a cardiotoxicidade é o principal limitante para o uso da Doxo na 

prática clínica (PAYNE; NOHRIA, 2017).  

A cardiotoxicidade da Doxo é dose dependente - a dose cumulativa constitui-

se um fator crucial na clínica, ainda assim, a incidência de cardiotoxicidade pelo uso 

da Doxo alcança 11% e 1,7%, para cardiotoxicidade aguda e crônica, 

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 antineoplásicas, bem como um efeito secundário a outros distúrbios 

cardiovasculares dessas terapias (CURIGLIANO et al., 2016; FRADLEY et al., 2021; 

HAJJAR et al., 2020).  

São vários os mecanismos pelos quais a Doxo confere cardiotoxicidade, 

perpassando por manejo de cálcio (Ca2+) celular, quebras de fita dupla de DNA, 

apoptose, geração de espécies reativas de oxigênio (EROS) dentre outros, que 

levam à uma gama de problemas, da contratilidade à ativação elétrica cardíaca  

(PRATHUMSAP et al., 2020; SAWICKI et al., 2021). Na clínica, dentre outros efeitos 

colaterais, essa cardiotoxicidade pode ser representada por alterações no ECG (e.g. 

taquicardia sinusal, contração ventricular prematura), insuficiência cardíaca 

congestiva e até mesmo falência cardíaca. Ainda assim, não existe um tratamento 

específico para a cardiotoxicidade induzida pela Doxo que seja amplamente aceito 
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ou praticado. Até o momento, a abordagem farmacológica profilática para a 

cardiotoxicidade conta com medicamentos que de forma genérica atuam como 

protetoras do miocárdio, como β-bloqueadores, inibidores da enzima conversora da 

angiotensina, estatinas dentre outros (CURIGLIANO et al., 2020). 

Neste contexto de múltipla causalidade para a cardiotoxicidade advinda do 

uso da Doxo, as substâncias derivadas de produtos naturais parecem ser 

promissoras, pois são capazes de exercer influência sobre muitas das vias acima 

citadas, como modulação do sistema redox e apoptose em distintos contextos de 

doenças cardíacas, como infarto agudo do miocárdio (DURÇO et al., 2019; LI et al., 

2010), lesão de isquemia/reperfusão (BRITTO et al., 2018), hipertrofia cardíaca (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 antiarrítmico, 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 - 

o que limita seu uso terapêutico, entretanto, trabalhos anteriores já demonstraram 

que sua complexação com hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD) pode ser uma 

alternativa para contornar essa situação e melhorar suas propriedades terapêuticas 

(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-β-

ciclodextrina (HβDL) em corações de camundongos Swiss submetidos ao 

tratamento com Doxo. 

A possibilidade de desenvolvimento de um tratamento para a prevenção da 

cardiotoxicidade induzida por Doxo é de especial importância para os pacientes que 

tiveram câncer na infância, cuja maior causa de morbidade é o uso de antraciclinas 

(que os torna mais suscetíveis a desenvolver doenças cardíacas que levam a óbito) 

(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 órgãos alvo, 

como o coração, trazendo consequências potencialmente devastadoras para a 

saúde (BRAY et al., 2018). 

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

pode afetar substancialmente o bem-estar do indivíduo, mental, físico e social. Os 
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achados deste trabalho podem sinalizar um possível tratamento preventivo para os 

efeitos nocivos causados no tecido cardíaco de pacientes que realizam 

quimioterapia com Doxo, possibilitando melhoria no prognóstico destes. 
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2 Revisão de Literatura 

 2.1 Excitabilidade celular 

O batimento cardíaco tem sua origem na atividade elétrica espontânea das 

células marca-passo. A atividade elétrica gerada em tais células é transmitida de 

maneira ordenada espaço-temporalmente, tendo as células ventriculares como alvo 

final. 

Etimologicamente, denomina-se cardiomiócito as células musculares que 

constituem o coração. Esse termo, na maioria das vezes, é utilizado de forma 

indiscriminada para todas as células do coração; todavia, existem diferenças 

morfofuncionais entre as células contráteis e as que geram o estímulo elétrico. As 

células que geram o estímulo elétrico estão localizadas em regiões específicas, 

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 fisiológico, as células do NSA, ditas células 

marca-passo, são as responsáveis pelo estímulo elétrico (KEEPERS; LIU; QIAN, 

2020; LIANG et al., 2021).  

As células cardíacas possuem propriedades específicas de excitabilidade – 

são capazes de serem excitadas em resposta a um determinado estímulo; 

inotropismo – são capazes de se contrair a partir de um estímulo; cronotropismo – 

são capazes de gerar sua própria frequência; dromotropismo – são capazes de 

propagar o estímulo (gerado no NSA num coração saudável) para todas as células 

cardíacas; e lusitropismo – são capazes de relaxar mediante um estímulo 

(diminuição do Ca2+ citosólico)   (RIPA et al., 2023; TSUBOI et al., 2000).  

Sob a perspectiva celular, o ciclo elétrico cardíaco é iniciado e sustentado 

pelo fluxo de íons através dos canais iônicos, trocadores e ATPases (bombas) 

presentes na membrana das células excitáveis do coração. A distribuição 

heterogênea desses canais iônicos nas células determina o formato do potencial de 

ação (PA) e, consequentemente, do eletrocardiograma (ECG). Portanto, a 

morfologia do PA desempenha um papel fundamental no funcionamento adequado 

do coração (RIPA et al., 2023). 

O PA cardíaco apresenta variações em diferentes regiões do coração, sendo 

possível identificar dois principais tipos: o PA de resposta lenta, que ocorre nos 

nódulos sinoatrial (NSA) e atrioventricular (NAV), e o de resposta rápida, que ocorre 
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nos cardiomiócitos atriais e ventriculares e sistema de condução (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 despolarização diastólica lenta (DDL), envolve a 

participação de canais controlados por nucleotídeos cíclicos ativados por 

hiperpolarização (HCN), popularmente chamados de "Funny", além do canal para 

Ca2+ tipo T e o trocador sódio-cálcio (NCX - Na+/Ca2+). A corrente através dos canais 

HCN, geralmente designada como If "Funny", é um canal catiônico responsável pelo 

aumento da permeabilidade ao íon Na+ em valores em torno de -50 mV e, em 

valores mais positivos (0mV), pela saída de K+ (DIFRANCESCO DARIO, 2010). 

No nó sinusal, a isoforma principal expressa é a HCN4, embora também 

tenham sido relatados baixos níveis de HCN1 e HCN2. Outro canal de extrema 

importância para a geração da DDL é o canal para Ca2+ tipo T. Como membro da 

subfamília Cav3x de canais de cálcio dependentes de voltagem, a função do canal 

tipo T é crucial para a DDL, permitindo a entrada de Ca2+, e aumentando assim o 

influxo de correntes despolarizantes. Outra corrente importante para gerar a DDL é a 

corrente do trocador sódio-cálcio (NCX - Na+/Ca2+), que é uma proteína de 

membrana antiportadora responsável pela remoção de íons Ca2+ das células. 

Função essa desempenhada ao aproveitar a energia armazenada no gradiente 

eletroquímico de sódio (Na+), permitindo que o Na+ flua ao longo do seu gradiente 

através da membrana plasmática em troca do transporte contrário de íons cálcio 

(Ca2+). Nesse processo, um único íon de cálcio é exportado em troca da importação 

de três íons de sódio (DIFRANCESCO DARIO, 2010).  

Tais eventos fazem com que a membrana alcance voltagens mais positivas, 

oportunizando a abertura do canal para Ca2+ tipo L - CaL (~-40 mV) e com isso, o 

Ca2+ que entra na célula gera a despolarização, ou fase 0. A inclinação da fase 0 

acompanha a característica lenta da abertura do canal para CaL, dando a 

configuração característica do PA lento visto na Figura 01. Não apenas a cinética de 

abertura, mas também de inativação desse canal é lenta, assim uma repolarização, 

ou fase 3, com essa mesma característica também é evidenciada. Na fase 3, há o 

envolvimento em especial dos canais Kdr (delayed rectifier current) lento (Ks - slow) 

e rápido (Kr - rapid) (DIFRANCESCO DARIO, 2010).  
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Figura 01. Potencial de ação lento (célula marcapasso cardíaca). Fase 0 – 

despolarização, corrente de cálcio pelos canais do tipo L (ICa,L); Fase 3 – 

repolarização, corrente de potássio retificador retardado rápido (IKr) e lento (IKs); 

Fase 4 - despolarização diastólica lenta (DDL), canais controlados por nucleotídeos 

cíclicos ativados por hiperpolarização (HCN), canal para Ca2+ tipo T, trocador sódio-

cálcio (NCX - Na+/Ca2+). Fonte: Souza, 2019. 

O Potencial de Ação (PA) rápido nas células cardíacas pode ser categorizado 

em cinco fases. Na fase 0, ocorre a abertura dos canais de sódio dependentes de 

voltagem (Nav 1.5), desencadeando o processo de despolarização e diminuição da 

corrente de K+ retificadora de entrada (IK1). A fase 1 está associada à rápida 

inativação da corrente de sódio (INa) e à abertura do canal de potássio denominado 

transiente de efluxo (Kto1 - Kv4.2 e Kv4.3), marcando o início da repolarização 

(PORTER et al., 2018). A fase 1, adicionalmente, incorpora uma corrente 

repolarizante por meio de um canal específico para cloreto (Ito2). Dada a sua 

proximidade ao potencial de equilíbrio em torno de -50 mV, o íon Cl- apresenta uma 

propensão ao influxo na célula, seguindo o gradiente eletroquímico ao longo de 

praticamente toda a fase de repolarização (DUAN, 2013; PINNELL; TURNER; 

HOWELL, 2007). 

A fase 2 representa o platô, caracterizado pela abertura dos canais CaL (Cav 

1.2) e pela redução da condutância ao potássio. Ao final da fase 2, ocorre a abertura 

completa dos canais de potássio retificadores retardados (iniciada na fase 0), 

conhecidos como delayed rectifier (Kdr – rápida, Kr – Kv11.1, e lenta Ks – Kv7.1), 

que possuem uma retificação lenta, conduzindo à repolarização e à fase 3 (final da 

repolarização), possuindo nas células atriais um subtipo ultra rápido (IKur – Kv1.5) 

(CHOE, 2002). A fase 4 é marcada pela corrente de potássio retificadora de entrada 

(IK1 – Kir2.1, cujos canais reabrem já na fase 3), responsável por atuar na fase 



17 

 

tardia da repolarização e manter o potencial de repouso (PINNELL; TURNER; 

HOWELL, 2007). O PA rápido pode ser visto na Figura 02. 

 

Figura 02. Potencial de ação rápido cardíaco e suas principais correntes 

iônicas. Fase 0 – despolarização corrente de sódio (INa); fase 1- repolarização 

rápida, corrente transiente de efluxo (Ito1,2); fase 2 – platô, corrente de cálcio pelos 

canais do tipo L (ICa,L); fase 3 – repolarização, corrente de potássio retificador 

retardado rápido (IKr) e lento (IKs); fase 4 – repouso, corrente retificadora de entrada 

(IK1). Fonte: Souza, 2019. 

O fluxo sequencial de íons, coordenado pela especificidade dos canais 

iônicos, temporalmente define as fases do PA cardíaco. Quando em estado aberto, 

esses canais iônicos permitem o fluxo passivo de íons Na+, K+, Ca2+ e Cl−, seguindo 

o gradiente eletroquímico, controlando assim as propriedades elétricas das células. 

Classificados de acordo com os mecanismos de abertura, os canais iônicos 

pertencem a diferentes famílias, sendo uma delas os canais dependentes de 

voltagem. Esta família desempenha um papel predominante no controle das 

propriedades do PA nas células excitáveis do coração. Portanto, a integridade da 

estrutura do complexo macromolecular que constitui os canais iônicos é essencial 

para a manutenção do ciclo elétrico cardíaco (AHMED et al., 2017; AMIN; TAN; 

WILDE, 2010). 

Do ponto de vista estrutural, os principais canais iônicos sensíveis à voltagem 

apresentam uma organização semelhante. A subunidade principal, designada 

subunidade α, é composta por quatro domínios, cada um contendo seis segmentos 

transmembrana. A região entre os segmentos 5-6 de cada domínio contribui para a 

formação do poro, enquanto os segmentos 1-4 constituem o módulo de voltagem. O 

segmento S4, com 4 a 7 resíduos de aminoácidos carregados positivamente 
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(geralmente arginina), seguido por dois resíduos hidrofóbicos, é considerado o 

sensor de voltagem. Em muitos canais iônicos, a passagem pelo poro é regulada por 

um "gate" que pode estar aberto ou fechado em resposta a sinais químicos, elétricos, 

temperatura ou força mecânica. Além da subunidade principal, os canais 

apresentam subunidades auxiliares, tais como β, γ e δ (BEZANILLA, 2005; 

CATTERALL, 2014).  

Entre os canais cardíacos, destaca-se a estrutura complementar do canal de 

sódio, localizada entre o segmento S6 do domínio 3 e o segmento S1 do domínio 4. 

Essa estrutura é reconhecida como uma das principais associadas à inativação do 

canal de sódio chamada de partícula de inativação ou motivo IFM (isoleucina, 

fenilalanina e metionina). Mutações e modulações nessa estrutura são conhecidas 

por causar desordens do ritmo cardíaco (AHMED et al., 2017; CATTERALL, 2014; 

HORVÁTH et al., 2020). 

Assim, no coração a onda elétrica origina-se no NSA, é propagado para os 

átrios direito e esquerdo, respectivamente, e alcança o nodo atrioventricular (NAV). 

Do NAV, há seguimento da atividade elétrica para o feixe de His e fibras de Purkinje, 

sendo então propagada para os ventrículos, inicialmente na face endocárdica, até 

atingir toda a musculatura ventricular (KIANI et al., 2013). O sistema excito-condutor 

do coração pode ser visto na Figura 03. 
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Figura 03. Sistema excito-condutor do coração. Transmissão do impulso cardíaco 

iniciado no nodo sinoatrial, e o tempo de aparecimento nas diferentes partes do 

órgão (exibido em segundos). Fonte: Guyton e Hall Tratado de Fisiologia Médica - 

13ª Edição. 

 

2.2 Acoplamento excitação contração 

Estabelecida a atividade elétrica cardíaca como um PA este conduz à parte 

mecânica (contração/relaxamento), cujo conjunto é denominado acoplamento 

excitação-contração (AEC), onde o íon cálcio é o protagonista. 

Como visto, a despolarização ocasionada pelo PA leva à abertura dos canais 

para Ca2+, localizados em maior quantidade nas regiões dos túbulos T. A quantidade 

de Ca2+ que entra pelo canal para cálcio dependente de voltagem tipo L, subunidade 

alfa 1C (Cav1.2) funciona como um gatilho para que o Ca2+ do retículo 

sarcoplasmático (RS), localizado próximo aos túbulos T, seja liberado através dos 

receptores de rianodina (RyR) – o Ca2+ se liga nesses receptores, cuja isoforma mais 

expressa no coração é RyR2, sendo essa a maior fonte de aumento da 

concentração intracelular de cálcio ([Ca2+]i) (BERS, 2002). 

Ao aumento transitório de Ca2+ citoplasmático, dá-se o nome de transiente 

intracelular global de Ca2+ (BERS, 2002; EISNER et al., 2017), responsável pela 

contração cardíaca regular, como será abordado a seguir. Ele difere de liberações 

pontuais e discretas de Ca2+ pelo RyR2, denominadas sparks de Ca2+ (CHENG; 

LEDERER, 2008; EISNER et al., 2017; HOANG-TRONG; ULLAH; JAFRI, 2015). 

O aumento da [Ca2+]i favorece sua ligação a troponina C, o complexo Ca2+-

troponina leva à uma alteração conformacional em que a troponina I expõe os sítios 

de ligação na actina, oportunizando sua ligação à miosina. Durante a junção actina-

miosina, há hidrólise do ATP (trifosfato de adenosina), que se encontra na cabeça 

leve da miosina, em ADP (difosfato de adenosina) e a energia dessa reação leva à 

uma mudança conformacional que oportuniza o deslizamento dos filamentos de 

actina e miosina uns sobre os outros, o que resulta no encurtamento do sarcômero 

(BERS, 2002; EISNER et al., 2017).  

Para que a [Ca2+]i diminua, resultando assim no relaxamento celular, 

mecanismos para a remoção do Ca2+ do citoplasma são ativados, dentre os quais a 

ativação da Ca2+-ATPase do sarcolema (plasma-membrane Ca2+-ATPases - 
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PMCAs), o trocador Na+/Ca2+ (NCX), uniporte de Ca2+ mitocondrial e ATPase de 

Ca2+ do RS (SERCA2a); todavia, a SERCA2a é a que tem maior relevância na 

diminuição da [Ca2+]i (responsável por mais de 90% da recaptação 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 

proteína, quando desativada, inibe a recaptação de Ca2+ pela SERCA2a. Quando a 

PLB é ativada - o que pode ser feito por proteínas quinases como a proteína kinase 

A (PKA), proteína kinase C (PKC) ou proteína quinase dependente de 

Ca2+/calmodulina (CaMKII) – deixa de inibir a SERCA2a, o que acelera a recaptação 

de Ca2+ por esta para o RS (BASSANI; YUAN; BERS, 1995; EISNER et al., 2017). 

Com a diminuição da [Ca2+]i, a troponina C e o Ca2+ se desligam, os sítios de ligação 

da actina são inativados e há substituição do ADP por ATP na cabeça da miosina, 

até que outro evento se inicie (BERS, 2002). A dinâmica do processo de excitação 

contração pode ser vista na Figura 4.  

 

Figura 04. Sinalização intracelular de cálcio no cardiomiócito. NCX: trocador 

Na+/ Ca2+; RyR: receptor da rianodina; PLB: fosfolambam; Em: potencial da 

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

Os primeiros experimentos pra entender como o sistema elétrico funciona no 

organismo humano começaram em 1660. Cientistas como Luigi Galvani, Carlo 

Matteucci,  Augustus Waller dentre outros deixaram valiosas contribuições para a 

evolução dessa área (ALGHATRIF; LINDSAY, 2012; BRESADOLA, 1998). Todavia, 

o maior avanço foi alcançado por Willem Einthoven ao criar um aparelho específico 

pra medir a atividade elétrica do músculo cardíaco (ALGHATRIF; LINDSAY, 2012). 

De forma genérica, pode-se dizer que o coração é ativado por estímulos 

elétricos, que vão num sentido ordenado da base para o ápice do coração; nas 

células ventriculares, a despolarização acontece do endocárdio em direção ao 

epicárdio e, devido a características específicas das células do epicárdio, como por 

exemplo apresentarem densidade maior para correntes de K+, as mesmas 

apresentam um PA mais curto e iniciam a repolarização antes das células 

endocárdicas, i.e. a repolarização ocorre no sentido do epicárdio para o endocárdio. 

Tal informação proporciona o entendimento que a despolarização e a repolarização 

são mensuradas através de uma projeção gráfica vetorial que possui direção, 

sentido e intensidade, ditas deflexões ou ondas, que tomando por referência uma 

linha de base, podem ser positivas – quando acima da linha de base, ou negativas – 

quando abaixo dessa linha.   Essas deflexões foram nomeadas como ondas P, Q, R, 

S e T (ALGHATRIF; LINDSAY, 2012). 

Considerando que a despolarização dos cardiomiócitos não ocorre de forma 

estocástica, o direcionamento da despolarização é dado da seguinte forma: 

inicialmente o estímulo é deflagrado pelo NSA, o marca-passo cardíaco, em direção 

a células basais ventriculares. A ativação cardíaca possui diversos vetores, nesse 

texto serão abordados os vetores resultantes de cada área.  

O estímulo inicialmente deflagrado pelas células do NSA é imediatamente 

conduzido, pelas vias internodais, para os átrios direito e esquerdo, respectivamente. 

Então temos que o vetor resultante do átrio direito se dirige para baixo, para 

esquerda e para frente, e o vetor resultante do átrio esquerdo se orienta para baixo, 

para esquerda e para trás. Durante a despolarização dos átrios é possível obter um 

vetor resultante atrial que se orienta para baixo, para esquerda e para frente ou para 

trás. A projeção desse vetor resultante da ativação dos átrios em uma determinada 

derivação do eletrocardiograma dá-se o nome de onda P (PASTORE et al., 2016). 
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A despolarização alcança então o NAV, que devido sua estrutura pobre em 

junções gap e natureza conjuntiva, retarda o impulso. Isso oportuniza que os átrios 

se contraiam de forma tal que haja um esvaziamento adequado dos mesmos. O 

impulso segue então do NAV para o feixe de His e fibras de Purkinje (ALGHATRIF; 

LINDSAY, 2012; PASTORE et al., 2016). 

O impulso elétrico, alcançando então os feixes do sistema His-Purkinje, 

propaga quase que instantaneamente o potencial para os ventrículos, a partir do 

septo interventricular, em direção ao ápice e base ventriculares. Como a massa dos 

ventrículos é robusta, os vetores são divididos em áreas. O septo ventricular é a 

primeira área, sendo seu vetor resultante direcionado para baixo ou para cima, para 

frente e para direita. Então, as áreas anteriores e apicais do septo ventricular geram 

um vetor para baixo, para frente e para esquerda. A terceira região é o vetor 

ventricular direito e esquerdo, que se dirige para baixo, para trás e para esquerda. E 

por último, tem-se o vetor da região posterobasal, que se orienta para cima, para 

trás e para o plano sagital. Aos vetores que resultam da despolarização dos 

ventrículos, dá-se o nome de complexo QRS (SUBRAMANIAN, 2017). O potencial 

elétrico de repolarização ventricular acontece em seguida, sendo este denominado 

onda T, onde o vetor resultante se dirige para baixo, para trás e para esquerda 

(PASTORE et al., 2016).  

Há ainda outras áreas no ECG, identificadas como intervalos e segmentos. O 

intervalo PR refere-se ao início da ativação elétrica no NSA até o princípio da 

ativação do feixe de His e fibras de Purkinje, sendo localizado no ECG do início da 

onda P até o início do complexo QRS.  O segmento PR representa o tempo 

decorrido onde a onda despolarizante trafega pelo NAV e pelo sistema His-Purkige 

em direção ao septo ventricular, e pode ser identificado no ECG do final da onda P 

até o começo da onda Q (PASTORE et al., 2016).  

O intervalo identificado no ECG como QT refere-se ao tempo decorrido entre 

o início da despolarização ventricular até o fim da repolarização desta, sendo 

portanto medido do início do complexo QRS até o final da onda T. Assim, pode-se 

entender que a duração deste intervalo é afetada pela frequência cardíaca. Para 

contornar esse problema, o intervalo é corrigido pela frequência cadíaca e uma das 

formas de fazê-lo é através da fórmula de Bazett: 𝑄𝑇𝑐=𝑄𝑇/√𝑅𝑅 (POSTEMA; WILDE, 

2014). O segmento ST refere-se ao tempo entre o final da despolarização ventricular 

e o começo da repolarização ventricular, sendo localizado no ECG do final do 
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complexo QRS até o início da onda T (PASTORE et al., 2016). A representação do 

ECG com suas ondas, segmentos e intervalos pode ser vista na Figura 05. 

 

Figura 05. Eletrocardiograma normal e seus intervalos. Fonte: Guyton e Hall 

Tratado de Fisiologia Médica - 13ª Edição.  

O intervalo QT é bem utilizado para demonstrar a segurança no uso de 

alguma droga, sendo, portanto, um dos critérios utilizados para monitorar a 

cardiotoxicidade induzida pela Doxo, estando neste contexto o mesmo aumentado. 

Demais alterações no ECG também são 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 cardiomiócito, como discorrido na seção 2.1, pode-se 

entender que mudanças nesse PA podem predispor arritmias, sejam tais mudanças 

nos mecanismos que corroboram para a concretização do PA da célula cardíaca, 

como por exemplo os canais iônicos envolvidos no PA, ou nas características do 

próprio PA, como velocidade de despolarização ou período em que a célula 

recupera a sua excitabilidade. Ambas as situações acarretarão em distúrbios de 

condução elétrica (TSE, 2016).  

Distúrbios que afetam a condução elétrica a nível celular podem ser 

classificados como EADs (early afterdepolarizations) ou pós-despolarizações 

precoces e as DADs (delay afterdepolarizations) ou pós-despolarizações 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). 

Situações que prolongam o PA (i.e. aumento de ICa, L ou redução das IK+) permitem 

que os canais de cálcio se recuperem da inativação e se abram novamente, levando 

à um maior influxo de Ca2+. Da mesma forma, a fosforilação direta desses canais de 
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cálcio pela CaMKII também diminui seu tempo de inativação, culminando em 

aumento da [Ca2+]i. Ambas as situações aumentam a probabilidade das EADs 

(LANDSTROM; DOBREV; WEHRENS, 2017; SONG et al., 2015). 

As DADs originam-se depois da completa repolarização da célula (SONG et 

al., 2015; TSE, 2016), portanto, acontecem geralmente durante a diástole. O Ca2+ 

também se faz necessário nessa situação, sendo a amplitude da DAD definida por 

um balanço entre a condutância em repouso da IK1 e a amplitude da corrente do 

trocador sódio cálcio (INCX). A amplitude da DAD é de especial importância porque 

atingindo o limiar de excitação, deflagra-se uma nova corrente despolarizante, 

favorecendo o surgimento de PAs espontâneos (triggered) (LANDSTROM; DOBREV; 

WEHRENS, 2017; SONG et al., 2015). 

Logo, circunstâncias que façam com que haja o aumento citosólico do Ca2+, 

como liberações inadvertidas e instáveis de Ca2+ pelo RyR2, podem gerar ondas de 

Ca2+ que culminarão em arritmias (LANDSTROM; DOBREV; WEHRENS, 2017).  

Outro mecanismo associado ao aumento do Ca2+  intracelular é a ativação da 

CaMKII, que embora seja ativada pelo Ca2+ num cenário fisiológico, quando há 

aumento da [Ca2+]i pode também ser ativada por espécies reativas de oxigênio - 

EROs (MONNERAT et al., 2016). Na verdade, quando ativada por EROs, a CaMKII 

permanece em seu estado ativo. Tal estado constante de ativação da CaMKII é 

especialmente deletério para o coração, pois como já descrito, a CaMKII ativada 

aumenta a ICa, L, que em última instância, aumentará 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 administração ou até mesmo anos após o tratamento 

(HAZARI et al., 2009). De fato, distintos mecanismos de ação da cardiotoxicidade 

induzida pela Doxo levam ao aumento intracelular de Ca2+ e geração de EROs, 

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

 

2.4 Estresse oxidativo 

Espécies reativas (ER) podem ser originadas do oxigênio (ERO), nitrogênio 

(ERN) ou enxofre (SIES; JONES, 2020) e, salvo indicação no texto, esta seção se 

aterá àquelas geradas pelo oxigênio (EROs). Englobam distintas moléculas como o 

superóxido (O2º-), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o radical hidroxila (OHº), o 
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peroxinitrito (ONOO-), o óxido nítrico (NOº) dentre outros. Quando as espécies 

reativas possuem elétrons desemparelhados, são ditas como radicais livres (LI; JIA; 

TRUSH, 2016). Tal característica do radical livre é o que oportuniza que ele esteja 

pronto para interagir com outras estruturas, o que o configura como uma molécula 

instável.  

Espécies reativas são essenciais para vários processos fisiológicos do 

organismo humano - como na fecundação do óvulo, no sistema de defesa, na 

sinalização celular e em muitos outros processos (LUSHCHAK, 2014), e para que 

sua atuação permaneça benéfica, moléculas antioxidantes garantem a manutenção 

dos níveis de espécie reativa, permitindo a quantidade necessária para o 

desempenho das funções biológicas. O problema reside nas situações em que há 

uma quantidade maior que o necessário dessas espécies, seja pelo aumento direto 

nessas ou pela redução de moléculas antioxidantes. A esse desequilíbrio entre 

fatores pró-oxidantes e antioxidantes, dá-se o nome de estresse oxidativo 

(HALLIWELL, 2006). 

Os fatores antioxidantes pertencem a um sistema de defesa antioxidante, que 

pode ser divido em parte endógena e exógena (nutrientes que possuem 

propriedades antioxidantes). Dentre os antioxidantes exógenos podemos citar 

algumas vitaminas como o ácido ascórbico e vitamina E, além de carotenoides, 

glutationa dentre outros (BLANCO; BLANCO, 2017). O sistema de defesa endógeno 

consiste basicamente, mas não exclusivamente, em enzimas com ação específica 

sobre cada espécie reativa, assim, faz-se necessário inicialmente abordar tais. 

A maior parte das EROs são geradas na cadeia de transporte de elétrons 

(SIES; JONES, 2020). Além da mitocôndria, EROs também podem ser geradas no 

citoplasma e sarcolema. Para catalisar a reação que leva à formação das espécies 

reativas, há a participação de íons metálicos como o ferro, sendo as transformações 

detalhadas pelas reações de Fenton e Haber-Weiss, como pode ser visto abaixo 

(BLANCO; BLANCO, 2017; LUSHCHAK, 2014). 

Fenton: Fe3+ + O2º-                     Fe2+ + O2 

             Fe2+ + H2O2                             Fe3+ + OHº + OH- 

Haber-Weiss: O2º- + H2O2               O2 + OHº + OH-
 

O H2O2 é normalmente gerado pelas células fagocíticas, como parte da linha 

de defesa contra patógenos, ou como produto da degradação de ácidos graxos. Não 
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é a ERO que mais pode causar dano, mas além de poder cruzar a membrana celular 

facilmente, ela participa em reações que geram novas EROs, por vezes com maior 

poder oxidativo, como o radical OHº (BLANCO; BLANCO, 2017). 

A ERO mais comum é o ânion superóxido. Ela é formada em maior parte pela 

mitocôndria, na cadeia de transporte de elétrons, mais especificamente em seus 

complexos I (NADH: ubiquinona oxidoredutase) e III (ubiquinol: citocromo c 

oxidorredutase) (BLANCO; BLANCO, 2017; HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Assim 

como o peróxido de hidrogênio, o dano maior do superóxido está relacionado a sua 

capacidade de formar, através das reações de Fenton e de Haber-Weiss, o radical 

hidroxila (BLANCO; BLANCO, 2017). 

O radical OHº, embora tenha o seu poder de ação bem limitado em termo 

espacial, é a ERO que mais pode causar dano, devido à sua natureza altamente 

reativa. Além de ser originada em reações cujo superóxido e peróxido de hidrogênio 

participam, ela também pode ser formada na reação de Fenton, na presença de 

ferro (BLANCO; BLANCO, 2017; LI; JIA; TRUSH, 2016). 

Sendo as espécies reativas necessárias, num cenário fisiológico o organismo 

consegue manter a razão entre a geração de EROs e de componentes do sistema 

antioxidante. Como dito anteriormente, componentes do sistema de defesa 

endógeno têm ação específica para certas EROs. A enzima superóxido dismutase 

(SOD), com vasta presença em todos os tecidos, é responsável por remover o 

superóxido, convertendo dois ânions superóxido em uma molécula de H2O2 e 

oxigênio. O H2O2, por sua vez, também é uma ERO, sendo a sua remoção realizada 

pela catalase (CAT), hemoproteína presente na maioria das células. A catalase 

decompõe o H2O2 em água e oxigênio (BLANCO; BLANCO, 2017; LI; JIA; TRUSH, 

2016). 

O H2O2 também pode ser degradado pela glutationa peroxidase (GPx), 

localizada no citosol e mitocôndria das células. Quando a GPx age no H2O2, ela o 

faz usando a glutationa (GSH) como um doador de hidrogênio, nessa reação 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 várias outras que não foram nessa 

peça contempladas, são capazes de lesionar lipídeos, proteínas, DNA dentre outros, 

culminando em morte celular. Essa faceta nociva da espécie reativa é exibida nas 
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situações em que o sistema de defesa antioxidante não consegue atuar, seja por 

não conseguir eliminar a espécie reativa, por não conseguir impedir a formação 

delas ou por não conseguir reparar os danos por elas causados (BLANCO; BLANCO, 

2017; LI; JIA; TRUSH, 2016). Um indicador bem utilizado para avaliar o status desse 

(des)equilíbrio é a peroxidação lipídica, uma vez que os ácidos graxos não raro são 

alvos dos radicais livres (PANTH; PAUDEL; PARAJULI, 2016). 

No coração, a necessidade de equilíbrio entre EROs e sistema de defesa 

antioxidante também é fundamental. Em condições fisiológicas as EROs contribuem, 

por exemplo, para a maturação dos cardiomiócitos, o manejo do Ca2+, o 

acoplamento excitação-contração dentre outros, já em condições patológicas, estão 

envolvidas no infarto do miocárdio, insuficiência cardíaca e aterosclerose (PEOPLES 

et al., 2019; TERENTYEV et al., 2008), ou seja, o estresse oxidativo não apenas 

lesiona estruturas celulares como também altera vias moleculares, contribuindo na 

gênese das doenças cardiovasculares.  

A maior fonte de EROs no coração é a mitocôndria, através da cadeia de 

transporte de elétrons, e considerando que os cardiomiócitos consomem mais 

oxigênio, eles também possuem mais mitocôndrias que outras células. Dentre as 

principais fontes de EROs nas doenças cardíacas pode-se citar NAD(P)H oxidase 

(NOX) – em especial a NOX2 e NOX4 – abundantes nos cardiomiócitos, citocromo 

P450 e respiração mitocondrial (PANTH; PAUDEL; PARAJULI, 2016; PEOPLES et 

al., 2019).  

Na mitocôndria, o dano à sua função pode também ser decorrente de 

diminuição na GPx ou MnSOD (SOD específica da mitocôndria) (PEOPLES et al., 

2019), além da alteração do metabolismo de Ca2+. Este último, quando 

sobrecarregado na mitocôndria, aumenta a geração de EROs e leva à abertura do 

poro de transição de permeabilidade mitocondrial, culminando em apoptose (PANTH; 

PAUDEL; PARAJULI, 2016). 

A fibrose está presente em várias doenças cardíacas - alterações nos 

mecanismos bioquímicos e na contratilidade do cardiomiócito levam a alterações 

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 proteínas miofibrilares (HEUSCH et al., 2010; SCHENKEL et al., 2010).  

Na insuficiência cardíaca, o estresse oxidativo, em especial o aumento de 

superóxido dependente da NADPH oxidase, acompanhado ou não de diminuição de 
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enzimas antioxidantes, também foi relatado. Essas EROs afetam a dinâmica de 

liberação do Ca2+ pelo RyR2, oxidando RyR2 e levando à liberação inadvertida de 

Ca2+, impactando assim diretamente no sistema de acoplamento excitação-

contração cardíaco (TERENTYEV et al., 2008). Essa dinâmica explica a presença da 

arritmia e disfunção contrátil na composição do fenótipo da insuficiência cardíaca 

(PEOPLES et al., 2019). 

A forte conexão entre estresse oxidativo (global), EROs geradas na 

mitocôndria e doenças cardíacas aponta uma área para terapêutica nessa temática 

– por limitar a produção de EROs ou aumentar a atuação do sistema de defesa 

antioxidante (PEOPLES et al., 2019). 

 

2.5 Doxorrubicina e cardiotoxicidade 

A Doxo é um antibiótico da classe das antraciclinas, isolado da cultura da 

bactéria Streptomyces spp.. Quimicamente é composto de um núcleo 

naftacenequinona unido através de ligação glicosídica ao açúcar amina, a 

daunosamina (Figura 06). Na estrutura da antraciclina, há uma porção lipofílica e 

rica em hidroxila saturada, vizinha ao açúcar amina que é hidrofílico. A parte 

lipofílica da Doxo mostra natureza ácida e o amino açúcar na parte hidrofílica, 

natureza básica. Tais características bioquímicas proporcionam que a Doxo se ligue 

especialmente a membranas. A excreção da Doxo ocorre na maior parte através da 

bile (>40%), sendo aproximadamente 4-5% atribuídos à excreção urinária (RAWAT 

et al., 2021). 

 

Figura 06. Estrutura química da doxorrubicina. Fonte: adaptado de Frederick et 

al., 1990. 
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A atividade antitumoral da Doxo foi reportada na década de 60 (ADÃO 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 análogo, a Doxo, possuía maior poder antitumoral (ADÃO et al., 

2013; BOOSER; HORTOBAGYI, 1994). Tão logo quanto descoberto seu potencial 

antineoplásico, foi também observado uma das maiores complicações relacionadas 

ao seu uso, a toxicidade cardíaca (VOLKOVA; RUSSELL, 2011).  

A cardiotoxicidade decorrente do tratamento anticâncer não se restringe às 

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 antineoplásicas 

costumam ser classificadas em tipo 1 e tipo 2, sendo as do tipo 1 aquelas que 

causam lesões irreversíveis a nível celular, ou seja, os mecanismos que lesionam os 

cardiomiócitos o fazem de maneira direta e permanente, ademais, tais drogas 

representam danos progressivos conforme dose acumulada. As drogas do tipo 2 

referem-se àquelas cujo mecanismo, apesar de tornar os cardiomiócitos 

disfuncionais, não representa uma lesão irreversível, havendo portanto chance de 

recuperação (ADÃO et al., 2013; KOUTSOUKIS et al., 2018).  

As antraciclinas estão entre os quimioterápicos mais efetivos e a Doxo, droga 

antineoplásica do tipo 1, pode ser empregada no tratamento de distintos tipos de 

malignidades como linfomas de Hodgkin e não - Hodgkin, cânceres de ovário, de 

mama, de bexiga, de tireoide, de próstata dentre outros, podendo ser usada 

isoladamente como agente quimioterápico ou em combinação com outras drogas 

(ADÃO et al., 2013; CURIGLIANO et al., 2020; DOUEDI; CARSON, 2023; 

VENKATESH; KASI, 2023). Seu uso está relacionado a muitos efeitos adversos, 

mas o principal fator limitante para seu uso na clínica é a cardiotoxicidade (O’BRIEN 

et al., 2004). 

Estudos apontam que um fator chave para o aparecimento de falha cardíaca 

relacionada ao uso da Doxo é de fato a dose cumulativa, definida como a 

quantidade total da droga dada ao paciente ao longo do tempo (PDQ Cancer 

Information Summaries, 2002). Todavia, tais estudos divergem quanto a 

especificação da dose correlacionada ao efeito deletério no coração, havendo 

relatos de diminuição da fração de ejeção do ventrículo esquerdo a partir de 350 
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mg/m2 (ALEXANDER et al., 1979; BUZDAR et al., 1985) e aumento em sua 

prevalência, acompanhada de sintomatologia clínica, com doses cumulativas de 550 

mg/m2 (VON HOFF et al., 1979); outros estudos apontaram falha cardíaca em doses 

≤300 mg/m2 (SWAIN; WHALEY; EWER, 2003) e ainda outros observaram mudanças 

histopatológicas no tecido cardíaco com doses de 240 mg/m2 (BILLINGHAM et al., 

1978; BRISTOW et al., 1978).  

Habitualmente, a dose dos quimioterápicos é estabelecida com base na área 

de superfície corporal, sendo seu cálculo feito através da altura e peso do paciente, 

utilizando-se para o resultado a unidade de m2 (KAESTNER; SEWELL, 2007). 

Todavia, embora em alguns contextos clínicos a área de superfície corporal emerja 

como um indicador mais preciso da massa metabólica em comparação ao peso 

corporal, é importante destacar que tal medida tem sido objeto de críticas 

substanciais na área da quimioterapia (FURLANETTO et al., 2016; PORTUGAL, 

2005; STOBÄUS et al., 2013). 

Independentemente da unidade de medida a ser usada, é fato que a dose 

cumulativa associada à cardiotoxicidade é também dependente do organismo de 

cada indivíduo, assim, pessoas que já possuem comorbidades relacionadas ao 

sistema cardiovascular estão sob maior risco de complicações advindas do 

tratamento do que as demais (CURIGLIANO et al., 2020), não havendo portanto um 

valor (dose da medicação) assertivo relacionado à toxicidade cardíaca. Todavia, 

pode-se afirmar um aumento na incidência de doenças cardiovasculares de até 26% 

em doses de 550 mg/m2. Assim, até os dias atuais, o fator dose cumulativa 

objetivando evitar a toxicidade cardíaca tem ditado o tratamento quimioterápico, 

dentre outras antraciclinas, com a Doxo (ADÃO et al., 2013; CURIGLIANO et al., 

2016). 

A cardiotoxicidade pode aparecer logo depois do tratamento ou mesmo anos 

após o término deste, fato de especial importância para os sobreviventes de câncer 

na infância (CURIGLIANO et al., 2016; VOLKOVA; RUSSELL, 2011). A 

cardiotoxicidade pode se apresentar como isquemia, hipertensão arterial ou 

pulmonar, espessamento ou derrame do pericárdio, doença arterial coronariana, 

arritmias dentre outros (ADÃO et al., 2013; KOUTSOUKIS et al., 2018). A diminuição 

da fração de ejeção é amiúde citada na definição do que é a cardiotoxicidade; 

entretanto, faz-se necessário salientar que este é um sinal tardio da cardiotoxicidade 

e, portanto, não deve ser tomada como parâmetro isolado. Na verdade, a 
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cardiotoxicidade apresenta distintos estágios, sendo assim necessário uma definição 

mais abrangente, que expresse a condição da forma com a qual se apresenta 

(ALEXANDRE et al., 2020). 

Uma forma de classificar a cardiotoxicidade é categorizá-la em aguda e 

crônica. A cardiotoxicidade dita como aguda ocorre durante a administração da 

terapia ou logo depois, envolvendo anormalidades no ECG tais como prolongamento 

QT, arritmias, hipotensão, vasodilatação, e mais raro pericardite e miocardite. A 

cardiotoxicidade aguda independe da dose e pode ser observada no início do 

tratamento até 14 dias após o término deste (ALKURAISHY; AL-GAREEB; AL-

HUSSANIY, 2017). 

A cardiotoxicidade crônica, por se tratar de uma injúria progressiva ao 

cardiomiócito, leva ao afinamento das paredes ventriculares e diminuição da 

performance sistólica, resultando em insuficiência cardíaca e cardiomiopatia grave. 

Esse tipo de cardiotoxicidade é dependente da dose, aparece após o término do 

tratamento, no primeiro ano ou até mesmo anos após o término (ALKURAISHY; AL-

GAREEB; AL-HUSSANIY, 2017). 

 

2.5.1 Mecanismos de ação da doxorrubicina 

O efeito citotóxico da Doxo em células cancerígenas é atribuído 

primariamente a interação topoisomerase 2α-Doxo-DNA, o que bloqueia a replicação 

de nucleotídeos, leva à 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 questão é a 2α, amplamente expressa em 

tumores e minimamente expressa no coração, e o da cardiotoxicidade, onde a 

topoisomerase em questão é a 2β, bem expressa no coração (JIANG et al., 2017; 

UUSKÜLA-REIMAND; WILSON, 2022). Outros mecanismos de cardiotoxicidade 

também têm sido estudados, como será discorrido nesta seção. 

O estresse oxidativo há muito tempo tem sido apontado como um mecanismo 

no cerne da cardiotoxicidade induzida pela Doxo. Tal mecanismo pode ser oriundo 

da própria metabolização 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 enzimático NOX2, contribuem na 

formação do radical semiquinona através da transferência de um elétron do NADPH 

para Doxo que, através de um mecanismo ordinário de ciclo redox, produz radicais 

livres e leva à peroxidação lipídica seguida de apoptose (RAWAT et al., 2021). 

Obviamente, para o êxito desse mecanismo de ação, está implícita a presença de 

um íon metálico como o ferro.  

EROs também são capazes de promover a translocação do fator de 

transcrição NF-κB para o núcleo, ativando assim diretamente genes apoptóticos 

como o p53. Outra via desencadeada pelas EROs é o aumento dos níveis de Ca2+ 

intracelular por liberação do Ca2+ do retículo sarcoplasmático (RS) através da 

abertura do receptor de rianodina (RyR) (ALKURAISHY; AL-GAREEB; AL-

HUSSANIY, 2017). O manejo do Ca2+ desempenha um importante papel na 

cardiotoxicidade induzida por Doxo, e sua homeostase também é comprometida por 

ação direta da Doxo no RS.  

A Doxo dilata o RS gerando um estresse neste, comprometendo a 

homeostase do Ca2+ e estimulando sua liberação das vesículas do RS 

(ALKURAISHY; AL-GAREEB; AL-HUSSANIY, 2017; FU et al., 2016). Tal processo 

se apoia numa intrincada via de síntese proteica, que de forma mais simplista 

envolve a ativação de sensores transmembranares responsáveis pelas respostas 

adaptativas do RS - como por exemplo o ATF6 (fator de transcrição 6), que induzem 

a expressão de genes cujo mRNA codifica o fator de transcrição para GRP78 

(proteína 78 regulada por glicose), chaperona mais abundante do RS e responsável 

pela resposta adaptativa deste. A Doxo diminui os níveis de mRNA que codifica o 

fator de transcrição para GRP78, logo, diminui a transcrição de proteínas 

responsáveis pela resposta adaptativa do RS (FU et al., 2016). 

Além da própria metabolização da Doxo gerar espécies reativas que afetam o 

RS e perturbam a homeostase do Ca2+, o estresse prolongado do RS também leva 

ao estresse oxidativo, uma vez que o Ca2+ intracelular aumentado induz a produção 

de mais EROs através de enzimas geradoras de EROs sensíveis ao Ca2+ 

(ALKURAISHY; AL-GAREEB; AL-HUSSANIY, 2017; FU et al., 2016). Ainda, vias de 

sinalização apoptóticas específicas também são iniciadas por esse estresse no RS 

(FU et al., 2016). 
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Ambas as situações – estresse oxidativo e aumento de Ca2+ intracelular, 

corroboram para a abertura do poro de transição de permeabilidade mitocondrial 

(MPTP), levando à liberação de citocromo c e fator indutor de apoptose (AIF) da 

mitocôndria, o que em última instância, culmina na morte celular. A apoptose 

também pode ser devido a lesões no DNA, seja por ação direta da Doxo ou pelas 

EROs, que conduzem ao aumento da ativação e expressão do gene p53 e das 

proteínas pró-apoptóticas por ela regulados, como o Bax. Em contrapartida, a Doxo 

causa depleção do fator de transcrição GATA-4, responsável por regular a 

expressão de genes específicos do coração, como as proteínas sarcoméricas, além 

de ativar o gene antiapoptótico 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 mitocôndria do cardiomiócito, na verdade, ela forma complexos irreversíveis 

com a cardiolipina, alterando assim seu funcionamento e originando o radical 

superóxido (O2
º-). Ainda, o estresse oxidativo causado pela Doxo aumenta o 

metabolismo anaeróbico e aeróbico, o que pode levar à insuficiência cardíaca ou 

prejudicar a contratilidade e relaxamento (RAWAT et al., 2021). 

A sobrecarga de trabalho mitocondrial impacta na sua biogênese, o que é 

refletido no aumento da massa e da função mitocondrial. Em cardiomiócitos, o 

aumento da biogênese mitocondrial é alcançado através do aumento da expressão 

do coativador gama 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissomo 

(PGC-1α) e coativador gama 1-beta do receptor ativado por proliferador de 

peroxissomo (PGC-1β), da família PGC1 - proteína coativadora que ativa fatores de 

transcrição que induzem a expressão de genes da maioria das proteínas da cadeia 

respiratória. A Doxo diminui a expressão de PGC1, o que implica diretamente na 

capacidade oxidativa da mitocôndria - prejudica a cadeia de transporte de elétrons, 

gera EROs e leva ao estresse oxidativo. De forma mais pontual, pode-se sinalizar a 

PGC-1α, que é mais expressa em tecidos com alto metabolismo como os 

cardiomiócitos (ROWE et al., 2010; WALLACE; SARDÃO; OLIVEIRA, 2020). 

Ainda, o Ca2+ e o estresse oxidativo podem ativar a CaMKII, que nos 

cardiomiócitos desempenha papéis fundamentais na sinalização celular. A ativação 

da CaMKII e o próprio aumento do Ca2+ ativam o NF-κB, que, como dito 

anteriormente, desencadeia vias apoptóticas. A Doxo também aumenta a 

probabilidade de abertura do CaL através de sua fosforilação direta, ocasionando 
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maior entrada de Ca2+, responsável pela ativação da CaMKII, que por sua vez, 

também aumenta a probabilidade de abertura do CaL (IKEDA et al., 2019).  

Outra atividade desempenhada pela CaMKII quando ativada é a inibição da 

fosfolambam (PLB) (MATTIAZZI; KRANIAS, 2014), proteína inibidora fisiológica da 

ATPase do retículo sarcoplasmático (SERCA). A SERCA contribui com a 

homeostase do Ca2+ por recaptá-lo do citosol para o RS (AKIN et al., 2013); assim, a 

regulação negativa da PLB implica num aumento de recaptação de Ca2+ pela 

SERCA. 

O aumento do Ca2+ pela ação da Doxo, direta ou indiretamente, na ICa, L e RS 

promove ainda a ativação das calpaínas - proteases dependentes de Ca2+ que 

induzem apoptose nos cardiomiócitos, além de promover a degradação da titina 

(RAWAT et al., 2021). A titina é uma proteína integral do miofilamento, grande e 

elástica, que ancora os filamentos grossos às linhas Z. Dessa forma, a titina não 

apenas evita o estiramento excessivo do sarcômero, mas também participa na 

sinalização celular atuando como um sensor de estiramento, modulando a síntese 

proteica em resposta ao estresse. Defeitos genéticos na titina causam disfunção 

cardíaca, fato que comprova o papel essencial dela no sarcômero (UPADHYAY et 

al., 2021). 

Ainda em relação ao sistema contrátil cardíaco, a Doxo diminui a quinase da 

cadeia leve da miosina (cMLCK), responsável por fosforilar a cadeia leve da miosina 

(MLC2) e assim aumentar a sensibilidade da MLC2 ao Ca2+, aumentando a 

amplitude de contração e cinética contração/relaxamento. A atividade da cMLCK 

pode estar ou não ligada a CaMKII, PKA, PKC (UPADHYAY et al., 2021).  

O estresse oxidativo na cardiotoxicidade induzida pela Doxo segue sendo 

amplamente estudado, considerando a suscetibilidade do coração as EROs e ERNs, 

que chega a ser 10 vezes maior que em outros órgãos (RAWAT et al., 2021). De 

fato, o estresse oxidativo está presente na cardiotoxicidade induzida pela Doxo; 

todavia, a literatura ainda não chegou a um consenso quanto a este ser fator causal 

ou consequente.  

Alguns outros mecanismos de ação também são recorrentes na 

cardiotoxicidade induzida pela Doxo, como por exemplo as vias inflamatórias 

ativadas pelo Ca2+, NF-κB e CaMKII, que aumentam, dentre outros, a caspase 3 

clivada, citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e as 
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interleucinas 1 e 6 (IL1, IL6),  promovendo um ambiente pró-inflamatório que culmina 

com o evento apoptótico (IKEDA et al., 2019; RAWAT et al., 2021).  

A Doxo também suprime a via AMPK no coração, 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 

cardiomiócito. Autofagia, vias distintas de apoptose (intrínsecas e extrínsecas) e 

componentes genéticos também têm 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 ação aqui contemplados 

podem ser vistos na Figura 07. 
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Figura 07. Mecanismos de cardiotoxicidade da Doxorrubicina. No núcleo, a doxo 

interage com a topoisomerase (TOP) 2β e forma complexos cliváveis de DNA, 

diminui a transcrição de enzimas antioxidantes, diminui a transcrição de proteínas 

responsáveis pela resposta adaptativa do retículo sarcoplasmático (RS) e a 

biogênese mitocondrial, condições que contribuem, direta e indiretamente, com o 

estresse oxidativo e apoptose e interfere no manejo do Ca2+. A alteração no Ca2+ 

pode ser provocada pela quinase II dependente de Ca2+/calmodulina (CaMKII), que 

ativada (i.e. estresse oxidativo) fosforila o cálcio tipo L e inibe a fosfolambam (PLB), 

ambas as situações contribuem com o aumento da [Ca2+]i e levam a um feedback 
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positivo de ativação da CaMKII e stress oxidativo. A CaMKII, o Ca2+ e o estresse 

oxidativo ativam vias inflamatórias que contribuem com a apoptose. Na mitocôndria, 

a doxo tem ação direta na cadeia de transporte de elétrons e forma ligação 

irreversível com a cardiolipina, condições que contribuem com o estresse oxidativo e 

apoptose. Nos elementos contráteis, há diminuição da quinase da cadeia leve da 

miosina (cMLCK) pela doxo e dano ao miofilamento pela calpaína, prejudicando a 

cinética contração/relaxamento. Doxo: doxorrubicina; SOD: superóxido dismutase; 

CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GRP78: proteína 78 regulada por glicose; 

PGC-1α: coativador gama 1-alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissomo. 

Fonte: Durço, 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 câncer, a despeito de sua cardiotoxicidade - 

problema este que até o momento possui apenas um tratamento específico, o 

dexrazoxane. O dexrazoxane é administrado intravenosamente em caráter 

preventivo; todavia, seu uso é controverso já que o mesmo pode ser responsável por 

causar mielossupressão, além de uma possível interferência no mecanismo 

antitumoral da Doxo (SEIFERT; NESSER; THOMPSON, 1994); assim, seu uso não 

é amplamente aceito ou praticado. Logo, cada vez mais pesquisas com escopo na 

prevenção e tratamento da cardiotoxicidade induzida por Doxo têm sido produzidas, 

com atenção especial nos produtos naturais. Tais produtos possuem propriedades 

terapêuticas valiosas, e.g. anti-inflamatórias, antiapoptóticas, antioxidantes, e 

geralmente são menos onerosas que os fármacos “convencionais” (ABUSHOUK et 

al., 2017). Portanto, esses produtos possuem ação em múltiplas vias pelas quais a 

Doxo leva à cardiotoxicidade, sendo então uma fonte promissora para o 

desenvolvimento de agentes capazes de atuar na cardiotoxicidade induzida por 

Doxo.  

 

2.6 Terpenos 

Produtos naturais são utilizados com finalidade terapêutica há milênios por 

distintas sociedades. Os terpenos são os metabólitos vegetais mais recorrentes na 

natureza, desempenhando nas plantas funções diversas como desenvolvimento e 
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defesa (COX-GEORGIAN et al., 2019), e possuem grande representatividade na 

indústria agrícola, cosmética, alimentícia e farmacêutica (LAPCZYNSKI et al., 2008; 

SOUZA et al., 2015; PAZOUKI; NIINEMETS, 2016).  

Os terpenos são metabólitos secundários presentes em várias partes do 

vegetal e podem ser apresentados em óleos, álcoois ou outros derivados 

oxigenados. Sua classificação se dá conforme o número da unidade estrutural de 

isoprenos, sendo a base da unidade isoprênica 5 carbonos (C5). Assim, os terpenos 

são denominados como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos 

(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (mais 

que 40 carbonos, ou seja, mais que oito unidades isoprênicas). Ainda em termos de 

estrutura, os terpenos também podem ser classificados em acíclicos e cíclicos, 

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 já comprovaram propriedades anti-inflamatórias dos terpenos, 

como a redução da expressão de citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1 e IL-6, 

inibição do NF-κB, redução da lipoperoxidação e formação de EROs, além de 

aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como a catalase e superóxido 

dismutase (DEL PRADO-AUDELO et al., 2021). Algumas características químicas 

dos terpenos contribuem para tal atividade antioxidante. 

Os terpenos contêm grupos funcionais antioxidantes, como hidroxilas (-OH), 

cetonas (C=O), aldeídos (R-CHO), e éteres, que são frequentemente associados à 

atividade antioxidante devido a capacidade de doar elétrons para neutralizar radicais 

livres. Ainda, a presença de ligações duplas (insaturações) na cadeia de terpenos 

também pode contribuir para a atividade antioxidante, uma vez que essas ligações 

podem ser alvos de radicais livres, ajudando a neutralizá-los (SÁNCHEZ-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 à sua capacidade de interagir mais facilmente com radicais livres 

(SÁNCHEZ-MARZO et al., 2019). Outras atividades terapêuticas também são 

apresentadas, por exemplo, os monoterpenos mirceno e D-limoneno possuem 

atividade anti-tumorogênica, sendo atualmente um dos metabólitos do D-limoneno, o 
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álcool perílico, administrado em seres humanos no tratamento de tumor cerebral 

(CHO et al., 2017; DURÇO et al., 2021). 

No sistema cardiovascular há também uma variedade de evidências na 

pesquisa básica que suportam os efeitos cardioprotetores dos terpenos em doenças 

isquêmicas, insuficiência cardíaca, hipertensão, arritmias dentre outros (ALVES-

SILVA et al., 2016; DURÇO et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2019).  

Os monoterpenos, que como dito são os compostos constituídos por duas 

unidades de isopreno - C10, são a parte majoritária dos terpenos, representando nos 

óleos essenciais 90% de seus componentes (TCHIMENE et al., 2013; VIEIRA et al., 

2018). Tal como os terpenos, os monoterpenos resultam do metabolismo secundário 

das plantas e podem estar contidos no caule, folhas, frutos e flores; são lipofílicos e, 

em decorrência do seu baixo peso molecular, voláteis (BUCKLE, 2003). Os 

monoterpenos são amplamente utilizados na indústria de alimentos, agricultura e 

perfumaria; sendo reconhecidamente compostos que possuem propriedades 

terapêuticas – anti-inflamatórias, 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 

recorrência na natureza e está presente, especialmente, na casca de plantas cítricas 

– em maior quantidade nos óleos essenciais, podendo também ser encontrado em 

menor proporção em alguns legumes (BACANLI et al., 2017; BACANLI, 2020). O 

monoterpeno cíclico limoneno possui 2 (dois) isômeros, o L-limoneno ou S-limoneno 

e o D-limoneno ou R-limoneno (DL) (Figura 08), sendo o DL sua principal forma ativa 

e, portanto, o maior componente do óleo essencial de frutas cítricas (BACANLI, 2020; 

KIM et al., 2013). 

Em decorrência do seu aroma cítrico, o DL foi inicialmente alvo da indústria 

alimentícia e cosmética, sendo utilizado como saborizante e odorizante em 

alimentos, gomas de mascar, bebidas, além de perfumes, solventes, sabões dentre 

outros (BACANLI et al., 2017; FALK FILIPSSON; BARD; KARLSSON, 1998). Assim, 

considerando a presença do DL tanto em alimentos naturais quanto como aditivo de 

sabor, estima-se que a ingestão desse monoterpeno, cuja segurança (alimentar) é 
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reconhecida por órgãos federais, alcance uma média diária de 16 a 90 mg/dia (SUN, 

2007).  

 

 

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

Encyclopedia of Toxicology, 2014. 

Em murinos e humanos, a metabolização do DL é similar.  Em murinos, a 

concentração do DL reduz rapidamente após a primeira hora de ingestão, sendo 

seus principais metabólitos (no plasma e urina) os ácidos perílico e dihidroperílico. 

Tanto o DL quanto seus metabólitos podem ser encontrados em distintos tecidos 

como pulmão, rim e fígado, com propensão de acúmulo em tecidos adiposos 

(BACANLI, 2020; CROWELL et al., 1992). 

No organismo humano, o DL é totalmente metabolizado após 

aproximadamente 5h da ingestão, sendo alguns de seus metabólitos o ácido perílico, 

álcool perílico e ácido dihidroperílico. Seus metabólitos são detectáveis no sangue e 

na urina, tendo os produtos da diidroxilação endocíclica maior representação no 

sangue e aqueles resultantes da diidroxilação exocíclica, na urina – atingindo os 

produtos de todas as vias metabólicas um pico máximo dentro de até 3h após a 

exposição, com cinética de eliminação diretamente proporcional à concentração da 

substância (BACANLI, 2020; KIM et al., 2013; SCHMIDT; GÖEN, 2017).  

Assim, no trato gastrointestinal (TGI) de humanos e roedores o DL é 

metabolizado por distintos tecidos, o que garante uma rápida absorção. Seus 

metabólitos divergem em concentração  e toxicidade (CROWELL et al., 1994), sendo 

os sintomas de toxicidade reportados restritos à irritação dérmica (quando DL 

aplicado topicamente) e ao TGI – como por exemplo tenesmo, e cessam após sua 

descontinuação. Ainda assim, a toxicidade do DL é considerada muito baixa e ele 
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não confere alteração funcional em órgãos como fígado, pâncreas e rim (SUN, 

2007). 

Algumas das propriedades terapêuticas do DL já bem descritas na literatura 

incluem sua atividade antitumoral (em distintos tipos de malignidades) por inibição 

da proliferação celular através da regulação de proteínas envolvidas no ciclo celular 

(SHAH et al., 2018), antioxidante (NEBIGIL; DÉSAUBRY, 2018; VIEIRA et al., 2018), 

anti-inflamatória, por inibir produção de mediadores inflamatórios como 

prostaglandinas, e antiapoptótica, por ativação de caspases (VIEIRA et al., 2018), 

dentre muitas outras (VIEIRA et al., 2018). Clinicamente em humanos, foi 

comprovado seu uso para dissolver pedra na vesícula (coledocolitíase), tratar 

azia/refluxo e para aumentar a velocidade de absorção da via transdérmica 

(SHOJAEI et al., 2014; SUN, 2007), além de estar sendo estudado como tratamento 

para o câncer (QIAN, 2023; CLINICAL TRIALS, 2023).   

No sistema cardiovascular, o DL demonstrou propriedades bradicárdica, 

hipotensora e antiarrítmica, além de melhorar lesões miocárdicas causadas por 

infarto (DURÇO 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 proteção renal por 

prevenir o estresse oxidativo e diminuir as respostas inflamatória e de 

biomarcadores de lesão renal (REHMAN et al., 2014). Mais especificamente na 

cardiotoxicidade induzida por Doxo, frutas que contêm o DL, e.g. romã e toranja, 

demonstraram restaurar o equilíbrio redox por reduzir a lipoperoxidação e restaurar 

a atividade de enzimas antioxidantes como a SOD e a GSH (KOSS-MIKOŁAJCZYK 

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 ação nos distintos escopos pelos quais o DL 

exerce suas atividades protetoras, estão relacionados ao impedimento do estresse 

oxidativo, inibição de vias apoptóticas induzidas por espécies reativas, aumento da 

atividade de enzimas antioxidantes, diminuição de marcadores inflamatórios dentre 

outros (ALSAFFAR et al., 2022; ANANDAKUMAR; KAMARAJ; VANITHA, 2021).  

A última qualidade do DL aqui abordada é relacionada a sua obtenção. O DL 

é largamente encontrado no gênero Citrus, que engloba as frutas mais cultivadas no 

mundo (VIEIRA et al., 2018). O Brasil é um dos maiores produtores de laranja do 

mundo (FAO, 2021), o que torna o DL amplamente acessível. 
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Todavia, por ser uma molécula hidrofóbica passível de sofrer oxidação, o DL 

possui baixa solubilidade aquosa e alta volatilidade, como a maioria dos 

monoterpenos - o que limita seu uso terapêutico. Assim, recursos capazes de 

contornar essa limitação podem melhorar a biodisponibilidade do DL, por exemplo, 

alguns trabalhos já mostraram que a complexação de DL com β-ciclodextrinas é 

capaz de melhorar significativamente as suas propriedades terapêuticas (BARRETO 

et al., 2017; MARINHO et al., 2022; PEREIRA et al., 2022). 

 

2.7 Ciclodextrina  

As ciclodextrinas (CDs) são resultantes da hidrólise enzimática do amido pela 

enzima ciclodextrina glicosiltransferase. Estruturalmente, a molécula assemelha-se a 

um cone, com grupos hidroxilas em ambas as extremidades desta estrutura (grupos 

primários na parte estreita e grupos secundários na região mais larga do cone), cujo 

centro é lipofílico e a parte externa é hidrofílica.  

As CDs naturais mais numerosas são as α, β, e γ CDs (LOFTSSON; 

MASSON, 2001). A α e a γ CDs não se adequam às necessidades da indústria por, 

respectivamente, possuir um tamanho de cavidade inadequado para muitas drogas 

e ser onerosa. Assim, a β-ciclodextrina (β-CD) é a mais utilizada na indústria 

farmacêutica, pois sua cavidade é compatível com uma maior quantidade de drogas 

– o que a torna melhor para complexação, além de possuir um baixo custo. Todavia, 

o uso da β-CD não está livre de óbices.  

A β-CD forma ligações de hidrogênio entre os grupos hidroxilas, e isso reduz 

os grupos de hidroxila disponíveis para fazer ligação com o hidrogênio das 

moléculas de água, o que limita a sua solubilidade. Ainda, além de ser nefrotóxica, a 

β-CD quando complexada com compostos lipofílicos geralmente leva à precipitação 

complexos da ciclodextrina (CHALLA et al., 2005; LOFTSSON; MASSON, 2001), o 

que restringe o seu uso especialmente em vias parenterais.  Logo, foram 

desenvolvidas modificações químicas visando a redução do potencial tóxico e a 

substituição das ligações de hidrogênio que resultam em grupos hidroxi para 

consequente melhora da solubilidade aquosa.  

Esse é o caso da hidroxipropil-β-ciclodextrina (HβCD), que é obtida através da 

adição de óxido de propileno - ou seja, a presença do radical hidroxipropil na 

estrutura resulta num sistema de alta solubilidade. A  formação do complexo com o 
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composto lipofílico (HβCD + droga) no ambiente aquoso acontece em especial pela 

entalpia de formação: as moléculas de água que estão na cavidade central, que é 

lipofílica, não conseguem cumprir o potencial de ligação do hidrogênio, logo, estas 

possuem uma entalpia maior do que as várias moléculas de água presentes no 

ambiente aquoso; tais moléculas ricas em entalpia são liberadas da cavidade da CD 

e substituídas pela molécula do composto lipofílico ou por alguma estrutura lipofílica 

deste composto (LOFTSSON; MASSON, 2001). Ainda, mesmo em altas doses, a 

HβCD não apresenta nefrotoxicidade (CHALLA et al., 2005). 

Nesse contexto, a HβCD parece ser uma alternativa viável, que não apenas 

consegue manter as características desejáveis da βCD, mas também contornar os 

obstáculos que inviabilizam uma complexação mais versátil nesta.  

Como visto, a complexação com CD resulta em aumento da solubilidade 

aquosa por reduzir a cristalinidade do fármaco, fato que contribui para a redução da 

quantidade terapêutica ideal do fármaco, ou seja, aumenta a eficácia deste uma vez 

que ele poderá ser usado em doses mais baixas. Tal consideração é de especial 

importância se o fármaco for tóxico dependente (CHALLA et al., 2005). Ainda, a 

complexação com CD otimiza o fármaco per se ao passo que melhora sua 

estabilidade - por exemplo, atuando contra oxidação e fotossensibilidade, o que 

torna a hidrólise do fármaco complexado mais lenta (estável) e contribui com o 

aumento da proteção conferida por este.  

Pesquisas têm demonstrado que a complexação de produtos naturais com 

HβCD foi capaz de melhorar as respostas das substâncias estudadas (CAMPOS et 

al., 2019; LIMA et al., 2019; LIU et al., 2013).  As CDs são consideradas seguras por 

distintos órgãos federais e já são utilizadas na indústria farmacêutica (LOFTSSON; 

BREWSTER, 2010; UEKAMA; HIRAYAMA; IRIE, 1998). Ainda, a complexação de 

produtos naturais (incluindo o limoneno) com ciclodextrinas, além de ser um 

processo relativamente fácil, tem sido realizada com grande êxito pelo grupo de 

pesquisa ao qual este projeto é vinculado, tendo obtido altas taxas de rendimento 

dos complexos de inclusão, com otimização dos efeitos benéficos do produto natural 

e redução de sua dose terapêutica em distintos contextos (PEREIRA et al., 2022; 

QUINTANS-JÚNIOR 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 é a técnica que prediz a interação entre 2 moléculas. Essa 

interação pode aumentar ou inibir a função biológica da molécula analisada. Para 

entender a funcionalidade desta ferramenta, é necessário nos familiarizarmos com 

ao menos dois termos: receptor - reconhece e se associa de maneira específica 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 sítio de ligação (receptor). 

Essa abordagem tem sido amplamente empregada em diversos estágios do 

processo de design e descoberta de fármacos, seja para prever o padrão de ligação 

(ligante já conhecido) ou descobrir novos ligantes (KOLB et al., 2009; ROY; KAR; 

DAS, 2015).  

O método escrutina as possíveis conformações e orientações da proteína 

emparelhada com o ligante, além de fornecer um valor que indica a viabilidade da 

interação – a energia livre de ligação. A previsão da energia livre de ligação é 

calculada correlacionando a energia das estruturas dos receptores e ligantes, 

considerando suas formas ligadas e não ligadas (ORTIZ et al., 1995; STANZIONE; 

GIANGRECO; COLE, 2021; WADE; ORTIZ; GAGO, 1998). Assim, a finalidade 

central dessa técnica consiste na compreensão e previsão do reconhecimento 

molecular entre ligante e receptor, abordando ambos os aspectos estruturais e de 

afinidade de ligação (energia). 

Os alvos moleculares (ligantes) elegidos para o docking molecular dessa 

pesquisa foram escolhidos considerando-se a ação dos produtos naturais em várias 

vias de sinalização dependentes de Ca2+ (RZAJEW; RADZIK; REBAS, 2020). A 

homeostase do Ca2+ pode ser influenciada através da alteração na expressão de 

canais de cálcio, incluindo CaL, diminuição na concentração intracelular de Ca2+, 

inibição da corrente de cálcio dependente de voltagem, prevenção/redução da ação 

de enzimas associadas às vias de sinalização do Ca2+, dentre outros (DE 

MENEZES-FILHO et al., 2014; RZAJEW; RADZIK; REBAS, 2020; SILVA et al., 2022; 

VATANPARAST; BAZLEH; JANAHMADI, 2017).  

Em pesquisas de neuroproteção, o linalol inibiu a atividade da calpaína, uma 

protease dependente de cálcio que, no músculo, é responsável por clivar várias 
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proteínas do miofilamento. Já o composto natural paeoniflorina, demonstrou 

capacidade de neuroproteção por possível inibição da ativação da CAMKII 

(RZAJEW; RADZIK; REBAS, 2020).  

Na cardiotoxicidade induzida por Doxo, percebeu-se interferência tanto em 

elementos contráteis, como a cMLCK, como em proteína de cascata de sinalização, 

como a CAMKII. Portanto, visando uma maior abrangência nas possibilidades de 

ação do DL, considerou-se para alvos de interação com o mesmo a quinase de 

cadeia leve de miosina, membro 4 (Mylk4), quinase largamente expressa no coração 

e independente de Ca2+/calmodulina (CHANG et al., 2016), e a quinase II estimulada 

por cálcio/calmodulina (CaMKII). 

   

2.9 Hipótese  

Considerando as distintas vias pelas quais a Doxo leva à cardiotoxicidade, 

percebe-se a necessidade de um medicamento que possa atuar em múltiplos alvos, 

característica esta exibida por produtos naturais; dentre os quais o DL mostra-se 

promissor em doenças 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 estão longe de serem 

esgotados, sendo portanto a hipótese deste trabalho pautada na ação 

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

  



46 

 

3 Objetivos 

3.1 Objetivo Geral 

Investigar, através de ensaio experimental, o efeito cardioprotetor do 

complexo de inclusão D-limoneno-hidroxipropil-β-ciclodextrina (HβDL) na 

cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina. 

3.2 Objetivos específicos 

1. Identificar uma dose de HβDL com melhor resposta sobre os biomarcadores 

de lesão cardíaca frente a cardiotoxicidade induzida por Doxo, comparando 

com a resposta do DL puro;  

Após a determinação da melhor dose, avaliar em modelo animal de 

cardiotoxicidade induzida pela doxo: 

2. Peso corporal; 

3. Danos histológicos cardíacos; 

4. Parâmetros eletrocardiográficos e suscetibilidade a arritmias in vivo e in vitro; 

5. Potencial de ação ventricular em cardiomiócitos isolados do ventrículo 

esquerdo; 

6. Transiente de cálcio intracelular em cardiomiócitos isolados do ventrículo 

esquerdo;  

7. Corrente de cálcio tipo L em cardiomiócito ventricular esquerdo 

8. Contratilidade celular em cardiomiócito ventricular esquerdo; 

9. Expressão proteica da CaMKII em suas formas total e ativada por fosforilação 

e oxidação; 

10. Geração de espécie reativa citoplasmática e mitocondrial em cardiomiócito 

ventricular esquerdo; 

11. Participação da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase 

na geração de espécie reativa; 

12. Atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx em homogenato de 

tecido cardíaco ventricular; 

13. Lipoperoxidação em homogenato de tecido cardíaco ventricular; 

14. Marcadores de apoptose através da expressão das proteínas Bax, caspase 3 

e Bcl-2; 

15. A interação molecular do DL com os possíveis alvos CAMKII e cMLCK. 
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4 Material e Métodos 

4.1 Complexo de inclusão  

O complexo de inclusão foi preparado e caracterizado no Laboratório de 

Ensaios Farmacêuticos e Toxicidade (LeFT/UFS), coordenado pelo Prof. Dr. Adriano 

Antunes de Souza Araújo.  

O composto DL (pureza de 97%, # MKCB4024) e a hidroxipropil-β-

ciclodextrina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A preparação 

do complexo de inclusão (denominado HβDL) foi conduzida por Marinho et al. (2022), 

utilizando a técnica de complexação em slurry, proporção molar 1:1 de DL e HPβCD, 

com base nos pesos moleculares dessas substâncias, pelo método de liofilização 

(ANDRADE et al., 2017; MARINHO et al., 2022).  

A confirmação da formação do complexo de inclusão foi realizada por meio de 

calorimetria de varredura diferencial e difratometria de raios X de pó, enquanto as 

alterações no deslocamento químico foram avaliadas por ressonância magnética 

nuclear de prótons. A eficiência de complexação - EC (%) foi calculada pela razão 

entre a quantidade experimental de DL, isto é, quantidade de DL extraída do 

complexo de inclusão, dividida pela quantidade teórica de DL que corresponde à 

quantidade de DL inicialmente utilizada para preparar o complexo. A EC alcançou 

79,96 ± 0,24%, significando uma quantidade de ~0,73 mg de DL no complexo de 10 

mg de HβDL (MARINHO et al., 2022), conforme exemplificado abaixo. DL e HβDL 

foram diluídos em DMSO (0,1%) e solução salina (NaCl 0,9%), respectivamente. 
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4.2 Animais, tratamentos e delineamento 

Inicialmente, obteve-se aprovação nos Comitês de Ética e Pesquisa Animal 

(CEPA) das Universidades Federais de Sergipe (UFS) e de São Paulo 

(#5197101120 e #4930280223). Na Universidade Federal de Minas Gerais utilizou-

se o 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 

São Paulo. Os animais foram mantidos em caixas apropriadas, com preservação do 

ciclo claro/escuro 12h (claro: 6h às 18 h) e ambiente com temperatura controlada 

(20ºC a 25ºC), alimento e água ad libidum. Para a quantidade de animais por grupo, 

fora considerada a quantidade mínima necessária sinalizada em periódicos 

específicos da área de farmacologia (KILKENNY et al., 2010; SERT et al., 2020).  

Os medicamentos foram administrados intraperitonealmente (i.p.), conforme 

segue:  

Para a indução da cardiotoxicidade: Doxorrubicina (Doxo) - dose cumulativa de 20 

mg/kg. Administração de 1 dose de 5 mg/kg a cada 5 dias, até alcançar 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 superfície corpórea perfaz ~60 mg/m2, dose que 

retrata a prática clínica (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 investigação do melhor tratamento:  D-limoneno (DL) (10 mg/kg) e DL 

complexado com hidroxipropil-β-ciclodextrina (HβDL) (10 mg, 30 mg e 100 mg/kg), 

administrados 30 minutos antes da Doxo, tempo suficiente para a absorção de 

substância na cavidade peritoneal (AL SHOYAIB; ARCHIE; KARAMYAN, 2019).  

Para controle do complexo: hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD) 100 mg/kg, 

administrado 30 minutos antes da Doxo. 

Os animais foram divididos em grupos Controle, Doxo, Doxo + DL (10 mg/kg), 

Doxo + HPβCD 100 mg/kg, Doxo + HβDL 10 mg/kg, Doxo + HβDL 30 mg e Doxo + 

HβDL 100 mg/kg. Um esquema com grupos e tratamentos pode ser visto na Figura 

09. 

Dessa feita, seguiu-se o delineamento experimental: 

• Grupo controle: animais que receberam veículo. 
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• Grupo Doxo: animais que receberam veículo e Doxo. 

• Grupo Doxo + DL na dose 10 mg/kg: animais que receberam veículo, Doxo e 

DL.  

• Grupo Doxo + HPβCD na dose 100 mg/kg: animais que receberam veículo, 

Doxo e HPβCD. 

• Grupo Doxo + HβDL na dose 10 mg/kg: animais que receberam veículo, Doxo 

e HβDL. 

• Grupo Doxo + HβDL na dose 30 mg/kg: animais que receberam veículo, Doxo 

e HβDL. 

• Grupo Doxo + HβDL na dose 100 mg/kg: animais que receberam veículo, 

Doxo e HβDL. 

Figura 09. Delineamento experimental. Grupos, tratamentos e experimentos para 

escolha do tratamento HβDL que proporcionou menor toxicidade. Fonte: Durço, A. 

O., 2023.   

 

No dia seguinte ao término do tratamento (16º dia) realizou-se testes de 

avaliação da lesão cardíaca através dos biomarcadores creatina kinase fração MB 

(CK-MB) e lactato desidrogenase (LDH), e escolheu-se o HβDL na dose 10 mg. 

Assim, para responder aos demais objetivos do projeto, os grupos foram refeitos 

como Controle, Doxo e Doxo + HβDL 10 mg/kg, como segue: 

• Grupo controle: animais que receberam veículo. 

• Grupo Doxo: animais que receberam veículo e Doxo. 

• Grupo Doxo + HβDL na dose 10 mg: animais que receberam veículo, Doxo e 

HβDL. 

A Figura 10 representa o delineamento experimental. Os procedimentos de 

avaliação dos variados ensaios e análise estatística ocorreram sob cegamento. 

Houve um curto período (16 dias) entre o início do tratamento e a eutanásia dos 

animais, ainda assim, foi realizado análise comportamental dos mesmos. 
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Figura 10. Delineamento experimental. Grupos, tratamentos e experimentos que 

visavam responder à pergunta de pesquisa. Fonte: Durço, A. O., 2023. 

 

4.3 Análise comportamental para a avaliação de dor 

Foi realizada avaliação quantitativa comportamental para avaliação de dor 

através da Mouse Grimace Scale (MGS). A escala foi aplicada nos dias de 

tratamento (dias 0, 5, 10 e 15), sendo sua aplicação realizada através da 

observação de parâmetros faciais (cerramento palpebral, focinho e bochechas 

achatadas, posição das orelhas e das vibrissas) e então atribuídos escores pré-

definidos. A média resultante foi utilizada para indicar a presença/nível 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, análise qualitativa comportamental para avaliação de dor, através da 

observação do aumento do tempo de sono; perda de peso/desidratação; piloereção 

e postura encurvada; isolamento do resto do grupo e se os animais gritavam ao 

serem tocados (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006). Ao ser identificada alteração 

comportamental qualitativa, a escala MGS era aplicada independentemente do dia. 

Não houve eutanásia decorrente de alteração comportamental/dor, sendo a taxa de 

mortalidade desse estudo de 0%. 

 

4.4 Mensuração das enzimas cardíacas  

Para as medidas das enzimas envolvidas na lesão cardíaca foram avaliadas a 

lactato desidrogenase (LDH) e a creatina kinase fração MB (CK-MB). Para a 

obtenção do soro, o sangue do animal (~300uL), obtido por decaptação, 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 enzimático (Labtest 

Diagnóstica S.A.). Os testes foram realizados através do espectrofotômetro Labmax 

240 Premium (Labtest, MG, Brasil). 

 

4.5 Peso Corporal  

A aferição do peso dos animais foi realizada com o auxílio de uma balança 

digital (Shimadzu UW6200H), devidamente calibrada em superfície nivelada. A 

medição procedeu-se com o auxílio de uma caixa transparente de acrílico, a balança 

foi zerada, os animais colocados na caixa e então o peso registrado. Tal 

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

 

4.6 Análises histopatológicas 

Após os procedimentos experimentais, os camundongos foram decapitados, 

os corações rapidamente removidos, lavados em  KCl (1 Molar), cuidadosamente 

limpos e então fixados em formalina (10%) tamponada, pH 7,0-7,2, contendo fosfato 

de sódio monobásico anidro (4 g/L) e fosfato de sódio dibásico anidro (6,5 g/L) e 

após 72hs foram embebidos em parafina e cortados a 5 µm de espessura, sendo 

posteriormente corados com hematoxilina-eosina para avaliação de infiltrado celular 

inflamatório (DURÇO et al., 2019).  

 

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

Medições de ECG de superfície foram realizadas nos dias 0, 7 e 15 após o 

começo do tratamento. Os camundongos foram anestesiados (isoflurano 5% para 

indução e 2% para manutenção), colocados em posição dorsal, gel 

eletrocardiográfico foi colocado na altura dos membros superiores e inferiores e 

então eletrodos de clipe tipo jacaré foram fixados e conectados a um módulo de 

aquisição de ECG, permitindo a visualização de três derivações bipolares. As 

gravações foram feitas em DII, por 5 min, em 1.2 kHz. O programa LabChart 8 foi 

utilizado para a análise do ECG. 
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A avaliação da suscetibilidade à arritmia foi realizada no 16º dia. Os animais 

foram preparados para a realização de ECG, como descrito anteriormente, e após 5 

min de estabilização do sinal de ECG, a arritmia foi induzida unicamente através da 

administração de dobutamina (1 mg/kg, i.p.) - o protocolo foi adaptado e excluiu a 

cafeína, pois os animais do grupo Doxo eram mais sensíveis (como demonstrado na 

seção Resultados), havendo mortalidade neste grupo. Os sinais de ECG foram 

registrados por 10 minutos antes e depois da aplicação 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 número de animais que apresentou extra-sístole (uma batida ventricular 

isolada), taquicardia ventricular (taquicardia ventricular de ≥3 complexos 

consecutivos originados nos ventrículos) e ou dissociação atrioventricular (uma 

batida comandando os átrios - 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 Obtenção de cardiomiócitos 

Para a aquisição de cardiomiócitos isolados, após a eutanásia dos animais os 

corações foram cuidadosamente removidos, canulados através da aorta e então 

montados num sistema de Langendorff com pressão constante. Uma vez montados, 

foram perfundidos com soluções e enzimas a fim de realizar a digestão do tecido, 

conforme previamente descrito por Shioya (2007), na seguinte sequência: perfusão 

com solução livre de Ca2+ (CIB) (em mM: 130 NaCl, 5,4 KCl, 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 remoção de sangue; substituição da solução por CIB contendo 

CaCl2 (0,3 mM), colagenase tipo II (1 mg/mL), protease tipo XXIII (0,06 mg/mL), e 

tripsina (0,06 mg/mL). Passados 6 minutos de perfusão, os corações foram 

removidos da cânula, os átrios e ventrículos foram separados, os ventrículos 

esquerdos foram selecionados e o epicárdio removido mecanicamente. Os 

endocárdios foram cortados em pedaços pequenos, submetidos a novo processo de 

digestão por 9 min (37°C) com CIB suplementado com colagenase, tripsina, 

protease e CaCl2 a 0,7 mM. As células foram isoladas do tecido por meio de 

agitação mecânica leve com pipeta de transferência. A solução resultante foi filtrada, 

centrifugada a 1000 rpm por 30 s, ressuspendida e mantida em solução CIB 
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contendo CaCl2 (1,2 mM) e albumina bovina sérica (BSA, 2 mg/mL), por 10 min a 

37°C. Por último, as células foram centrifugadas novamente (1000 rpm por 30 s) e 

mantidas em solução de Tyrode (em mM: 140 NaCl, 5,4 KCl, 0,5 MgCl2, 0,33 

NaH2PO4, 11 de Glicose, 5 HEPES e 1,8 CaCl2 (pH 7,4), com utilização máxima de 4 

hs após o término da dissociação (SHIOYA, 2007). 

 

4.9 Potencial de ação e indução de arritmia in vitro 

Cardiomiócitos isolados do endocárdio do ventrículo esquerdo foram 

utilizados para registrar o potencial de ação (PA). A solução de Tyrode foi utilizada 

como solução externa; e como solução interna inserida nas micropipetas (em mM): 

130 K-aspartato, 13 KCl, 10 HEPES, 1 MgCl2, 5 NaCl, 5 Na2ATP, pH 7,2 ajustado 

com KOH – pipetas com resistência de 1,5-2,5 MΩ. Células com resistência em série 

maior que 8 MΩ não foram consideradas para análise. Os PAs foram forçados 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 frequência de aquisição de 10 kHz, com o experimento 

realizado em temperatura ambiente (23 – 26 °C). O protocolo do experimento pode 

ser visto na Figura 11. 

 

Figura 11. Protocolo de estimulação para evocar o potencial de ação. Fonte: 

Souza, 2019. 

Para a indução da arritmia in vitro, os cardiomiócitos foram submetidos a um 

protocolo de estimulação em “burst”, que pode ser visto na Figura 12. Utilizou-se 

uma frequência de 5 Hz por 100 pulsos, cada pulso quadrado com duração 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 observação de eventos espontâneos de arritmias. A análise foi 

realizada célula a célula, sendo utilizado um escore para eventos pró-arrítmicos, a 

saber: pós-despolarização (DAD) - pontuação 1; triggered - pontuação 2 (IYER et al., 

2015; SOUZA et al., 2022); a dispersão do PA foi medida considerando o desvio 

padrão (DP) do PA. Os experimentos foram realizados usando a técnica patch-

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

 

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

 

4.10 Transiente de cálcio  

Os cardiomiócitos foram incubados com solução de Tyrode e Fluo-4AM 5 μM, 

em temperatura ambiente, por 30 min, foram estabilizados com uma frequência de 

estimulação elétrica de 1 Hz por 60 segundos, depois os transientes intracelulares 

de Ca2+ e ondas de Ca2+ foram forçados e avaliados numa frequência de 

estimulação elétrica fixadas em 5 Hz (100 pulsos), seguido de uma pausa de 10 

segundos para observação de transientes espontâneos (SOUZA et al., 2022). A 

imagem de varredura foi adquirida por um microscópio confocal LSM 880 (Carl Zeiss, 

Alemanha), óleo 63x, numa frequência de aquisição de 10 kHz. O Fluo-4AM foi 

excitado por um laser de argônio de 488 nm e a intensidade da emissão 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 análise do transiente de Ca2+. 

 

4.11 Avaliação da ICa,L 

Registros na configuração whole-cell voltage-clamp foram obtidos usando um 

amplificador de patch-clamp EPC-10 USB (HEKA Electronics, Rheinland-Pfalz, 

Alemanha), numa frequência de aquisição de 10 kHz. Os cardiomiócitos com 

resistência em série (Rs) acima de 8 MΩ foram descartados. As pipetas de registro 
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apresentavam resistências na ponta de 2-3 MΩ. 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 rápidos 

de sódio e canais para Ca2+ 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 composição da solução interna foi (em mM): 120 CsCl, 20 TEACl, 5 

NaCl, 10 HEPES e 10 EGTA, 1 MgCl2, o pH foi ajustado para 7,2 usando CsOH e a 

solução externa foi (em mM): 150 TEACl, 0,5 MgCl2, 1,8 CaCl2, 10 HEPES e 11 

glucose, pH 7,4 ajustado com TEA (OH). 

 

 

Figura 13. Protocolo da ICa,L. Fonte: Souza, 2019. 

 

4.12 Encurtamento Sarcomérico  

Para a avaliação do encurtamento sarcomérico, a visualização das células 

aconteceu através de um microscópio invertido (Motic AE31, China). A estimulação 

dos cardiomiócitos deu-se com o auxílio de um estimulador de campo (Myopacer, 

IonOptix, Milton, MA, EUA), através de pulsos de 8 ms de duração e 12 V de 

amplitude, numa frequência de aquisição de 800 Hz. Os cardiomiócitos foram 

estimulados na frequência de 1 Hz por 1 min, sendo as células fotografadas por uma 

câmera NTSC (MyoCamCCD100V, IonOptix, EUA). Foram avaliadas de 10 a 20 

contrações, sendo nestas analisadas o tempo para atingir 50% da contração máxima 

do sarcômero (T50C); tempo para atingir 50% do relaxamento do sarcômero (T50R) 

a partir do pico de contração e sua amplitude. 
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4.13 Expressão de proteínas pela técnica de Western Blot 

A expressão das proteínas das vias apoptótica e antiapoptótica Bax, caspase 

3 e Bcl-2, como também da CaMKII foram analisadas quanto a densidade de 

expressão. Os tecidos cardíacos foram homogeneizados em tampão de lise gelado 

(em mM: 100 NaCl, 50 trisbase, 5 EDTA.2 H2O e 1 MgCl2, pH 8,0) sendo 0,3% de 

triton X100, 1% de nonidet P40, 0,5% de desoxicolato de sódio, 20 mM NaF com 

protease (# P8340, Sigma-Aldrich), coquetéis inibidores da fosfatase (# P0044, 

Sigma-Aldrich) e ditiotreitol (DTT, 1 mM) e as proteínas do sobrenadante foram 

quantificadas pelo método Lowry (LOWRY et al., 1951). Quantidade equivalente de 

proteína 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 à temperatura ambiente com 

solução de BSA a 4% e incubados com os anticorpos primários (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-

βactina 1:100, #5500001, Sigma-Aldrich; anti-GAPDH 1:1000, #sc-32233, Santa 

Cruz Biotecnology) por 12 h.  

Após incubação em anticorpos primários, a membrana foi submetida à tripla 

lavagem com TBS-T (tris-buffered saline Tween 20) por 5 minutos e incubada por 2 

h com anticorpos secundários (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) diluídos em TBS-T. O complexo imune foi 

revelado por detecção com equipamento Odyssey Li-Cor (Li-Cor, Lincoln, NE, USA). 

O software ImageJ foi utilizado para análise densitométrica e os resultados foram 

obtidos através da razão entre as densidades óticas das proteínas de interesse e os 

respectivos controles de load. 

 

4.14 Mensuração de EROs citoplasmática e mitocondrial  

Os cardiomiócitos foram incubados com corantes específicos para EROs – 

superóxido (DHE 10 µM, Invitrogen #D11347 Molecular Probes Inc., Ontario, USA) a 

37°C por 30 min, em seguida as células foram lavadas com solução de Tyrode 
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contendo 1,8 mM Ca2+ para remover o excesso de sonda. A detecção foi realizada 

por microscopia confocal com tempo de exposição fixo para todos os grupos. As 

intensidades de fluorescência foram determinadas usando ImageJ 1.38x software 

(NIH, USA). Experimentos controle foram realizados com apocinina (1 µM, Sigma 

#PHL83252). Para detecção da produção mitocondrial de EROs, utilizou-se a sonda 

MitoSOX red (5 µM) 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 µM, Cayman #16621). As 

células foram analisadas em um sistema confocal LSM 510 META (Zeiss, Jena, 

Alemanha) (RHANA et al., 2022). 

 

4.15 Mensuração da lipoperoxidação e atividade enzimática da catalase, 

superóxido dismutase e glutationa peroxidase 

Para a avaliação da lipoperoxidação utilizou-se o TBARS Kit de ensaio 

(Cayman Chemical #10009055), para as atividades enzimáticas 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 orientações do fabricante. 

Os testes foram realizados através do espectrofotômetro Labmax 240 Premium 

(Labtest, MG, Brasil). 

 

4.16 Docking Molecular 

Análises de docking molecular foram empregadas para investigar a interação 

entre DL e dois alvos potenciais. Neste estudo, os alvos usados foram o membro 4 

da família da quinase de cadeia leve de miosina (Mylk4) e a proteína quinase II 

dependente de cálcio/calmodulina (CaMKII) de camundongos. As estruturas 

tridimensionais dessas proteínas 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). 

Proteínas e ligantes foram preparados usando ferramentas Autodock e Open 

babel (O'Boyle et al., 2011; Morris et al., 2010). Nesta etapa, os heteroátomos foram 

removidos, os hidrogênios polares foram adicionados e a minimização da energia do 

ligante foi realizada. Para os cálculos 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 CaMKII, devido ao seu tamanho, foi 

definida uma grade capaz de englobar 4 dos 14 protômeros que formam sua 

estrutura. Os demais parâmetros de análise foram mantidos como padrão. Após o 

processo de docking, o software Discovery Studio v16 foi usado para visualizar e 

comparar as interações entre os dois ligantes e alvos (BIOVIA). 

 

4.17 Análise estatística 

Os dados foram tabulados em MS Excel e os gráficos e análise realizadas 

com o GraphPad PrismTM (San Diego, CA, USA). Todos os dados foram expressos 

como média ± desvio padrão (DP), e o número de animais e células foi mostrado 

como n. A normalidade e a igualdade de variância foram verificadas pelo teste de 

Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para a decisão estatística, 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 HβDL sobre os biomarcadores séricos de lesão cardíaca 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 tóxicos da Doxo e os efeitos do tratamento 

com DL e HβDL sobre esta cardiotoxicidade – considerando a melhor dose da 

formulação para evitar o uso de grande quantidade de animais. Foi observado que 

os níveis 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 HβDL (Fig. 14 A e B). Como não houve 

diferença no efeito sobre os biomarcadores entre as doses testadas de HβDL, para 

os experimentos seguintes foi utilizada a menor dose de HβDL (10 mg/kg). A HβCD 

sozinha não alterou os parâmetros avaliados. 

 

 

Figura 14. Efeito do D-limomeno (DL) e do complexo de inclusão HβDL sobre a 

cardiotoxicidade induzida por Doxorubicina (Doxo). A - isotipo MB da isoenzima 

creatina quinase (CK-MB) e B - lactato desidrogenase (LDH). Os resultados são 

representados como média ± DP (n = 4/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 
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0,05 Doxo + HβDL vs Doxo; Φp < 0,05 HβDL vs DL. ANOVA de uma via seguida 

pós-teste de Bonferroni. 

O peso corporal foi medido antes de cada administração de Doxo ou veículo e, 

quando comparado ao controle, o grupo Doxo permaneceu sem ganho de peso 

durante todo o tratamento (Fig. 15). O grupo Doxo + HβDL 10 mg/kg apresentou 

ganho de peso semelhante ao grupo controle que, quando comparado ao grupo 

Doxo foi significativamente maior após o dia 10. 

 

Figura 15. Efeito do complexo de inclusão HβDL 10 mg sobre o peso dos 

animais durante a cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). Os 

dados são representados como médias ± DP (n = 11-17). * p < 0,05 Doxo vs 

Controle; # Doxo + HβDL 10 mg/kg vs Doxo. ANOVA de uma via seguida pós-teste 

de Bonferroni. 

 

5.2 HβDL previne alterações histológicas causadas pela Doxo 

As imagens histológicas podem ser vistas na Figura 16 A-C. Percebe-se a 

presença, no grupo Doxo, da fragmentação de miofibrilas, edema, vacuolização e 

presença de infiltrado inflamatório.  A administração de HβDL preveniu esses 

achados histopatológicos, com manutenção do padrão normal das fibras cardíacas, 

diminuição do edema intersticial e vacuolização, como também do infiltrado celular 

(Figura 16 D, E). No grupo controle (Figura 16 A) observa-se ausência de lesões 

microscópicas perceptíveis e manutenção de padrões de normalidade como a 
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arquitetura das fibras do miocárdio, cardiomiócitos com núcleos centrais, ausência 

de edema e células inflamatórias.  

 

Figura 16. Efeito do complexo de inclusão HβDL 10 mg reverte alterações 

histológicas no miocárdio causadas pela cardiotoxicidade induzidas por 

Doxorrubicina (Doxo). Ventrículos esquerdos de: A - controle; B - Doxo, setas 

indicam infiltrado celular, vacúolos e edema; C – Doxo + HβDL. D - edema intersticial. 

E - infiltrado celular. Resultados apresentados como média ±DP (n=5/grupo). 

*p<0,05 Doxo vs Controle; #p<0,05 Doxo + HβDL versus Doxo. ANOVA unidirecional 

seguida de pós-teste de Bonferroni. 

 

5.3 Alterações eletrocardiográficas causadas pela Doxo são prevenidas por 

HβDL 

O ECG é um dos métodos mais importantes para avaliar a função cardíaca in 

vivo, e alterações no ECG são 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 indução). Os 
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parâmetros de ECG são mostrados na Tabela 2. Na referida tabela, observa-se no 

grupo Doxo um aumento na duração do complexo QRS e intervalo QTc no dia 15, 

bem como um aumento na frequência cardíaca (dias 7 e 15). No grupo de animais 

com administração simultânea de Doxo + HβDL todas essas alterações foram 

prevenidas. Não foram observadas alterações no PRi entre os distintos grupos. 

 

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

Doxo + complexo de inclusão HβDL 10mg/kg. 

                                                                          Controle                  Doxo                 Doxo + HβDL  

                               PR (ms)  

  Dia 0                        41,25 ± 1,50              39,25 ± 4,92               38,25 ± 3,86  

  Dia 7                       39,75 ± 3,86               37 ± 7,07                       35,5 ± 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 são representados como médias ± DP. (n = 6). * p < 0,05 Doxo vs 

Controle; & p < 0,05 Doxo dia 07 ou 15 vs Doxo dia 0; #p < 0,05 Doxo + HβDL 10 

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

 

Fora também realizado um protocolo de estresse cardíaco in vivo com 

dobutamina. Como pode ser visto nas Figuras 17 A e B, após a administração de 

dobutamina, a frequência cardíaca nos grupos controle e Doxo + HβDL 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 após a 

administração de dobutamina do que nos animais do grupo Doxo + HβDL.  

 

Figura 17. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg previne arritmia na 

cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). A -traços representativos de 

ECG (esquerda) no controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo + HβDL 10 mg/kg 

(verde), à direita traços representativos de arritmia: extrassístoles (ExS), taquicardia 

ventricular (TV) e bloqueio atrioventricular (bloqueio AV); B - percentual da 

frequência cardíaca normalizada pela média do controle (antes da dobutamina), 

antes e depois da estimulação com dobutamina; C - ocorrência de arritmia após 

estimulação com Dobutamina; D - estratificação das arritmias. Os resultados são 

representados como média ± DP (n = 7/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 

0,05 Doxo + HβDL 10 mg/kg vs Doxo. ANOVA de uma via seguida pós-teste de 

Bonferroni. Teste do χ2 em C. 
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Ao serem estratificadas (Fig. 18), as arritmias apresentadas foram: 

extrassístoles (ExS), taquicardia ventricular (TV) e dissociação atrioventricular. 

Importante salientar que tais tipos de arritmia são incidentes também na clínica (QIU; 

JIANG; HUANG, 2023), e que o HβDL fora capaz não apenas de reduzir a incidência 

das arritmias – como a TV que passou de 21% para 11% e a extrassístole de 28% 

para 22%, mas também de abolir a arritmia de maior incidência, a dissociação AV.  

 

Figura 18. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg reduz a severidade da 

arritmia na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). Estratificação 

das arritmias no controle, Doxo e Doxo + HβDL 10 mg/kg. ExtSístole: extrassístole; 

TV: taquicardia ventricular; DissoAV: dissociação atrioventricular. Os resultados são 

representados como a porcentagem da ocorrência de arritmias por animais (n = 

7/grupo).  

 

5.4 HβDL previne alterações no PA na cardiotoxicidade induzida por Doxo 

Considerando as alterações eletrocardiográficas apresentadas e como o 

HβDL foi capaz de prevenir o fenótipo induzido pela Doxo, foi estudado o potencial 

de ação cardíaco (PA) ventricular utilizando cardiomiócitos isolados do ventrículo 

esquerdo. Como pode ser observado nas figuras 19 A, B e C, não houve diferença 

na amplitude do PA e na inclinação máxima da fase 0 (dV/dT). Por outro lado, a 

duração 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 HβDL. 
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Figura 19. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg previne a remodelação do 

potencial de ação (PA) na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). 

A - traços representativos do PA no controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo + 

HβDL 10 mg/kg (verde); B - amplitude do PA (mV); C - inclinação máxima da fase 0 

(dV/dt - mV/ms); D, duração do PA (ms) em 10, 50 e 90% da repolarização. Os 

resultados são representados como média ± DP (n = 6/grupo; célula = 20–25 

células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HβDL vs Doxo. 

ANOVA de uma via seguida pós-teste de Bonferroni. 

 

Ademais, a dispersão da duração do PA entre PAs consecutivos (traços 

representativos exibidos na Figura 20 A), em 90%, foi consideravelmente maior no 

grupo Doxo do que nos grupos controle e Doxo + HβDL (Figura 20 B). 
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Figura 20. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg previne a dispersão do 

potencial de ação (PA) na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). 

A - traços representativos do PA no controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo + 

HβDL 10 mg/kg (verde); B - desvio padrão médio (ms) em 10%, 50% e 90% da 

repolarização. Os resultados são representados como média ± DP (n = 6/grupo; 

célula = 20–25 células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HβDL 

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

 

5.5 HβDL impediu o aparecimento de arritmias de estimulação rápida (burst 

pacing) e reduziu as ondas de Ca2+ induzidas pela Doxo 

O protocolo de estimulação em burst e os traçados do PA no controle (preto), 

Doxo (vermelho) e Doxo + HβDL (verde) podem ser vistos na Figura 21 A. As setas 

pretas indicam eventos pró-arrítmicos, como pós-despolarização retardada (DAD) e 

desencadeamento de PA espontâneo (triggered). Por meio de um escore pró-

arrítmico, fora avaliado o percentual de células que apresentavam arritmia. 

Observou-se que o grupo Doxo apresentou um escore aumentado em relação ao 

grupo controle, e este aumento foi reduzido no grupo Doxo + HβDL (Figura 21 B). A 

Figura 21 C mostra a porcentagem de cada evento arrítmico, sendo evidenciado que 

60% de tais eventos no grupo Doxo é composta de triggered, enquanto no grupo 

Doxo + HβDL, essas arritmias foram reduzidas para 36%; já em relação as DADs, 

essa incidência foi de 27% para 9%. Ao todo, 87% das células do grupo Doxo 

apresentaram arritmias, o que foi reduzido para 45% no grupo Doxo + HβDL. 
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Figura 21. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg previne pós-despolarização 

retardada (DAD) e desencadeamento de estimulações espontâneas (triggered) 

desencadeada pela cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - 

traçados representativos do PA no controle (preto), Doxo (vermelho) (setas pretas 

indicam DAD e triggered) e Doxo + HβDL (verde); B -  escore do potencial pró-

arrítmico; C -  ocorrência de arritmias: DAD e triggered. Os resultados são 

representados como média ± DP (n = 6/grupo; célula = 25–40 células/grupo). *p < 

0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HβDL vs Doxo. ANOVA de uma via 

seguida pós-teste de Bonferroni. 

 

O acoplamento excitação-contração em cardiomiócitos mantém estreita 

relação com o manuseio de Ca2+, assim, avaliou-se, ainda em cardiomiócitos 

isolados, os transientes de Ca2+ em estimulação constante e também após o 

protocolo de estimulação em burst. A fluorescência transitória intracelular média 

representativa do Ca2+ e as imagens pseudocoloridas são apresentadas na Figura 

22 A, estando em sua parte inferior os traçados representativos do transiente de 

Ca2+ nas situações de controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo + HβDL (verde). 

Percebe-se que a amplitude do transiente de Ca2+ está aumentada no grupo Doxo 

(aumento de 95,93% na fluorescência do transiente de Ca2+), enquanto o tempo de 

decaimento deste mesmo grupo foi mais rápido (25,19%) (Figura 22 B e D). Não foi 
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observada diferença entre os grupos no tempo até o pico (Figura 22 C). Ainda, após 

o protocolo de estimulação em burst, o grupo Doxo apresentou maior número de 

ondas de Ca2+ (fora de estimulação) (Figura 22 E); interessantemente, o HβDL 10 

mg/kg atenuou as alterações nos parâmetros avaliados (Figura 22 B, D e E).  

 

 

Figura 22. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg previne aumento no 

transiente de Ca2+ e ondas de Ca2+ desencadeada pela cardiotoxicidade 

induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - parte superior: imagens pseudocoloridas (a 

seta branca indica ondas de Ca2+ fora de estimulação), parte inferior: transientes 

intracelulares de Ca2+ representativos do controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo + 

HβDL (verde); B - amplitude do transiente de Ca2+; C -  tempo em 50% para o pico 

do transiente de Ca2+ (ms); D, tempo em 50% para decaimento (ms) do transiente de 

Ca2+; E, ondas espontâneas de Ca2+. Os resultados são representados como média 

± DP (n = 6/grupo; célula = 25–40 células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 

0,05 Doxo + HβDL vs Doxo. ANOVA de uma via seguida pós-teste de Bonferroni. 
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5.6 HβDL impediu o aumento da corrente de Ca2+ do tipo L induzida pela Doxo 

Observado o aumento do transiente de Ca2+ ocasionado pelo tratamento com 

Doxo, decidiu-se investigar a corrente de Ca2+ tipo L (ICa, L). A Figura 23 A mostra 

traçados representativos da ICa, L nos grupos controle (preto), Doxo (vermelho) e 

Doxo + HβDL (verde). Como pode ser visto, houve aumento da ICa, L de -8,46 ± 2,03 

para -12,71 ± 4,34 nos animais tratados com Doxo, por outro lado, nos animais 

tratados com HβDL esse aumento na ICa, L não foi observado (Figura 23 B).  

 

Figura 23. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg previne aumento na 

densidade da corrente de Ca2+ tipo L desencadeada pela cardiotoxicidade 

induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - traçados representativos no controle 

(preto), Doxo (vermelho) e Doxo + HβDL (verde); B - efeito médio do tratamento do 

HβDL sobre a ICa, L. Os resultados são representados como média ± DP (n = 5/grupo; 

célula = 8–9 células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HβDL vs 

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

 

5.7 HβDL preveniu a redução do encurtamento do sarcômero na 

cardiotoxicidade induzida pela Doxo 

 A Figura 24 A apresenta traçados representativos dos encurtamentos 

sarcoméricos nos grupos controle (preto), Doxo (vermelho) e Doxo + HβDL (verde). 

O grupo Doxo apresentou o encurtamento do sarcômero reduzido em 26,84%, assim 

também como o tempo para o relaxamento em 50% ficou 36,26% mais rápido, 

sendo tais valores no grupo tratado com HβDL de 4,54% e 1,58%, respectivamente, 
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comparados com o grupo controle (Figura 24 B e D). Não houve alteração no tempo 

de contração (Figura 24 C).   

 

Figura 24. Complexo de inclusão HβDL preveniu a redução do encurtamento 

do sarcômero na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - 

registros representativos do encurtamento sarcomérico no controle (preto), Doxo 

(vermelho) e Doxo + HβDL (verde); B - fração de encurtamento do sarcômero; C - 

tempo em 50% da contração (T50C); D - tempo em 50% do relaxamento (T50R). Os 

resultados são representados como média ± DP (n = 5/grupo; célula = 40–66 

células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HβDL vs Doxo. 

ANOVA de uma via seguida pós-teste de Bonferroni. 

 

5.8 HβDL modula a expressão de pCaMKII e OxiCaMKII alteradas no tratamento 

com Doxo  

 A CaMKII é conhecida por regular a função de vários canais iônicos e a 

dinâmica do Ca2+ em cardiomiócitos, assim, os marcadores de ativação de CaMKII 

foram investigados. A Figura 25 A mostra imagens representativas de western blots 

de tCaMKII (total), pCaMKII (fosforilada), CaMKII oxidada (OxiCaMKII) e GAPDH. 

Como pode ser visto na Figura 25 B, C e D, não houve diferença nas expressões de 

CaMKII total, pCaMKII e oxiCaMKII entre os distintos grupos. Todavia, a razão entre 

pCaMKII/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 situações, sendo o HβDL capaz de 

prevenir tal fenótipo. 

 

Figura 25. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg restaurou a razão entre a 

proteína quinase tipo II dependente de Ca2+/calmodulina (CaMKII) fosforilada 

(pCaMKII), oxidada (OxiCaMKII) e total (tCaMKII), na cardiotoxicidade induzida 

por Doxorrubicina (Doxo). A -  imagens representativas de Western blot; B, C e D - 

análises densitométricas de tCaMKII, pCaMKII e OxiCaMKII, respectivamente, todos 

normalizados por GAPDH; E e F, razão entre pCaMKII/tCaMKII e entre 

OxiCaMKII/tCaMKII, respectivamente, todas normalizadas por GAPDH. Dados 

resultantes da média dos experimentos realizados em triplicata. Os resultados são 

representados como média ± DP (n = 5/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 

0,05 Doxo + HβDL vs Doxo. ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Bonferroni. 
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5.9 HβDL preveniu o aumento das espécies reativas de oxigênio (EROs) devido 

a cardiotoxicidade induzida pela Doxo 

Um dos mecanismos de ação da cardiotoxicidade induzida pela Doxo é o 

aumento na geração de EROs, assim, avaliou-se o impacto do tratamento com 

HβDL em tais. A Figura 26 A mostra imagens representativas da fluorescência do 

DHE em cardiomiócitos isolados na presença e na ausência de apocinina. Pode-se 

observar um aumento da fluorescência do DHE nos cardiomiócitos dos animais 

tratados com Doxo (33,4%) (Fig. 26 B), o que foi prevenido pelo tratamento com 

HβDL. Experimentos de controle foram realizados utilizando a apocinina, substância 

comumente utilizada para inibir a nicotinamida adenina dinucleotídeo 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 

produção de superóxido. A Figura 26 B (à direita) mostra a redução, pela apocinina, 

do aumento da fluorescência causada por EROs no grupo Doxo, indicando um 

provável envolvimento da NOX nesse processo. 

 

Figura 26. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg promove redução das 

espécies reativas de oxigênio (EROs) desencadeada pela cardiotoxicidade 

induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - fluorescência do dihidroetídio (DHE) (10 

µM) representativa em cardiomiócitos e B - fluorescência média do DHE nos grupos 

controle, Doxo e Doxo + HβDL na presença e ausência da apocinina (1 µM). Os 
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resultados são representados como média ± DP (n = 5/grupo, célula = 28 – 35 

células/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HβDL vs Doxo. 

ANOVA de uma via seguida pós-teste de Bonferroni. 

 

5.10 HβDL preveniu o aumento das espécies reativas de oxigênio (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 fluorescência de MitoSOX red e Mitotracker 

green na ausência e presença de MitoTempo em cardiomiócitos isolados do 

ventrículo esquerdo. MitoTempo é um antioxidante direcionado a EROs produzidas 

pela mitocôndria (captador de superóxido mitocondrial). Os animais do grupo Doxo 

tiveram um aumento de aproximadamente 74,3% na fluorescência do MitoSOX red, 

aumento esse dependente da respiração mitocondrial, uma vez que foi 

significativamente menor quando o experimento foi realizado após o tratamento das 

células com MitoTempo (Figura 27 B). Interessante que ao avaliar o MitoTracker 

(corante mitocondrial se liga a membrana das mitocôndrias independentemente do 

potencial de sua membrana) houve aumento de 86,5% da fluorescência nos animais 

tratados com Doxo, indicando um aumento na densidade mitocondrial desses 

animais, que foi revertida com o tratamento o HβDL. 
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Figura 27. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg reduz as espécies reativas de 

oxigênio (EROs) geradas na mitocôndria, desencadeada pela cardiotoxicidade 

induzida por Doxorrubicina (Doxo). A - fluorescência do MitoSOX e MitoTracker 

em cardiomiócitos nos grupos controle, Doxo e Doxo + HβDL na presença e 

ausência da MitoTempo (25 µM); B - fluorescência média do MitoSOX red (5 µM); C 

- fluorescência média do MitoTracker Green (200 nM). Os resultados são 

representados como média ± DP (n = 5/grupo, célula = 37 - 45 células/grupo). *p < 

0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HβDL vs Doxo. ANOVA de uma via 

seguida pós-teste de Bonferroni. 
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5.11 HβDL restaura a atividade das enzimas antioxidantes endógenas que 

foram reduzidas no tratamento com Doxo 

Sabendo-se que o estresse oxidativo resulta de um desequilíbrio entre fatores 

pró-oxidantes e anti oxidantes, avaliou-se a atividade das enzimas antioxidantes 

catalase (CAT), superóxido dismutase citoplasmática (Cu-Zn SOD) e mitocondrial 

(Mn SOD) e glutationa peroxidase (GPx) para um entendimento mais minucioso da 

participação das EROs na cardiotoxicidade induzida pela Doxorrubicina e o impacto 

nessas pelo tratamento com HβDL. Como pode ser observado na Figura 28 A, não 

houve diferença entre os grupos no que diz respeito à atividade da catalase e Cu-Zn 

SOD. No entanto, a avaliação da atividade das enzimas antioxidantes Mn SOD e 

GPx revelou, respectivamente, atenuação destas no grupo Doxo em 37,19% e 39,91% 

em comparação com o grupo controle, sendo tais situações revertidas pelo 

tratamento com HβDL (Figura 28 B).  

 

Figura 28. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg restaura a atividade de 

enzimas anti oxidantes endógenas prejudicadas na cardiotoxicidade induzida 

pela Doxorrubicina (Doxo). A - atividade da Catalase; B - atividade da superóxido 

dismutase (SOD) citoplasmática (Cu-Zn) e mitocondrial (Mn); C - atividade da 

glutationa peroxidase (GPx). Os resultados são representados como média ± DP (n 

= 5/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HβDL vs Doxo. ANOVA de 

uma via seguida do pós-teste de Bonferroni. 
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5.12 HβDL suprime vias apoptóticas e peroxidação lipídica induzidas pela 

Doxo 

Verificou-se um aumento da peroxidação lipídica no grupo Doxo, que foi 

diminuído pelo HβDL (Figura 29 A). Da mesma forma, a expressão de proteínas de 

vias apoptóticas Bax e Caspase 3 foram aumentadas no grupo Doxo e esse 

aumento foi prevenido por HβDL (Figura 29 C e F). Não foram observadas 

alterações significativas na expressão da proteína anti apoptótica Bcl-2 entre os 

grupos (Figura 29 D). Mas, a relação Bax/Bcl-2 foi aumentada no grupo Doxo e 

reduzida pelo HβDL (Figura 29 E). Imagens representativas da expressão proteica 

das proteínas investigadas podem ser vistas na Figura 29 B. 

 

Figura 29. Complexo de inclusão HβDL 10 mg/kg suprime vias apoptóticas e 

peroxidação lipídica induzidas pela cardiotoxicidade pela Doxorrubicina (Doxo). 

A - mensuração da peroxidação lipídica pela quantificação de malondialdeído; B - 

imagem representativa da expressão proteica de Bax, Bcl-2, Caspase 3 e β-actina; 

C - análise densitométrica da relação Bax/β-actina; D - análise densitométrica da 

relação Bcl-2/β-actina; E - razão Bax/Bcl-2; F, análise densitométrica da relação 



77 

 

Caspase 3/β-actina. Os resultados são representados como média ± DP (n = 4-

6/grupo). *p < 0,05 Doxo vs Controle; #p < 0,05 Doxo + HβDL vs Doxo. ANOVA de 

uma via seguida do pós-teste de Bonferroni. 

 

5.13 Força de ligação entre DL, CaMKII e cMLCK por Docking molecular 

Considerando os achados acima, dois alvos foram eleitos como possíveis 

sítios de ligação e interação com o DL, a CaMKII e a Mylk4. Os estudos de docking 

molecular demonstraram que a energia livre de ligação entre DL e Mylk4 foi de -6,5 

kcal/mol, e para a fostamatinibe (um conhecido inibidor da CaMKII) foi de -7,5 

kcal/mol. Já para a CaMKII, as energias livres de ligação entre DL e fostamatinibe 

foram -5,7 e -7,8 kcal/mol, respectivamente. 

O estudo de interação revelou ainda que, para os dois alvos, o DL interage 

potencialmente em regiões diferentes daquelas do inibidor conhecido (Figura 30). 

Observou-se que DL se liga à Mylk4 por meio de interações alquil-alquil hidrofóbicas 

com os resíduos Leu113, Val121, Leu233 e Ile246. O fostamatinibe interage por 

meio de interações eletrostáticas (Asp306), hidrogênio (Arg6, Tyr294 e Asp324), 

halogênio (Pro302 e Arg319) e hidrofóbicas. Considerando o alvo CaMKII, as 

interações com DL também são hidrofóbicas, do tipo pi-sigma (Phe467) e alquil-

alquil (Ile361, Tyr369, Phe399 e Leu402). Os estudos indicam que fostamatinibe 

forma interações de hidrogênio com os resíduos Thr446 e Arg 445, além de 

interações hidrofóbicas com outros aminoácidos desta proteína. 
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Figura 30. Simulação de interação por docking entre DL, CaMKII e cMLCK. A –

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

(D-LIM); B – interação entre Mylk4 e Fosfomatinibe; C – interação entre quinase II 

dependente de Ca2+/calmodulina (CaMKII) e D-LIM; D – interação entre CAMKII e 

Fosfomatinibe. LEU: leucina; ILE: isoleucina; TYR: tirosina; PHE: fenilalanina; VAL: 

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

Apesar do desenvolvimento de uma série de novas drogas anticâncer, a 

Doxorrubicina (Doxo) ainda é uma das drogas mais utilizadas devido à sua 

versatilidade, podendo tratar doenças oncológicas sólidas ou hematológicas, 

isoladamente ou como droga auxiliar. No entanto, devido à cardiotoxicidade da Doxo, 

sua aplicação torna-se limitada, principalmente quando é necessária 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 incidência, que pode atingir até 48% em regimes de 

tratamento que requerem dose maior (i.e., 700 mg/m2) (CURIGLIANO et al., 2016). 

Os efeitos da cardiotoxicidade incluem uma variedade de manifestações como 

alterações no peso corporal, modificações no ECG, lesões cardíacas estruturais, 

arritmias ventriculares dentre outros  (CAI et al., 2019; HAJJAR et al., 2020; LYON et 

al., 2022; SAWICKI et al., 2021).   

Nesse cenário, produtos naturais como o d-limoneno (DL) têm sido 

amplamente estudados, pois ainda não há tratamento (amplamente aceito) para 

prevenir lesões cardíacas durante o tratamento anticâncer, principalmente para a 

cardiotoxicidade induzida por Doxo. Na verdade, um aumento no perfil antioxidante e 

diminuição nas lesões histopatológicas já foram atribuídas ao DL, administrado por 

via oral, na proteção 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 terapêutico.  

Essa característica é comum aos terpenos, e uma solução que tem 

demonstrado bons resultados são as formulações específicas para sistemas de 

liberação de fármacos, em especial as ciclodextrinas (SILVA et al., 2021). A 

literatura mostra melhora dos efeitos do DL complexado com β-ciclodextrinas em 

distintos contextos (ARAÚJO-FILHO et al., 2017; BARRETO et al., 2017; MARINHO 

et al., 2022; PEREIRA et al., 2022), apontando assim uma abordagem experimental 

com potencial implicação clínica. Neste trabalho foi utilizada a hidroxipropril β-

ciclodextrina (HPβCD), cujas propriedades, i.e., melhor solubilidade em água e maior 

estabilidade química, podem torná-la mais vantajosa num contexto clínico. Portanto, 

levantou-se a hipótese de que a complexação do DL com HPβCD (HβDL) poderia 

melhorar os efeitos danosos da cardiotoxicidade induzidos por Doxo. 
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Primeiro, fez-se a validação 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 administração (ciclo) do 

medicamento, com uma dose cumulativa preferencialmente não superior a 450 

mg/m2 (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 não só fosse capaz de causar cardiotoxicidade e que tivesse o menor 

impacto possível na mortalidade dos animais (YEUNG et al., 2002), mas que 

também fosse similar a prática clínica.  

Sabe-se que o tratamento com Doxo tem um impacto negativo no peso 

corporal (LU et al., 2011), e também aumenta o nível plasmático de marcadores de 

lesão cardíaca, como CK-MB e LDH. Esses parâmetros 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 

administrações, obteve o desempenho almejado. 

Fora também realizada, baseado nos biomarcadores de lesão cardíaca, uma 

curva dose-resposta para avaliar a menor dose de HβDL capaz de induzir 

cardioproteção. A partir dos experimentos, observou-se que o HβDL - já na menor 

dose avaliada (10 mg/kg), quando comparado ao DL, exibiu melhor resultado nos 

marcadores de lesão cardíaca in vivo, especialmente em relação ao CK-MB, 

indicando que a complexação do DL com HPβCD melhora, de fato, as propriedades 

farmacológicas do DL, o que está em consonância com estudos anteriores 

(BARRETO et al., 2017; MARINHO et al., 2022; PEREIRA et al., 2022). Salienta-se 

ainda que a HPβCD sozinha não alterou nenhum dos parâmetros avaliados, o que 

sugere que o DL no complexo é de fato o responsável pela melhora observada nos 

marcadores séricos de lesão cardíaca. 

O HβDL na dose mínima de 10 mg/kg também demonstrou a capacidade de 

manter o ganho de peso corporal dos animais similar ao controle. Interessante 

pontuar que, em situação análoga – cardiotoxicidade induzida pelo medicamento 

quimioterápico 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 eficiência de complexação do DL com 

HPβCD, 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 HβDL seria a melhor dose para os 

demais experimentos. Neste ponto, vale a pena ressaltar que estudos similares – 

ação de produtos naturais na cardiotoxicidade induzida por quimioterápicos, 

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) 

Mudanças histológicas estão bem documentadas na cardiotoxicidade induzida 

por Doxo. Os resultados do modelo adotado nesse trabalho corroboram com 

achados como infiltrado inflamatório, vacúolos e desarranjo das fibras cardíacas 

(HENDERSON et al., 2018; M KAMEL et al., 2017; SHIVAKUMAR et al., 2012).  

Embora alterações mais significativas como o aumento substancial de infiltrado, 

hipertrofia e degeneração do tecido cardíaco possam ser observadas em modelos 

de cronicidade (considerando em especial o fator tempo decorrido desde o início do 

tratamento), os achados histopatológicos deste trabalho foram compatíveis 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 

prevenção de alterações histológicas no sistema cardiovascular causadas por 

hipercolesterolemia, hipertensão e infarto agudo do miocárdio (NOUR et al., 2017; 

SWIDERSKI et al., 2023). O DL evidenciou habilidade na prevenção de danos 

estruturais/alterações histológicas pulmonares, gástricas, hepáticas, renais e 

cardíacas, com redução de infiltrado celular, fibrose e edema (ANANDAKUMAR; 

KAMARAJ; VANITHA, 2021; DURÇO et al., 2019; YANG et al., 2021), inclusive num 

contexto de cardiotoxicidade causada pelo quimioterápico ciclofosfamida 

(KRISHNAN et al., 2017). Neste estudo, o complexo HβDL foi capaz de reduzir o 

infiltrado inflamatório e edema intersticial causados pela cardiotoxicidade induzida 

pela Doxo, corroborando assim com a manutenção da estrutura normal dos 

cardiomiócitos. 

Danos histológicos no tecido cardíaco podem ser refletidos no ECG. De fato, 

alterações eletrocardiográficas são consideradas frequentes na cardiotoxicidade 

induzida por Doxo, como taquicardia sinusal, complexos ventriculares prematuros e 

prolongamento do intervalo QTc (FRADLEY et al., 2021), e tais alterações foram 
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observadas no grupo Doxo. Os animais tratados com Doxo + HβDL mostraram não 

apenas um perfil geral de ECG melhorado, mas especificamente, o HβDL 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 alteração do 

QTc, apresentada neste trabalho no 15º dia (término do tratamento com Doxo), 

apresenta similaridades com o que fora relatado em estudos anteriores que 

demonstraram alterações histológicas moderadas (DULF et al., 2023; SANDAMALI 

et al., 2023; VILLANI et al., 1986). Ademais, considerando que infiltrado inflamatório, 

vacúolos e desarranjo das fibras cardíacas, como também fibrose miocárdica, 

implicam em alterações eletrocardiográficas incluindo do QTc (ABUSHOUK et al., 

2017), percebe-se que o tempo para a apresentação de tal alteração foi compatível 

com o esquema de cardiotoxicidade aguda praticado, como evidenciado na 

histologia.  

É interessante notar o efeito de alguns produtos naturais sobre a atividade 

elétrica cardíaca. Por exemplo, estudos com constituintes do extrato de Ginkgo 

biloba (gingkolídeos e bilobalide), mirtenol, ácido p-cumárico, β-cariofileno, carvacrol 

e o próprio DL demonstraram supressão da elevação do segmento ST e redução da 

duração do intervalo QTc em situação fisiológica e também frente a patologias como 

injúria miocárdica por isquemia reperfusão e infarto agudo do miocárdio (BRITTO et 

al., 2018; CHEN et al., 2017; DURÇO 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 fibrilação 

ventricular (FV), são mais prováveis 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 antiarrítmicas em suas formas pura e 

complexada com ciclodextrina (MARINHO et al., 2022; NASCIMENTO et al., 

2019). Assim, questionou-se a atuação do HβDL no contexto de arritmia grave, 

sendo para tal realizado, in vivo, um protocolo de estresse cardíaco farmacológico 

com dobutamina (MILLER; ASKEW; ANAVEKAR, 2014; ZHANG; ZHANG, 2020).  

A dobutamina é um agonista β1-adrenérgico comumente utilizado na prática 

clínica para rastrear o início da disfunção cardíaca (BOUNTIOUKOS et al., 2003; 
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COTTIN et al., 2000; MITRY et al., 2020). Embora não tenha havido diferença no 

aumento da frequência cardíaca entre os grupos após a administração de 

dobutamina, é importante salientar que, comparados ao controle, antes de serem 

desafiados com dobutamina, os animais do grupo do Doxo + HβDL tiveram um 

aumento na frequência cardíaca de apenas 2,9%, sendo esse aumento no grupo 

Doxo de 17%. 

Essa taquicardia sinusal apresentada nos animais do grupo Doxo é uma 

característica própria do tratamento, que pode ser atribuída ao desequilíbrio 

autonômico cardíaco causado muito provavelmente pelo estresse oxidativo originado 

pela Doxo, com aumento da estimulação simpática e diminuição da parassimpática 

(CHATTERJEE et al., 2010; POTOČNIK et al., 2017), o que pode justificar, portanto, 

a frequência cardíaca dos animais do grupo Doxo superior ao grupo controle no 

baseline do experimento (animais em “repouso”). 

Nosso grupo já demonstrou a capacidade do DL no restabelecimento do 

status redox frente a patologias cardíacas (DURÇO et al., 2019). Essa mesma via 

também pode ser apontada como promotora de eventos arrítmicos, situação essa 

em que o DL também já demonstrou sua eficácia (MARINHO et al., 2022; 

NASCIMENTO et al., 2019). Importante salientar que neste trabalho, o tratamento 

com HβDL foi capaz de reduzir a incidência e a severidade das arritmias in vivo 

evocadas pelo protocolo de estresse farmacológico.  

De fato, terpenos têm exibido propriedades antiarrítmicas numa ampla gama 

de contextos. Estudos anteriores demonstraram que vários terpenos como R(+)-

pulegona, geraniol, farnesol e (-)-carvona bloqueiam diretamente os canais de Ca2+ 

tipo L ou diminuem a ICa,L em cardiomiócitos (DE CERQUEIRA et al., 2011; DE 

MENEZES-FILHO et al., 2014; SILVA et al., 2022; SOUZA et al., 2019). 

Como o HβDL foi capaz de atenuar alterações no ECG e a suscetibilidade a 

arritmias in vivo, realizou-se uma análise celular e molecular para desvendar o 

potencial mecanismo envolvido na cardioproteção induzida pelo HβDL. Inicialmente 

avaliou-se o potencial de ação (PA) em cardiomiócitos do endocárdio do ventrículo 

esquerdo. Observou-se que a amplitude do PA e a inclinação máxima da fase 0 não 

foram alteradas, e como ambos os parâmetros estão correlacionados com a corrente 

de sódio (INa), pode-se inferir que não há alteração no pico da referida corrente 

(BENJANUWATTRA et al., 2020). Além disso, observou-se que a duração do PA foi 

aumentada no grupo Doxo, como também a dispersão desta duração - resultado 
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este que está bem alinhado com o aumento do intervalo QTc medido no ECG, e que 

o HβDL foi capaz de reverter. 

O aumento no tempo de repolarização combinado com a dispersão da 

duração do PA são importantes substratos para ocorrência de arritmias 

(MUSTROPH; NEEF; MAIER, 2017; SOUZA et al., 2022). Além disso, outro gatilho 

importante para arritmias são as despolarizações tardias (DADs), que ocorrem 

durante o intervalo diastólico e podem precipitar extrassístoles (MUSTROPH; NEEF; 

MAIER, 2017). De fato, quando categorizadas, a maioria das arritmias observadas 

no grupo Doxo foram PAs espontâneos aleatórios (triggered) e, curiosamente, o 

HβDL foi capaz não apenas de aumentar o percentual de células não arrítmicas, 

mas também de diminuir o percentual de triggered.  

Alguns terpenos têm se mostrado capazes de modificar o PA cardíaco. O 

farnesol, por exemplo, na concentração de 50μM, reduziu a duração do PA em 90% 

da repolarização, assim como o HβDL. As alterações na duração do PA induzidas 

pelo HβDL podem indicar modificações nas correntes de potássio (IK), responsáveis 

pela fase de repolarização, ou na ICa,L (SOUZA et al., 2019).  

Considerando o efeito da Doxo bem como de alguns terpenos na dinâmica do 

Ca2+ intracelular (ABUSHOUK et al., 2017), prosseguiu-se investigação mais 

aprofundada nessa vertente. É notório o fato do Ca2+ ser essencial para o sistema 

de excitação-contração cardíaco, sendo o transiente intracelular de Ca2+ (variação 

na concentração de Ca2+ intracelular livre por um determinado período de tempo) 

responsável por estimular a contração e o relaxamento cardíaco (BERS, 2002). De 

fato, muitas doenças cardíacas, a exemplo da insuficiência cardíaca e infarto, 

comprovadamente podem afetar o manuseio intracelular de Ca2+ em distintos pontos. 

(ALVARADO et al., 2019; LANDSTROM; DOBREV; WEHRENS, 2017; REID; 

BIRSTOW; BOLLAND, 2017). 

Os canais para Ca2+ tipo L são fundamentais na condução iônica que 

desencadeia a contração cardíaca. Dessa forma, a investigação foi direcionada à 

ação do HβDL na ICa,L e no transiente global de Ca2+ intracelular, onde fora 

observado que ambos se mantiveram normais pelo tratamento com HβDL, meios 

que podem ter sido responsáveis pela alteração do PA nos animais tratados com 

Doxo.  

No tratamento HβDL, isso também pode ter contribuído com a redução dos 

transientes completos fora de estimulação, as ondas de Ca2. Independentemente do 
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ponto em que houve alteração no manuseio do Ca2+, o fato é que uma sobrecarga 

desse íon aumenta as chances de abertura do RyR2, não apenas favorecendo os 

“vazamentos” de Ca2+ do RS, conhecidos como sparks, mas também as ondas de 

Ca2+, que podem culminar em arritmias desencadeadas por DADs e triggered, 

levando à deterioração cardíaca (WEISS et al., 2010). Situação essa prevenida pelo 

HβDL.  

A sobrecarga de Ca2+ é prejudicial à função cardíaca, incluindo sua 

maquinaria contrátil. De fato, o aumento do transiente de Ca2+ pode indicar aumento 

do encurtamento do sarcômero, já que há mais Ca2+ livre no citosol (e o Ca2+ se liga 

na troponina C), espera-se um aumento na amplitude de contração (EISNER et al., 

2017). Todavia, o (aumento do) encurtamento sarcomérico não acompanhou o 

aumento do transiente de Ca2+ no grupo Doxo. Isso pode ser explicado ao se 

considerar que um miocárdio doente, como no caso do grupo Doxo, tem suas 

propriedades musculares comprometidas, sendo neste cenário o transiente [Ca2+]i 

decorrente da dissociação rápida de Ca2+ da troponina C, o que contribui com ondas 

de Ca2+ que levarão a um acoplamento excitação-contração não uniforme entre 

pontos saudáveis e deteriorados do miocárdio (TER KEURS et al., 2008). Ainda, há 

relatos de que no miocárdio doente como no grupo Doxo, a atividade diastólica 

espontânea (após um PA) aumenta com uma estimulação de alta frequência, como 

também há o aumento da frequência cardíaca (DAVIDOFF et al., 2004), sendo 

essas características aqui apresentadas. 

O HβDL, além de prevenir o aumento na amplitude do transiente de Ca2+, 

restaurar seu tempo de decaimento, reduzir a incidência de ondas de Ca2+ e prevenir 

o aumento da ICa,L – eventos interdependentes, também preveniu o encurtamento do 

sarcômero e restaurou seu tempo para atingir 50% do relaxamento. Logo, como 

grande parte do relaxamento cardíaco deve-se a SERCA2a, é razoável pensar que o 

HBDL pode ter atuado de forma a restaurar o tempo de recaptação de Ca2+ por esta, 

e ao permitir maior tempo do Ca2+ no citosol, oportunizou uma fração de 

encurtamento sarcomérico adequado. 

O Ca2+ é um segundo mensageiro que está envolvido em muitas das 

sinalizações moleculares no cardiomiócito, dentre elas, encontra-se a ativação da 

quinase II dependente de Ca2+/calmodulina (CaMKII). A CaMKII controla muitas 

funções na célula cardíaca; de fato, o estado de hiperativação da CaMKII é 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 Ca2+ do tipo L, aumentando a corrente 

de despolarização; fosforila também a fosfolambam (PLB), inibindo sua atividade e, 

consequentemente, levando a maior recaptação de Ca2+ pelo RS; fosforila o RyR2 e 

assim aumenta o vazamento de Ca2+ e o vazamento de Ca2+ do RS aumenta a 

concentração da [Ca2+]i (BENJANUWATTRA et al., 2020; IKEDA et al., 2019; 

MUSTROPH; NEEF; MAIER, 2017). Combinados, todos esses efeitos favorecem a 

ocorrência de aumento do transiente de Ca2+, aumento da recaptação de Ca2+ e 

corroboram com o aparecimento das ondas de Ca2+ e DADs; e todos esses eventos 

foram não apenas observados no grupo tratado com Doxo, mas principalmente, 

foram atenuados no grupo Doxo + HβDL. 

A CAMKII tem sido apontada como possível alvo terapêutico 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 remodelação cardíaca e 

arritmias (NASSAL; GRATZ; HUND, 2020) – a ativação da CaMKII está envolvida na 

gênese de diversos tipos de arritmias, sendo sua ativação atribuída à fosforilação, 

oxidação, O-GlcNAcilação e S-nitrosilação (NASSAL; GRATZ; HUND, 2020).  

Alguns produtos naturais têm sido reportados com potencial interação com a 

CAMKII. Por exemplo, a curcumina e a costulonida foram capazes de inibir a 

ativação por fosforilação da CAMKII em estudos de neuroproteção (LIU et al., 2023; 

MAYADEVI et al., 2012). Já 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 proteção dos produtos naturais que 

está bem estabelecido na cardiotoxicidade por Doxo é a modulação intracelular de 

cálcio (ABUSHOUK et al., 2017). 

Considerando então não apenas a forma de ativação da CAMKII pelos 

produtos naturais mas também os mecanismos de ação pelos quais o Doxo induz a 

cardiotoxicidade, percebe-se que os processos de fosforilação e oxidação da 

CAMKII têm sido bem explorados (IKEDA et al., 2019; KONG et al., 2022; SAG et al., 

2011; TSCHESCHNER et al., 2019). Tal estado de ativação pode ser avaliado 

através da razão entre a forma total da CaMKII e a forma que se pretende avaliar. 

Neste trabalho foi evidenciado a ativação da CaMKII por ambos os mecanismos: 
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fosforilação e oxidação, com redução da ativação pelo HβDL em ambos os casos. 

Nesse ponto, vale lembrar que a ativação da CAMKII mediada por oxidação 

desempenha importante papel frente a condições cardíacas patológicas, uma vez 

que implica na manutenção de sua conformação ativa. Todavia, sua influência no 

desdobramento da doença cardíaca permeia da ciclagem do Ca+2 à função 

mitocondrial, incluindo a entrada de Ca+2 nessa organela culminando em morte 

celular (NASSAL; GRATZ; HUND, 2020). 

 Como dito anteriormente, os canais para Ca2+ do tipo L são os principais 

canais dependentes de voltagem responsáveis pelo influxo de Ca2+ nas células 

cardíacas. A sobrecarga intracelular do íon cálcio, além de alterar diretamente 

características contráteis do miocárdio, também pode prejudicar a função 

mitocondrial e aumentar a geração de EROs, e estas últimas, por sua vez, também 

podem modular os canais para Ca2+ do tipo L, aumentando sua atividade 

(BERTERO; MAACK, 2018). Assim, o aumento do Ca2+ intracelular controla diversos 

processos intracelulares no cardiomiócito, estando fortemente vinculado a 

mecanismos geradores de estresse oxidativo. Por conta disso, procurou-se avaliar o 

estresse oxidativo citoplasmático e mitocondrial. 

O aumento da intensidade na fluorescência por DHE no grupo Doxo, revertido 

na presença de apocinina, aponta para uma fonte específica de EROs, a saber, 

superóxido advindo da NOX. Esse achado é corroborado pelos dados obtidos com 

os experimentos realizados com os corantes MitoSOX red e MitoTracker green, 

ambos fluoróforos específicos para a mitocôndria, avaliando respectivamente 

geração de espécie reativa e massa mitocondrial (RHANA et al., 2022). 

Embora a Doxo prejudique a biogênese mitocondrial, o que conduziria a um 

raciocínio parcial de redução de massa mitocondrial (KALYANARAMAN, 2019), faz-

se necessário lembrar que ela também prejudica a função mitocondrial e por 

conseguinte a geração 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 (geração de ATP) prejudicada, raciocínio este 

comprovado quando o aumento na fluorescência de MitoSOX foi revertido na 

presença de um scavanger de superóxido de origem mitocondrial, o MitoTempo. 

(PEOPLES et al., 2019). A metodologia empregada (estudo in vitro agudo) não 

permitiu que o mesmo efeito fosse observado na sonda MitoTracker na presença de 
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MitoTempo. Assim, a Doxo se acumula na mitocôndria dos cardiomiócitos, prejudica 

seu funcionamento e gera espécies reativas. 

Achados de um estudo recente com o produto natural ferruginol na 

cardioproteção da toxicidade induzida por Doxo corroboram com os resultados aqui 

apresentados. Os efeitos cardioprotetores no referido estudo derivaram da 

preservação da função mitocondrial por redução de espécies reativas na mesma, 

através do aumento de RNAm da sirtuína 1 (SIRT1) e do receptor-gamacoativador-

1alfa ativado por proliferador de peroxissoma (PGC-1α), o que atenuou a redução na 

quantidade de mitocôndrias (LI et al., 2021).  

Algumas enzimas que produzem EROs durante a respiração celular também 

possuem um mecanismo de ativação dependente de Ca2+- em condições de 

sobrecarga de Ca2+ a NADPH oxidase, por exemplo, potencializa a produção de 

EROs gerando estresse oxidativo.  

A citotoxicidade e outros efeitos biológicos de compostos naturais podem ser 

em parte atribuídos à inibição da NADPH-oxidase e outros sistemas enzimáticos 

mitocondriais (BETANCUR-GALVIS et al., 2003b, 2003a; BOHMONT et al., 1987; 

HODNICK et al., 1987; HODNICK; DUVAL; PARDINI, 1994). Compostos naturais 

demonstraram poder de inibição da cadeia respiratória em bactérias e coração 

bovino (SCOTTI et al., 2010; TAPIA et al., 2004). O ácido carnósico, por exemplo, 

durante a cardiotoxicidade induzida por Doxo, demonstrou diminuir a expressão da 

NOX 2 e NOX 4, complexos proteicos fortemente relacionados à produção de 

radicais livres (ZHANG; YANG; ZHANG, 2019). O limoneno em específico, num 

estudo sobre suas propriedades antimicrobianas contra o Staphylococcus aureus, foi 

capaz não apenas de reduzir a atividade dos complexos da cadeia respiratória como 

também reduzir a expressão de proteínas relacionadas a este complexo (HAN; SUN; 

CHEN, 2020).  

De maneira geral,  o aumento dos níveis de Ca2+ mitocondrial amplifica a 

atividade respiratória e eleva a produção de EROs mitocondriais (BERTERO; 

MAACK, 2018; LANDSTROM; DOBREV; WEHRENS, 2017; LUCZAK; ANDERSON, 

2014). Assim, depreende-se que o aumento do Ca2+ intracelular, assim também 

como a geração e EROs, estão relacionados a múltiplos mecanismos ao mesmo 

tempo que se relacionam entre si.  

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

inibiu o aumento da [Ca2+]i causado, por mecanismos diversos, pela Doxo. Todavia, 
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o HβDL pode ainda atuar através da atenuação da produção de EROs induzida pela 

Doxo. Neste trabalho, observou-se que a cardiotoxicidade induzida pela Doxo 

resultou no aumento da produção de EROs juntamente com a atividade reduzida da 

GPx. A GPx é responsável por reduzir o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio, 

sendo a principal enzima antioxidante na maioria das células, inclusive nos 

cardiomiócitos (BERTERO; MAACK, 2018; GORDAN et al., 2020; PEOPLES et al., 

2019). Na verdade, há evidências que suportam que a deficiência na atividade da 

GPx resulta em comprometimento da função cardíaca (BLANKENBERG et al., 2003). 

Fora aqui demonstrado, por medições in situ, que o tratamento com HβDL 

protege o coração contra a geração de EROs no citoplasma, bem como nas 

mitocôndrias, associado a uma elevação significativa na atividade da enzima GPx e 

MnSOD, e redução da lipoperoxidação. A peroxidação lipídica, embora seja de 

ocorrência corriqueira em baixos níveis, pode levar à deterioração oxidativa da 

membrana celular, seguida de lesão e morte celular, quando as moléculas oxidativas 

que reagem com os lipídios não são devidamente neutralizadas por agentes 

antioxidantes (DURÇO et al., 2019; ZHANG et al., 2005).  

Das propriedades apresentadas pelos compostos naturais, uma das mais 

bem estabelecidas é a atividade antioxidante. De fato, há uma infinidade de 

compostos capazes de atuar na prevenção de fatores oxidantes e na promoção de 

fatores antioxidantes numa gama de patologias, incluindo cardíacas (ABDUL GHANI 

et al., 2023; ABUSHOUK et al., 2017). Na cardiotoxicidade por tetracloreto de 

carbono (CCl4), o DL na dose de 200 mg/kg diminuiu a peroxidação lipídica e 

aumentou a atividade de enzimas antioxidantes cardíacas (ALSAFFAR et al., 2022).  

A literatura retrata a mitigação do estresse oxidativo por redução da 

peroxidação lipídica 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 expressão importantes fatores de 

transcrição 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 pró 

equilíbrio redox foram reportadas pelo tratamento com DL (KRISHNAN et al., 2017). 

Outros produtos naturais também têm demonstrado capacidade antioxidante 

a nível mitocondrial. O resveratrol, por exemplo, aumentou a atividade da MnSOD e 

reduziu as EROS produzidas pela mitocôndria, além de ativar fatores relacionados à 
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biogênese mitocondrial em cardiomiócitos de cultura. Já o extrato de alcaçuz 

mostrou-se efetivo contra o estresse oxidativo e apoptose mitocondrial na 

cardiotoxicidade induzida por Doxo em células H9c2 (YU et al., 2018). 

O tratamento com HβDL preveniu a peroxidação lipídica observada no grupo 

Doxo, como evidenciado pelo método TBARs. Assim, entende-se que a proteção 

oferecida pelo tratamento com HβDL contra a cardiotoxicidade induzida pela Doxo 

advém da melhora na atividade de fatores antioxidantes e da diminuição de fatores 

oxidantes. É importante ressaltar ainda que a peroxidação lipídica é 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 apoptóticos 

(RAWAT et al., 2021), e que o HβDL foi capaz de suavizar. 

Da mesma forma, ambientes enriquecidos com EROs, como acontece na 

administração da Doxo, também induzem danos oxidativos que levam à ativação de 

vias pró-apoptóticas (PAPACONSTANTINOU, 2019). Assim, o aumento da produção 

de EROs leva não apenas ao aumento do estresse oxidativo per se, mas também à 

ativação de vias de sinalização pró-apoptótica.  

As vias apoptóticas fazem-se presentes na cardiotoxicidade induzida pela 

Doxo, assim, investigou-se o comportamento de tais vias. Aqui fora demonstrado um 

aumento na expressão de Bax e Caspase 3 no grupo Doxo, acompanhado de uma 

razão Bax/Bcl-2 também aumentada, situações que o HβDL foi capaz de prevenir. 

Logo, as vias apoptóticas exibidas no grupo Doxo foram moduladas pelo HβDL por 

impedir o aumento de proteínas pró-apoptóticas, assim como previamente 

demonstrado (DURÇO et al., 2019). De fato, alguns dos mecanismos moleculares 

apontados pelos quais os produtos naturais impedem a apoptose durante o 

tratamento com Doxo são a inibição da clivagem de caspases como as -3, -7, -9 e 

do aumento na expressão da proteína p53 (CHOI et al., 2008b; PSOTOVÁ et al., 

2005). 

A literatura tem reportado a ação antiapoptótica de produtos naturais por 

inibição das vias de apoptose extrínseca e intrínseca. Todavia, é importante lembrar 

que ambas as vias convergem para uma mesma caspase efetora, e.g. caspase-3, 

mostrando-se o HβDL exitoso na inibição da expressão da caspase 3 neste trabalho.  

Considerando como o HβDL foi capaz de atuar sobre o protagonismo do Ca2+ 

durante a cardiotoxicidade induzida por Doxo, a Mylk4 e a CaMKII foram escolhidas 
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para realização do estudo in silico, como possíveis alvos de interação com o DL. 

Para explorar essa possibilidade, uma análise de docking molecular foi realizada. 

De maneira geral, observou-se que o DL possui afinidade semelhante ao 

inibidor conhecido da Mylk4 e CaMKII, o fostamatinibe (ROLF et al., 2015). 

Interessantemente, a energia de ligação do DL com a Mylk4 foi maior do que a do 

fostamatinibe. Além disso, as energias de ligação aqui previstas – DL/ Mylk4 -6,5 

kcal/mol e DL/CAMKII 5,7 kcal/mol, são comparáveis a outros produtos naturais e 

seus respectivos alvos também importantes para doenças cardiovasculares. Por 

exemplo, os compostos naturais curcumina, resveratrol, quercetina e eucaliptol 

demonstraram energia de ligação similar com o fator-1 derivado de células estromais 

de quimiocina homeostática (SDF-1) e seus receptores, importantes na doença 

arterial coronariana (MURAD; ALQURASHI; HUSSIEN, 2022).  

Outro ponto interessante são os resíduos de aminoácidos pelos quais há a 

interação entre o DL e a Mylk4 e CAMKII, na sua maioria, aminoácidos de cadeia 

ramificada – leucina, isoleucina e valina. Tais aminoácidos fazem agrupamentos 

hidrofóbicos que contribuem com a estabilidade da proteína em estados de 

dobramento, além da estrutura proteica em si (KATHURIA et al., 2016).  

Houve também interação com a tirosina, aminoácido pertencente à tríade 

responsável pela fosforilação de proteínas, processo esse importante para a 

manutenção da função cardíaca (WEBER et al., 2015). Por exemplo, recentemente 

foi demonstrado que a alteração da fosforilação da tirosina mostrou ter implicação 

direta em modelos de hipertrofia cardíaca (XU et al., 2022). 

Assim, especula-se que o DL poderia agir de maneira a evitar que a Doxo 

reduza a atividade da Mylk4, responsável por fosforilar a MLC2/aumentar sua 

sensibilidade ao Ca2+, resultando em maior amplitude de contração e cinética de 

contração relaxamento. Já em relação a CAMKII, o DL poderia estar inibindo sua 

ativação, reduzindo o nível intracelular de Ca2+ o que, em última instância, diminuiria 

a incidência de arritmias. 

Além disso, a análise de docking demonstrou que o DL potencialmente 

interage em diferentes regiões do inibidor nos dois alvos selecionados. Isso pode ser 

explicado pelas diferenças de natureza química dos ligantes. Enquanto o DL é 

apolar e, portanto, tem maior afinidade com regiões da proteína que possuem 

resíduos hidrofóbicos, o fostamatinibe é polar. 



92 

 

Os resultados indicam que DL tem afinidade suficiente para interagir com os 

alvos selecionados, CaMKII e Mylk4, e que as ligações ocorrem em locais diferentes 

daqueles usados pelo inibidor conhecido. Todavia, para confirmar estes achados, 

estudos in vitro são necessários. 

Em conjunto, nossos resultados demonstram que durante a cardiotoxicidade 

induzida por Doxo, o HβDL na dose de 10 mg/kg foi capaz de prevenir o aumento 

em biomarcadores de lesão cardíaca, manter o ganho de peso corpóreo dos animais, 

prevenir alterações estruturais no tecido cardíaco, e no perfil eletrocardiográfico, 

diminuir o percentual de arritmia in vivo e in vitro, reduzir ondas de Ca2+, prevenir 

alterações no potencial de ação e na dinâmica de contração/relaxamento do 

cardiomiócito, impedir o aumento da ICa,, inibir a ativação da CaMKII, melhorar o 

perfil redox e suprimir vias apoptóticas. As vias pelas quais o HβDL atuou como 

cardioprotetor na cardiotoxicidade induzida por Doxorrubicina podem ser vistas na 

Figura 31. 
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Figura 31. Mecanismos pelos quais o HβDL previne a cardiotoxicidade 

induzida por Doxorrubicina. No manejo de Ca2+, o HβDL diminui a densidade da 

ICa, L, o que leva à diminuição da [Ca2+]i, além da redução do estímulo em outros 

componentes celulares que colaboram com o aumento da [Ca2+]i. Ondas de Ca2+ 

fora de estimulação e aumento da ativação da quinase II dependente de 

Ca2+/calmodulina (CAMKII) (processos de fosforilação e oxidação), eventos que 

favorecem arritmia, também são inibidos de pelo HβDL. No estresse oxidativo, o 

HβDL restaura a atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e superóxido 

dismutase mitocondrial (Mn-SOD), além de reduzir a lipoperoxidação e espécies 

reativas citoplasmáticas e mitocondriais geradas pela NADPH oxidase (NOX).  Nas 

vias apoptóticas, o HβDL reduz a expressão das proteínas pró apoptóticas Bax e 

Caspase 3. O HβDL 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 

à degeneração cardíaca. In vivo, o HβDL previne arritmias. Fonte: Durço, A. O. 2023. 

Criado com BioRender.com. 

 

6.1 Limitações  

Conscientes de que todo trabalho apresenta limitações, neste, ao menos 3 

(três) podem ser citadas. Uma, refere-se ao fato de todos os modelos experimentais 

terem sido realizados em animais saudáveis, sem células cancerosas, quando seria 

mais próximo da prática clínica utilizar animais com câncer. A outra insere-se neste 

mesmo nicho: o DL possui ação antioxidante, sendo essa uma via trabalhada pelos 

medicamentos antitumorigênicos. Embora haja base para não acreditar na 

possibilidade de o HBDL interfira na eficácia 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 câncer e que, concomitante à 

administração de quimioterapia e DL, realizasse análise dos estágios de 

desenvolvimento e acompanhamento tumoral. Por último, embora a proposta do 

trabalho abranja a vertente preventiva, na prática a maioria dos pacientes com 

câncer são diagnosticados com a cardiotoxicidade após as lesões já instaladas. 

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

O HβDL apresentou um efeito cardioprotetor sobre a cardiotoxicidade 

induzida por Doxorrubicina, sob distintas formas. Destas, vale a pena ressaltar o 

efeito do HβDL em prevenir as arritmias induzidas pela Doxo, cuja ação inibidora foi 

observada em diversas vias arritmogênicas, tais como na excitabilidade celular, 

manejo de Ca2+ intracelular, ativação da CaMKII, estresse oxidativo, vias apoptóticas 

e acoplamento excitação-contração.  

Por fim, os estudos in silico trouxeram evidências de que o DL potencialmente 

interage com CaMKII e cMLCK, podendo levar à inibição das suas atividades, 

supressão das cascatas de eventos danosos aos cardiomiócitos e, em última 

instância, prevenindo arritmias.  

Os achados desse estudo indicam o potencial efeito cardioprotetor do HβDL 

na cardiotoxicidade induzida por Doxo, ampliando a perspectiva de tratamentos com 

possível mitigação de efeitos adversos e com ação em múltiplas vias.  
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