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RESUMO

Alcool Perilico previne danos causados pela cardiotoxidade aguda induzida por
doxorrubicina em modelo animal. Lucas Andrade de Sa, 2024. A doxorrubicina (DOX) é
uma antraciclina amplamente utilizada no tratamento de diversos tipos de cancer, como
leucemia, linfoma, cancer de mama, etc, devido a sua alta eficicia. No entanto, seu uso clinico
esta associado a efeitos colaterais cardiovasculares, incluindo toxicidade. O estresse oxidativo
desempenha um papel significativo na cardiotoxicidade. Nesse contexto, substancias derivadas
de produtos naturais, como o Alcool Perilico (PA), podem mitigar esses efeitos adversos. O PA
possui diversas propriedades, como antioxidante, anti-inflamatdria e hepatoprotetora. Assim,
este estudo buscou avaliar o potencial efeito cardioprotetor do PA na cardiotoxicidade aguda
induzida pela DOX em modelo animal. A cardiotoxicidade foi induzida com DOX (20 mg/kg,
i.p.), e os animais foram tratados com PA nas doses de 50 ou 100 mg/kg (i.p.). Foram realizadas
analises de eletrocardiograma in vivo, dosagem de marcadores de lesdo miocardica no soro,
avaliacdo do hemograma. Além da avaliacdo da funcdo contratil cardiaca ex vivo em um sistema
de perfusdo adrtica tipo Langendorff. Enzimas antioxidantes catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx) e citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IL-
1B e IL-6 foram dosadas no tecido cardiaco. Também foram avaliados danos histopatoldgicos.
Foram divididos nos seguintes grupos: Controle, DOX, PA 50mg + DOX, PA 100 mg + DOX
e 0 grupos PA 50 mg. Os animais tratados com DOX apresentaram alteracGes no
eletrocardiograma, elevacdo da creatina quinase total (CK), creatina quinase isoforma MB (CK-
MB), lactato desidrogenase (LDH), leucopenia, diminuicdo da forca contratil, aumento da
concentracdo de malondialdeido (MDA\) e hidroperoxidos lipidicos, bem como diminuicéo das
sulfidrilas. Houve também, diminui¢do da atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e
GPx. Além do aumento do processo inflamatdrio, refletido na elevacdo das citocinas proé-
inflamat6rias TNF-a, IL-1B ¢ IL-6. O pré-tratamento com PA melhorou a atividade elétrica
cardiaca, reduzindo os intervalos RR, QT, QTc e PR, e a pressdo desenvolvida no ventriculo
esquerdo. O pré-tratamento também modulou o estado redox celular, através do aumento na
atividade da GPx, SOD e CAT, bem como diminuiu a formacdo de MDA e de hidroperdxidos
totais e ainda preservou as sulfidrilas totais. Diminuiu os niveis de CK, CK-MB, LDH e a
leucopenia. Além disso, atuou modulando o processo inflamatério iniciado pela DOX,
ajustando os niveis de TNF-a, IL-1p e IL-6. Ademais, minimizou as altera¢des histopatoldgicas
induzidas pela DOX. Assim, o tratamento com PA ndo apenas melhorou a atividade elétrica
cardiaca e a fungdo contratil do ventriculo esquerdo, mas também modulou positivamente o
estado redox celular e reduziu os marcadores de estresse oxidativo e inflamacéo. Deste modo o
PA apresentou propriedades antioxidantes e anti-inflamatéria, o que levou a uma
cardioprotecao.

Descritores: Antioxidantes. Inflamac&o. Alcool Perilico. Estresse oxidativo. Cardiotoxicidade.
Eletrocardiograma.



ABSTRACT

Perillyl Alcohol Prevents Damage Caused by Acute Cardiotoxicity Induced by
Doxorubicin in an Animal Model. Lucas Andrade de Sa, 2024. Doxorubicin (DOX) is an
anthracycline widely used in the treatment of various types of cancer, such as leukemia,
lymphoma, breast cancer, and others, due to its high efficacy. However, its clinical use is
associated with cardiovascular side effects, including toxicity. Oxidative stress plays a
significant role in cardiotoxicity. In this context, substances derived from natural products, such
as Perillyl Alcohol (PA), may mitigate these adverse effects. PA possesses various properties,
including antioxidant, anti-inflammatory, and hepatoprotective activities. Thus, this study
aimed to evaluate the potential cardioprotective effect of PA against acute cardiotoxicity
induced by DOX in an animal model. Cardiotoxicity was induced with DOX (20 mg/kg, i.p.),
and animals were treated with PA at doses of 50 or 100 mg/Kkg (i.p.). In vivo electrocardiogram
analyses, serum myocardial injury markers, and blood count evaluations were conducted.
Cardiac contractile function was assessed ex vivo using a Langendorff aortic perfusion system.
Antioxidant enzymes such as catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), and glutathione
peroxidase (GPx), as well as pro-inflammatory cytokines like TNF-a, IL-1pB, and IL-6, were
measured in cardiac tissue. Histopathological damage was also evaluated. The animals were
divided into the following groups: Control, DOX, PA 50 mg + DOX, PA 100 mg + DOX, and
PA 50 mg groups. Animals treated with DOX exhibited electrocardiogram alterations, elevated
levels of total creatine kinase (CK), creatine kinase MB isoform (CK-MB), and lactate
dehydrogenase (LDH), leukopenia, reduced contractile force, increased malondialdehyde
(MDA) concentration, and lipid hydroperoxides, as well as decreased sulfhydryl groups.
Additionally, a reduction in the activity of antioxidant enzymes CAT, SOD, and GPx was
observed, along with an increased inflammatory process, reflected in elevated levels of pro-
inflammatory cytokines TNF-a, IL-1B, and IL-6. Pre-treatment with PA improved cardiac
electrical activity by reducing RR, QT, QTc, and PR intervals and increased left ventricular
developed pressure. Pre-treatment also modulated cellular redox status by enhancing GPx,
SOD, and CAT activity, reducing MDA and total hydroperoxide formation, and preserving total
sulfhydryl groups. It decreased CK, CK-MB, LDH levels, and leukopenia. Furthermore, PA
modulated the inflammatory process initiated by DOX by adjusting TNF-a, IL-1p, and IL-6
levels. Additionally, it minimized histopathological alterations induced by DOX. Thus, PA
treatment not only improved cardiac electrical activity and left ventricular contractile function
but also positively modulated cellular redox status, reducing markers of oxidative stress and
inflammation. Therefore, PA demonstrated antioxidant and anti-inflammatory properties,
leading to cardioprotection.

Descriptors: Antioxidants. Inflammation. Perillyl Alcohol. Oxidative Stress. Cardiotoxicity.
Electrocardiogram.
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1. INTRODUCAO

As doencas e agravos ndo transmissiveis (DANT) sdo as principais responsaveis pela
morbimortalidade da populacéo global, com cerca de 41 milhdes ébitos anuais, o equivale a
74% das mortes no mundo. Entre as DANT, os canceres sao responsaveis por 9,3 milhdes de
mortes prematuras (antes dos 70 anos) atras apenas das doencas cardiovasculares, com 17,9
milhdes de mortes anualmente. Estima-se que cerca de 20 milhdes novos casos cancer surgirdo
no mundo até 2050. Esse aumento € atribuido ao envelhecimento da populacéo, crescimento
populacional e exposicdo a fatores de risco, como poluicdo atmosférica, obesidade, alcool e
tabagismo (WHO, 2023).

O céancer é reconhecido como um desafio global que exige uma acdo abrangente em
todas as regides, independentemente do nivel de desenvolvimento humano. No Brasil, a
estimativa do Instituto Nacional de Cancer (INCA) para o triénio 2023-2025 indica que havera
cerca de 704 mil casos novos de cancer a cada ano. Enfatiza-se, portanto, a importancia de
estratégias eficazes de prevencdo das causas evitaveis e de tratamento oportuno nos sistemas
de saude existentes (INCA, 2022).

O diagnostico precoce e a terapia apropriada do cancer tém sido fundamentais para
minimizar a mortalidade e melhorar a sobrevida de pacientes oncoldgicos, como vem sendo
observado nos ultimos anos. Por outro lado, entre os sobreviventes tem-se observado,
decorrente do uso quimioterapicos, um aumento de disfuncBes cardiacas em longo prazo
decorrentes da terapia farmacol6gica empregada. Agentes quimioterapéuticos como as
antraciclinas sdo altamente eficazes para o tratamento de diversos tipos de canceres, com
destaque para a doxorrubicina (DOX) (Shabalala et al., 2017).

A DOX é amplamente utilizada no tratamento de leucemia, linfoma, sarcoma e cancer
de mama, no entanto, seu uso estd associado a complicacBes cardiovasculares bem
documentadas (Linders, et al.,, 2024). Em especial, pode comprometer a funcdo de
bombeamento do ventriculo esquerdo, levando a condi¢cBes como cardiomiopatia dilatada e
insuficiéncia cardiaca congestiva (IC), impactando negativamente o prognoéstico do paciente
(Chatterjee et al., 2010; Damiani et al., 2016; Sheibani, et al.,2022; Linders, et al., 2024).

A cardiotoxicidade da DOX € causada por mecanismos interligados, como danos ao
DNA, acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), peroxidacdo lipidica, disfungdo
mitocondrial, ruptura lisossdmica, distarbios do célcio e interferéncia na autofagia (Li & Hill,
2014; Shabalala et al., 2017; Sheibani et al., 2022; Linders et al., 2024).



A producgdo excessiva de ROS nas mitocdndrias e citoplasma é uma das principais
causas da lesdo cardiaca, levando a danos em proteinas, lipidios, DNA e antioxidantes
enddgenos (Cappetta et al., 2017; Shabalala et al., 2019). A inflamacgdo cardiaca também
desempenha um papel crucial. A DOX aumenta a expressdo de citocinas pré-inflamatorias,
como interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a),
mediadas pelo fator nuclear kappa-B (NF-xB), o que contribui para a cardiomiopatia € a
disfuncdo do ventriculo esquerdo (Sun et al., 2016; Wang et al., 2016). Essa compreensédo
aprimorada dos mecanismos subjacentes a cardiotoxicidade da DOX ressalta a necessidade de
estratégias de prevencdo durante o tratamento oncoldgico.

Nesse cenario, um nuamero significativo de pacientes enfrenta maior risco de
falecimento por doencas cardiovasculares decorrente do tratamento com esses quimioterapicos
do que por recidiva do cancer. Em busca de minimizar esses efeitos, a terapia anticancer
multimodal, incluindo opg¢des como cirurgia, radioterapia, citostaticos e terapia hormonal, além
de imunoterapia emergente, tém evoluido nas Ultimas décadas. Estudos clinicos recentes com
acompanhamento de longo prazo indicaram mudangas significativas na abordagem médica a
cardiotoxicidade, destacando a importancia de lidar com distdrbios transitorios e danos
irreversiveis ao coracdo e vasos sanguineos (Wang et al., 2016; Plummer et al., 2016;
Mladosievicova et al., 2019; Lopez-Sendon et al., 2020).

Atualmente, apesar de ndo existirem diretrizes clinicas especificas voltadas para o
manejo da lesdo cardiaca, diversas estratégias tém sido sugeridas para mitigar os efeitos
adversos causados pela DOX, particularmente no coracdo, como o0 uso de substancias
antioxidantes como o Carvedilol (Vitale; Marzocco; Popolo, 2024). Nesse sentido, produtos
naturais com propriedades antioxidantes, ttm mostrado um potencial significativo na
modulacdo do estresse oxidativo e na melhoria da funcdo cardiovascular (Cai et al., 2004;
Szponar et al., 2024; Zhong et al., 2010). O quelante de ferro Dexrazoxano foi aprovado para
prevenir essa cardiotoxicidade, porém seu uso é dificultado por efeitos colaterais graves
(Hutchins et al., 2017; Kourek et al., 2022; Vitale; Marzocco; Popolo, 2024).

Nessa conjuntura, os derivados de produtos naturais, como 0s terpenos, surgem como
uma alternativa terapéutica potencial. Esses compostos, produzidos por plantas, arvores e
outros organismos, apresentam propriedades promissoras (Silva et al., 2021). Entre os terpenos,
destaca-se o Alcool Perilico (PA), um monoterpeno de origem vegetal presente em 6leos
essenciais de diversas espécies vegetais, como hortela, cereja, frutas citricas, capim-limao, entre

outras (Crowell, 1999). PA é um dos metabolitos do D-limoneno (Maréstica Janior; Pastore,



2007; Sun, 2007), monoterpeno mais presente e frequente nos 6leos essenciais de plantas
citricas (Bacanli et al., 2017). Sendo que este possui importantes propriedades terapéuticas
como a antioxidante (Roberto et al., 2010), anti-hipertensiva (Wang; Li; Shen, 2018),
hipotensora e antiarritmica (Nascimento et al., 2019; Alves; Silva, 2019) e anti-inflamatéria
(Bacanli et al., 2017; Araujo-Filho et al., 2020).

Nos Ultimos anos, um namero significativo de investigacdes cientificas foi conduzido
em relacdo ao PA, e os resultados obtidos indicam que este demonstra potencial para aplicacdes
terapéuticas e preventivas em diversas doencas associadas ao cancer (Khan; Nafees; Sultana,
2011; Durco et al., 2021; Chen, T. et al., 2021). Foi observado que o PA é capaz de ampliar a
defesa antioxidante celular, com o aumento das atividades das enzimas antioxidantes catalase,
superdxido desmutase e glutationas; bem como de neutralizar as ROS; além de diminuir o
processo inflamatorio, com modulacéo das interleucinas envolvidas na inflamacéo (Jahangir e
Sultana, 2007; Khan et al., 2011; Tabassum et al., 2015; Gomes et al., 2017). Ademais, estudos
mostram que essa molécula ainda diminui a proliferacdo de células neoplasicas (Chaudhary et
al., 2009; Gomes et al., 2017; Durco et al., 2021; Chen, T. et al., 2021) e possui efeito
quimioprotetor e antiproliferativo (Gerhauser et al., 2003; Bicas et al., 2011; Sultana, Nafees,
Khan, 2013).

Diante do desequilibrio do estado redox e do desencadeamento do processo inflamatério
causados pelo uso da DOX, surge a hipétese de que o PA pode reduzir essas alteracdes. Dessa
forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o potencial efeito cardioprotetor do Alcool Perilico na

cardiotoxicidade aguda induzida pela DOX em modelo animal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer e Antraciclinas

O cancer, um grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento desordenado de células
que invadem tecidos e 6rgaos, resulta em tumores que podem se disseminar pelo corpo devido
a acelerada divisao celular. Os diferentes tipos de cancer correspondem aos diversos tipos de
células afetadas, sendo denominados carcinomas quando originados em tecidos epiteliais, como
pele ou mucosas, e sarcomas quando tém origem em tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo
ou cartilagem (INCA, 2019). A incidéncia do cancer é fortemente influenciada por fatores
comportamentais e alimentares, contribuindo para cerca de um ter¢o das mortes relacionadas a
doenca. Os principais riscos incluem alto indice de massa corporal, baixo consumo de frutas e
vegetais, falta de atividade fisica e o uso das substancias alcool e tabaco. O tabagismo, em
particular, é o principal fator de risco, associado a 22% das mortes por cancer (Forouzanfar et
al., 2016).

O céancer é uma preocupacdo global, com estimativas da Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) indicando aumento expressivo ao longo dos anos. Em 2022, os 10 tipos de cancer mais
comuns representaram dois ter¢os dos novos casos e dos 9 milhdes de dbitos decorrentes da
doencga. Os tipos mais frequentes foram: cancer de pulmao, cancer de mama feminino, cancer
colorretal, cancer de prostata e cancer de estbmago. No Brasil, as trés maiores incidéncias
foram: préstata, mama feminino e colorretal. O risco de desenvolver qualquer tipo de cancer no
pais antes dos 75 anos foi de 21,5%, sendo maior entre os homens. Dos 1.634.441 pacientes
oncolégicos em 2022, incluindo os novos casos e aqueles diagnosticados em cinco anos,
278.835 morreram, principalmente de tumores de pulmdo, mama feminino e colorretal.
Globalmente, as principais causas de ébito por cancer foram: pulméao, colorretal, figado e mama
feminino. O cancer de colo de Utero, embora seja o oitavo cancer mais incidente, € a principal
causa de morte pela doenca e pode ser eliminado com estratégias de satde publica (Who, 2023;
Oliveto, 2024).

Em relagdo aos tipos de cancer mais comuns, para 0s homens no Brasil em 2023,
espera-se que haja 71.730 novos casos de cancer de prostata (30,0%), 21.970 de cdlon e reto
(9,2%), 18.020 de traqueia, bronquio e pulmao (7,5%) e 13.340 de estbmago (5,6%), alem de
outros tipos de cancer. Para as mulheres, a estimativa é de 73.610 novos casos de cancer de
mama feminina (30,1%), 23.660 de colon e reto (9,7%), 17.010 de colo do Utero (7,0%) e
14.540 de traqueia, bronquio e pulméo (6,0%), além de outros tipos de cancer (INCA, 2022)
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Nos paises de baixa e média renda, aproximadamente 22% dos casos de cancer estdo
associados a infecgdes, como hepatite e papilomavirus humano (HPV) (Plummer et al., 2016).
Nessas regides, a apresentacdo tardia e a falta de acesso ao diagnostico e tratamento séo
comuns. A Global Initiative for Cancer Registry revela que apenas um em cada cinco paises
nessas categorias possui dados suficientes para orientar politicas de combate ao céancer.
Somente 26% dos paises de baixa renda relataram ter servigos de patologia no setor publico,
enquanto mais de 90% dos paises de alta renda afirmaram ter servicos de tratamento
disponiveis, contrastando com menos de 30% nos paises de baixa renda. O impacto econdmico
do tratamento do céncer é substancial e estd em ascensdo (Stewart e Wild, 2014).

Nos Ultimos anos, uma variedade de esquemas terapéuticos para diferentes tipos de
cancer foi amplamente desenvolvida, resultando na cura da doenca ou em melhorias
significativas na sobrevida e qualidade de vida dos pacientes. (Santos; Chacon, 2005; Minami,
Matsumoto; Horiuchi, 2010). Diversos agentes antineoplasicos, como antimetabolitos e
antraciclinas sdo conhecidos por seu potencial cardiotoxico, devido ao seu mecanismo de agdo
(Santos; Chacén, 2005; Yeh; Bickford, 2009; Raschi et al., 2010). Antraciclinas, como
doxorrubicina (adriamicina), epirrubicina e idarrubicina, sdo frequentemente utilizadas no
tratamento de diversos tumores, incluindo cancer de mama, linfomas, leucemias e sarcomas.
No entanto, essas medicagdes podem causar cardiotoxicidade, especialmente quando
administradas em doses elevadas (para a doxorrubicina, o risco aumenta significativamente a
partir de 300 mg/m?), resultando em insuficiéncia cardiaca (IC) (Shan; Lincoff; Young, 1996;
Santos; Chacon, 2005).

Existe uma proposta de classificacdo quanto ao tipo de disfuncédo cardiaca relacionada
a quimioterapia (DCRC). DCRC Tipo | que esta associada as antraciclinas (como a DOX):
associado a dose de quimioterapia, ocorre em todos o0s pacientes tratados, manifesta alteracdes
morfoldgicas identificaveis, como estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial nas células
cardiacas, pode resultar em disfungdo cardiaca irreversivel e de longo prazo. DCRC Tipo Il
associada a trastuzumabe: ndo relacionado a dose de quimioterapia, ndo ocorre em todos 0s
pacientes, varia em gravidade e ndo apresenta anormalidades ultraestruturais identificaveis,
envolve o bloqueio da via ErbB2, essencial para o crescimento, reparo e sobrevivéncia dos
cardiomiocitos e & amplamente reversivel e de curta duragdo (Ewer; Lippman, 2005; Saidi;
Alharethi, 2011).

As antraciclinas podem induzir cardiotoxicidade, provocando diversas alteragdes. Entre

elas, estdo a cardiomiopatia (Ewer; Lippman, 2010) e efeitos na vasculatura que resultam em
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isquemia ou mudangas na pressdo arterial (Lopez et al., 2001). No pericardio, essas drogas
podem causar espessamento ou instabilidade no equilibrio do fluido pericérdico (Lestuzzi,
2010). Além disso, o tratamento com antraciclinas aumenta o risco de arritmias (Ohnishi; Satoh;
Ohno, 2001). Outros mecanismos que contribuem para a disfuncdo miocardica incluem
alteraces no manejo do célcio, inducdo de apoptose celular e edema intersticial (Shan; Lincoff;
Young, 1996).

A fisiopatologia subjacente a essas complicacdes estd intrinsecamente ligada aos
processos de peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo nos cardiomidcitos (Sawyer et al., 2010).
Diante desse cenario, a preservagdo da funcao cardiaca emerge como um desafio constante para
a industria farmacéutica, autoridades reguladoras e profissionais de satde na pratica clinica,
vem buscando mitigar as reacfes adversas apresentadas pelos diversos agentes terapéuticos
(Raschi et al., 2010).

Dentre as diversas estratégias que tém sido adotadas para minimizar ou prevenir a
cardiotoxicidade das antraciclinas, destacam-se a sintese de analogos de compostos naturais,
com formulagdes especificas para determinados tumores, e o uso clinico de agentes
cardioprotetores (Mordente et al., 2009). Essas abordagens refletem a necessidade de enfrentar
os desafios cardiovasculares associados ao tratamento oncoldgico, visando garantir ndo apenas

a eficécia antitumoral, mas também a preservacao da satde cardiovascular dos pacientes.
2.1 Cardiotoxidade induzida no tratamento com Doxorrubicina (DOX)

A cardiotoxicidade, uma complicacdo associada a quimioterapia, tem ganhado destaque
como uma causa significativa de comorbidade e mortalidade, abrangendo diversas
manifestacdes clinicas, como disfuncdo ventricular esquerda, arritmias, isquemia e pericardite
(Khakoo e Yeh, 2008; Li e Hill, 2014). Dados epidemiolégicos indicam que até 5% dos
pacientes podem apresentar diversos graus de manifestac@es cardiotdxicas apds a administracdo
de doxorrubicina. Vale ressaltar que a intensidade dos efeitos toxicos tende a se agravar com o
aumento das doses cumulativas, atingindo uma probabilidade de insuficiéncia cardiaca de 48%
nesses pacientes, com doses de até 700 mg/m? (Curigliano et al., 2016).

As antraciclinas sdo uma classe de antibidticos antineoplasicos (farmacos utilizados no
tratamento do cancer) introduzidos no campo clinico na década de 1960 (Octavia, et al. 2012;
Issa, 2023). Os medicamentos desta classe incluem doxorrubicina, daunorrubicina,
epirrubicina, mitoxantrona e idarrubicina. Infelizmente, as antraciclinas sao consideradas as

principais drogas responsaveis pela cardiotoxicidade induzida pela quimioterapia. As
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evidéncias disponiveis sugerem que a lesdo cardiaca induzida pela antraciclina ocorre durante
a exposicao e evolui ao longo do tempo (Cardinale; lacopo; Cipolla; 2020).

A DOX, um antibidtico glicosidico pertencente as antraciclinas, € amplamente utilizada
no tratamento de varios tumores solidos, incluindo cancer de ovario, mama e gastrointestinal,
mas esta associada a efeitos colaterais significativos. Esses efeitos incluem reagdes alérgicas,
potenciais danos cardiacos, perda de cabelo, supressdo da medula déssea, episddios de vomitos
e irritacdo na bexiga. Em relacdo aos danos cardiacos, a cardiomiopatia, uma condi¢do grave
que pode levar a insuficiéncia cardiaca congestiva, € considerada o efeito colateral mais
preocupante da DOX, embora os mecanismos subjacentes a sua cardiotoxicidade ainda nédo
estejam completamente elucidados (Sheibani et al., 2022). Vale ressaltar que 0s midcitos
cardiacos apresentam maior vulnerabilidade aos efeitos deletérios de agentes quimioterapicos,
como a DOX, devido a limitada capacidade de regeneracdo das células cardiacas (Young;
Ozols; Myers, 1981).

O risco aumentado para ocorréncia de disfuncéo cardiaca causada pela DOX pode se
manifestar de forma aguda, durante ou nos primeiros 2 a 3 dias ap6s a administracdo do
quimioterapico, ou de forma crdnica, apos 14 dias, ou até mesmo ocorrer anos apos o tratamento
(Swain, Whaley, Ewer, 2003). Essa disfungdo pode ocasionar uma variedade de manifestagdes
clinicas, desde arritmias até insuficiéncia cardiaca evidente. Diversas abordagens padrdo da
cardiologia foram empregadas para detectar a cardiotoxicidade, incluindo eletrocardiografia,
ecocardiografia, bidpsia, cintilografia, analise sérica e marcadores gendémicos (Mitry e
Edwards, 2016). O eletrocardiograma pode revelar alteracdes inespecificas do segmento ST-T,
desvio do eixo esquerdo e diminui¢do da amplitude dos complexos QRS (Takemura, Fujiwara,
2007; Singal, Deally, Weinberg, 1987). Os achados demonstram que esses quimioterapicos
podem estar associados a um maior risco de angina de peito estavel, sindrome coronariana
aguda e doenca arterial periférica (Mladosievicova et al., 2014).

Diversos fatores de risco estdo associados ao uso de agentes antineoplasicos durante o
tratamento, incluindo a combinagdo com outros agentes cardiotoxicos e a idade, sendo 0s
individuos mais jovens e os mais idosos 0s mais propensos a desenvolver complicacdes
induzidas pela DOX (Broder; Gottlieb; Lepor, 2008; Von Hoff et al.,1979). Além disso, 0
historico de pré-existéncia de doenca cardiovascular, como hipertensdo, também se configura
como um fator de risco significativo para o desenvolvimento dessas complicacgdes, e pacientes
gue evoluem para insuficiéncia cardiaca congestiva enfrentam um prognoéstico desfavoravel,

com uma taxa de mortalidade de 50% em apenas um ano (Von Hoff et al.,1979).
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Outro fator de risco relevante esta associado ao desenvolvimento de aterosclerose, que
pode ser influenciado ndo apenas pela terapia anticancer, mas também pelo proprio processo
maligno da doenca. Este fendbmeno pode resultar em alteracdes no estado pré-trombotico e
estresse oxidativo. As células cancerigenas, ao produzirem citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas, tém o potencial de induzir disfungdo endotelial, aumentar a permeabilidade na
microvasculatura e promover o vazamento de fatores de pro-coagulacdo, como fator tecidual e
fator de crescimento derivado de plaquetas, contribuindo para um processo pro-aterosclerético
(Mladosievi¢ova et al., 2014; Zamorano et al., 2016; Herrmann et al., 2016).

A cardiotoxicidade induzida pela DOX resulta em altera¢cGes morfoldgicas e funcionais
criticas no coracdo, culminando em cardiomiopatia irreversivel e insuficiéncia cardiaca. Apesar
do entendimento da natureza multifatorial dos efeitos adversos da DOX, 0s mecanismos
precisos e subjacentes da cardiotoxicidade ainda ndo foram completamente compreendidos
(Lehenbauer Ludke, et al., 2009; Kim et al., 2017; Sheibani et al., 2022). Os mecanismos
subjacentes a cardiotoxicidade induzida pela DOX ja descritos, incluem: estresse oxidativo,
dano ao DNA e sua consequéncia, inibicdo da enzima topoisomerase 11, indugdo de apoptose
devido a perturbacédo do fluxo autofagico, disfuncdo mitocondrial, alteracdo na homeostase do
ferro, inducéo de inflamac&o cardiaca, comprometimento da homeostase do célcio e outros
mecanismos (F. Dulhunty; G. Casarotto; A. Beard, 2011; Mitry and Edwards, 2016; Sheibani,
M. et al., 2022; Zhao et al., 2023).

Esta bem estabelecido que o estresse oxidativo em cardiomidcitos € o mecanismo
primario na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina. Evidéncias apontam que a
doxorrubicina é capaz de induzir a geracdo significativa de espécies reativas de oxigénio (ROS)
no tecido cardiaco, ao mesmo tempo em que inibe 0s mecanismos antioxidantes, incluindo,
dentre estes, a supressao do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) (Zhao et al.,
2023).

O organismo humano esta constantemente exposto a espécies reativas de oxigénio
(ROS). Em condigdes fisiol6gicas normais, a maioria das espécies reativas de oxigénio (ROS)
é gerada na cadeia respiratoria mitocondrial, bem como por outros processos bioquimicos
celulares, como em eventos inflamatdrios, no catabolismo de acidos graxos, na degradacéo da
xantina em &cido Urico e na auto oxidacao de catecolaminas (Barbosa et al., 2010; Gutteridge,
2015). Embora esses processos sejam normais e essenciais para a vida das células, a producao

excessiva de ROS pode causar danos a biomoléculas, como &cidos nucleicos, proteinas e
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lipidios, que em grande quantidade, podem levar a morte celular (Barreiros; David; David,
2006; Halliwell; Gutteridge, 2015).

Ha& um equilibrio entre a producdo de ROS e fatores antioxidantes. No entanto, esse
equilibrio pode ser perturbado por uma variedade de fatores, incluindo estresse ambiental, dieta
inadequada, estilo de vida sedentério, tabagismo e exposicdo a toxinas. Assim, nesse contexto,
tem-se o0 termo "estresse oxidativo" refere-se a um desequilibrio entre a producéo de ROS e a
capacidade do organismo de neutraliza-las, levando a danos em biomoléculas essenciais. As
ROS incluem radicais como hidroxila, superoxido, peroxila e alcoxila, e ndo-radicais como
oxigénio, perdxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Algumas dessas espécies sdo altamente
reativas e podem danificar lipidios, proteinas e DNA, enguanto outras sd0 menos reativas
(Barbosa et al., 2010).

O radical hidroxila (HO") é o mais prejudicial e frequentemente formado por reacéo do
peroxido de hidrogénio (H20.) com metais de transi¢do ou pela homélise da &gua por radiacdo
ionizante. A presenca de metais como ferro (Fe**) e cobre (Cu'*) facilita a geracdo do radical
hidroxila. O radical hidroxila pode causar danos significativos ao DNA, RNA, proteinas,
lipidios e membranas celulares, levando a ruptura da cadeia de DNA. Ele ataca as bases
nitrogenadas e a desoxirribose, promovendo mutac¢des que podem resultar em cancer. A reacéo
do ferro com H.O> (reacdo de Fenton) é uma das principais vias de formacdo do HO® no
organismo (Barreiros; David; David, 2006).

Outra ROS é o perdxido de hidrogénio (H202), este tem baixa reatividade com
moléculas organicas na auséncia de metais de transi¢do. Contudo, desempenha um papel vital
no estresse oxidativo devido a sua capacidade de atravessar facilmente as membranas celulares
e formar radicais hidroxila. Este composto pode oxidar proteinas contendo residuos de
metionina ou grupos tiol altamente reativos, como a glutationa (GSH) (Halliwell; Clement;
Long, 2000; Barreiros; David; David, 2006).

H>0O, é produzido no organismo pela dismutacdo do anion-radical superoxido (O2™)
através de enzimas oxidases ou pela B-oxidacdo de acidos graxos. Mitocondrias, como fontes
significativas de O2", contém abundante superoxido dismutase (SOD) para converté-lo em
H20,. O peroxido de hidrogénio gerado é entdo parcialmente neutralizado por catalases,
glutationa peroxidase e peroxidases ligadas a tioredoxina. A outra parte € liberada na célula.
(Halliwell; Clement; Long, 2000).

O radical anion superoxido (O2 *) ao contréario da maioria dos radicais livres € inativo.

Em meio aquoso, sua reacdo principal é a dismutacdo, sendo eliminado pela enzima superédxido
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dismutase, na qual se produz uma molécula de perdxido de hidrogénio e uma molécula de
oxigénio. O radical anion O; ™ também reage com o radical HOe produzindo oxigénio singleto
1 Oz e com o 6xido nitrico (NO") produzindo peroxinitrito (ONOO™). Por fim, o radical anion
superdxido funciona como sinalizador molecular atraves da sua capacidade de oxidar grupos —
SH em ligacdes dissulfeto, podendo ativar e desativar enzimas que contenham metionina. Essas
reagbes podem ser danosas, causando danos a aminoécidos, como também sdo benéficas
levando a protecdo contra virus, bactérias e fungos, sendo neste ultimo liberados pelo sistema
imunolodgico (Loscalzo, 2000; Halliwell; Clement; Long, 2000; Barreiros; David; David, 2006).

A protecdo do nosso organismo contra o estresse oxidativo é exercido por
macromoléculas, protecdo enzimatica, e de micromoléculas, como o &cido ascérbico (vitamina
C). A protecdo enzimatica é realizada pelas enzimas Catalase (CAT), superdxido desmutase
(SOD) e glutationa (GSH). A CAT converte o perdxido de hidrogénio em H2O e O,. A SOD
catalisa a destruicdo do radical anion superéxido O»"™, convertendo-o em oxigénio e peréxido
de hidrogénio. E a GSH reduz o H20>. Deste modo, reduzindo os radicais livres que poderiam
causar danos as biomoléculas e afetar a saide humana (Babior, 1997; Loscalzo, 2000;
Barreiros; David; David, 2006).

O aumento do estresse oxidativo pode contribuir para a patogénese de doengas
cardiovasculares, revelando conexdes intricadas entre esse fendmeno e o desenvolvimento
de condicBes cardiacas cronicas, como aterosclerose, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca
(Pinho et al., 2010; Gottlieb et al., 2010; Silva; Cerchiaro; Honoério, 2011; Da Silva, et al.,
2024). O estresse oxidativo desempenha um papel crucial no desenvolvimento e progressao de
doencas cardiacas, como aterosclerose, disfuncao endotelial, hipertenséo arterial e insuficiéncia
cardiaca. Ele promove o acumulo de placas nas artérias, prejudica a funcdo das células
endoteliais e aumenta a producdo de ROS durante eventos isquémicos, causando danos
adicionais ao tecido cardiaco. Isso resulta em lesbes de isquemia-reperfusdo e infarto do
miocardio, além de contribuir para a progressao da insuficiéncia cardiaca. Compreender esses
mecanismos € vital para desenvolver estratégias eficazes de prevencdo e tratamento (Da Silva
etal., 2024).

Estudos experimentais tém sugerido que essas doencas estdo associadas ao aumento da
formacéo de radicais livres e a reducdo das defesas antioxidantes. Substancias que aumentem
as defesas celulares e/ou neutralizem esses radicais podem desempenhar papel promissor na
protecdo desse disturbio (De Britto et al., 2018; Dos Santos et al., 2020).



17

Outro fator que desencadeia dano cardiaco associado ao estresse oxidativo € o uso de
quimioterapicos como as antraciclinas, como a DOX, levando a distarbios elétricos, de
contratilidade e até alteracbes morfologicas (Young; Ozols; Myers, 1981; Swain, Whaley,
Ewer, 2003; Mitry e Edwards, 2016; Sheibani et al., 2022).

Diversas vias contribuem para o estresse oxidativo induzido pela DOX. Uma das
principais vias de toxicidade envolve o aumento de ROS no ambiente intracelular, disfungéo
mitocondrial nos cardiomidcitos e peroxidacdo lipidica (Takemura, Fujiwara, 2007; Singal,
Deally, Weinberg, 1987; Kalyanaraman, Perez-Reyes, Mason, 1980; Doroshow, 1983). Sob
circunstancias normais, as ROS no organismo mantém-se em um equilibrio dindmico em niveis
baixos, desempenhando um papel fundamental na sinalizacdo redox. Contudo, quando esse
equilibrio é perturbado, ocorre o acumulo de ROS, desestabilizando o equilibrio redox e
resultando em estresse oxidativo (Kumar; Yegla; Foster, 2018). A doxorrubicina emerge como
um contribuinte significativo para essa disrupgao (Zhao et al., 2023).

Alguns autores destacam principalmente o dano as mitocondrias, visto que no coracdo
tem uma abundancia de mitocondrias, 0 que aumenta a producdo de ROS. Além disso,
guantidades reduzidas de enzimas antioxidantes, como catalase e glutationa peroxidase, nesse
tecido diminuem a atividade antioxidante endégena, deste modo diminuindo a defesa celular
contra esse dano. Também se sugere uma maior retencéo das antraciclinas no tecido cardiaco
em comparacao com outros tecidos, pois o tecido cardiaco tem uma alta demanda de oxigénio
e acumulo de ferro, que em situacdes pro-oxidantes, pode levar a maior producdo de ROS. Além
de uma baixa capacidade de regeneracdo, quando comparado com outros tecidos como o figado
(Simunek et al., 2009). Assim, como as antraciclinas induzem a formacéo de ROS, pode ampliar
a vulnerabilidade aos danos oxidativos.

Observa-se outras alteracdes que contribuem para o estresse oxidativo, como
concentracdo reduzida de antioxidantes e grupos sulfidrila. Esses grupos sulfidrila podem agir
como antioxidantes enddgenos, ajudando a neutralizar os radicais livres e proteger as células
contra danos oxidativos. Os grupos sulfidrila tém a capacidade de doar elétrons, agindo como
agentes redutores. Eles podem reagir com espécies reativas de oxigénio, como radicais livres,
e ajudar a estabilizar essas espécies, prevenindo assim danos oxidativos as proteinas e outros
componentes celulares (Singal, Deally, Weinberg, 1987); bem como a inibicdo da sintese de
acidos nucleicos e proteinas (Arena et al., 1979; Monti et al., 1995), liberacdo de aminas

vasoativas (Bristow et al., 1980), funcdo adrenérgica alterada (Tong, Ganguly, Singal, 1991) e
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expressdo diminuida de genes expressos especificamente no coragdo sao outros mecanismos
propostos (Takemura, Fujiwara, 2007).

Dentre esses genes, pode-se mencionar o NRF2 (Fator 2 relacionado ao fator nuclear
eritroide 2) é outro gene relevante. A DOX pode inibir a ativacdo do NRF2, que é um regulador
chave da resposta antioxidante. Isso pode aumentar o estresse oxidativo nas celulas cardiacas.
Além disso, 0 ATP2A2 (ATPase de célcio tipo 2A) é afetado pela DOX, que reduz a expressao
desse gene responsavel pelo transporte de calcio para o reticulo sarcoplasmatico das células
cardiacas. Isso impacta a homeostase do célcio e a funcao contratil do coracdo (Kim, Y. et al.,
2003; Takemura, Fujiwara, 2007; Fernandes, et al., 2009; Lenneman; Sawyer, 2016; Zhao et
al., 2023). E possivel que algum desses mecanismos estejam operacionais na cardiomiopatia
induzida pela DOX.

A fisiopatologia desse dano cardiaco, via estresse oxidativo, pode ser explicada pela
interacdo direta da DOX com varias enzimas mitocondriais, incluindo a Fosfato de
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NADPH) citocromo P450 redutase, NADH
desidrogenase mitocondrial e a isoforma endotelial da enzima 6xido nitrico sintase (NOS). A
DOX promove a reducdo do anel quinona por um elétron nessas enzimas, levando a formacéo
de semiquinonas, que sao radicais relativamente estaveis em condi¢Bes anaerdbias. Na presenca
de oxigénio, as semiquinonas formadas na etapa anterior reagem com o oxigénio, resultando na
formacdo de superdxido. Esse processo de reducdo do oxigénio e formacdo de superdxido
contribui para a regeneracdo da molécula de DOX, estabelecendo um ciclo no estado redox
prejudicial ao miocardio. Além disso, a interacdo promove a formacéo intracelular de peréxido
de hidrogénio, agravando o estresse oxidativo. A interacdo danosa da DOX com enzimas como
NADH desidrogenase, citocromo P450 redutase e xantina oxidase é destacada, pois essas
enzimas estdo envolvidas na geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), contribuindo
para o estresse oxidativo (Bachur, Gordon, Gee, 1979; Berlin, Haseltine, 1981; Deng et al.,
2007; Davies, Doroshow, 1986; Takemura, Fujiwara, 2007; Kalivendi et al., 2001; Kotamraju
et al., 2000; Vasquez-Vivar et al., 1997).

A DOX, ao ser reduzida para semiquinona, contribui para a geragdo de superdxido e
perdxido de hidrogénio. Essas ROS, por sua vez, esgotam as reservas de glutationa peroxidase
(GPx) e catalase (CAT), reduzindo a capacidade do miocardio de neutralizar essas espécies
reativas. Além disso, a DOX forma complexos gquelatos com o ferro, e o complexo resultante
atua como catalisador na conversao de radicais peroxidos em radicais hidroxila altamente

reativos. Esse processo adicional resulta em danos oxidativos e mitocondriais no tecido
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cardiaco (Myers, 1998; Bin Jardan et al., 2020). Esses processos bioquimicos contribuem para
os efeitos adversos da DOX no coragao e no sistema vascular.

Assim, a DOX desencadeia disfuncdo mitocondrial, comprometendo o funcionamento
normal dessas organelas celulares essenciais. Inibe enzimas antioxidantes importantes, como
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa (GSH). Essa inibi¢do resulta no
aumento de radicais livres, contribuindo para o estresse oxidativo no tecido cardiaco. Promove
a elevacdo de marcadores de peroxidacéo lipidica, como malondialdeido (MDA). O aumento
desses marcadores compromete a integridade da membrana celular. Nesta condigdo, ions
extracelulares, especialmente os Ca?*, tem sua permeabilidade aumentada nas células e levam
a disfuncdo celular e apoptose (Najafi et al., 2020).

Em paralelo, o estresse oxidativo provoca a ativacdo dos reguladores de apoptose,
proteina associada a familia BCL-2 (BAX), reduzindo a expressao de BCL-2 (proteina anti-
apoptatica, o que significa que ela tem a funcéo de inibir a apoptose e promover a sobrevivéncia
celular) e aumentando a expressao de BAX (considerada pré-apoptotica, o que significa que ela
promove a apoptose ou morte celular programada), que ativa a liberagcdo do citocromo C pelos
poros da membrana mitocondrial, e esse processo induz a cascata de caspases de ativacdo das
vias da apoptose, que acaba levando a morte dos cardiomidcitos e ao comprometimento da
funcdo contratil cardiaca (Figura 1). Esses processos moleculares desempenham um papel
critico nos efeitos adversos da DOX no coracdo (Octavia et al., 2012; Najafi et al., 2020).

Figura 1. Resumo do mecanismo da cardiotoxidade desenvolvido via estresse oxidativo com indugdo de apoptose
(Najafi, Masoud et al., 2020; adaptada).
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crucial nos danos ao coragdo (Sun et al., 2016). Estudos demonstram 0s passos sequenciais dos
mecanismos moleculares mediados por NADPH/ROS, destacando a relevancia do fator
nuclear-kB (NF-kB). Além disso, foram observadas acdes nas vias de sinalizacdo das quinases
reguladas por sinais extracelulares (ERK1/2) e outras quinases ativadas por mitdgenos,
desencadeando o processo apoptotico nos cardiomiécitos (Zhao; Zhang, 2017). A DOX esta
envolvida na regulagdo positiva de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1p, IL-6 e o fator de
necrose tumoral (TNF-a), devido a ativacdo NF-«xB. Essa ativagdao do NF-«B representa o ponto
de convergéncia para a regulacdo de cascatas de sinais subsequentes, incluindo IL-6, TNF-a,
IL-1 e outras citocinas inflamatdrias. O TNF-a, uma citocina pro-inflamatéria, interage com os
receptores TNF-R1 e TNF-R2, desempenhando um papel crucial na resposta inflamatéria do
organismo a DOX (Kaczmarek et al., 2013; Vyas; Laput; Vyas, 2014; Wang et al., 2016). Os
efeitos da quimioterapia sobre as citocinas pré-inflamatorias, a infiltracdo de células
inflamatérias e a morte celular por necroptose resultante desses eventos sdo aspectos
fundamentais da disfuncéo do ventriculo esquerdo (Pecoraro et al., 2016).

Esse mecanismo de morte celular descrito como necroptose, forma regulada de morte
celular, € iniciado por ativacdo de receptores especificos, como Fas e receptor do fator de
necrose tumoral 1 (TNFR1). Quando ativados, esses receptores podem sinalizar tanto vias de
sobrevivéncia quanto de morte, recrutando complexos de sinalizagdo especificos. A ligagdo de
TNF-a ao TNFR1 desencadeia a formagdo de um complexo de sinalizagdo citoplasmatico da
caspase-8 (Casp-8) composto por Quinase 1 de Interligacdo com Receptor (RIPK1), Casp-8 e
Proteina Associada ao Fas com Dominio de Morte (FADD) (Font-Belmonte; Gonzalez-
Rodriguez; Fernandez-L6pez, 2020). Com o uso de DOX, a inibicdo da via da Casp-8 facilita
a autofosforilagdo e oligomerizacdo de RIPK1, promovendo a necroptose, onde RIPKS,
fosforilado por RIPK1, induz a morte celular. Dessa forma, RIPK1 desempenha papel critico,
ndo apenas iniciando a apoptose dependente da Casp-8, mas também a necroptose via RIPK3
(Rolski e Btyszczuk, 2020; Li; Zhao; Wang et al., 2021; Sangweni, et al., 2022).

A ativacdo prolongada de NF-«f resulta em inflamacdo cronica e faléncia cardiaca. Isso
ocorre porque a DOX prejudica a atividade de NF-k3, aumentando a expressao de IL-1p e IL-
6, e interrompendo o complexo quinase IkappaB (IxB), inibindo a transcrigdo de genes anti-
apoptoticos no miocardio como a Bcl-2 (Proskuriakova et al., 2021; Sangweni et al., 2022).
Esses processos foram resumidos na figura 2.

Outra forma de morte celular programada, dependente de caspases inflamatorias, como

a caspase-1, é a piroptose, que esta estreitamente ligada a ativacdo do inflamassoma. A
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piroptose dos cardiomidcitos, desencadeada pela ativacdo do inflamassoma NLRP3 via
caspase-1, contribui causalmente para a progressdo da disfuncdo miocardica induzida pela
DOX (Zeng et al., 2020). O inflamassoma NLRP3 é amplamente reconhecido e inicialmente
identificado em mondcitos e macrofagos, mas pesquisas recentes indicam que também pode ser
ativado em outros tipos de células, incluindo o cardiomidcito (Dargani; Singla, 2019). Um dos
métodos de ativacdo do inflamassoma é pelo aumento de espécies reativas de oxigénio
(ABDERRAZAK, Amna et al. 2015; Zeng et al., 2020).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 induz a transcricdo de NLRP3, precursores de
caspase-1 (pro-caspase-1) e IL-1B (pro-IL-1B) por meio da sinalizagdo do receptor toll-like
(TLR)/NF-kB. Esse processo resulta na auto-clivagem da pro-caspase-1, mediando a maturagdo
e liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1p ¢ IL-18, além de desencadear a morte
celular (Strowing et al., 2012). Os inflamassomas tém a capacidade de detectar sinais de perigo
ndo microbianos e formar grandes complexos citoplasmaticos, ativando as caspases-1 e -5. 1ss0,
em ultima instancia, conduz a ativacao proteolitica das citocinas pro-inflamatérias interleucina-
1B (IL-1B) (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002). A producdo excessiva ou prolongada
de IL-1PB pode resultar em dano tecidual generalizado (Master et al., 2009; Abderrazak et al.
2015).

Figura 2. Resumo dos eventos inflamatérios induzidos pela DOX. A doxorrubicina induz uma resposta
inflamatoria, resultando na ativacdo do complexo Il no citoplasma, composto por RIPK1, Casp-8 e FADD, levando
a necroptose. Além disso, a doxorrubicina prejudica a atividade do NF-xB ao superexpressar IL-1B e IL-6, e
interromper o complexo IKK. A inibicdo da via JAK-STAT3 pela doxorrubicina impede a transcri¢do de genes

antiapoptéticos, contribuindo para desfechos cardiacos adversos (adaptado de Sangweni et al., 2022).
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Na figura 2 apresenta-se resumido alguns dos processos inflamatorios desencadeados pela

DOX. Estudos recentes exploraram diferentes estratégias de reducdo da inflamacdo para
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prevenir a cardiotoxicidade induzida pela DOX, incluindo o uso de compostos anti-
inflamatorios que possam modular as vias de sinalizacdo do NF-kB, citocinas pro-inflamatorias
e ciclooxigenases envolvidas na patogénese da cardiotoxicidade. Apontam ainda que
compostos naturais mostraram esses efeitos protetores, reduzindo a inflamacéo cardiaca
induzida pela DOX (Guo, R. et al. 2013; Sheibani, et al., 2020; Sheibani, et al.,2022).

Em suma, a cardiotoxicidade induzida pela DOX é uma preocupacéo significativa na
terapia do cancer, principalmente devido aos efeitos prejudiciais do estresse oxidativo e da
inflamacéo cardiaca. Os conhecimentos atuais revelam que os danos provocados pela interacéo
direta da DOX com enzimas mitocondriais e que desencadeiam uma cascata de eventos
prejudiciais no coragdo podem ser diminuidos com o uso de compostos naturais com atividades
antioxidantes e anti-inflamatorias, e tém mostrado bastante promissores na prevencdo da
cardiotoxicidade induzida pela DOX. A medida que avancamos na compreensdo desses
mecanismos complexos, o desenvolvimento de abordagens terapéuticas que combinam a
administracdo de DOX substancias com atividade antioxidante pode se tornar uma estratégia
importante para minimizar a cardiotoxicidade e, assim, melhorar o sucesso do tratamento do

cancer.

2.2 Produtos naturais e Alcool Perilico

Desde tempos antigos, a humanidade utiliza produtos naturais para a melhoria da salde,
e 0 conhecimento acumulado por sociedades antigas sobre a diversidade de substancias
presentes na natureza desempenhou um papel crucial na descoberta de varios compostos, muitas
delas com aplicacdes terapéuticas (Viegas Jr et al., 2006). O uso tradicional e o crescente
interesse cientifico nesses produtos tém impulsionado pesquisas voltadas para a promocao da
salde e o tratamento de doencas, especialmente aquelas relacionadas ao sistema cardiovascular.
Essas substancias naturais ndo apenas apresentam potencial terapéutico devido a atividade
antioxidante, mas também exibem outras propriedades bioldgicas, como a atividade
antiarritmica, contribuindo para a reducdo do risco de doencas cardiovasculares e
desempenhando um papel crucial na prevencédo e controle dessas condi¢gdes (Hamilton et al.,
2004; Shukla et al., 2010; Miguel-Dos-Santos; Lauton-Santos, 2016).

Evidéncias crescentes sugerem que 0 estresse oxidativo desempenha um papel

significativo na fisiopatologia das doengas cardiovasculares (Hamilton et al., 2004).
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Dada a variedade de riscos a salde associados a quantidades desequilibradas de ROS,
pesquisas tém se concentrado na investigacao do uso de moléculas com agdo antioxidante como
uma terapia potencial para restaurar a fisiologia normal em condi¢6es pré-oxidantes (Gomes et
al.,, 2017). A literatura aponta que o risco de desenvolvimento de muitas doencas
cardiovasculares relacionadas ao estresse oxidativo pode ser reduzido com o auxilio de
antioxidantes. Compostos fendlicos, encontrados em plantas, exibem diversos efeitos
bioldgicos, incluindo propriedades antibacterianas, anti-inflamatorias e antioxidantes
(Thaipong et al., 2006; Thitilertdecha, Teerawutgulrag, Rakariyatham, 2008).

Dessa forma, o consumo de antioxidantes que inibem a formacéo de radicais livres pode
diminuir a incidéncia de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (Droge, 2002; Barreiros et
al., 2006). Além disso, estudos indicam que substancias com propriedades antioxidantes
conseguem neutralizar as ROS, contribuindo assim para a prevencao e protecdo contra lesées
isquémicas (Cai et al., 2004; Zhong et al., 2010).

Dentre essas substancias se destacam os terpenos, uma das maiores classes de
metabolitos secundarios encontrados em produtos naturais, estdo amplamente distribuidos na
natureza e sdo produzidos por uma variedade de plantas, bem como por alguns animais, como
insetos e organismos marinhos, e por microorganismos (Thol, 2006). Esses compostos séo
comuns em 6leos essenciais e esséncias volateis de flores, ervas e especiarias, desempenhando
um papel fundamental na protecdo das plantas contra predadores, na atragcéo de polinizadores e
na protecdo contra o estresse foto-oxidativo, além de facilitar a termotolerancia (Pichersky;
Gershenzon, 2002; Rossetti, 2014).

Os terpenos séo estruturados essencialmente em blocos de cinco carbonos, denominados
unidades de isopreno (C5H8). Esses compostos séo classificados de acordo com a quantidade
de unidades de isopreno, abrangendo hemiterpenos, com apenas um bloco de isopreno;
monoterpenos, com dois blocos; sesquiterpenos, com trés blocos; diterpenos, com quatro;
triterpenos, com seis; tetraterpenos, com oito; e politerpenos, com mais de oito (Felipe et al.,
2017).

Encontrados em 0Oleos essenciais, 0s terpenos possuem propriedades diversas, incluindo
acdo anti-inflamatéria (Calou, 2008; Brito, R. G. et al., 2012; Torres Martinez et al., 2018),
antioxidante (Brand et al., 2001; Bicas et al., 2011; Torres Martinez et al., 2018), hipotensora
(Lahlou et al., 2003; Bastos et al., 2010; Menezes, I. et al., 2010; Cardoso Lima et al., 2012), e
efeito cardiovascular (Santos, M. et al., 2011; Silva et al., 2021; Silva, E. A. P. et al., 2021),

bem como propriedades anticancer (Itani et al., 2008; Hassan et al., 2010), entre outras
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(Khaleel; Tabanca; Buchbauer, 2018; Silva et al., 2021). A partir dessas investigacoes, percebe-
se que os terpenos, como antioxidantes, podem ser considerados terapia potencial para
restabelecer a fisiologia normal em condicGes pro-oxidativas (Guido et al., 2012).

Dentre essas propriedades farmacologicas atribuidas aos terpenos, da-se destaque as
atividades no sistema cardiovascular. Em diversos estudos, sdo descritas a¢cdes farmacolégicas,
como relaxamento vascular, efeitos anti-hipertensivos, efeitos inotropicos, entre outros
(Toscan, 2010; Rossetti, 2014; Souza et al., 2015; Ribeiro et al., 2020; Plotnikova et al., 2018;
Mendes Neto, 2020; Silva, E. A. P. et al. 2021; Santos-Miranda, Artur (Ed.), 2022; De Brito et
al., 2023), evidenciando dessa forma o potencial terapéutico dos terpenos nas doencas
cardiovasculares, tanto para prevencdo quanto para tratamento. Estudos realizados em
realizados pelo nosso grupo de pesquisa também demonstram a a¢do antioxidante dos terpenos
no tecido cardiaco, evidenciando um potencial terapéutico significativo (Sa et al., 2017; De
Britto et al., 2018).

Um monoterpeno de origem vegetal encontrado nos 6leos essenciais de diversas
espécies vegetais, como horteld e cereja, o Alcool Perilico (PA) apresenta propriedades que
podem ser utilizadas para diversas patologias (Crowell, 1999). O PA é um composto quimico
conhecido como p-mentha, 1,7-dieno-6-ol ou 4-isopropenil ciclohexeno carbinol (figura 3).

Figura 3. Estrutura quimica do Alcool perilico. Peso molecular: 152.23 (Bicas et al., 2011).

OH

Em seres humanos, o PA sofre rapida metabolizacdo no figado, por meio da agdo de
enzimas do citocromo P450 nos microssomas hepaticos, resultando na formacdo de aldeido
perililico (perilaldeido), acido perililico e é&cidos di-hidroperilicos cis e trans.
Subsequentemente, ocorre a glicuronidacao, mediada pela UDP-glicuroniltransferase, seguida
da excrecdo, principalmente por meio da urina €, em menor propor¢éo, na bile (Chaudhary et
al., 2009; Khan; Nafees; Sultana, 2011).

Substancias antioxidantes podem ou ndo conter grupos como hidroxil (-OH) e grupos
carbonila (C=0) em suas estruturas. Esses grupos sdo capazes de neutralizar os radicais livres,

que sdo moléculas instaveis com elétrons desemparelhados, ajudando assim a prevenir danos
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oxidativos nas células (Al-Mamary; Moussa, 2021). O PA apresenta na sua estrutura um grupo
hidroxil (figura 3), assim, podendo apresentar a capacidade de neutralizar ROS.

Além disso, o PA tem a capacidade de induzir enzimas de desintoxicacdo no
organismo, incluindo aquelas do sistema de Citocromo P450, Glutationa S-transferases (GSTSs),
UDP-glicuronosiltransferases (UGTs), NAD(P)H: quinona oxidoredutase (NQOL1) e epdxido
hidrolases. Essas enzimas desempenham um papel fundamental na metabolizacdo e eliminacédo
de substancias quimicas potencialmente toxicas, como carcindgenos. A inducdo dessas enzimas
aumenta a capacidade do organismo de neutralizar substancias quimicas prejudiciais,
contribuindo, assim, para a prevencdo e o tratamento do cancer. Além disso, o PA age como
captador de radicais livres, prevenindo danos aos sistemas de transporte idnico da membrana
plasmética (Na*, K*-ATPase; Ca?*-ATPase; Ca’*-ATPase associada a calmodulina; trocador
Na*/Ca®"), que sdo alvos conhecidos para danos induzidos por ROS (Gomes et al., 2017).

Algumas propriedades farmacoldgicas sdo atribuidas ao PA, dentre essas 0 seu
potencial antioxidante e anti-inflamatério (Jahangir e Sultana, 2007; Khan et al., 2011;
Tabassum et al., 2015). Em situaces como o cancer, o PA parece ter o efeito antiproliferativo
potente e antitumoral (Stark et al., 1995; Shojaei et al., 2014; Durco et al., 2021).

Dando destaque para o efeito antioxidante, é demonstrado que o PA desempenha um
papel importante na prevencdo da geracdo de ROS e previne suas consequéncias prejudiciais,
ao induzir varias classes de genes envolvidos na desintoxicacdo de ROS. Além disso, pode
interferir na regulacdo de genes relacionados a apoptose, como BAX, BAD e BAK (Gomes et
al., 2017).

No estudo de Jahangir e Sultana (2007), foi observado um efeito antioxidante em ratos
tratados por via oral com o PA nas doses de 0,5% e 1% por peso corporal, sugerindo que o PA
atenua potencialmente danos oxidativos e pode prevenir a toxicidade induzida por radicais
livres. De acordo com o estudo realizado por Hassan et al. (2019), o PA reduziu o estresse
oxidativo e aumentou a atividade de enzimas antioxidantes em ratos diabéticos com inducéo
por dieta rica em gordura e baixas doses de STZ. Foi observada a capacidade de reduzir a
producdo de radicais livres como o radical hidroxila e o &nion superéxido, podendo ajudar
contra agravos do coragdo (Pejin et al., 2014).

Em modelo de hipertensdo arterial pulmonar (PAH) em rato, Rajabi et al. (2020)
observaram que o tratamento com PA resultou em uma melhora significativa da pressédo no
ventriculo direito, o que implica uma diminui¢do na sobrecarga cardiaca associada a PAH.

Quantidades de citoquinas inflamatdrias IL-1p e IL-8, associadas a inflamacéo, foram reduzidas
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com o tratamento com PA, demonstrando uma resposta anti-inflamatoéria. O PA contribuiu para
a recuperacao da expressao do miR-204, enquanto reduziu a expressao de PARP1, sugerindo a
restauracdo do equilibrio em processos associados a PAH. O miR-204 parece estar envolvido
na regulacdo de processos relacionados ao estresse oxidativo, uma vez que pode influenciar a
expressdo de genes que estdo envolvidos na resposta ao estresse oxidativo, incluindo aqueles
que codificam enzimas antioxidantes. Portanto, a diminuicdo da expressdo de miR-204, como
observada na PAH, pode contribuir para o desequilibrio do estresse oxidativo no corpo (Rajabi
et al., 2020).

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos utilizando diferentes modelos, que
também observaram que o PA possui propriedade antioxidante relevante. Em modelo
experimental de Diabetes e utilizando as doses de 50 e 100mg/kg de PA, Hassan et al. (2019),
observaram que 0s ratos apos a inducdo da Diabetes apresentam concentracdo de glicose
aumentados e de insulina diminuidos, aumento da peroxidacao lipidica representado pelo teor
elevado de malondialdeido (MDA) e hidroperédxidos lipidicos. Além da diminuicdo das
enzimas antioxidantes SOD e CAT. O tratamento com o PA durante 30 dias melhorou
significativamente o contetdo tanto das enzimas antioxidantes quanto o de antioxidantes ndo
enzimaticos avaliados. Deste modo, diminuindo possivelmente os danos causados pelas ROS.
Além de melhorar a glicemia nos animais e diminuir a peroxidacdo lipidica.

Outro estudo onde foi evidenciado o efeito benéfico do tratamento com PA foi na
patologia cronica Artrite Reumatoide. Nesse modelo, Pappula et al. (2022a), demonstrou que o
estado redox é alterado para pro-oxidante, piorando a condicao inflamatoria desta doenca. Na
pesquisa 0 PA foi aplicado topicamente durante 28 dias nas doses de 100 e 200 mg/kg. Os
autores observaram uma diminuicao da atividade da SOD e glutationa (GSH). Sendo a GSH a
primeira linha de defesa antioxidante, neutralizando o radical hidroxila e desempenhado papel
fundamental contra as respostas inflamatorias e o estresse oxidativo (Zunino et al., 1989).
Porém com o uso do PA foi possivel observar propriedade antioxidante, reduzindo de forma
significativa a concentragdo de MDA, nitrito (NO) e aumentando as defesas antioxidantes
através do aumento das quantidades de GSH e SOD.

Bejeshk et al. (2023) demonstrou que o PA apresenta efeito benéfico contra a asma.
Além da melhora hispatologica e inflamatoria, o PA mostrou-se benéfico diminuindo os efeitos
oxidantes desta patologia. Assim, as quantidades de ROS, de MDA e nitrito estavam diminuidos

no grupo que recebeu como tratamento o PA (50 mg/kg). Observou-se também o aumento da
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atividade das enzimas antioxidantes SOD e glutationa peroxidase (GPx), e melhora da
capacidade antioxidante total.

Em modelo de inducéo de colite ulcerativa (UC), uma doenca inflamatdria cronica, foi
observado que os animais com esta doenca apresentavam aumento dos parametros oxidantes,
como peroxidacdo lipidica, além da diminuicdo da quantidade de GSH. Pappula et al., 2022b,
mostraram que o tratamento com PA, 100 e 200mg/kg, induziu melhora da UC através das
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias da substancia. Aumentando a quantidade da
enzima antioxidante GSH e diminuindo o teor de MDA e NO. O autor também mostra que o
PA ¢ capaz de diminuir a formagdo de ROS, in vitro. Esta a¢do pode ser observada de forma
semelhante em modelo de inducdo de psoriase, doenca inflamatdria da pele, onde as ROS
alteram o estado redox, piorando a progressao da doenca.

Yalamarthi et al. 2022, partindo do principio das propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, em seu estudo mostrou que o PA é capaz de melhorar os niveis de GSH e diminuir
os niveis de MDA e NO. Além de melhorar os niveis das defesas antioxidantes como a SOD e
o Fator nuclear eritroide 2 (Nrf2) nos camundongos com psoriase induzida. O mesmo autor,
utilizando células HaCat, constatou que o PA é capaz de diminuir a producdo de ROS, no
modelo de inducdo do estresse oxidativo. Demonstrando deste modo propriedades
antioxidantes, porém o autor também apontou que o PA possui efeito anti-inflamatério. Assim,
sugerindo que o PA pode ser utilizado como possivel método de tratamento para doengas
inflamatdrias cronicas que possuam em sua patogénese o aumento do estresse oxidativo.

Sultana, S.; Nafees, S.; Khan, A. Q. (2013) examinaram o potencial efeito
quimioprotetor do PA, nas doses de 50 e 100mg/kg por via oral durante duas semanas, contra
a hepatotoxicidade, uma das principais vias estudadas foi a antioxidante. Neste estudo
observou-se uma melhora da atividade das enzimas antioxidantes como CAT. No modelo
estudado, observaram também a melhora na peroxidacao lipidica, com diminuicdo da formacéo
do MDA.

Além disso o PA tem sido investigado como um agente antineoplasico promissor. O PA
demonstrou ser eficaz contra diversos tipos de cancer, incluindo glioblastoma, cancer de mama,
colon, pancreas, prostata, dentre outros. Atuando por meio de mecanismos, como inibi¢do da
proliferacéo celular, inducdo de apoptose, bloqueio do ciclo celular, etc. (Zhang et al., 2024).
O PA tem demonstrado eficacia especialmente em tumores cerebrais, como glioblastomas, onde
a administragdo intranasal se destaca por sua capacidade de atravessar a barreira

hematoencefélica, aumentando a biodisponibilidade no tecido tumoral (Durco et al., 2021;
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Zhang et al., 2024). A admistragéo por via oral apresentou toxicidades gastrointestinais como
nduseas e vdmitos o que impactou na adesdo ao tratamento (Chen et al., 2021; Durco et al.,
2021).

No contexto cientifico, esses resultados evidenciam que o PA exerce efeitos bioldgicos
consideraveis na melhora da estrutura vascular, na redugdo da pressao cardiaca, na supressao
da inflamag&o e do estresse oxidativo, modulando assim as vias de sinalizacdo associadas as
diversas patologias estudadas. Esses efeitos estdo intrinsecamente relacionados as propriedades
anti-inflamatorias e antioxidantes do PA, o que sugere que esse composto natural apresenta
grande potencial como uma abordagem terapéutica promissora.

Com base no que foi acima mencionado e considerando os efeitos documentados dos
terpenos na literatura, o objetivo deste estudo foi investigar a possivel acdo cardioprotetora do
PA na a cardiotoxicidade induzida pela DOX. A hipétese central deste estudo gira em torno da
possivel cardioprotecdo oferecida pelo PA por meio dos efeitos bioldgicos ja relatados dessa

substancia, focando a sua atividade sobre as vias antioxidante e anti-inflamatoria.
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3. OBJETIVOS

3.1

Objetivo Geral

Avaliar o efeito cardioprotetor do Alcool Perilico na cardiotoxicidade aguda induzida

pela DOX em modelo animal.

3.2

Obijetivos Especificos
Avaliar o efeito do Alcool Perilico sobre os parametros elétricos e contrateis na
cardiotoxicidade aguda induzida por doxorrubicina em animais.
Investigar o efeito antioxidante do pré-tratamento com Alcool Perilico na
cardiotoxicidade aguda induzida por doxorrubicina em animais.
Verificar o efeito do Alcool Perilico sobre o processo inflamatério na
cardiotoxicidade aguda induzida por doxorrubicina em animais.
Avaliar o efeito do Alcool Perilico sobre a apoptose na cardiotoxicidade aguda
induzida por doxorrubicina em animais.
Analisar alteragfes histologicas no tecido cardiaco na cardiotoxicidade aguda
induzida por doxorrubicina em animais pré-tratados com Alcool Perilico.
Determinar o efeito do Alcool Perilico sobre parametros hematoldgicos na

cardiotoxicidade aguda induzida por doxorrubicina em animais.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 180 e 200 g, provenientes do Biotério do
Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe (DFS/UFS). Os animais
tiveram livre acesso a alimentacdo e agua e foram submetidos a ciclos claro/escuro de 12/12
horas, em temperatura controlada (23 = 3°C). Toda a manipulacédo e execuc¢édo dos experimentos
obedeceram as normas de manipulacdo dos animais propostas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Esse projeto foi submetido e aprovado pela
Comissao de ética no uso de animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) com o
numero de protocolo 3512210222,

4.2 Delineamento Experimental

Os animais foram pré-tratatos com o Alcool perilico (PA) durante 7 dias consecutivos,
no oitavo dia foi realizado a eutanasia e as devidas analises. Esse intervalo foi definido baseado
em estudo anterior realizado por Bin Jardan et al. (2020).

Utilizou-se o PA com as doses de 50 e 100 mg/kg, por via intraperitoneal (Beik et al.,
2021; Puppala et al. 2022, Bejeshk et al. 2023) conforme o seguinte delineamento

experimental:

Figura 4. Delineamento experimental.

Experimental Design
Cor - Eventos
= PA tratamento
(o=t J ma2 | Di: | Da: JUDESN) Di¢ J D=7 ) Ded ) B PA tratamento + DOX

W

ip administracko &

e Grupo Controle (CTRL): veiculo (solucao fisiologica 0,9% + cremofor);
e Grupo DOX (DOX): DOX 20 mg/kg + veiculo;

e Grupo PA 50 + DOX: PA 50 mg/kg + DOX 20 mg/kg + veiculo;

e Grupo PA 100 + DOX: PA 100 mg/kg + DOX 20 mg/kg + veiculo.

e Grupo PA 50: veiculo + PA 50 mg/kg;
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Como veiculo, para viabilizar a solubilizagdo do PA, os animais controles receberam
solugdo fisiologica a 0,9% com cremofor, estabilizante utilizado em nanoemulsdes o/w (6leo
em agua) com baixos quantidades de surfactante/co-surfactante, preparadas pelo método de
emulsificacdo espontanea (Zeng; Xin; Zhang, 2017). Para a diluicdo da DOX foi utilizado
apenas a solucdo fisioldgica 0,9% para reconstituicao e veiculo.

Para a inducéo da cardiotoxicidade aguda pela DOX, a dose de 20 mg/kg dessa substancia
foi utilizada por via intraperitoneal (i.p.), no quinto dia de tratamento. A dose e 0 método de
inducdo adotados foram determinados com base no estudo de Hadi e colaboradores (2012). Nos
animais controle, uma Unica injecdo de solucdo fisioldgica 0,9% com cremofor (i.p.) foi

administrada durante 0 mesmo periodo.
4.3 Modelo de determinacédo da pressao desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE):

No oitavo dia, um dia apds o fim do tratamento de sete dias, cada animal recebeu 400
unidades de heparina (i.p.). Apds 15 minutos, os animais foram eutanasiados por decapitacao.
O coracdo foi exteriorizado rapidamente ap6s toracotomia e imediatamente canulado via artéria
aorta e conectado ao sistema de perfusdo de 6rgdo isolado do tipo Langendorff (Bell; Mocanu;
Yellon, 2011). Apds a montagem do sistema, o coracdo foi perfundido com solugdo fisiolégica
de Krebs a 37°C e pH 7,4, aerada por mistura carbogénica (95% de O e 5% de CO>), e pressao
de 80 cmH20. O atrio esquerdo foi retirado para o posicionamento do balonete (no interior do
ventriculo esquerdo) conectado a um transdutor pressorico, que por sua vez estava ligado a um
receptor analégico/digital ligado a um computador. Foram registrados os seguintes parametros:
a PDVE e as derivadas temporais de pressao ventricular méxima (+dP/dt) e minima (-dP/dt).
Em seguida, os dados foram captados pelo software WindagEX® e no LabChart8® (AD
Instruments), onde os dados obtidos de PDVE e as +dP/dt e -dP/dt, foram representados em

percentual da linha de base.

4.4 Avaliacdo Eletrocardiografica in vivo

Quarenta e oito horas apds a aplicacdo da DOX, os ratos foram anestesiados com
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) via i.p. para andlise eletrocardiografica. Eletrodos
foram posicionados na regido dos quatro membros dos animais e conectados a um amplificador
diferencial. As seguintes variaveis dos ECGs foram analisadas pelo programa InPulse — Animal

Health: Duracdo do intervalo PR, Duracdo do complexo QRS, Duracdo do intervalo QTc -
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corrigido segundo a equacdo de correcdo de Kmecova (QTc-Bazett/RR) (KMECOVA;
KLIMAS, 2010), Frequéncia Cardiaca.

4.5 Avaliagéo dos Marcadores de Cardiotoxicidade

Foram mensurados os biomarcadores plasmaéticos para avaliacdo de danos teciduais
creatina-quinase total (CK-Total), creatina-quinase isoforma MB (CK-MB) e lactato
desidrogenase (LDH), com base no método fotométrico cinético utilizando kits comerciais
(Labteste). As amostras foram medidas a 340 nm e os resultados foram expressos em U/L, de
acordo com as instrucoes do fabricante.

4.6 Avaliacéo do Estresse Oxidativo e das Enzimas Antioxidantes
4.6.1 Determinacdo da Peroxidacdo Lipidica

Os coracgdes foram homogeneizados em tampdo fosfato de sodio (0,1 mol/L, pH 7,4),
contendo butil-hidroxitoluol (BHT; 12,6 mmol/L). Em seguida, 200 pL dos homogenatos foram
incubados a 90°C por 45 minutos em 400 pL de solucdo acida (0,37% de acido tiobarbiturico-
TBA,; 15% de acido tricloroacético-TCA e; 0,25 mol/L de acido cloridrico-HCI). Logo ap06s, as
amostras foram centrifugadas (Heal Force, Neofuge 15R) a 19.000 x g por 5 minutos a 24°C.
Em 300 pL dos sobrenadantes adicionaram-se 300 L de n-butanol e 30 pL de solucdo saturada
de NaCl. Agitou-se as amostras em vortex por 30 segundos e novamente centrifugadas a 19.000
X g por 2 minutos a 24°C. Pipetaram-se 200 pL dos sobrenadantes em microplaca de 96 pocos
para a leitura de absorbancia em espectrofotdometro de placa (ELx800, BIOTEK Instruments®)
a 535 nm, corrigindo pelos valores de absorbancia a 572 nm. A quantidade de malondialdeido
(MDA) produzida foi expressa em nanomol por grama de tecido e interpretada como marcador
de peroxidacdo lipidica formado pela reacdo com o acido tiobarbitirico (TBARS) (Bose,
Sutherland, Pinsky, 1989).

4.6.2 Mensuracao de Hidroperdxidos Totais

Os coracgdes foram homogeneizados em PBS e centrifugados (Heal Force, Neofuge
15R) a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C. Em um microtubo, adicionou-se 100 pL do
sobrenadante, 900 pL do reagente de FOX, composto por xilenol orange (0,25 mmol/L), sulfato
ferroso amoniacal (Fe (NH4)2(S04)2.6H,0, 0,25 mmol/L), hidroxitolueno butilado (BHT, 4,4
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mmol/L), metanol (CH40) e &cido sulfurico (H2SO4, 97%). Apo6s 30 minutos, as amostras
foram centrifugadas a 14.000 x g por 5 minutos a 24°C. Em uma microplaca de 96 pocos,
pipetaram-se 200 pL dos sobrenadantes para a leitura de absorbancia em leitor de placa
(ELx800, BIOTEK Instruments®) a 570 nm. A quantificacdo dos hidroperoxidos totais foi
expressa em mol/L, utilizando o coeficiente de extingdo molar 4,3 x 10* M cm? (Jiang, Hunt,
Wolff, 1992).

4.6.3 Determinacdo dos Grupamentos Sulfidrilas

Os coracgdes foram homogeneizados em PBS e centrifugados (Heal Force, Neofuge
15R) a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C. Em seguida, em uma microplaca de 96 poc¢os, foram
adicionados 200 pL de solugdo Tris-EDTA (Tris - 0,2 mol/L; &cido etilenodiamino tetra-acético
- EDTA - 0,002 mol/L), 10 puL dos sobrenadantes ¢ 4 uL de acido 5,5’-ditio-bis-(2-
nitrobenzdico) (DTNB 3 mmol/L). Apo6s 15 minutos, a leitura da absorbancia foi realizada em
um leitor de placa (ELx800, BIOTEK Instruments®) a 412 nm. A concentragdo total de
grupamentos sulfidrilas foi expressa em nanomol por micrograma de proteina (Aksenov e
Markesbery, 2001).

4.6.4 Atividade da Superéxido Dismutase

Os coracgdes foram homogeneizados em PBS e centrifugados (Heal Force, Neofuge
15R) a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C. A reacdo foi iniciada pipetando em microplaca de 96
pocos: 30 pL dos sobrenadantes, 100 pL de PBS, 6 pL de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-
2,5-difenil tetrazolium] (MTT 1,25 mmol/L) e 15 pL de pirogalol (100 umol/L). A placa foi
agitada por 5 minutos, e em seguida, 150 pL de sulféxido de dimetilo (DMSO) foram
acrescentados. A leitura foi realizada em um espectrofotdmetro de placa (ELx800, BIOTEK
Instruments®) a 570 nm. A atividade da SOD foi expressa como unidade de SOD por

micrograma de proteina (Madesh e Balasubramanian, 1998).

4.6.5 Atividade da Catalase

Os coracgdes foram homogeneizados em PBS e centrifugados (Heal Force, Neofuge
15R) a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C. Apds, em cubeta de quartzo, pipeta-se 30 puL do
sobrenadante e 950 pL de tampéo fosfato de potassio (50 mmol/L, pH 7,0). A reacéo € iniciada
com a adicdo de 20 pL de H.O2 (0,3 mol/L). As medidas devem ser realizadas em

espectrofotdbmetro (Hitachi, Japdo), em intervalos de 15 segundos, a 25°C, no comprimento de
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onda de 240 nm. A atividade da enzima serd expressa pela diferenca da variacdo das

absorbancias (AE) /minuto/micrograma de proteina (Nelson e Kiesow, 1972).

4.6.6 Atividade da Glutationa Peroxidase

Os coracfes homogeneizados em tampédo fosfato de sodio (50 mmol/L, pH 7,4),
acrescido de cloreto de potassio (KCI, 140 mmol/L), serdo centrifugados a 14.000 x g por 30
minutos a 4°C (Heal Force, Neofuge 15R). Em microplaca de 96 pogos pipeta-se: 8,4 pL do
sobrenadante, 580 pL de tampdo fosfato de sédio (100 mmol/L, pH 7,0), 10 uL de NADPH
(8,4 pmol/L), 10 pL de GR (10 U/mg de proteina/mL), 10 pL de azida sédica (NaN3, 1,125
mol/L), 10 pL de GSH (0,15 mmol/L) e 250 pL de H20: (2,2 mmol/L). O monitoramento é
realizado a 340 nm, 25°C, por 8 minutos em espectrofotdmetro de placa (ELx800, BIOTEK
Instruments®). A atividade da GPx se darad pela avaliacdo da oxidacdo do NADPH, e os
resultados serdo expressos em nanomol/NADPH/minuto/micrograma de proteina (Paglia e
Valentine, 1967).

4.6.7 Determinacdo da Concentracdo Total de Proteina

Os coracgdes foram homogeneizados em PBS e centrifugados (Heal Force, Neofuge
15R) a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C. Apos a retirada do sobrenadante adicionou-se
hidréxido de sddio (NaOH, 0,5 mol/L), e apds 15 minutos acrescentou-se carbonato de sddio
(Na2CO3, 2%), sultafo de cobre (CuSOs, 1%) e tartarato de sodio e potéssio (KNaCsH40.4H20,
2%) (100:1:1). Em seguida, foi adicionado 20 pL do reagente de Folin, e ap6s 30 minutos
realizou-se a leitura a 630 nm em espectrofotdbmetro de placa (ELx800, BIOTEK
Instruments®). Para comparacgéo foi feito uma curva padrao de albumina bovina (Lowry et al.,
1951).

4.7 Avaliacdo das citocinas pro-inflamatérias

As amostras, previamente normalizadas para proteinas totais, foram imediatamente
utilizadas para a quantificacdo das citocinas TNF-a, IL1-p e IL-6 (Invitrogen™), empregando
Kits de ensaio imunoenzimatico sanduiche (ELISA), seguindo as diretrizes do fabricante.

Durante o procedimento, 50 puL foram adicionados a uma placa de 96 pogos de alta
ligacdo, na qual o anticorpo de captura ja estava fixado, e a placa foi bloqueada para evitar

ligagdes inespecificas. Posteriormente, as amostras foram incubadas por um periodo de 3 a 24
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horas, seguido por lavagens e a adigdo do anticorpo de detecgdo ao meio. Na sequéncia, 0
conjugado foi introduzido na placa, e, por fim, o substrato foi acrescentado para revelacdo da
cor. As absorbancias foram mensuradas em um espectrofotbmetro de acordo com o
comprimento de onda especifico para cada citocina. Os resultados foram entéo calculados com

base na curva padréo e expressos em pg/mg de proteina.

4.8 Avaliacdo dos marcadores de apoptose

Amostras de coragdo foram homogeneizadas em tampéo Tris-HCI (150 mM NacCl, 1
mM EDTA, 1% Triton X-100, 1% desoxicolato de sodio, 1% SDS, 1 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil) adicionado com inibidor de proteassoma (MG132), inibidor de coquetel de
protease (1:1000 v/v; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e inibidores de fosfatase (10 mM
Na4P207, 100 mM NaF, 10 mM Na3VO4).

O homogeneizado foi centrifugado por 20 minutos (14.000 g, 4 °C), e o sobrenadante
foi coletado e misturado com tampao Laemmli 2X (20% glicerol, 125 mM Tris, 4% SDS, 100
mM ditiotreitol) em proporcéo igual. Em seguida, as amostras foram fervidas a 70 °C por 5
minutos e 50 g de proteina foram submetidos a eletroforese em gel SDS-PAGE e transferidos
para uma membrana de nitrocelulose usando um sistema de transferéncia semi-seco por 30
minutos a 400 mA. A quantificacdo de proteinas foi realizada conforme descrito em outro lugar
(Lowry et al., 1951).

Apo6s o bloqueio com leite desnatado a 5%, as membranas foram incubadas com
anticorpos primarios especificos durante a noite a 4 °C e, em seguida, com anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase a temperatura ambiente por 1 hora. O sinal da
membrana foi detectado usando um revelador de quimioluminescéncia (iBright CL 1000,
Invitrogen, EUA). A analise quantitativa das bandas foi realizada usando o software iBright
Analysis, e o controle de carga proteica foi obtido pela quantificacdo da densitometria de [3-
actina.

Todos os anticorpos primarios utilizados foram comprados da Santa Cruz Technology:
Actina (c-2) (sc-8432; 1:1000), Caspase 3 (sc-7272; 1:500), Bax (sc-7480; 1:500), Bcl 2 (sc-
7382 1:500).
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4.9 Avaliacdo do Dano Histopatolégico Cardiaco

Ap0s retirar os coragdes, os mesmos foram lavados em KCI (3M), limpos e fixados em
formalina (4%), desidratados em alcool — concentracdes progressivas, seguido de xilol, e entdo
realizada a inclusdo dos tecidos em parafina, sendo cortados a 5 um de espessura e
posteriormente corados com hematoxilina-eosina.

Para analise morfoldgica, foram analisadas secc¢des histoldgicas de 5 um de espessura,
coradas em HE. As seccOes de tecido cardiaco foram avaliadas quanto a organizacao
arquitetural do tecido (distribuicdo, densidade e organizacdo das fibras musculares),
caracterizacdo citoplasmatica (intensidade/perda da eosinofilia, visualizacdo das estriacGes
transversais, intumescimento, vacuolizacdo hidrépica e morfologia da célula) e nuclear
(morfologia, densidade da cromatina e sinais de contracdo) dos cardiomiocitos, hiperemia dos
capilares, presenca de células inflamatdrias, areas hemorragicas e edema intersticial (aumento
dos espacos entre as fibras, com ou sem depdsitos de material seroso e/oufubrinoide).

Foram examinados 50 cardiomidcitos distribuidos em cinco campos histoldgicos de
0,0625 mmz, com aumento de 1000x, selecionados por amostragem aleatoria sistematica, na
qual, para cada campo escolhido, dois eram ignorados, utilizando um microscépio 6ptico Leica
DM5000B. As imagens dos campos foram capturadas com uma camera digital Leica
DFC340FX acoplada ao microscopio, digitalizadas e salvas no formato .tiff para posterior
analise. O diametro médio do citoplasma e dos ndcleos dos cardiomidcitos foi mensurado por
meio do software de andlise de imagens Image J (versdo 1.44 para Windows), previamente
calibrado e com escala ajustada em micrémetros (um). As medicdes foram realizadas pela
ferramenta de "mao livre" de maneira cega. Para calcular a razdo entre citoplasma e nucleo, as
dimensdes lineares foram inicialmente convertidas em areas através da formula A = 7R? (onde
R = diametro/2). Em seguida, as areas citoplasmaticas foram divididas pelas areas nucleares,

estabelecendo a proporc¢éo entre elas.

4.10 Avaliacdo da contagem de células sanguineas

No oitavo dia, ap6s a eutanésia os animais foram puncionados para a retirada no sangue
para a devida anélise. O sangue foi armazenado em tubos de coleta sanguinea contendo EDTA.
No mesmo dia, uma amostra do sangue armazenado foi utilizada para a analise. Os testes foram

realizados utilizando o Analisador Hematologico URIT-3000Vet Plus.
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4.11 Analise Estatistica

Os dados experimentais foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Os dados
ordinais continuos foram avaliados quanto a normalidade da distribuicdo segundo o teste de
Shapiro-Wilk e quanto & homoscedasticidade pelo teste de Bartlett. Comprovada a normalidade
e homogeneidade de variancias, a diferenca significativa entre os grupos foi determinada pela
analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido de pos-teste Tukey, ou pelo teste t-Student.
As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05. O tamanho
do grupo esta indicado na legenda como “n”. Os graficos foram plotados utilizando o software

GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Alcool perilico reduz os marcadores de cardiotoxicidade.

A atividade da creatina quinase total (CK), creatina quinase — MB (CK-MB) e a
desidrogenase latica (LDH) forma dosados para a avaliagdo dos biomarcadores séricos
cardiacos. Ao analisar a esses biomarcadores no grupo que recebeu apenas a DOX, observou-
se um aumento significativo na concentracdo de CK, CK-MB e LDH no plasma sanguineo
desses animais em comparagdo com os animais saudaveis do grupo CTRL (figura 5), sendo este

aumento estatisticamente significante.

Foi evidenciada na avaliacdo da CK, bem como na CK-MB, nos grupos que receberam
50 mg/kg e 100 mg/kg de PA juntamente com a DOX, uma redugdo significativa desse
biomarcador. Esses resultados indicam uma efetiva atenuacdo do aumento da CK no plasma
sanguineo dos animais em resposta ao pré-tratamento com PA. Ja na avaliacdo de LDH nos
grupos pré-tratados com PA também apresentaram essa diferenca significativa. Na avaliacdo
da CK-MB os grupos PA 50 + DOX e PA 100 + DOX, apresentaram reduc¢do nos niveis desse
biomarcador, quando comparado ao grupo DOX, porém a reducdo ndo levou a valores de

normalidade, quando comparamos com o0 CTRL esses grupos se apresentam ainda elevamos.

Os animais submetidos apenas ao PA, puro sem a cardiotoxicidade induzida pela DOX
na dose de 50 mg/kg, ndo apresentaram elevacdo dos marcadores analisados quando
comparados ao grupo CTRL. Marcadores esses que se encontravam reduzidos quando

comparados ao grupo DOX.
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Figura 5. Medida dos biomarcadores cardiacos plasmaticos Creatina quinase isoforma MB (CK-MB) (painel A),
Creatina quinase (CK) (painel B), e Desidrogenase latica (LDH) (painel C) em plasma de ratos com
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX) e pré-tratados com AP durante 7 dias. Todos 0s parametros
sdo expressos como média £ DP (n = 5). ANOVA one-way seguido do post hoc de Tukey. *p<0,05;
**p<0,01;***p<0,001 vs grupo DOX #p<0,05; #p<0,01; ##p<0,001 vs grupo CTRL.
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5.2 Alcool perilico inibe o dano aos lipideos de membrana e a proteinas desencadeado pelo
estresse oxidativo induzido pelo DOX.

Na Figura 6A, observa-se que 0s animais que receberam a DOX apresentaram uma
maior quantidade de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), comparados ao
grupo CTRL. Ja os animais que receberam o pré-tratamento com o PA e a DOX apresentaram
uma atenuacao nesse aspecto, diminuindo significativamente a peroxidacao lipidica. Esse fato
também é observado na dosagem dos hidroperdxidos totais (Figura 6B). Os animais que
receberam a DOX apresentaram um aumento dos hidroperdxidos, comparados aos animais
CTRL, enquanto os que receberam o PA nas doses de 50 e 100 mg/kg apresentaram uma
diminuicdo desse dano.

Observou-se que 0s animais que receberam apenas a DOX apresentaram reducdo dos
grupamentos sulfidrilas em comparacdo com o grupo de controle (CTRL). Por outro lado, os
animais que receberam pré-tratamento com o PA, tanto na dose de 50 mg/kg quanto na dose de
100 mg/kg, demonstraram uma reducédo desse dano quando comparados ao grupo que recebeu

apenas a DOX.
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Figura 6. Determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (painel A), dosagem dos
hidroperdxidos totais (painel B) e determinago dos grupamentos sulfidrilas totais (C) em ratos pré-tratados com
Alcool perilico (PA) durante 7 dias e com cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX). Todos os
parametros sdo expressos como média £ DP (n = 6 por grupo). ANOVA one-way seguido do post hoc de Tukey.
**p<0,01; ***p<0,001 vs grupo DOX #p<0,05; #p<0,01; #p<0,001 vs grupo CTRL.
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5.3 Alcool perilico restaura a atividade das enzimas antioxidantes Glutationa Peroxidase
(GPx), Superdxido dismutase (SOD) e Catalase nos animais com cardiotoxicidade.

A atividade das enzimas antioxidantes, no tecido cardiaco, avaliadas incluiram a GPx
(fig. 7A), SOD (fig. 7B) e a Catalase (fig. 7C).

Na Figura 7, pode-se observar que 0s animais que receberam a DOX apresentaram uma
diminuicdo na atividade das enzimas antioxidantes quando comparados ao grupo CTRL. Além
disso, os animais que receberam pré-tratamento com o PA na dose de 50 e 100 mg/kg
demonstraram um aumento na atividade das enzimas antioxidantes avaliadas.

O grupo 50 mg/kg de PA, que recebeu apenas 0 monoterpeno, ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparado com o grupo CTRL. Contudo, demonstrou preservacdo da
atividade enzimatica quando comparado com o grupo DOX. Sendo que este apresentou reducéao

dréastica da atividade.
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Figura 7. Determinacdo das atividades das enzimas antioxidantes cardiacas, Glutationa Peroxidase (GPXx),
Superoxido Desmutase (SOD) e Catalase, em coragdo de ratos pré-tratados com Alcool perilico (PA) durante 7
dias e com cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX). Todos 0s parametros sdo expressos como média
+ DP (n = 6 por grupo). No BOX A observa-se a analise da GPx. No painel B tem-se a atividade da SOD. E no
painel C, verifica-se o0s resultados da Catalase. ANOVA one-way seguido do post hoc de Tukey.
**p<0,01;***p<0,001 vs grupo DOX #p<0,05; #p<0,01; ###p<0,001 vs grupo CTRL.
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5.4 Alcool perilico inibe o processo inflamatério induzido por DOX.

Verificou-se um aumento das citocinas avaliadas apds a administracdo de DOX quando
comparado ao grupo CTRL (Figura 8). Ao analisar a dosagem de TNF-a, observou-se uma
reducdo dessa citocina nos grupos pré-tratados com PA (Figura 8A).

Ao examinar a quantidade de IL-6 (figura 8B), constatou-se uma diminui¢do nessa
citocina nos animais pré-tratados com PA na dose de 50 mg/kg. Na dosagem IL-1p (figura 8C),
verificou-se um aumento dessa citocina nos animais que receberam DOX. Entretanto, o pré-

tratamento com PA na dose de 50 mg/kg foi capaz de reverter esse aumento.
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Figura 8. Dosagem das citocinas pro-inflamatdrias em coracdo de ratos pré-tratados com alcool perilico (PA)
durante 7 dias e com cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX). Todos 0s pardmetros sdo expressos
como média =+ DP (n=5 por grupo). ANOVA one-way seguido dos pos teste de Tukey. *p<0,05;
**p<0,01;***p<0,001 vs grupo DOX *#p<0,05; #p<0,01; ##p<0,001 vs grupo CTRL.
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5.5 Alcool perilico previne os efeitos danosos da DOX sobre a atividade elétrica e
contratilidade cardiaca induzida por DOX.

A analise dos parametros elétricos nos registros eletrocardiograficos in vivo (Figura 9)
revelou alteragdes na duracdo dos intervalos PR (A), RR (B), QT (C), QTc (D) e QRS (E) nos
animais que receberam apenas DOX em compara¢do com o grupo CTRL. No entanto, notou-
se uma melhora significativa desses parametros nos animais que foram pré-tratados com o PA
e, posteriormente, receberam a DOX.

Especificamente, os animais tratados com a dose de 100 mg de PA, em relacdo ao
intervalo PR, RR, QT e QTc, apresentaram melhorias. Na dose de 50 mg de PA em animais
que foi induzida a cardiotoxicidade com DOX, a melhora foi observada nos seguintes
parametros RR, QT e QTc. Os animais do grupo 50 mg de PA, que receberam PA, porém nédo

foram submetidos a cardiotoxicidade da DOX, apresentaram diferenca estatistica apenas no QT

e RR, quando comparado ao CTRL.
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Figura 9. Parametros eletrocardiograficos avaliados em ratos pré-tratados com PA durante 7 dias e com
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX). PR (A), QRS (B), QT (C), Heart Rate (D), QTc (E) e RR (F).
No painel G, ttm-se a imagem representativa do eletrocardiograma dos ratos Wistar submetidos a cardiotoxicidade
da DOX. 50 mm/s e 10 mm/mV (N). As imagens e andlises foram realizadas utilizando o programa InPulse -
Animal Health. Todos os parametros sdo expressos como média = DP (n = 6). ANOVA one-way seguido do post
hoc de Tukey. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001 vs grupo DOX #p<0,05; #p<0,01; #¥p<0,001 vs grupo CTRL.
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Na figura 10 observamos figuras representativas dos eletrocardiogramas realizados nos
animais.

Figura 10. Imagens representativas do eletrocardiograma de um rato dos grupos controle (CTRL), doxorrubicina
(DOX), e PA 50 mg + DOX, PA 100 mg + DOX e PA 50 mg. Escala: 50 mm/s e 20 mm/mV (N). As imagens e
andlises foram realizadas utilizando o programa InPulse.

J,(&L\_/Mﬁ ~ M~

R QRS QI RR PR QRS QT AR
S2ms  24ms Tlms 246ms Slms 16ms 60ms 226ms

PR QRS QT RR

ATms 19ms 3dms 190ms

P box |
-"Jnt“&f\ﬂf\w VNN

PR QRS QT RR PR QRS Qr RR

3ms 23ms 2ms 203ms Sms 26ms Fms Bdms



44

Na avaliacdo dos parametros contrateis, a DOX foi capaz de promover uma redugédo na
forca contratil dos coragfes em comparagdo com os animais do grupo CTRL. Este efeito foi

atenuado pelo PA nas doses de 50 e 100 mg/kg, conforme ilustrado na Figura 11.

Figura 11. Presséo desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE) de ratos pré-tratados com Alcool perilico (PA)
durante 7 dias e com cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX). Todos 0s pardmetros sdo expressos
como média = DP (n = 6). ANOVA one-way seguido do post hoc de Tukey. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001 vs

grupo DOX #p<0,05; #p<0,01 vs grupo CTRL.
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Como pode-se observar na Figura 12, a taxa de variacdo da pressdo intraventricular ao

longo do tempo (dP/dt) foi significativamente reduzida nos animais do grupo DOX. Contudo,

esta alteracdo ndo foi prevenida pelo pré-tratamento com o PA.

Figura 12. A taxa de variacdo da pressdo pelo tempo (dP/dt) em ratos pré-tratados com Alcool perilico (PA)
durante 7 dias e com cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX). Todos os parametros sdo expressos
como média = DP (n= 6 por grupo). ANOVA one-way seguido do pos teste de Tukey. ##p<0,001 vs grupo CTRL.
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5.6 Efeito do PA na expressdao de marcadores de apoptose em coragcdo de ratos com
cardiotoxicidade induzida por DOX.

Na avaliagdo de marcadores do ciclo celular foram dosados a Bax, Bcl 2 e Caspase-3.

Nessa avaliacdo da expressdo proteica dos marcadores avaliados ndo foi observado diferenca

estatistica entre os grupos (figura 13).
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Figura 13. Efeito do PA na expressdo de marcadores do ciclo celular em coragdo de ratos com cardiotoxicidade
induzida por doxorrubicina (DOX) (b). As imagens representativas do western blotting estéo exibidas em (a). Beta
actina foi usada como controle de carga de proteinas. Os resultados estdo expressos como média + DP (n=4/grupo).
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5.7 Avaliacdo Morfoldgica e Morfométrica do Tecido Cardiaco em coracdes de ratos com
cardiotoxicidade induzida por DOX.

No grupo CTRL (figura 14), o tecido cardiaco exibiu caracteristicas morfoldgicas
compativeis com a normalidade; as fibras musculares exibiram espessura entre 10 e 15 pm,
apresentando estriagdes transversais representativas da alternancia de bandas claras
(isotropicas) e escuras (anisotropicas) dos sarcébmeros. Os nucleos eram alongados e
apresentavam extremidades rombas (forma de “charuto”), com cromatina finamente dispersa,
e situavam-se geralmente no centro das fibras. Eventualmente era possivel observar acimulo
intracitoplasmatico de material granular delicado e pigmentado (castanho a castanho-escuro),
interpretado como lipofuscina. O componente muscular se mostrava sustentado por tecido
conjuntivo fibroso delicado, apresentando vasos sanguineos de pequeno calibre, por vezes
contendo hem@cias no interior.

O grupo DOX (figura 14) exibiu a maior intensidade de alteracGes degenerativas e
inflamatorias. Foi observada desorganizacao da arquitetura e disposicao das fibras musculares
do tecido cardiaco, caracterizada por areas de pronunciado aumento dos espagos entre as fibras
musculares, sugerindo acimulo hidrico (edema intersticial), intensa hiperemia capilar, com
focos de extravasamento de hemaécias, e presenca de infiltrado inflamatério (constituido de
especialmente de linfécitos e polimorfonucleares neutrofilos). Os cardiomiocitos exibiam ainda
perda de eosinofilia e focos de vacuolizagéo intracitoplasmatica, muitas vezes com disposicao
perinuclear, interpretada como degeneragdo hidrépica. N&o raro, os cardiomidcitos também
exibiam alteragdes degenerativas expressas por intumescimento citoplasmatico, perda das

estriacOes transversais e pronunciada picnose nuclear.
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Figura 14. Fotomicrografias de sec¢es histologicas coradas em HE (400 x) representativas dos principais achados
morfologicos observados. (A) Grupo CTRL apresenta fibras musculares em seccdo longitudinal, destacando
cardiomiocitos com nicleos alongados de cromatina dispersa e citoplasma eosinofilico exibindo estriagGes
transversais. No detalhe ampliado, ntcleos claros em forma de “charuto” e citoplasma eosindfilo com estrias
transversais tipicas. (B) Fibras musculares no grupo CTRL em sec¢do transversal. No detalhe ampliado notam-se
cardiomiocitos com morfologia poligonal classica, citoplasma eosinofilico e nlcleos redondos centrais. (C) Seccao
longitudinal das fibras musculares no Grupo DOX destacando perda de eosinofilia citoplasmatica, edema
intracelular (circulo), além de areas hemorragicas (setas) e infiltrado inflamatorio edema intersticial. (D) Seccéao
transversal das fibras musculares no Grupo DOX mostrando desorganizacdo da estrutura morfolégica do tecido,
cardiomiécitos exibindo intenso edema intracelular e perda de definicdo de limites citoplasmaticos. No detalhe
ampliado, destaca-se cardiomidcitos intumescidos, com vacuolizacéo hidropica pronunciada circundando nicleos
picnoticos.
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O grupo PA 50 + DOX (figura 15) exibiu caracteristicas histologicas relativamente
semelhantes aquelas identificadas no grupo DOX. Evidenciaram-se 4areas onde 0s
cardiomidcitos exibiam sinais morfoldgicos de balonizacdo citoplasmatica, muitas vezes
acompanhada de perda da visualizacdo das estrias transversais, e vacuolizacdo perinuclear. O
tecido de sustentagdo exibe edema intersticial moderado, infiltragdo inflamatoria de leve a
moderada intensidade, hiperemia capilar e focos de extravasamento de hemaécias.

No grupo PA 100 + DOX (figura 15), a maior parte do tecido cardiaco exibia
caracteristicas morfoldgicas usuais, indistinguiveis do grupo CTRL, mas ainda foram
evidenciadas areas focais de perda das estriacGes transversais e vacuoliza¢do perinuclear. A
infiltracdo inflamatdria se mostrou de leve intensidade, assim como a hiperemia capilar,
especialmente quando comparada aos grupos DOX e DOX50. Os focos de extravasamento de

hemacias se mostraram escassos e focais.
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Figura 15. Fotomicrografias representativas de sec¢des histologicas coradas em HE (400 x) dos principais achados
morfologicos observados no grupo PA 50 + DOX e PA 100 + DOX. (A) Secgdo longitudinal das fibras musculares
no grupo PA 50 + DOX mostrando desorganizagdo morfoarquitetural do tecido cardiaco, edema intersticial,
infiltracdo inflamatoria e areas de hiperemia e hemorragia. O detalhe ampliado destaca vasos capilares exibindo
marginagio de polimorfonucleares neutréfilos. (B) Area de seccdo transversal mostrando cardiomidcitos
intumescidos, com citoplasma palido e formacgdo de vactolos claros (hidrépicos) extensos ao redor de nucleos
picnéticos. Na ampliagdo, destacam-se cardiomiocitos exibindo picnose e vacuolizagao perinuclear. (C) Seccédo
longitudinal das fibras musculares no grupo PA 100 + DOX mostrando area focal de edema intracelular de
cardiomidcitos e hiperemia capilar. No detalhe, cardiomidcitos exibindo vacuolizacdo perinuclear hidrépica. (D)
Area de seccdo transversal das fibras musculares mostrando palidez (perda de eosinofilia) citoplasmatica, e
formacao de discreto halo perinuclear. Notar, no detalhe, a perda de eosinofilia, intumescimento celular discreta e
vacuolizacdo perinuclear do citoplasma dos cardiomiécitos.
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No grupo que recebeu apenas o PA 50 (figura 16), os aspectos morfoldgicos foram
indistinguiveis daqueles evidenciados no grupo CTRL, e compativeis com normalidade. Apesar
de alguns cardiomidcitos exibirem focos de vacuolizacdo perinuclear compativeis com
degeneracdo hidropica, especialmente em areas de seccdo transversal da musculatura, esses
achados foram bastante focais, e ndo foram acompanhados de balonizacdo (intumescimento)

celular ou perda de estriacGes transversais.
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Figura 16. Fotomicrografias de sec¢es histologicas coradas em HE (400 x) representativas dos principais achados
morfologicos observados no grupo PA mg puro. (A) Seccles longitudinais das fibras musculares cardiacas do
grupo PA 50 exibindo caracteristicas morfolégicas de normalidade, destacando, no detalhe ampliado, as estriagGes
transversais bem aparentes (*). (B) Secg¢des transversais também exibindo caracteristicas de normalidade.
Destaque ampliado para a morfologia poligonal tipica e citoplasma eosinofilico dos cardiomidcitos.
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Na analise morfométrica (figura 17) observa-se alteracdo no didmetro do ndcleo e do
citoplasma no grupo DOX, comparado ao grupo CTRL. O PA apresentou redugédo do didametro
do citoplasma e da relagdo entre o diametro do nucleo e do citoplasma, comparados ao grupo
CTRL. Porém ndo apresentou diferenca significativa no diametro do nucleo. O grupo PA 50
apresenta caracteristicas morfométricas semelhantes ao grupo CTRL, ndo apresentando

diferenga.

Figura 17. Anélise histomorfométrica do didmetro do nlcleo (A), do citoplasma (B) e a relagdo citoplasma/ndcleo
(C) em cardiomidcitos seccionados transversalmente de animais pre-tratados com PA e submetidos a
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX). Todos os parametros sdo expressos como média + DP.
ANOVA one-way seguido do pos teste de Tukey. Comparados ao grupo DOX: ***p<0,001. Comparados ao
CTRL: ###p<0,001. PA 50 + DOX vs PA 50 ($$$p<0,001); PA 100 + DOX vs PA 50 (&&&p<0,001).
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5.8 Alcool perilico melhora a leucopenia induzida pela DOX.

No hemograma, foram analisadas as séries branca e vermelha, e as plaguetas (Figura
18). Na Figura 18A, foi observada uma queda significativa na contagem de leucdcitos do grupo
tratado com doxorrubicina (DOX) em comparacédo ao grupo controle (CTRL). No entanto, nos
grupos que receberam PA nas doses de 50 e 100 mg/kg e foram submetidos a cardiotoxicidade
induzida pela DOX, observou-se um aumento na contagem de leucocitos em relacdo ao grupo
DOX, embora essa contagem ainda se mantivesse inferior a do grupo controle.

Também foi avaliado o efeito do PA na dose de 50 mg/kg sem inducdo de
cardiotoxicidade pela DOX. Comparando este grupo com o controle, verificou-se a preservagédo
da contagem de leucaocitos.

Por fim, analisamos as séries vermelha e plaquetaria (Figuras 18B e 18C), sem detectar
alteracdes significativas nesses parametros.

Figura 18. Andlise do hemograma no sangue de animais pré-tratados com AP 50 e 100 mg/kg durante 7 dias e
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (DOX). Em A apresenta-se a contagem de leucdcitos, em B a de
plaquetas e em C a de glébulos vermelhos. Todos os pardmetros sdo expressos como média = DP (n = 6). ANOVA
one-way seguido do post hoc de Tukey. *p<0,05; **p<0,01;***p<0,001 vs grupo DOX *#p<0,05; #p<0,01;
###p<0,001 vs grupo CTRL.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o potencial efeito cardioprotetor do PA em ratos que
receberam DOX, com foco especial na via antioxidante e anti-inflamatéria. O efeito
cardioprotetor do PA na cardiotoxicidade induzida por DOX foi refletido na melhora dos
marcadores de lesdo, nos parametros contrateis e eletrocardiogréficos, além do aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, diminuicdo de marcadores de estresse oxidativo como
MDA e hidroperoxidos, e lesdo tecidual, além da diminuicéo das citocinas inflamatdrias com
consequente melhora da funcionalidade cardiaca.

O uso da DOX pode levar a alteragdes bioquimicas e fisiolégicas no organismo, bem
como no tecido cardiaco (Najafi et al., 2020). Estas podem ser evidenciadas pela quantificagdo
de malondialdeido (MDA), de hidroperoxidos totais, além da medicdo da CK, CK-MB e LDH
(Othman et al., 2008; Bilginoglu et al., 2014; Liu et al., 2018; Najafi et al., 2020; Durco et al.
2023). Ao avaliarmos os marcadores de dano cardiaco CK, CK-MB e LDH, foi observado
aumento no grupo DOX quando comprado ao CTRL. Este aumento é forte indicativo de dano
miocardico como comprometimento da permeabilidade e integridade de membrana e morte
celular (Alyasari; Almzaiel, 2023; Khafaga; El-Sayed, 2018; Mizuta et al., 2020).

O uso do PA preveniu de forma significativa o aumento dos niveis de todos os
biomarcadores, em ambas as doses testadas, demonstrado que o PA é capaz de mitigar os efeitos
lesivos da DOX sobre os cardiomidcitos. Achados semelhantes também foram relatados em
estudos com outros produtos naturais, como terpenos, destacando o papel dessas substancias na
protecdo cardiovascular (Awad et al., 2021; Durco et al., 2023; Guo et al., 2020; Hanifah;
Arozal; Juniantito, 2023).

O grupo PA 50 apresentou um leve aumento dos niveis de CK-MB, o que poderia indicar
lesdo cardiaca, além de variacBes nos parametros elétricos QT e RR. Porém os resultados
morfolégicos e morfométricos desses animais ndo apresentaram alteragdes significativas, de
forma que foram indistinguiveis daqueles evidenciados no grupo CTRL, e compativeis com
normalidade. Deste modo, o PA ndo levou a dano no tecido cardiaco.

O estresse oxidativo com acumulagéo excessiva de ROS, originada principalmente nas
mitocondrias e no citoplasma, € o principal fator responsavel pelos danos cardiacos induzidos
pela DOX (Sheibani et al., 2022). Durante a exposi¢do a DOX, oxidases enddgenas estimulam
a formacao de peréxido de hidrogénio (H20:), radicais superdxidos (O2") e radicais hidroxila
(OHe), moléculas altamente reativas que interagem com proteinas, lipidios, DNA e

antioxidantes enddgenos. Essas interacdes levam a oxidacdo de proteinas, peroxidacdo de
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lipidios, danos ao DNA e esgotamento de antioxidantes celulares, resultando em danos
oxidativos e complicagdes cardiacas (Shabalala et al., 2017; Xiao et al., 2019). Além disso, a
DOX reduz a quantidade e a atividade das enzimas antioxidantes no tecido cardiaco (Karim et
al., 2001; Dziggiel et al., 2003; Najafi et al., 2020). No presente estudo, observou-se um
aumento de MDA e hidroperoxidos totais, aléem da reducéo das sulfidrilas e da atividade das
enzimas antioxidantes GPx, CAT e SOD, indicando um desbalango no estado redox celular nos
animais tratados com DOX.

Em contrapartida, o pré-tratamento com PA melhorou significativamente esses
parametros, diminuindo a peroxidacao lipidica e os danos as proteinas, além de aumentar a
atividade das enzimas antioxidantes. Esses resultados sugerem que o PA exerce um efeito
protetor contra o estresse oxidativo induzido pela DOX.

Compostos altamente reativos, como as espécies reativas de oxigénio (ROS), tém vida
curta, medida em segundos. Por isso, a avaliacdo direta do estresse oxidativo in vivo ndo é
viavel. Em vez disso, é mais eficiente analisar biomoléculas alteradas por ROS, como lipidios,
proteinas, carboidratos e acidos nucleicos, que mantém suas modificagdes por horas ou
semanas. Essas moléculas sdo marcadores ideais para avaliar o estresse oxidativo (Pryor, 1986).

Nesse contexto, a lipoperoxidacdo das membranas dos cardiomiocitos é identificada
como uma etapa crucial na cardiotoxicidade das antraciclinas (Schoen e Mitchell, 2010). Na
analise dos danos aos lipidios, identificou-se que a DOX provocou um aumento na peroxidagao
lipidica, evidenciado pelo significativo aumento de MDA no tecido cardiaco, além de aumentar
a quantidade de hidroperdxidos totais, indicando um aumento na lipoperoxidagdo. Essa
constatacdo estd em consonancia com descobertas anteriores de outros pesquisadores (Han et
al., 2001; Sahna et al., 2003; Liu et al., 2018; Najafi et al., 2020), os quais observaram, em seus
estudos, um aumento na peroxidacdo lipidica com o uso de DOX.

O PA demonstrou a capacidade de atenuar esses efeitos nas doses de 50 mg/kg e 100
mg/kg, evidenciando um efeito protetor contra a lipoperoxidagdo. Diminuindo tanto a formacéo
de MDA como a de Hidroperoxidos. Esse resultado ressalta o potencial terapéutico do PA como
um agente mitigador dos danos associados a peroxidacao lipidica induzida pela DOX.

Os grupamentos sulfidrila, presentes em proteinas, desempenham um papel essencial
como antioxidantes no organismo (Himmelfarb et al., 2000; Kolagal et al., 2009). A reducao
dos niveis de sulfidrilas indica estresse oxidativo acentuado (Faure e Lafond, 1995). A DOX é
conhecida por diminuir esses grupamentos (Brito et al., 2021). Em nosso estudo, 0s animais

tratados com DOX apresentaram uma reducéo significativa dos grupamentos sulfidrila em
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comparagao ao grupo controle. No entanto, o pré-tratamento com PA blogueou essa redugéo,
sugerindo que o PA pode modular a resposta do coragdo a agentes estressantes. Estudos
semelhantes também mostram que compostos naturais, tém potencial para modular essa
resposta (Brito et al., 2021).

Neste estudo pode-se observar um desbalango do estado redox provocado pela DOX
com diminuicdo das defesas antioxidantes. O pré-tratamento com o PA nas doses de 50 mg/kg
e 100 mg/kg, diminuiu esse desbalanco provocado pela DOX, aumentando a atividade das
enzimas CAT, GPx e SOD. Essas enzimas desempenham um papel crucial na protecdo das
macromoléculas celulares contra danos oxidativos. A CAT pertence a um grupo de
oxirredutases especializadas em catalisar a decomposi¢do do peroxido de hidrogénio (H20z). O
H>0> € um agente oxidante celular presente no metabolismo natural das células (Mattos, 2003;
Matos, 2011) e pode ser encontrado em situacdes que alteram o estado redox, resultando em
um aumento do estresse oxidativo (Coyle, Christian H.; Kader, Khalid N., 2007).

Os antioxidantes naturais tém sido adotados como uma estratégia quimioprotetora para
reverter a cardiotoxicidade (Granados-Principal et al., 2010; Bin Jardan et al., 2020). Considera-
se que os antioxidantes representam uma terapia promissora para restabelecer a fisiologia
normal em condigdes pro-oxidativas, dado os inimeros riscos a saude associados a quantidades
desequilibradas de ROS (Gomes et al., 2017). Substancias antioxidantes atuam na prevencao
de danos oxidativos, reagindo com os radicais livres liberados durante a alteracdo do estado
redox (Hassan et al., 2019). Dessa forma, os antioxidantes podem ser considerados como uma
terapéutica potencial para restabelecer o estado redox celular comprometido por condi¢des pro-
oxidativas (Gomes et al., 2017; Hassan et al., 2019; Anis et al., 2020; Puppala et al., 2022). Na
literatura é relatado que a molécula de PA possui propriedades antioxidantes relevantes (Hassan
et al., 2019; Pappula et al. 2022a; Bejeshk et al. 2023), e o presente estudo evidencia que essa
propriedade pode também contribuir para a melhoria dos danos oxidativos provocados pela
DOX.

Essa propriedade antioxidante apresentada pelo AP foi identificada por outros estudos,
em diferentes modelos experimentais. Hassan et al. (2019) observaram que os ratos apds
tratamento com o PA, nas doses de 50 e 100 mg/kg, melhoraram significativamente a expressao
tanto das enzimas antioxidantes como do contetdo de antioxidantes ndo enzimaticos avaliados
em modelo de diabetes. Puppala et al. (2022) demonstraram que com o uso do PA, nas doses
de 100 e 200 mg/kg, foi possivel observar propriedade antioxidante, reduzindo de forma

significativa os niveis de MDA, nitrito (NO) e aumentando as defesas antioxidantes através da
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melhora na atividade de GSH e SOD em modelo de artrite reumatoide. Bejeshk et al. (2023)
demonstraram que o tratamento com PA apresentou efeito benéfico no modelo de asma,
melhorou os aspectos histopatoldgicos, inflamatérios e reduziu os efeitos oxidantes. Em um
modelo de colite ulcerativa (UC), Puppala et al. (2022b), destacaram a capacidade do PA, nas
doses de 100 e 200mg/kg, em melhorar o quadro instalado por meio de suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias, elevando a expressdo da enzima antioxidante GSH e
diminuindo a quantidade de MDA e NO. Yalamarthi et al. (2022), também investigando a
psoriase, confirmaram que o PA melhora a expressdo de GSH e reduz a quantidade de MDA e
NO, além de fortalecer as defesas antioxidantes como SOD e Nrf2. Resultados esses que somam
para que o PA possa ser uma ferramenta terapéutica importante de tratamento para doencas
inflamatdrias cronicas associadas ao estresse oxidativo. Sultana, S.; Nafees, S.; Khan, A. Q.
(2013) examinaram o potencial efeito quimiopreventivo do PA contra a hepatotoxicidade,
observando melhorias na atividade de enzimas antioxidantes, como a CAT, e reducdo na
peroxidagdo lipidica com diminuigdo de MDA, corroborando os resultados encontrados nesse
estudo e fortalecendo a hipdtese de modulacéo de fatores oxidantes.

Uma das hipdteses para mecanismos propostos da acdo antioxidante € o aumento de
Nrf2, pela supressdo da sua proteina reguladora Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl).
Em geral, o Nrf2 € um mecanismo antiestresse, utilizado como marcador de estresse oxidativo
(Bellezza et al., 2018) e se liga a elementos antioxidantes, e leva a aumento de enzimas que
inibem a formacdo de ROS, radicais livres e também a inflamacéo. Ratos tratados com PA
mostraram regulacdo positiva significativa de Nrf2 e supressdo de Keapl (Pappula et al.,
2022a). O Nrf2 atua como um fator de transcricdo para diversas moléculas envolvidas em
atividades antioxidantes, como heme oxigenase-1 (HO-1) dentre outras (Kleszczynski et al.,
2016). Além disso, Nrf2 também pode modular a piroptose inibindo a inflamassoma NLRP3
(Yang etal., 2022). Bem como, ao inibir vias de sinalizacdo inflamatéria como o NF-kB, o Nrf2
também pode reduzir a expressdo de fatores inflamatorios, como TNF-a e IL-1p, exercendo
assim um efeito anti-inflamatério (Zhao et al., 2023). Como perspectiva deste estudo,
investigaremos a participacdo do Nrf2 nos resultados demonstrados até 0 momento.

O processo inflamatério induzido pela DOX ja é conhecido e ocorre em resposta a
estimulos prejudiciais, como o estresse oxidativo. A injecao intraperitoneal de DOX provoca
uma resposta inflamatdria aguda acompanhada pelo influxo de neutréfilos (Krysko et al., 2011),
0 que leva ao aumento de TNF-a (Kaczmarek et al., 2013), IL-6 (Krysko et al., 2011), IL1-B e

pelo aumento da ativacdo do NF-xB (Hekmat et al., 2021; Panguada, 2022). Na analise desses
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pardmetros do processo inflamatdrio, foi observado um aumento nas citocinas pro-inflamatorias
TNF-0,IL-6 e IL1-B no grupo tratado com DOX em comparagéo com o grupo CTRL.

E fundamental manter um equilibrio na taxa de resposta inflamat6ria para minimizar os
danos causados por esses estimulos. O grupo de animais PA 50 + DOX apresentou reducdo na
producéo das citocinas avaliadas. Em estudo anterior, ratos com lesdes causadas pela isquemia
e reperfusdo encefalica e pré-tratados com PA mostraram que essa substancia natural
apresentou efeito antioxidante, com reducdo da peroxidacdo lipidica e melhoria do sistema
antioxidante enddgeno. Além disso, o PA atenuou o processo inflamatorio, inibindo as
expressdes de citocinas pro-inflamatérias IL-1B, IL-6 e TNF-0, bem como a diminui¢do do
fator de transcricdo NF-xB (Tabassum et al., 2015).

Diversos estimulos, como espécies reativas de oxigénio, estdo envolvidos na ativacao
do NF-kB, levando a fosforilagdo do inibidor do NF-xB (IkB), ubiquitinagdo e translocagio
para o nucleo (Vaibhav et al., 2013). Isso induz a expressao de genes inflamatorios, que
consequentemente intensificam leses associadas a alteracdo do estado redox. Desse modo, a
reducdo da ativagdo do NF-kB é um ponto crucial que modula negativamente parametros
inflamatdrios (Tabassum et al., 2015), influenciando positivamente o estado redox e atenuando
as lesdes associadas a cardiotoxicidade.

A IL-6, comumente produzida por células endoteliais e musculares lisas vasculares,
desempenha func¢des fundamentais em diversas condi¢Ges de salde, com destaque para seu
papel em doencas cardiovasculares. Seu aumento na expressdo miocardica esta associado ao
avanco da insuficiéncia cardiaca. Concentraces elevadas de IL-6, em particular, demonstraram
correlacdo com a severidade da disfuncdo do ventriculo esquerdo, reducdo da fracdo de ejecao
e um prognostico desfavoravel. Portanto, a IL-6 emerge como um indicador promissor para
avaliar a deterioracdo cardiovascular (Kanda; Takahashi, 2004).

Ao analisar a presenca dessa interleucina nos tecidos cardiacos de ratos com
cardiotoxicidade induzida por DOX, observou-se um aumento significativo. No entanto, é
notavel que o grupo PA 50 + DOX apresentou uma redugao nos niveis dessa interleucina. Esses
resultados sugerem que a intervencdo com PA pode exercer um efeito cardioprotetor,
potencialmente atenuando 0s impactos negativos associados a cascata inflamatéria induzida por
DOX, devido a diminuicdo de interleucinas, como a IL-6 (Beik et al., 2021; Yalamarthi et
al.2022; Awad, H. et al., 2021).

Em estados fisiopatoldgicos, ha expressao alterada de diversas citocinas, com destaque
para 0 TNF-a (Mukherjee et al., 2003; Tabassum et al., 2015; Sandoval et al., 2018). Esse fator
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também esta presente em doencas cardiovasculares e é considerado um dos mediadores de dano
(Torre-amione et al., 1996; Neumann et al., 1995), uma vez que os midcitos e macréfagos
cardiacos sdo uma de suas fontes (Kapadia et al. 1995; Zhang, H. et al., 2020). O aumento de
TNF-a, por sua vez, impulsiona a inducdo de varias outras substancias citotoxicas nas células
endoteliais e miocitos. Esse fendbmeno assume uma importancia patoldgica significativa,
contribuindo para o desenvolvimento de condigdes como cardiomiopatia, apoptose de midcitos,
miocardite transmural e fibrose ventricular, assim como para a deterioracdo funcional global do
coracdo (Kubota et al., 1997; Boxkurt et al., 1998 Meldrum, et al. 1998).

A principal via do TNF-a aumentado devido a toxicidade induzida pela DOX ¢ a
ativacdo do receptor TNFR1 (Mukherjee et al., 2003; Gillian et al., 2011; Kaczmarek et al.,
2013). E sabido que a estimulacdo do TNF-a resulta no aumento da producio intracelular de
ROS (Tsutamoto et al., 2001; Sandoval et al., 2018). Esse estresse oxidativo, por sua vez, pode
desencadear ou intensificar o processo inflamatério ao promover a regulacéo positiva de varios
genes relacionados a resposta inflamatdria. Destaca-se entre esses genes o NF-kB, cuja ativagao
leva a regulacdo positiva de citocinas pro-inflamatorias (Pahl, 1999). Vale ressaltar que a
ativacdo do NF-«kB pelo estresse oxidativo pode ser regulada por antioxidantes (Khan; Nafees;
Sultana, 2011). No presente estudo, o pré-tratamento com o PA reduziu a producgdo de TNF-a,
quando comparamos com o grupo DOX, além de melhorar o estresse oxidativo. Nossos
resultados foram corroborados por outros estudos que evidenciaram a capacidade do PA em
modular a liberagdo de TNF-a. Nesses, foi observado a capacidade de modulagdo do NF-«xB
também, diminuindo assim o processo inflamatorio (Chaudhary et al., 2009; Khan; Nafees;
Sultana, 2011; Rajabi et al., 2020; Beik et al., 2021; Yalamarthi et al., 2022).

Em modelo de asma, foi observado que PA na dose de 50 mg/kg, € capaz de exercer
efeito anti-inflamatdrio importante através da diminuicao das citocinas pré-inflamatdrias TNF-
a e IL-6, aumento da citocina antioxidante IL-10, bem como reduziu a ativagdo do NF-«xB
(Bejeshk et al., 2023). Os efeitos anti-inflamatdrios do PA tém sido observados em algumas
doencas inflamatdrias, como em modelo de artrite reumatoide, através da reducao da expressao
de NF-xB (Puppala et al., 2022a). Parece que os efeitos modulatorios do PA sobre a expressao
de NF-xB causam os efeitos inibitorios sobre as citocinas (Bejeshk et al., 2023). Esse efeito
sugere que uma das possiveis vias associadas a cardioprotecdo do PA é a modulagdo do NF-
kB. Como perspectiva desse estudo, avaliaremos a participacdo do NF-kB nos resultados

obtidos com o PA.



56

Atualmente, o PA tem como alvos celulares a inibi¢do da enzima farnesiltransferase, a
modulacdo de NF-xB e de Nrf2, responsaveis pelas suas propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes. Diversos relatos indicam que as propriedades anti-inflamatorias e antitumorais
do PA se devem a inibicdo das vias JAK2/STAT3 e TLR4/NF-xB (Chaudhary et al., 2009;
Yalamarthi et al., 2022). Em outros estudos, o PA reduziu significativamente a expressao
proteica de NF-xB, STAT3 e TLR-4 (Receptor Tipo Toll 4), juntamente com a diminuicdo da
expressdao de TNF-a, IL-1B, IL-6 e JAK2 (Janus quinase 2) (Puppala et al., 2022b).
Transdutores de sinal e ativadores da transcricdo 3 (STAT3) sao alvos de sinalizacdo para varias
citocinas, incluindo a IL-6 (Wolk et al., 2009). O STAT3 desempenha um papel na regulacdo
da expresséo de genes envolvidos em processos como sobrevivéncia, proliferagcdo, angiogénese
e inflamacéo, frequentemente influenciando outros fatores de transcri¢do, incluindo o NF-kB.
A IL-6, reconhecida como um mediador crucial da inflamacéo, exerce seus efeitos ativando a
via STAT3. Observou-se que a ligacdo do STAT3 ao promotor de proteinas de fase aguda
concorre com a ligacdo do NF-«B, outro fator de transcrigdo pro-inflamatorio (Aggarwal et al.,
2009). Assim, conforme observado no presente estudo, o pré-tratamento com PA reduz a
expressao da IL-6, demonstrando sua capacidade de modular essa cascata de ativacdo de uma
parte desses fatores inflamatdrios, provavelmente, ajustando a via STAT3 para um processo de
sobrevivéncia.

Os efeitos da DOX sdo também perceptiveis pelas alteracdes eletrocardiograficas. Neste
estudo, em animais que receberam o antineoplasico, notou-se o prolongamento dos intervalos
PR, RR, QRS, no QT e QTc. Outros estudos obtiveram resultados semelhantes, com
prolongamento nos intervalos QT, QRS e RR (Sheibani et al., 2020; Hekmat et al., 2021;
Paguada, 2022; Durco et al., 2023), bem como do intervalo PR e QTc (Hazari et al., 2009).
Hekmat et al. (2021) observaram também alteracGes contrateis, além das elétricas. Hazari et al.
(2009) sugerem que o prolongamento no intervalo PR pode estar relacionado a lentificacdo da
propagacao intra-atrial ou, mais provavelmente, a lentificacdo da condu¢do no noé
atrioventricular induzida pela DOX. O QT e o RR alongados podem indicar retardo de
repolarizagéo (O'brien et al., 2008).

A repolarizagdo anormal e arritmias associadas ao prolongamento do intervalo Q-T
aumentam o risco de morte subita em pacientes com insuficiéncia cardiaca (Nuss et al., 1999),
0 que reforca a importancia de terapias que preservem a atividade elétrica cardiaca durante o
uso de quimioterapicos. O pré-tratamento com PA melhora os intervalos PR, RR e QT,

indicando protecdo contra alteracdes induzidas pela DOX e melhora da funcdo contratil do
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ventriculo esquerdo. Além disso, a reducdo de TNF-o e a melhora do estado redox sugerem que
0 PA atenua a cardiotoxicidade da DOX, o que impacta no padréo elétrico do coragdo. Outros
estudos com substancias naturais, mostraram efeitos similares na protecdo contra a
cardiotoxicidade (Sheibani et al., 2020; Durco et al., 2023).

Durco et al. (2023) sugerem que a DOX induz arritmias por disfuncdo na corrente de
calcio tipo L, causada pela hiperativacdo da proteina quinase dependente célcio/calmodulina do
tipo 1l (CaMKII) por oxidacdo, o que pode ser induzida pelo estresse oxidativo. Assim, 0
estresse oxidativo afetaria diretamente a funcéo cardiaca ao desregular o manuseio de célcio
intracelular, levando ao aumento de ondas de célcio e ao prolongamento do intervalo QT, além
do aumento da duragéo do complexo QRS, o que aumentam a suscetibilidade a arritmias.

A alteracdo do QTc pode ser explicada por um remodelamento elétrico cardiaco
provocado pelo estresse. O estresse pode levar a uma heterogeneidade de repolarizacdo mediada
pela corrente Ito K* (Hazari et al., 2009). Essa corrente de K* respolarizante do tipo lto, pode
ser modulada pelo aumento do TNF-a, o que pode levar a alteragdes eletrofisiologicas, devido
a geracdo de ROS, desempenhando um papel crucial na cardiotoxicidade da DOX. Desse modo,
os estudos sugerem que redugdes de TNF-a melhoram essas altera¢cdes (Hermat et al., 2021).
Além disso, niveis elevados de TNF-a produz um aumento das ROS, contribuindo para danos
oxidativos e intensificando processos inflamatorios (Sandoval et al., 2018; Tsutamoto et al.,
2001). Neste estudo, o pré-tratamento com PA reduziu a producdo de TNF-a em relagdo ao
grupo tratado apenas com DOX. Esses achados, alinhados a estudos anteriores, sugerem que 0
PA pode modular a liberagdo de TNF-a e diminuir a inflamagéo, 0 que indica uma possivel via
de cardioprotecdo associada a reducdo dessa citocina (Beik et al., 2021; Chaudhary et al., 2009;
Khan; Nafees; Sultana, 2011; Rajabi et al., 2020; Yalamarthi, S et al., 2022; Tabassum et al.,
2015). Assim, melhorando possivelmente os parametros elétricos, conforme observado nos
resultados.

Outro fator que leva a um ambiente pro-arritmogénico é o processo inflamatério
mediado por IL-1p, uma citocina iniciadora que desempenha um papel central na regulagao das
respostas imunes e inflamatorias (Bankers-Fulbright; Kalli; Mckean, 1996; Monnerat et al.,
2016). Monnerat et al. (2016) observaram que o aumento IL-1B reduz a corrente K*
respolarizante do tipo Ito, aumenta a frequéncia de "sparks™ de calcio e promove a oxidacao e
a fosforilacdo da CaMKII, que sdo fatores que podem levar a alteracBes na repolarizacéo e,
consequentemente, a arritmias, como o prolongamento no intervalo QT. Efeitos semelhantes

foram observados no presente estudo, em que a DOX foi capaz de aumentar os niveis de IL-1p,
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bem como alterar o tracado eletrocardiografico com prolongamento do intervalo QT. Assim,
com a diminuicdo dessa citocina nos animais pré-tratados com PA na dose de 50 mg/kg,
podemos também observar uma melhora no intervalo QT nesses animais.

Sauter et al. (2011) demonstraram que a DOX induz o processamento e a liberacdo de
IL-1pB por meio da ativagdo do inflamassoma NLRP3. A sensibilizagdo do NLRP3 e de citocinas
pro-inflamatorias, como a pro-1L-1B, ocorre via receptores como TLR (Toll-like receptors),
NOD2 (Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2), IL-1R (Interleukin-
1 receptor) e TNFR (receptor do fator de necrose tumoral), estimulados por PAMPs (Pathogen-
Associated Molecular Patterns), DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) e citocinas
(TNF e IL-1B). A deteccao desses estimulos ativa proteinas e fatores nucleares, como MyD88
(proteina de resposta primaria de diferenciacdo mieloide), NF-xB (fator nuclear kappa-light-
chain-enhancer de células B ativadas) e AP-1 (proteina ativadora 1), promovendo a montagem
do inflamassoma NLRP3 e a liberacdo de IL-1p, desencadeando a resposta inflamatoria (Liu et
al., 2017; Blevins et al., 2022).

Além disso, a geracdo de ROS esta associada a ativacdo do inflamassoma NLRP3, sendo
comprovada pela acdo inibitoria de compostos como N-acetilcisteina e difeniliodonio. A
ativacdo do NLRP3 aumenta a liberagdo de IL-1p e outras interleucinas pro-inflamatorias (Sun
et al., 2019; Ahmed et al., 2021; Blevins et al., 2022; Monnerat et al., 2016).

Nesse contexto, a reducdo ou normalizagdo dos niveis de IL-1p pode melhorar as
alteracdes elétricas e reduzir a vulnerabilidade a arritmias (Sauter et al., 2011; Monnerat et al.,
2016). Estudo anterior demonstrou que o uso de antagonista do receptor da interleucina 1 (IL-
1Ra) apresentaram protecdo contra as lesdes induzidas por DOX, decorrente dos danos
cardiacos, apoptose de cardiomidcitos e perda de funcdo cardiaca quando administrado antes
da doxorrubicina (Dinarello, 2010). Durante a avaliacdo da dosagem de IL-1 no grupo PA 50
+ DOX, no presente estudo, observou-se uma reducdo na producdo dessa interleucina em
comparagdo com o grupo DOX. Assim o PA levou a uma melhora dessas alteragdes associadas
ao aumento da IL-1B, principalmente no padréo elétrico.

Ahmed et al. (2021) verificou que o tratamento com PA suprime a translocacdo nuclear
de NF-xB, mantém a homeostase redox celular e limita a ativagdo do inflamassoma NLRP3
juntamente com a diminui¢do da IL-1p. Assim evidenciando-se como uma das possiveis vias
de cardioprotecdo proporcionada pelo PA, conforme observado no presente estudo e nos

resultados obtidos por Yalamarthi et al. (2022) em modelo de doenca inflamatdria crénica.
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Essas alteragdes elétricas podem impactar negativamente na fungéo contratil do coracéo
(Heinzel et al. 2011). Para analisar a funcdo contrétil cardiovascular, foi realizada a verificagdo
da PDVE. A PDVE refere-se a forca de contracdo cardiaca do ventriculo direito. A taxa de
variacdo da pressdo pelo tempo (dP/dt) avalia a contracdo do ventriculo esquerdo durante o
ciclo cardiaco, medindo a relagdo entre forca e velocidade na fase pré-ejetiva. Esses parametros
sd0 essenciais na avaliacdo cardiaca (Davis et al., 1999; Marzilli, 1988). A cardiomiopatia
induzida pela DOX resulta em uma disfuncdo contratil do musculo cardiaco, levando a
incapacidade do coracdo em bombear sangue de maneira eficaz (Avagimyan, A. et al., 2024;
Szponar, J. et al., 2024).

Neste estudo, os animais que foram tratados apenas com a DOX apresentaram
diminuicdo da PVDE e da taxa de variacdo da pressao, alterando assim, o processo contratil do
coracdo de forma negativa. De forma semelhante, em outros estudos realizados com animais,
foi observado que a DOX provoca lesdes cardiacas, resultando na reducdo dos niveis de pressao
sistolica e diastdlica do ventriculo esquerdo, além de afetar a taxa de elevagdo/diminuicdo da
pressdo do ventriculo esquerdo, a fracdo de ejecdo, a fracdo de encurtamento e o indice de
contratilidade (Souza et al., 2009; Hadi et al., 2012; Razmaraii et al., 2016; Durco et al., 2023).

Por outro lado, ao avaliar os indices mecénicos em ratos que receberam o tratamento
com o PA, na dose de 50 e 100 mg/kg, observou-se que esse composto foi capaz de melhorar a
forca de contracdo do coragdo com o aumento da PDVE. Beik et al. (2021) também mostraram
gue o PA melhora os parametros hemodindmicos, como a PVDE, principalmente na dose de 50
mg/kg. Durco et al. (2023) observaram o mesmo efeito utilizando o d-Limoneno, em
camundongos. Além disso, observaram uma atenuacdo nos efeitos de prolongamento no
potencial de ag&o, principalmente em 50% e 90% da repolarizacéo, no grupo tratado com DOX.
Isso sugere que o PA pode estar envolvido na melhora do potencial de acdo do cardiomidcito
e, assim, melhorar a forca de contracdo cardiovascular. Hadi, N. et al. (2012) observaram que
0 uso de antioxidantes é capaz de melhor a fungdo ventricular cardiaca comprometida devido a
DOX.

Além do estresse oxidativo e da inflamacdo, a indugdo de apoptose desempenha um
papel crucial na cardiotoxicidade provocada pela DOX (Abd El-Aziz et al., 2012; Hamza et al.,
2016; Zhang et al., 2017; Bin Jardan et al., 2020). No presente estudo, vias celulares
relacionadas a apoptose foram avaliadas. Sabe-se que o tratamento com DOX reduz os niveis
de Bcl-2, uma proteina antiapoptética, o que favorece a predisposicdo a apoptose, ja que a

diminuicdo de Bcl-2 promove a ativacdo de vias apoptéticas. Esse processo é também
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acompanhado por um aumento nas proteinas pré-apoptoticas, como Bax e caspase 3 (Liu, D. et
al., 2018; Govender, J. et al., 2018; Hoeger, Turissini, Asnani, 2020; Li, M. et al., 2023). No
entanto, no presente estudo, essas alteracdes induzidas pela DOX ndo foram observadas. Os
grupos avaliados ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas, o que pode estar
relacionado ao tempo de andlise pos-administracdo da DOX ou o tempo de exposi¢do a DOX.
Estudos que empregam doses cumulativas demonstram alteracdes nesses marcadores de
apoptose, caracterizadas pelo aumento de Bax e caspase-3, além da reducédo de Bcl-2 induzida
pela DOX (Zare et al., 2019; Yi et al., 2022).

Em um estudo anterior realizado por Souza (2019), utilizando um modelo de tratamento
agudo semelhante, com administracdo Unica de DOX (4 mg/kg) e avaliagdo dos marcadores 24
horas apds a administracdo, ndo foram observadas alteracfes significativas em proteinas
associadas a apoptose, como Bax. No entanto, nesse mesmo estudo, houve um aumento
acentuado na quantificacdo de Bcl-2 no grupo tratado com DOX, sugerindo um possivel
mecanismo adaptativo celular ao estresse oxidativo. Esse fenébmeno também pode ter ocorrido
no presente estudo, apesar de ndo terem sido identificadas alteracdes na expressdo de Bcl-2. A
auséncia de mudancas nos marcadores apoptoticos € corroborada pelos achados histoldgicos,
que indicam sinais de estresse celular, mas sem evidéncias de apoptose. Assim, constatamos
um aumento no estresse oxidativo e na expressao de citocinas pré-inflamatérias, porém sem
indicios de apoptose nesse modelo.

Entretanto, nossos resultados divergem da literatura, que relata alteracbes nos
marcadores apoptéticos ja evidentes 24 horas apds a administracdo da DOX em modelos
agudos, incluindo a reducdo de Bcl-2 e 0 aumento de Bax e caspase-3 nos animais avaliados
(Arunachalam et al., 2021; Tonon et al., 2024). Dessa forma, torna-se relevante investigar o
curso temporal do processo apoptotico, ampliando a analise para diferentes intervalos, como
24, 48 e 72 horas ap06s a administracdo da DOX.

No presente estudo, a analise histopatoldgica confirmou os efeitos deletérios da DOX
sobre o tecido cardiaco, caracterizados pela desorganizacdo e degeneracdo das fibras
musculares do miocérdio, vacuolizagdo generalizada e picnose focal, indicando
comprometimento da integridade estrutural e lesdo celular nos cardiomiocitos (Mostafa &
Raafat, 2019; Guo, L. et al., 2020; Awad, H. et al., 2021). O inchaco celular e a picnose
induzidos pela DOX (condensagdo da cromatina nuclear) também foram confirmados por
anélise morfométrica e, juntamente com a perda de eosinofilia e vacuolizagdo citoplasmatica,

sdo indicativos de degeneracdo hidropica, tipicamente desencadeada por estimulos nocivos,
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incluindo o estresse mitocondrial induzido por hipoxia tecidual (Miller & Zachary, 2017). Além
disso, a hipoxia tecidual e os danos celulares provavelmente agravam a congestdo vascular
observada nos vasos sanguineos do miocardio (Awad et al., 2021; Guo et al., 2020). Essas
alteracdes patoldgicas gerais ja foram documentadas em modelos de roedores e destacam a
natureza cardiotoxica da DOX, que prejudica tanto a integridade estrutural quanto funcional do
sistema cardiovascular (Jokinen et al., 2011; Al-Doaiss et al., 2020).

O tratamento com PA na dose de 100 mg/kg atenuou as alteracdes morfoldgicas e
morfométricas observadas nos cardiomiocitos. Nossos achados também revelam que o PA
mitigou o estresse oxidativo ao aumentar as atividades de GPx, SOD e CAT, além de reduzir a
peroxidacao lipidica e danos a proteinas, sugerindo que seu efeito cardioprotetor, observado na
analise histoldgica, pode estar relacionado a restauracdo do equilibrio redox celular. Awad et
al. (2021) e Guo et al. (2020) sugerem que o uso de produtos naturais pode melhorar essas
alteracdes. Guo et al. (2020) destaca principalmente as propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias como responsaveis por essa melhora. Awad et al. (2021) afirmam que essas
alteracdes induzidas pela DOX levam a anormalidade de condug¢do como bradicardia e
prolongamento no QRS, PR e QTc. Achados também observados no presente estudo e com
melhora induzida pelo AP nesses parametros avaliados.

E sabido, também, que a DOX leva a alteracdo quantitativa e qualitativa nas células
sanguineas, sendo que a contagem de leucécitos € a mais afetada, apresentando uma queda
significativa, o que é caracterizado por imunossupressdo (Alhumaydhi, 2020; Wen, Xi-zhi et
al., 2022). Esse efeito foi observado na avaliacdo quantitativa da série branca obtida através do
hemograma do grupo tratado com DOX em comparacdo ao grupo CTRL neste estudo. Ja nos
grupos que receberam PA nas doses de 50 e 100 mg/kg e foram submetidos a cardiotoxicidade
induzida pela DOX, observou-se uma redu¢do na contagem de leucocitos menos acentuada, o
que representa uma melhora do quadro de leucopenia.

O grupo PA 50 que néo foi tratado pela DOX néo apresentou alteracdo no leucograma,
quando comparado ao CTRL. Na anélise das séries vermelha e plaquetéria ndo foi possivel
detectar alteracdes significativas, o que reflete um efeito mais pronunciados na série branca. Os
resultados sugerem que o tratamento com PA nas doses estudadas tem potencial de atenuar a
gueda na contagem de leucdécitos induzida pela cardiotoxicidade da DOX, ainda que néo
restaure totalmente aos niveis observados no grupo CTRL. Além disso, a administracdo de PA
sem a inducdo de cardiotoxicidade parece preservar a funcdo leucocitéria, 0 que aponta que

possivelmente o0 PA ndo leva a alteragGes nessas variveis.
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Assim, foi possivel investigar alguns aspectos associados ao estresse oxidativo e
inflamacdo, observando os efeitos benéficos do pré-tratamento com PA em animais que
receberam o quimioterapico DOX. E essencial descrever minuciosamente as vias envolvidas
nesse efeito bioldgico para obtermos maior clareza sobre outros potenciais efeitos e interacdes
que a substancia possa ter no organismo. Isso proporcionard uma base mais sélida e confiavel,
permitindo a proposigéo de estudos adicionais que visem explorar a utilizagdo dessa substancia

por pacientes que serdo tratados com DOX.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, os achados deste estudo demonstram que o PA exerce efeitos
cardioprotetores significativos, mitigando os danos cardiacos induzidos pela DOX. Essa a¢ao
cardioprotetora decorre, provavelmente, de suas propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes
observadas. Preservando assim a funcéo contratil, bem como o padrdo elétrico e, deste modo,
reduz os efeitos colaterais da DOX no tecido cardiaco.
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8. PERSPECTIVAS

Futuras investigacdes focadas nos mecanismos moleculares subjacentes, especialmente
nas vias de sinalizacdo envolvendo NF-kB e Nrf2, sdo essenciais para ampliar o entendimento
sobre os efeitos protetores do PA. Isso possibilitara avaliar se o efeito antioxidante e anti-
inflamatorio, acontece devido a atuagdo do PA na sinalizacdo dessas moléculas.

Além disso é interessante esclarecer o envolvimento da acéo direta do PA nas correntes
ibnicas que regulam os fendmenos elétricos e contrateis da célula cardiaca, bem como a
alteracdo das mesmas, para identificar possiveis alvos farmacoldgicos para a melhora destes

parametros alterados pela DOX.

Vale ressaltar que as observagoes do presente estudo foram feitas em animais saudaveis,
sendo necessaria uma a avaliagdo em animais com neoplasia. Assim, é necessario a execugao
de estudos para avaliar a acdo do PA em animais com cancer, para que seja descartada a
possibilidade da interferéncia do tratamento com esta substancia no combate ao tumor. De
forma complementar, um estudo da susceptibilidade ao PA usando diferentes linhagens de
células cancerigenas também seria uma forma mais assertiva para esta conclusdo e poderia ser
analisado o impacto deste tratamento sob diferentes tipos de tumores. Adicionalmente, também

poderia se avaliar a ocorréncia de algum tipo de interacdo entre 0 PA e a DOX.
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