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IMPACTO ESPERADO DA TESE NA SOCIEDADE

Com o envelhecimento da populagdo mundial, espera-se aumento no
numero de casos de neoplasias. A doxorrubicina é um dos quimioterapicos mais
utilizado no tratamento de diversos tipos de cancer tais como mama, tireoide, leucemia
e linfomas. A cardiotoxicidade é um efeito colateral importante dessa medicacao e
pode cursar com insuficiéncia cardiaca. A insuficiéncia cardiaca € uma condigéo
associada a elevados gastos em saude, piora da qualidade de vida dos pacientes e
elevada morbimortalidade.

Diversas medicacgdes estdo sendo estudadas na tentativa de prevenir ou
atenuar a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, porém ainda n&o dispomos de
estratégias eficientes em mitigar os efeitos colaterais dessa medicacgéao.

Nesse trabalho avaliamos os efeitos da liraglutida, um analogo de GLP-
1, na atenuacdo da cardiotoxicidade. Essa classe de medicamentos se mostrou
efetiva em diminuir eventos cardiovasculares em pacientes com fatores de risco, no
entanto, os mecanismos pelos quais a droga é benéfica ainda sdo desconhecidos.

Com nossos resultados esperamos identificar as vias fisiopatoldgicas
envolvidas na cardiotoxicidade, bem como os mecanismos moleculares de acao da

liraglutida, contribuindo para o conhecimento de ambos 0s campos de pesquisa.



EXPECTED IMPACT OF THE THESIS ON SOCIETY

The number of cancers cases are expected to increase along with the
aging of the population. Doxorubicin is one of the most used chemotherapy drugs in
the treatment of several types of cancer such as breast, thyroid, leukemia and
lymphomas. Cardiotoxicity is an important side effect of this medication and can lead
to heart failure. Heart failure is a condition associated with high healthcare costs, poor
quality of life and high morbidity and mortality.

Several medications are being studied as an attempt to prevent or
attenuate doxorubicin-induced cardiotoxicity, but we still do not have efficient
strategies to mitigate the side effects of this medication.

In this work, we evaluated the effects of liraglutide, a GLP-1 analogue in
attenuating cardiotoxicity. This class of medications is effective in reducing
cardiovascular events in patients with risk factors, however, the mechanisms by which
the drug is beneficial are still unknown.

With our results, we hope to identify the pathophysiological pathways
involved in cardiotoxicity, as well as the molecular mechanisms of action of liraglutide,

contributing to better understanding this field of research.
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RESUMO



Introducao: A doxorrubicina é um quimioterapico utilizado no tratamento de
neoplasias solidas e hematoldgicas. No entanto, apresenta a cardiotoxicidade como
seu efeito colateral mais grave, limitando o tratamento e piorando a qualidade de vida
dos pacientes. A fisiopatologia da cardiotoxicidade é multifatorial e envolve geracao
de espécies reativas de oxigénio, inflamacao e disfungao mitocondrial. Recentemente,
alteracoes na microbiota intestinal tém sido associadas a doencgas cardiovasculares.
Os analogos de GLP-1 mostraram beneficios cardiovasculares em estudos clinicos,
além de serem efetivos em reduzir o estresse oxidativo, a inflamacéao e possuirem
efeitos protetores na mucosa intestinal. Objetivo: Avaliar o papel da liraglutida,
analogo de GLP-1, na atenuacdo da cardiotoxicidade aguda induzida pela
doxorrubicina em ratos por meio de sua atuac¢ao no intestino e na microbiota intestinal.
Material e Métodos: Utilizamos 60 ratos Wistar machos alocados em 4 grupos:
Controle (C), Doxorrubicina (D), Liraglutida (L) e Doxorrubicina + Liraglutida (DL). Os
animais dos grupos L e DL receberam injecdo subcuténea de liraglutida 0,6 mg/kg
diariamente e os grupos C e D solucao salina por 2 semanas. Apos, 0s animais dos
grupos D e DL receberam injecao intraperitoneal de doxorrubicina 20 mg/kg, dose
unica e os grupos C e L receberam injecdo de salina. Ap6s 48 horas da dose de
doxorrubicina, os animais foram submetidos ao ecocardiograma, estudo do coracao
isolado e eutanasia para coleta dos materiais biolégicos. Resultados: Os animais que
receberam liraglutida ingeriram menos ragao e apresentaram menor ganho de peso
que os animais que nao receberam a droga. Apds a injecdo de doxorrubicina, os
animais tratados com o quimioterapico tiveram maior perda de peso em relacdo aos
que nao receberam. Ao ecocardiograma, as variaveis relacionadas a fungao sistélica
(S’ médio e VEPP) e a funcao diastdlica (ondas E, A, E’, A’, E/A) foram menores nos
animais tratados com doxorrubicina, assim como as derivadas temporais positivas e
negativas e a complacéncia ventricular no estudo do coragéo isolado. No coragéo, nao
identificamos diferencas entre os grupos na histologia e na analise das espécies
reativas de oxigénio in situ, no entanto, houve maior atividade da catalase no coragao
dos animais tratados com doxorrubicina. A expressao das proteinas TNF-a, NFkB
fosforilado, troponina T e BCL-2 foi menor e TLR-4 foi maior nos animais tratados com
doxorrubicina. A dosagem de LPS no soro foi semelhante entre os grupos. Em relacao
ao intestino, observamos perda estrutural importante das criptas intestinais nos
animais tratados com doxorrubicina e a concentracao dos acidos acético, propidnico

e butirico nas fezes foram menores nos animais tratados com doxorrubicina. Antes e
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apds os tratamentos, os filos de bactérias mais preponderantes foram Firmicutes e
Bacteroidetes, no entanto, apdés os tratamentos, a abundancia relativa dos
microrganismos do filo Bacteroidetes foi menor e do filo Proteobacteria foi maior nos
animais tratados com doxorrubicina. Nao houve diferenca na alfa-diversidade entre os
grupos nos dois momentos avaliados. Houve diferenca na beta-diversidade entre os
grupos no momento final. Nao observamos efeito relevante da liraglutida nas anélises
realizadas. Conclusao: A doxorrubicina causou disfuncdo cardiaca sistélica e
diastdlica, alterando proteinas relacionadas a apoptose, inflamacao e a atividade da
catalase no tecido cardiaco. Além disso, promoveu altera¢des na estrutura intestinal,
na composig¢ao da microbiota e reduziu dos acidos graxos de cadeia curta, no entanto
a liraglutida n&o foi capaz de atenuar a cardiotoxicidade pelos mecanismos avaliados.

Palavras-chave: Doxorrubicina; Cardiotoxicidade; Microbiota intestinal; Inflamacao
sistémica; GLP-1; Liraglutida.
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ABSTRACT



Introduction: Doxorubicin is an effective chemotherapy used in the treatment of solid
and hematologic malignancies. However, cardiotoxicity represents the most severe
side effect, limiting treatment and worsening patients’ quality of life. The
pathophysiology of doxorubicin-induced cardiotoxicity is multifactorial and involves
direct damage to the DNA, oxidative stress, inflammation, and mitochondrial
dysfunction. Recently, changes in gut microbiota have been associated to
cardiovascular diseases. GLP-1 analogs have shown cardiovascular benefits in clinical
trials and, also are effective in reducing oxidative stress, inflammation and seem to
have a protective role in the intestinal barrier. Objective: Evaluate the role of
liraglutide, a GLP-1 analog, in attenuating acute doxorubicin-induced cardiotoxicity in
rats by acting in the intestine and gut microbiota. Material and Methods: We used 60
male Wistar rats allocated in 4 groups: Control (C), Doxorubicin (D), Liraglutide (L),
and Doxorubicin + Liraglutide (DL). The animals in groups L and DL received
subcutaneous injection of 0.6 mg/kg liraglutide daily and groups C and D received
saline, for 2 weeks. After, the animals in groups D and DL received an intraperitoneal
injection of doxorubicin 20 mg/kg once. After 48 hours of doxorubicin injection, the
animals were submitted to echocardiogram, isolated heart study, and euthanasia to
collect biological materials, which were stored at -80 °C. Results: The animals that
received liraglutide ingested less food and did not gain the same weight as animals
that did not receive the GLP-1 analogue. After doxorubicin injection, the animals that
received the chemotherapy showed a marked weight loss compared to the animals
that did not receive the drug. At echocardiogram, the systolic variables (S' and PWSV)
and the diastolic variables (waves E, A, E', A', E/A) were lower in the animals treated
with doxorubicin, as well as the positive and negative temporal derivatives and
ventricular compliance at isolated heart study. In the heart, we did not identify
differences in the histological analysis and in reactive oxygen species in situ, however
catalase activity was increased in animals treated with doxorubicin. The expression of
the proteins TNF-a, phosphorylated NFkB, Troponin T and BCL-2 was lower and TLR-
4 was higher in the heart of animals treated with doxorubicin. LPS levels in serum were
similar between groups. In the intestines, there was significant structural loss of
intestinal crypts in animals treated with doxorubicin and the concentration of acetic,
propionic and butyric acids in feces were lower in animals treated with the
chemotherapy drug. Before and after treatment, the most predominant bacterial phyla
were Firmicutes and Bacteroidetes, however, after treatment, the relative abundance
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of microorganisms from the Bacteroidetes phylum was lower and Proteobacteria
phylum was higher in the animals treated with doxorubicin. There was no difference in
alpha-diversity between the groups at the two moments evaluated. Beta-diversity was
different after the treatment between the groups. We did not observe a relevant effect
of liraglutide in all analyses. Conclusion: Doxorubicin caused systolic and diastolic
dysfunction, altering proteins related to apoptosis, inflammation and catalase activity
in the heart. Besides, it caused important changes in intestinal structure, in the
composition of microbiota and reduced short chain fatty acids in the feces,
nevertheless liraglutide was not able to attenuate cardiotoxicity through the

mechanisms evaluated.

Keywords: Doxorubicin; Cardiotoxicity; Gut microbiota; Systemic inflammation; GLP-
1; Liraglutide
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A Doxorrubicina e suas consequéncias

O céancer € uma das principais causas de morbidade e mortalidade no
mundo e representa grande problema de saude publica. Estima-se que, no Brasil, em
cada ano do triénio 2023-2025, ocorrerdo 704 mil casos novos de céancer (1) e, no
mundo, estima-se que em 2030 ocorrerdo aproximadamente 13,1 milhdes de mortes
por cancer (2).

Os antraciclicos, especialmente a doxorrubicina, sdo uma classe de
medicamentos quimioterapicos utilizados ha mais de 40 anos no tratamento de varios
tipos de neoplasias hematoldgicas e solidas, como cancer de mama, tireoide, sarcoma
e osteossarcoma. Essa classe de medicamentos € considerada a primeira opgcao em
varios esquemas terapéuticos devido a sua superioridade quando comparada a
regimes que néo incluem os antraciclicos (3), porém seu uso € limitado devido aos
seus diversos efeitos colaterais (4), tais como cardiotoxicidade, toxicidade ao trato
gastrointestinal, mielossupressao e nefrotoxicidade (4,5).

A doxorrubicina € um antibiético derivado de um pigmento produzido por
fungos do género Streptomyces spp. (2,6). Quimicamente, os antraciclicos possuem
4 anéis de antraquinona ligados a uma por¢ao de amino-agucar. As suas propriedades
de citotoxicidade foram identificadas em 1950 e seu uso foi aprovado em 1963. O
mecanismo antineoplasico da doxorrubicina consiste em dois mecanismos principais:
1) Inibicdo da topoisomerase Il, enzima que desempenha papel fundamental na
replicagcéo e divisdo celular e 2) Geragao de radicais livres durante sua metabolizagéo,
que podem levar a peroxidagao lipidica de membranas celulares, dano ao DNA, dano
mitocondrial e por fim, ativacdo de diversas vias de morte celular (3,7-12).

Desde a década de 1970, sabe-se da associacdo entre o uso dos
antraciclicos e a cardiotoxicidade, porém nao ha, até o momento, tratamentos
especificos para prevenir ou curar a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (13).
A cardiotoxicidade é o efeito colateral mais importante e mais limitante, pois pode levar
a insuficiéncia cardiaca (IC), condigao clinica cronica e irreversivel (4).

A IC é caracterizada por alteracdes estruturais e/ou funcionais do
coracdo, que resultam em elevadas pressbes intracardiacas, podendo estar
acompanhada de débito cardiaco inadequado. Essa doenga possui grande impacto
na qualidade de vida dos pacientes e também no sistema de saude, devido aos altos
custos implicados no seu diagndstico e tratamento (4,14—-16). Estima-se que existam
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aproximadamente 64 milhdes de pacientes com insuficiéncia cardiaca no mundo (17)
e a previsao € de que aumente cada vez mais devido ao envelhecimento da populagéo
e a maior sobrevida dos pacientes devido a descoberta de novas medicagdes. Além
disso, a insuficiéncia cardiaca apresenta taxa de mortalidade muito elevada, de 15-
30% em 1 ano e de até 75% em 5 anos em algumas populac¢des especificas (18).

Clinicamente, a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina pode ser
classificada em quatro tipos: aguda, subaguda, crénica e tardia (19). A
cardiotoxicidade aguda é observada apés algumas horas da administracao da droga
e se caracteriza por alteracoes eletrocardiograficas como alteragbes da repolarizagao,
complexos QRS de baixa voltagem, taquicardia sinusal, extrassistoles ventriculares e
supraventriculares e alargamento do intervalo QT. Essas manifestagdes geralmente
sao assintomaticas, com resolucao espontanea em algumas horas ou semanas. Os
mecanismos envolvidos na patogénese das arritmias incluem efeito toxico direto do
antraciclico no miocardio e efeito indireto por meio da liberagdo de radicais livres e
distarbios no transporte de ions na membrana celular (20,21). A cardiotoxicidade
subaguda é rara, aparece alguns dias a algumas semanas e a manifestacao mais
comum € a pericardite e/ou miocardite (19).

A cardiotoxicidade crénica € o resultado da exposicao prolongada dos
cardiomiécitos aos antraciclicos, no entanto sua patogenia nao estd completamente
elucidada. Os sintomas aparecem dentro de algumas semanas a meses apds o
término da quimioterapia e sao tipicos de insuficiéncia cardiaca, como intolerancia ao
exercicio e dispneia aos esfor¢cos, com a presenca de alteracdes eletrocardiogréaficas
de sobrecarga ventricular, cardiomegalia na radiografia de térax e podem estar
acompanhados de reducdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo no
ecocardiograma (21). Por fim, a cardiotoxicidade tardia é diagnosticada varios anos
apds o término da quimioterapia, podendo se manifestar como insuficiéncia cardiaca,
arritmias e disturbios de conducéo (19).

A incidéncia da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina é dose-
dependente, estando presente em 5 a 10% dos pacientes que recebem a dose padrao
(até 400 mg/m?) e em até 20% dos pacientes que receberam dose cumulativa de 700
mg/m2. Por esse motivo, a dose de doxorrubicina recomendada ¢é de
aproximadamente 450 a 550 mg/m? (22), porém outros fatores também interferem na
ocorréncia da cardiotoxicidade, como idade do paciente, tempo de infusdo da
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medicagéo, radioterapia concomitante, e doencas cardiovasculares pré-existentes
(23).

Mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na cardiotoxicidade

Varios mecanismos parecem estar envolvidos na fisiopatologia da
cardiotoxicidade, como dano direto ao DNA por inibicdo da topoisomerase I, estresse
oxidativo, ativacao de vias inflamatérias, disfuncdo mitocondrial, alteracdo de bombas
de calcio, inibicdo de genes relacionados a expressao de proteinas musculares,
aumento da atividade de proteases intracelulares, ativacdo de metaloproteinases de
matriz e ativacdo de vias de morte celular. Esses mecanismos fisiopatolégicos
atuando conjuntamente culminam com a disfungdo miocéardica (15,19,24-28).

O estresse oxidativo consiste no desbalangco entre a producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e a atuacdo de mecanismos antioxidantes
intrinsecos do organismo (11,12,25,29). Durante sua metabolizagdo, a doxorrubicina
é reduzida a semiquinona, que é transformada em quinona primaria, a qual leva a
formacao de peroxido de hidrogénio, gerando radicais de hidroxido, que podem causar
oxidacdo da membrana celular, dano ao DNA, disfungdo mitocondrial, alteracao da
homeostase intracelular do célcio e morte celular (10,19,30). O coracdo € um 6rgao
sensivel a acdo das espécies reativas, pois, comparado com outros 6rgaos, 0s
cardiomiécitos possuem pequenas concentracoes de catalase, glutationa peroxidase
e superdxido dismutase, enzimas que agem como antioxidantes naturais do
organismo (25,26).

Além disso, a doxorrubicina tem grande afinidade pela membrana
mitocondrial devido a presenca de cardiolipina, um fosfolipideo da membrana interna
dessa organela, que, ao se ligar ao quimioterapico, forma um complexo irreversivel,
alterando a cadeia transportadora de elétrons e levando a mais produgéo de EROS.
Somado a isso, a doxorrubicina pode levar a lesao direta da membrana mitocondrial,
estimulando a liberacao de fatores pro-apoptéticos e promovendo a ativacao da via
intrinseca da apoptose. O acumulo de proteinas pré-apoptoéticas (como BAX), a
reducéo de proteinas anti-apoptéticas (como BCL-2) e ativagdo da caspase 3 e 9 ja
foram evidenciadas em células cardiacas ap6s o tratamento com doxorrubicina (23).

Mais recentemente, alguns estudos mostraram que a doxorrubicina

parece alterar a biogénese mitocondrial, processo no qual as mitocéndrias, sob
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estresse, garantem sua qualidade e integridade por dois processos denominados
fuséo e fissdo. Na fusdo, as mitocondrias se unem, permitindo troca de conteudo e
reduzindo a quantidade de organelas disfuncionais e, assim, aumentando a sua
capacidade metabdlica. De modo oposto, a fissdo mitocondrial ocorre como controle
de qualidade para eliminar organelas disfuncionais (31). A fuséao é controlada por trés
proteinas: Atrofia Otica | (OPA1), que regula a fusdo da porcéo interna da membrana
mitocondrial, Mitofusina | (MFN1) e Mitofusina Il (MFN2), estando as duas ultimas
proteinas presentes na membrana externa mitocondrial mediando a fusdo desta
membrana. A fissdo é mediada pela Proteina 1 Relacionada com a Dinamina (DRP1)
e Proteina de Fissdo 1 (Fis1). Em estudos in vitro, houve reducédo das proteinas de
fusdo mitocondrial (MFN1, MFN2, OPA1) e aumento na proteina de fissao DRP1 em
cardiomidcitos de ratos neonatos tratados com doxorrubicina (32).

Adicionalmente, a inflamacédo estd envolvida na fisiopatologia da
insuficiéncia cardiaca aguda e cronica (33) e possui papel importante na disfuncao
cardiaca induzida pela doxorrubicina. A acao principal da inflamacao consiste em
proteger o organismo de patdgenos externos e em promover o reparo dos tecidos
frente a trauma ou infec¢do, preservando sua integridade. Entretanto, em situacées
em que a resposta inflamatéria se da de maneira exacerbada, os mecanismos, que a
principio tém papel protetor, passam a provocar danos aos tecidos e disfuncao
organica (34).

A inflamacao é ativada e mantida pelos receptores de reconhecimento
de padrées (PRR), que incluem os receptores toll-like (TLRs). Geralmente, esses
receptores sao ativados por padroes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e
a padrées moleculares associados a dano (DAMPSs), que sédo produtos originarios de
patdégenos e de células lesionadas, respectivamente. Existem 10 tipos de TLRs em
humanos, porém apenas trés tipos estdo presentes nos miécitos: TLR-2, TRL-3, TRL-
4 (2,29). A ativacao desses receptores leva a ativacao do fator nuclear kappa B (NF-
kB), promovendo a liberagdo de grande quantidade de citocinas proé-inflamatérias
como interleucina (IL)-1, interleucina (IL)-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
(35-37).

A IL-1 reduz a responsividade beta adrenérgica dos canais de calcio,
diminui a expressdo de genes relacionados a homeostase do célcio, aumenta a
expressao da enzima éxido nitrico sintase (NOS), levando a aumento de 6xido nitrico,
com reducdo na contratilidade cardiaca e ataque direto a mitocondria (38). A IL-6
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agrava a disfungao mitocondrial, promove a sintese de colageno pelos fibroblastos e
também estimula a acdo da enzima Oxido nitrico sintase, reduzindo o influxo de calcio
e reduzindo a contratilidade miocéardica (35,39). O TNF-a causa reducao da expressao
de genes reguladores do calcio, causando efeito inotrépico negativo, leva a apoptose
dos cardiomidcitos, causa aumento dos receptores de angiotensina Il, levando ao
aumento da atividade dos fibroblastos e fibrose e também promove a ativacédo de
metaloproteinases de matriz e reducdo dos inibidores de metaloproteinases,
promovendo degradagao da matriz extracelular e contribuindo para fibrose miocardica
(40,41).

Apesar de termos conhecimento sobre esses mecanismos, ainda ndo ha
estratégias terapéuticas bem estabelecidas para tratar ou atenuar a cardiotoxicidade
induzida pela doxorrubicina. Em alguns estudos, o uso de substancias anti-
inflamatodrias e inibidores de espécies reativas de oxigénio se mostraram pouco
eficazes em prevenir a cardiopatia induzida pela doxorrubicina (21,42), porém outros
estudos avaliaram a suplementacédo de alguns compostos naturais como acai, cha
verde e suco de laranja e mostraram atenuacéo da cardiotoxicidade (43—45). Portanto,

os resultados nesse campo ainda sao controversos.
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Figura 1. Fisiopatologia da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina

Representagdo dos principais mecanismos envolvidos na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina. EROS:
espécies reativas de oxigénio; NF-kB: fator nuclear kappa B; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-1: interleucina
1; IL-6: interleucina 6. Figura desenvolvida pelo autor no programa Power Point, Microsoft.
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Toxicidade ao trato gastrointestinal e a microbiota

O trato gastrointestinal também é alvo de toxicidade pelos
quimioterapicos (46), principalmente porque suas células se proliferam rapidamente
e, dessa forma, sdo bastante sensiveis a essa classe de drogas (47).
Aproximadamente 40% dos pacientes que recebem algum quimioterapico apresentam
efeitos gastrointestinais. Os sintomas de toxicidade mais frequentes incluem dor
abdominal, naduseas, vomitos e diarreia, 0 que pode afetar o estado nutricional do
paciente e sua qualidade de vida, com consequente aumento do tempo de
hospitalizagdo, maior necessidade de nutricdo parenteral e aumento do risco de
infeccdes, afetando a morbidade e mortalidade dos pacientes (48-50).

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da toxicidade
gastrointestinal pelo uso de quimiotergpicos sdo semelhantes aos mecanismos
envolvidos na cardiotoxicidade e incluem formacéo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, ativacao do fator nuclear kappa B (NF-kB), ativacdo da inflamacgao e
apoptose. Como consequéncia, ocorre ruptura da barreira do epitélio intestinal, que
favorece a translocacao bacteriana, com aumento da circulagdo de endotoxinas,
podendo contribuir, assim, para intensificacao da inflamagéo sistémica (51).

Recentemente, alterac6es na microbiota intestinal secundarias ao uso
de quimioterapicos tém atraido a atencdo dos investigadores, como relatado por
Montassier el al., que mostraram reducao de Firmicutes e Actinobacteria nas fezes de
pacientes com linfoma submetidos a quimioterapia. Da mesma forma, Motoori et al.
relataram menor abundancia de Lactobacillus apds regime combinado de
qguimioterapia e Galloway-Pefa et al. mostraram reducao na diversidade da microbiota
de pacientes com leucemia mieloide apés inicio do tratamento quimioterapico (51—
54).

A microbiota é definida como a populacdao de micro-organismos que
habita a pele e mucosas de um individuo saudavel. Estima-se que a microbiota
humana contenha aproximadamente 10" bactérias, 0 que representa
aproximadamente o numero de células do nosso corpo (55). O local mais colonizado
é o trato gastrointestinal, primeiramente por possuir a maior superficie (200m?) e por
ser um ambiente rico em nutrientes para a sobrevivéncia dos micro-organismos.
Estima-se que apenas o c6lon contenha mais de 70% de todos 0s micro-organismos
do corpo humano (56).
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A microbiota intestinal oferece varios beneficios ao ser humano, tais
como a digestdo de macromoléculas indigeriveis, como carboidratos e proteinas,
formando &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), principalmente o acido acético,
acido propibnico e acido butirico, que sao rapidamente e mais facilmente absorvidos
na porcao distal do intestino. Esses &cidos graxos s&o importantes substratos
energéticos, além de atuarem na manutencdo da imunidade celular local e na
integridade da barreira intestinal. Também possuem atividade anti-inflamatéria que se
deve a ativacao de receptores acoplados a proteinas G (GRP41 e GPR43) (16,57—
59), com inibigdo do NF-kB e reducao da producao de TNF-a, IL-1 e IL-6. Além disso,
a microbiota contribui para a sintese e excrecdo de vitaminas, prevencao da
colonizacdo por bactérias patogénicas por meio da competicdo por espaco e
nutrientes, imunomodulagcdo e manutencao da integridade da barreira intestinal, que
se da pelo aumento da producdo de mucinas e da expressao de proteinas formadoras
das juncgdes celulares: ocludinas, claudinas, moléculas de adeséo juncional (JAM) e
zonula occludens (ZO-1) (60).

A composigao habitual da microbiota € influenciada por alguns fatores:
gendtipo do hospedeiro, meio-ambiente e dieta. O termo eubiose se refere a um
estado em que ha preponderancia de espécies benéficas, pertencentes
principalmente aos filos Firmicutes e Bacteroidetes. Entretanto, h4 situagées em que
ocorre o desequilibrio desses micro-organismos, com reducao de sua diversidade e
alteracao de sua fungéo, o que caracteriza a disbiose (61). Acredita-se que a disbiose
gera sinalizacéo alterada para o sistema imunoldgico, promovendo a liberagédo de
citocinas inflamatoérias, reduz a producédo de AGCC, com ruptura da barreira intestinal
por meio de alteracdo das juncgdes intercelulares da mucosa e morte celular dos
enterdcitos, por deficiéncia do seu substrato energético (60-62).

O trato gastrointestinal (TGl) € composto por uma camada de células
epiteliais estratificadas ligadas entre si pelas jungdes celulares. Essa camada tem o
objetivo de separar o ambiente luminal das estruturas subjacentes: submucosa,
tecidos linfoides associados a mucosa e corrente sanguinea (63). Em condi¢bes
fisioldgicas, as bactérias e as endotoxinas ndo penetram através da membrana
intestinal saudavel, entretanto, em situacées em que ocorre disfuncéo dessa barreira,
pode haver fluxo para-celular de micro-organismos, toxinas e outros antigenos
luminais, o que é definido como translocacao bacteriana, que contribui para a ativagao
e propagacao da resposta inflamatéria sistémica (64,65).
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Portanto, a disbiose pode levar a ruptura da barreira intestinal, com
consequente ativacdo e intensificagdo da resposta inflamatéria sistémica e
complicagdes a distancia, como no coracao, o que poderia contribuir ainda mais para
o desenvolvimento, progressao e manutencao da cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina. Altera¢des na diversidade da microbiota ja foram associadas a doencgas
cardiovasculares e a doengas metabdlicas como hipertensao, obesidade, dislipidemia,
resisténcia insulinica, aterosclerose e insuficiéncia cardiaca (60,66,67). Nesse
sentido, a preservacdao da homeostase da microbiota e do epitélio intestinal talvez
possam reduzir a inflamagéo sistémica e, dessa forma, atenuar a cardiotoxicidade

induzida pela doxorrubicina.
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Figura 2. Fisiopatologia da ruptura de barreira intestinal e cardiotoxicidade

Representagdo da ruptura da barreira intestinal e cardiotoxicidade. AGCC: acidos graxos cadeia curta; LPS:
lipopolissacéaride; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; IL-1: interleucina 1; IL-6: interleucina 6. Figura
desenvolvida pelo autor no programa Power Point, Microsoft.
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Os analogos de GLP-1

A liraglutida € um andlogo de GLP-1 (glucagon-like peptide), que foi
aprovado em 2010 nos Estados Unidos para o tratamento de diabetes tipo 2 (DM2).
O GLP-1 € uma incretina secretada pelas células L intestinais em resposta a ingestao
de alimentos (68). As incretinas foram descritas pela primeira vez na década de 1960
e possuem a funcao de estimular a secrecao de insulina na presenca do aumento das
concentracdes sanguineas de glicose (69). O GLP-1 atua por meio de proteinas G
ligadas a receptores das células beta pancreaticas, que estimulam a producdo de
insulina na presencga de concentragbes supra basais de glicose e inibem a produgéo
de glucagon, melhorando a hiperglicemia e reduzindo o esvaziamento gastrico (69).

Além dos efeitos mais conhecidos, os analogos de GLP-1 diminuiram a
peroxidagéo lipidica e as citocinas inflamatdrias em modelo de isquemia cerebral (70),
o0 estresse oxidativo no miocardio de ratos diabéticos (71), a expressao de TNF-a, IL-
1B e IL-6 no sistema nervoso de camundongos com encefalite (72), as espécies
reativas de oxigénio em cultura de células endoteliais (72), a expressao de Bax e
caspase 3 e o nivel de MDA e atividade da SOD e glutationa peroxidase no figado de
camundongos diabéticos (73).

No entanto, os estudos que avaliaram a acao dos analogos de GLP-1
sobre o miocardico em modelos de cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina ainda
S80 escassos e 0s mecanismos envolvidos permanecem incertos. A semaglutida
atenuou a disfuncdo cardiaca em camundongos tratados com doxorrubicina
cronicamente por melhora da fungdo mitocondrial (74), a teneligliptina preveniu a
inflamacao e apoptose induzida pela doxorrubicina em cultura de células de miécitos
(75), o exenatide reduziu a caspase 3 e 0 estresse oxidativo em cultura de células e
cardiomidcitos de ratos tratados com doxorrubicina (76).

Em estudos clinicos, os analogos de GLP-1 reduziram a incidéncia de
acidente vascular encefélico e de infarto do miocardio em pacientes com diabetes e
alto risco ou muito alto risco cardiovascular (77), reduziram o0s eventos
cardiovasculares em pacientes diabéticos com infarto do miocardio prévio (78),
reduziram os eventos cardiovasculares maiores, mortalidade por todas as causas,
admissao hospitalar por insuficiéncia cardiaca e piora de funcao renal em pacientes
com diabetes mellitus tipo 2 (79), melhoraram a funcao diastélica em pacientes com
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ou sem diabetes (80) e reduziram sintomas e limitacdo fisica de pacientes com
insuficiéncia cardiaca de fracao de ejecao preservada e obesidade (81).

Além dos efeitos diretos em vias de inflamacao, estresse oxidativo e
apoptose, os analogos de GLP-1 também possuem efeitos nas células intestinais, com
melhora da integridade intestinal, por aumento da profundidade das criptas intestinais,
reducdo da permeabilidade, por aumento das juncgdes celulares (82) e estimulo a
producgédo de muco no lumen intestinal pelas células de Brunner (83). Essas alteracdes
podem contribuir para reducao da translocacdo bacteriana e inflamacgéo sistémica,
podendo atenuar ou prevenir a cardiotoxicidade.

Adicionalmente, os analogos de GLP-1 causam modificacbes na
composicdo da microbiota intestinal (82—86). Liu et al. relataram que a liraglutida
aumentou a propor¢ao de Bacteroidetes e Verrucomicrobia e reduziu a proporcao de
Firmicutes em modelo de doenca hepatica gordurosa em camundongos (85);
Charpentier et al. mostraram aumento da relacdo Bacteroides/Firmicutes em
camundongos com dieta gordurosa tratados com liraglutida e Zhang et al. relataram
aumento da abundancia de Tenericutes em ratos diabéticos tratados com liraglutida
(89). Essa modificagdo da microbiota pode levar, consequentemente, a alteracao na
producdo dos 4&cidos graxos (16), que desempenham papel importante na
manutencao do epitélio intestinal (90).

Até o momento, poucos estudos avaliaram os efeitos de algumas
substancias na microbiota intestinal com o objetivo de atenuar ou prevenir a
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (91). Russo et al. mostraram melhora da
funcdo cardiaca em camundongos tratados com doxorrubicina com o uso de derivado
do butirato, substancia produzida pela microbiota intestinal, acompanhado de reducao
do estresse oxidativo e melhora da funcao mitocondrial (92). An et. al. relataram que
o transplante de fezes em camundongos promoveu melhora da funcdo cardiaca,
aumento da mucosa do célon, reducao da perda das células caliciformes e alteragéao
da composicdo da microbiota intestinal em animais tratados agudamente com
doxorrubicina (28). Huang et al. mostraram reducao das enzimas de lesdo miocardica
e de proteinas pro-apoptéticas como Bax e caspase 9 e restauracdo da microbiota
intestinal com o uso de glabridina, uma isoflavona, em modelo de cardiotoxicidade
aguda induzida pela doxorrubicina (93). Também ja foram estudados composto
polifendlico do vinho amarelo (94), polifendis de Arctium lappa L (16) e curcumina com
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zinco (95), com melhora da cardiotoxicidade, associada a mudang¢as na microbiota
intestinal.

No entanto, até o momento, ndo ha estudos que avaliaram o efeito de
medicamentos conhecidos e amplamente utilizados na pratica clinica, como os
analogos de GLP-1, no contexto de modulacdo da microbiota intestinal para
prevencao ou atenuacao da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.
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HIPOTESE



CONCLUSOES



A doxorrubicina causou cardiotoxicidade e lesao intestinal, com
alteragao da abundéancia da microbiota intestinal e reducao da producédo de acidos
graxos de cadeia curta. Além disso, houve alteracdo de proteinas relacionadas a
apoptose e inflamacgao e da atividade da catalase no tecido cardiaco.

As alteragbes encontradas na microbiota podem estar relacionadas ao
desenvolvimento da cardiotoxicidade, no entanto, a administracao de liraglutida nao
atenuou a cardiotoxicidade e n&o preveniu as alteragdes intestinais induzidas pela

doxorrubicina, apesar de ter alterado a composicdo da microbiota.
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