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RESUMO

INTRODUCAO: A doxorrubicina (DOX) é um medicamento muito
eficaz no tratamento de varios tipos de cancer, mas seu uso em larga escala tem
causado preocupacdo devido a cardiotoxicidade causada pela droga. Nao se sabe
exatamente quais mecanismos estdo envolvidos, mas acredita-se nos papeis
centrais da ligacdo da DOX com a topoisomerase 2-f (Top2-B), que ¢ uma enzima
que protege a célula da citotoxicidade e destruicao; da interagdo DOX-ferro
gerando espécies reativas de oxigénio; além de disfungdo mitocondrial, seguida
por muitas outras vias secundarias ativadas por essas primarias, como inflamacao
e fatores da matriz extracelular (MEC). Por outro lado, o cha verde, uma bebida
muito popular em todo o mundo, tem efeitos antioxidantes e antitumorais.
METODOS: Foram utilizados 60 ratos Wistar machos. Estes animais foram
divididos grupos: C=20 (controle) que recebeu ragdo padrdo e administragdo
intraperitoneal de salina, CV=20 (controle + cha verde) que receberam racao
adicionada de extrato de cha verde e administracao intraperitoneal de solugdo
salina, D=20 (doxorrubicina) que recebeu ragdo padrio e administragdo
intraperitoneal de doxorrubicina e DCV=20 (doxorrubicina + cha verde) que
receberam rag¢do adicionada de extrato de chd verde e administragdo
intraperitoneal de doxorrubicina. A ragdo foi oferecida por 35 dias e no 33° dia a
infusdo de doxorrubicina ou soro fisiologico foi realizada na mesma propor¢ao (20
mg / kg em dose tnica) e os animais foram eutanasiados 48 horas apds a injecao
do farmaco. Os ratos foram submetidos ao ecocardiograma para avaliacdo da
morfologia e funcdo cardiacas e foram realizadas analises de atividade enzimatica,
expressio de proteinas, relacionadas a protecdo celular, estresse
oxidativo,metabolismo energético, inflamacdo e MEC. RESULTADOS: O estudo
ecocardiografico mostrou que a DOX aumentou o atrio esquerdo, a espessura
relativa da parede e reduziu a FC que foram atenuados pelo cha verde. No grupo D
houve aumento do estresse oxidativo caracterizado pela maior formacdo de
hidroperéxido de lipidios (HP) e reducdo da glutationa peroxidase (GPx), que

foram atenuados no grupo DCV. Em relacdo ao metabolismo energético, houve



aumento de enzimas da via glicolitica anaerdbia (fosfofrutoquinase e lactato
desidrogenase), diminui¢do de enzima da oxida¢do de dacidos graxos (3-
hidroxiacil coenzima A desidrogenase), reducao da atividade de enzimas do ciclo
do citrato (citrato sintase), complexos mitocondriais (complexo I e II) e ATP
sintase, no grupo D. O grupo DCV restabeleceu o padrio de uso da via glicolitica
e oxidacdo de 4cidos graxos. Embora a DOX tenha reduzido a fosforilacdo da
proteina quinase B em relacdo a sua expressao total (p-AKT/t-AKT, o ché verde
nao participou dessa via. Houve diminui¢do da expressao da Top2-B no grupo D,
sendo que o ché verde aumentou a expressdo dessa enzima, tanto no grupo DCV
quanto no grupo CV. A inflamagdo foi maior no grupo D, evidenciada por maior
expressao de TNF-a, CD45 e metaloprotease 2 de atividade intermediaria (MMP-
2int), porém o cha verde nao influenciou esses achados. Nao houve alteracao na
expressdo do colageno I e IIT ou na presenga de fibrose. CONCLUSAO: A
administracdo aguda de doxorrubicina causou remodelagdo cardiaca, sugerindo a
presenca de remodelamento concéntrico, disfungdo diastdlica e sistolica,
atenuados pelo chd verde. Observou-se diminui¢do do Top2-B, aumento do
estresse oxidativo e da inflamacdo e desbalango do metabolismo energético,
induzidos pela DOX. O cha verde aumentou a Top2-B, reduziu o estresse
oxidativo e recuperou o metabolismo energético para valores proximos ao grupo
controle. Portanto, este modelo experimental identificou potenciais mecanismos
cardiotoxicidade induzida pela DOX e sugere os potenciais beneficios do cha
verde, por provavel agdo em reduzir a citotoxicidade, a destruicdo celular e o

estresse oxidativo, além de melhorar o metabolismo energético.

Palavras chave: Extrato de cha verde ¢ Doxorrubicina ¢ Cardiotoxicidade *

Estresse oxidativo * Metabolismo energético



ABSTRACT

INTRODUCTION: doxorubicin (dox) is a very effective drug in the
treatment of several types of cancer, but it plays an important role in
cardiotoxicity. The mechanisms of DOX-induced cardiotoxicity include: binding
to Top2-B, an enzyme that protects cells from citotoxicity and destruction;
interaction with iron and altering intracellular and mitochondrial antioxidants
enzymes activities, followed by many other secondary pathways activated by these
primary, for example inflammation, estracellular matrix ( ECM) factors and
others. On the other hand, green tea, a very popular beverage all over the world,
has antioxidants and antitumor properties. METHODS: Sixty male Wistar rats
were used. These animals were divided into groups: C = 20 (control) that received
standard chow and intraperitoneal administration of saline, GT = 20 (control +
green tea) receiving added chow of green tea extract and intraperitoneal
administration of saline solution, D = 20 (doxorubicin) who received standard
chow and intraperitoneal administration of doxorubicin and DGT = 20
(doxorubicin + green tea) who received added ration of green tea extract and
intraperitoneal administration of doxorubicin. The feed was offered for 35 days
and on the 33rd day the infusion of doxorubicin or saline was performed in the
same proportion (20 mg / kg in a single dose) and the animals were euthanized 48
hours after the injection of the drug. The rats were submitted to echocardiogram to
evaluate the cardiac morphology and function. Analyzes of enzymatic activity,
protein expression, related to cell protection, oxidative stress, energy metabolism,
inflammation and ECM were performed. RESULTS: DOX increased left atrium
and relative wall thickness, aside of reducing heart rate, all of them were
attenuated by green tea. In D group it was observed greater oxidative stress
marked by lipid hydroperoxide (HP) and reduction of glutathione peroxidase
(GPx), which was attenuated in the DGT group. In relation to energy metabolism,
it was evidenced higher activity of anaerobic glycolytic pathway
(phosphofructokinase and lactate dehydrogenase) enzymes, reduction in the

activity of fatty acid oxidation (3-hydroxyacyl coenzyme a dehydrogenase),



reduction of the enzymatic activity of the citrate cycle (citrate synthase),
mitochondrial complexes (complex I and II) and ATP synthase in group D. The
DGT group recovery the pattern of glycolytic fatty acids oxidation pathways.
Although DOX reduced the protein kinase phosphorylation with respect to the
total expression (p-akt / t-akt), green tea did not influenced this. There was a
decrease in the expression of Top2-f in group D, and green tea increased
expression of this enzyme, both in the DGT group and in the GT group. The
inflammation was higher in group D, evidenced by greater expression of TNF-a,
CD45 and metalloprotease 2 of intermediate activity (MMP-2int), but green tea
did not influence these findings. There was no change in the expression of
collagen I and III or in the presence of fibrosis. CONCLUSION: the acute
administration of doxorubicin caused cardiac remodeling, suggesting the presence
of concentric remodeling, diastolic and systolic dysfunction, attenuated by green
tea. It was observed a decrease of the Top2-p, increase of the oxidative stress and
the inflammation and imbalance of the energetic metabolism, induced by DOX.
Green tea increased Top2-f, reduced oxidative stress, and recovered energy
metabolism to values close to the control group. Therefore, this experimental
model identified potential mechanisms of DOX-induced cardiotoxicity and
suggests the potential benefits of green tea for its likely action in reducing
cytotoxicity, cell destruction and oxidative stress, as well as improving energy

metabolism.

Key words: Green tea extract * Doxorrubicin ¢ cardiotoxicity. * oxidative stress °

energy metabolismo
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1 INTRODUCAO

Utilizada desde 1960, a Doxorrubicina (Dox) ou Adriamicina ¢ um antibidtico
da classe das Antraciclinas, que vem sendo descrita como potente agente
quimioterapico usada no tratamento de diversos tipos de cancer, sendo a Dox uma
das primeiras drogas a serem utilizadas na pratica clinica (MCGOWAN, CHUNG,
etal.,2017).

A descoberta de atividade antineoplasica das antraciclinas levou a sua
utilizagdo em larga escala e observou-se que com o uso da droga ha melhora no
cancer, mas a doenga cardiovascular tornou-se uma principal causa de morbidade
e mortalidade entre sobrevivente (GHIGO, LI e HIRSCH, 2016)

Evidéncias clinicas demonstraram que o uso da Dox resulta no surgimento e
desenvolvimento de cardiotoxicidade, cardiomiopatia dilatada irreversivel e
insuficiéncia cardiaca (ZENG et al., 2019).

Quatro tipos de cardiotoxicidade causados pela Dox sdo descritos: toxicidade
aguda, subaguda, cronica e tardia (GHIGO, LI e HIRSCH, 2016). Esses tipos de
cardiotoxicidade sdo caracterizados por arritmia, dilatagdo ventricular, disfuncao
diastolica e sistolica (YU, WANG, et al., 2018).

Estudos observacionais mostram que a cardiotoxicidade induzida pela Dox
geralmente ocorre dentro de 2 a 3 dias apds receber uma dose da droga, sendo
referida como cardiotoxicidade aguda (SHABALALA, MULLER et al, 2017,
HYDOCK, WONDERS, et al., 2009; TKEMURA, FYJIWARA, 2007).

Nao se sabe ao certo quais os mecanismos envolvidos na cardiotoxicidade,
porém acredita-se que o estresse oxidativo, inibicdo da topoisomerase IIf (Top
2B), disfungdo mitocondrial, danos ao DNA, alteracoes bioenergéticas e
inflamacao podem colaborar de forma significativa (RENU, ARUNACHALAM,
2018; YU, WANG, et al., 2018).

O estresse oxidativo acontece quando a Dox atravessa a membrana
sarcoplasmatica e se acumula no citoplasma dos cardiomiocitos formando um

radical semiquiquinona. Uma vez 14 dentro as antraciclinas se interagem ao ferro,



formando um complexo ferro-antraciclina, reduzindo o oxigénio e formando
superoxido (SHABALALA, MULLER, et al., 2017)

O superoxido apresenta alta afinidade a cardiolipina, principal componente da
membrana interna da mitocondria, sendo necessaria para que ocorra a fosforilagdo
oxidativa. Estudos mostram, ainda que existe afinidade direta da doxorrubicina
pela cardiolipina. A cardiolipina é rica em fosfolipides e, portanto, quando
interage com superoxido ou Dox, ¢ susceptivel a lipoperoxidacdao (CAPPETTA,
A. etal.,2017).

A peroxidagao lipidica da membrana interna da mitocondria impede o transito
de transportadores ionicos gerando comprometimento da transferéncia de energia
e favorecendo maior formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Outro
ponto importante ¢ que foram observadas menores concentragdes de antioxidantes
na vigéncia da cardiotoxicidade pela Dox. Adicionalmente, a Dox pode se ligar a
oxido nitrico sintase, aumentando a producdo de superoxido e reduzindo a
producdo de 6xido nitrico (LAMBERTI, GIOVANE, et al., 2014)

Além do estresse oxidativo, a inflamagdo cardiaca também contribui para o
processo de cardiotoxicidade. A Dox promove a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, que sdo relacionadas a varias manifestacdes, variando de
cardiotoxicidade a astenia. Ela estimula monodcitos e macréfagos pela liberacao do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que ativa o receptor do TNF (TNFR). Esta
acdo possivelmente esta relacionada alteragdes estruturais e cardiomiopatia
dilatada (YU, WANG, et al., 2018).

Estudos mostraram que dosagens de Dox consideradas clinicamente altas,
podem aumentar a expressao e os niveis de genes inflamatorios interleucina (IL) -
18 e IL-6 cuja expressdo € relevante para a indug¢do da cardiotoxicidade induzida
por Dox (WONG, SMITH, et al., 2013).

Outro mediador importante que vem sendo descrito na cardiotoxicidade ¢ a
Topoisomerase 2B (Top IIB). Acredita-se que ela seja mediadora chave no
processo de cardiotoxicidade induzida por antraciclinas (VEJPONGSA e YEH,
2014).

As topoisomerases sdo proteinas que participam de processos que permitem



alteracdes no grau de superenrolamento do DNA, para realizar processos cruciais
como transcri¢do e replicagdo (BOLLIMPELLIL S., et al., 2017).

Existem 2 tipos de topoisomerase: a Top 20 que ¢ indetectavel em
cardiomiocitos de adultos ¢ a Top 2B ¢ altamente abundante no miocardio, e
acredita-se que a Dox seja um potente inibidor da Top 2B (YU, WANG, et al.,
2018).

Quanto ao metabolismo energético, em condigdes normais ocoragdo utiliza
principalmente acidos graxos como fonte energética para a contragao dos miocitos
(de 50 a 70%). Porém outra fonte energética importante ¢ o carboidrato que ¢
oxidado e transformado em lactato, glicose e piruvato (LOPASCHUK, USSHER,
etal.,2010).

Virias reagdes enzimaticas configuram o metabolismo energético cardiaco
normal.

De modo geral, dentro da mitocondria o piruvato ¢ oxidado em a acetil-
Coenzima A (acetil Co-A), que por sua vez, a beta oxidacdo de 4cidos graxos ou
oxidagdo do piruvato entra no ciclo do acido citrico resultando na producao de
adicional de NADH" ¢ FADH’. Estas transportam elétrons, por meio dos
complexos 1 ao IV, na cadeia transportadora de elétrons da mitocondria. A
fosforilagdo oxidativa € o processo responsavel pela producao de ATP (adenosina
trifosfato), esse processo envolve a cadeia transportadora de elétrons, oxigénio,
translocador de nucleotideos da adenina, transportador de fosfato, fosfato
inorganico e ATP sintase (AZEVEDO, MINICUCC]I, et al., 2013).

Os receptores finais dos elétrons sdo moléculas de oxigénio que vao ser
convertidas em H20. O ATP ¢ transferidopara a creatinaquinase formando fosfo-
creatinoquinase (CK-PCr), o qual ¢ o transportador de energia para as células,
como por exemplo, os miocitos. Neles, a ATP ¢ clivada em ADP + Pi pela
ATPase liberando energia necessaria para contracdo (LOPASCHUK, USSHER, e¢
al., 2010).

Quando ha disfuncao cardiaca, ocorrem alteragdes na utilizagao de substratos,
na geragao e no transporte de energia para os tecidos (LUSTOSA, et al .,2016).

A cardiotoxicidade induzida pela Dox reduz a utilizacdo dos substratos, tanto
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os acidos graxos quanto a glicose, além de danificar a estrutura e fungdo
mitocondrial (LOPASCHUK, USSHER, et al., 2010)

Durante o inicio do processo de remodelacdo cardiaca, para se proteger, o
coragdo passa a utilizar mais glicose e menos acidos graxos. Entretanto, estes
quando ndo sdo oxidados, sdo estocados no coracdo na forma de triacilglicerois.
Este processo ¢ denominado lipotoxicidade, fazendo parte da disfungdo
miocardica, que se desenvolve com o decorrer do processo de remodelagao
(AZEVEDO, MINICUCCI, et al., 2013)

Além da mudanca na utilizagdo dos substratos, outro ponto importante no
metabolismo energético cardiaco refere-se a mitocondria. Durante o processo de
remodelagdo ocorre redugdo da func¢ao e da massa mitocondrial, que resultam em
alteragdo no transporte de elétrons. Esse transporte inadequado favorece o
desemparelhamento de elétrons, com consequente formag¢ao de EROS, levando a
uma menor geracdo de energia para a contragdo dos midcitos (RIMBAUD, RUIZ,
etal.,2011).

O impacto da Dox no metabolismo global do coragdo vem sendo
demonstradondo sé por diminuir a produgdo de ATP mitocondrial em geral, mas
conduzir a uma diminuigdo de isoenzimas de CK, incluindo isoenzimas
mitocondrial (MtCK) e proteina quinase ativada por adenosina
monofosfato(AMPK). Além disso, a sinalizagdo da AMPK diminuida reduz a
capacidade da célula para iniciar um aumento compensatdrio na taxa glicolitica e
para estimular a captagdo de glicose (CARVALHO, BURGEIRO, et al., 2013).

Tanto a utilizacdo de glicose, como a B-oxidacdo de &cidos graxos de cadeia
longa s3o prejudicados na cardiomiopatia induzida pela Dox, que levado ao
extremo pode implicar um quebra geral do metabolismo energético. Curiosamente,
uma ligagdo entre o estresse oxidativo geral e respostas metabdlicas ja foi
proposta. Depois de uma hora de tratamento com Dox, a peroxidagdo lipidica
aumentou e causou uma resposta adaptativa resultando num aumento da absor¢do
de glicose, que se manifesta por um aumento da proteina GLUTI,
presumivelmente para restaurar a energia celular, estabelecendo uma relagdo entre

a Dox, peroxidacdo lipidica e alteracoes agudas no transporte de glicose
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(CARVALHO, BURGEIRO, et al., 2013).

Um aumento da produg¢do de lactato, que € subproduto da glicolise ¢ um sinal
de provavel reducao da fun¢do mitocondrial. Através da andlise de ressonancia
magnética nuclear de metabolitos intracelulares, os niveis de acetato foram
propostos como novos biomarcadores para cardiotoxicidade e estavam
aumentados nos animais tratados com Dox em comparagdo com os controles, o
que correlaciona a conversao ndo enzimatica de piruvato para acetato. Os niveis de
aminoacidos ramificados (AACR) valina, leucina, isoleucina também estdo
diminuidas no corag¢do desses animais, mostrando que os acidos graxos de cadeia
longa e a B-oxidagdo sdo inibidas e ciclo de Krebs é prejudicado (CARVALHO,
BURGEIRO, et al., 2013).

Os beneficios de se utilizar doxorrubicina como quimioterapico ¢ indiscutivel
e aparentemente os mecanismos de acdo antitumoral e cardiotdxico sdo diferentes.
Porém, o aparecimento de insuficiéncia cardiaca pode comprometer o tratamento
da neoplasia. Este fato pode ser evidenciado pela alta mortalidade atribuida a
combina¢do entre doenca cardiovascular e cancer querepresenta 68% de toda a
taxa global de mortalidade (SHABALALA, MULLER, et al., 2017)

Portanto o estudo de compostos que possam atenuar a cardiotoxicidade da Dox
faz-se necessario para otimizagdo do tratamento de alguns pacientes com
neoplasias

Dentre os diferentes alimentos que possuem fungdo antioxidante, encontram-se
os chas. Originario da China, o cha verde ¢ cultivado e consumido pelas suas
caracteristicas de aroma, sabor e propriedades medicinais em mais de 160 paises,
especialmente asiaticos (XU, J1, et al., 2018).

O cha verde (Camellia Sinensis), apos a dgua, ¢ a bebida mais consumida no
mundo. Entre os varios beneficios relacionados a saude estdo a prevencao de
doengas cardiovascular, cancer e diabetes (OLIVEIRA, 2012).

Conhecido também por suas atividades antiinflamatéria, antiproliferativa,
antiaterosclerotica, o chd verde ¢é rico em polifendis, que sdo poderosos
antioxidantes e agentes quimiopreventivos desempenhando um papel em

neutralizar os radicais livres, reduzindo a inflama¢ao ¢ diminuindo a velocidade
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crescimento do tumor, o que levou a inclusdo do cha verde em suplementos
dietéticos, nutracéuticos e alimentos funcionais (ENG, THANIKACHALAM e
RAMAMURTHY, 2018).

A maioria dos beneficios do chd verde podem ser atribuidos ao flavonodides
polifendlicos, conhecidos como as catequinas (GUO et al, 2017) que sdo
compostos incolores, hidrossoluveis, que contribuem para o amargor e a
adstringéncia do cha verde (XU, JI, et al., 2018).

Atualmente as catequinas consideradas mais importantes sao: catequina (C),
epicatequina (EC), epigalocatequina-epicatequina (ECG), epigalocatequina
(EGC), e epigalocatequina galato (EGCG); sendo este tltimo o mais ativo no cha
verde (OLIVEIRA, 2012).

O teor de catequinas no vegetal depende de alguns fatores externos, tais como
forma do processamento das folhas antes da secagem, localizagdo geografica do
plantio e condigdes de cultivo (XU, JI, et al., 2018). Os efeitos potenciais das
catequinas sobre a saude nao dependem somente da quantidade consumida, mas
também sobre sua biodisponiblidade, que parece ser muito varidvel (CABRERA,
ARTACHO e GIMENEZ, 2006).

O metabolismo de polifeindis ocorre através de uma via comum. Durante o
processo de absorcao, os polifendis sdo conjugados no intestino delgado e no
figado. Este processo inclui metilagdo, sulfatacdo e glucuronidac¢do. Os polifendis
circulantes também sdo conjugados, sdo amplamente ligados a albumina. Os
polifendis sdo capazes de penetrar nos tecidos, particularmente naqueles em que
sdao metabolizados, mas a sua capacidade de acumular nos tecidos-alvo especificos
precisa ser mais investigada (MANACH, SCALBERT, et al., 2004).

O impacto favoravel do chd verde nas doencas cardiovasculares parece estar
relacionado a acdo das catequinas sobre o sistema vascular. As propriedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antitromboticas, antiproliferativas e redutoras de
LDL conferidas ao chd verde, atenuam a aterogénese e melhoram a fungdo
endotelial JOCHMANN, BAUMANN e STANGL, 2008).

Apesar dos estudos apontarem para os potenciais efeitos benéficos do cha

verde no sistema vascular, pouco se sabe sobre as acdes deste composto



13

diretamente sobre o miocardio (JOCHMANN, BAUMANN e STANGL, 2008).

Dentre os poucos estudos que avaliaram o papel do cha verde no miocardio
podemos destacar modelos de isquemia-reperfusdao, miocardite e insuficiéncia
renal cronica. Nestes modelos observou-se que o chd verde melhorou o
inotropismo, diminuiu a inflamacdo e reduziu hipertrofia cardiaca (HSIEH, TSAI
e CHEN, 2009).

Com relagdo a estudo com cha verde, as catequinas demonstraram efeitos
positivos na funcionalidade da mitocondria e consequentemente melhorou o
metabolismo energético cardiaco. E estudos com ratos com cardiotoxicidade
induzida pelo uso de Isoproterenol, mostrou que as catequinas tiveram efeito
preventivo sobre o dano mitocondrial, através da diminui¢do da peroxidagdo
lipidica e do seu efeito antioxidante. Além disso, o pré tratamento com as
catequinas manteve a fun¢do mitocondrial normal, neutralizou o aumento dos
niveis de Ca?*+ e manteve a atividade da ATPase e a concentragdo de ATP
(HERNANDEZ, GIAMPIER], et al., 2014).

Dessa forma, € possivel observar que muitas das alteracdes que ocorrem no
metabolismo energético cardiaco durante o processo de remodelagdo, sdo

potenciais sitios de a¢do das catequinas do extrato de cha verde.
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6. CONCLUSAO

Neste modelo foi possivel evidenciar mecanismos importantes envolvidos
na cardiotoxicidade induzido pela doxorrubicina. O extrato de cha verde mostrou-
se eficaz por sua provavel acdo na redugdo da citotoxicidade, inibindo da
destruicao celular, redu¢dao do estresse oxidativo e melhora do metabolismo
energético, contribuindo para atenuacdo dos mecanismos de remodelagdo

cardiaca.
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