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RESUMO



Introducé&o: A doxorrubicina € um quimioterapico amplamente utilizado e muito eficaz
no tratamento de neoplasias, porém pode levar a cardiotoxicidade, o que pode limitar
seu uso. Os mecanismos envolvidos no surgimento da cardiotoxicidade sao multiplos,
mas 0 aumento do estresse oxidativo tem papel fundamental. O suco de laranja contém
muitos compostos com potencial antioxidante, como os flavondides. A composicao do
suco de laranja pode diferir entre as variedades de laranja e isso pode levar a efeitos
bioldgicos diferentes, como maior atividade antioxidante.

Objetivo: Avaliar a influéncia do suco de laranja Pera (Citrus sinensis) e da Moro
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos.
Material e Métodos: Foram utilizados 120 ratos Wistar machos adultos, que foram
alocados em 6 grupos: C, LP, LM, D, DLP, DLM. Os grupos C e D receberam agua
com maltodextrina para igualar a quantidade de carboidratos dos sucos de laranja. Os
grupos LP e DLP receberam suco de laranja Pera e os grupos LM e DLM receberam
suco de laranja Moro por 4 semanas. Apd0s, 0s animais dos grupos D, DLP e DLM
receberam injecdo de doxorrubicina (20mg/kg, IP) e os animais dos grupos C, LP e LM
receberam injecdo de salina. Quarenta e oito horas ap0s a injecao de doxorrubicina, os
animais foram submetidos ao ecocardiograma, medida da pressao intraventricular
esquerda e eutanasia para coleta de material biolégico.

Resultados: Os ratos tratados com doxorrubicina ganharam menos peso que 0s ratos
nao tratados, provavelmente decorrente da diminui¢cdo da ingestédo de liquido e racéo
por esses animais. Também observamos piora da funcdo diastélica e sistélica do
ventriculo esquerdo ao ecocardiograma, piora da +dP/dt, da —dP/dt e da pressédo
sistélica maxima durante medida da presséo intraventricular nos animais tratados com
a droga. Nao observamos presenca de infiltrado inflamatério ou alteracdo da
arquitetura tecidual na histologia, bem como na expressao proteica de Bax e Nrf2. A
admistracdo de doxorrubicina também aumentou o estresse oxidativo miocéardico e
alterou a atividade das enzimas fosfofrutoquinase, B-hidroxiacil-CoA-desidrogenase,
citrato sintase e dos complexos enzimaticos da cadeia transportadora de elétrons da
mitocondria. A administracdo conjunta de suco de laranja e doxorrubicina atenuou a
disfuncéo sistolica e diastolica ao ecocardiograma, o0 estresse oxidativo e melhorou a
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo miocardico. O suco de laranja Moro
se mostrou mais efetivo em melhorar a atividade da citrato sintase, 3-hidroxiacil-CoA-

desidrogenase e da glutationa peroxidase.



Conclusédo: A suplementacdo de ambos os tipos de suco de laranja atenuou a
disfuncdo ventricular esquerda, sistdlica e diastdlica, induzida pela doxorrubicina,
melhorou o metabolismo energético miocardico e atenuou o estresse oxidativo. No
entanto, o suco de laranja Moro foi mais efetivo que o suco de laranja Pera em
modificar a atividade da citrato sintase, B-hidroxiacil-CoA-desidrogenase e da glutationa

peroxidase.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; metabolismo energético; apoptose; remodelacéo

cardiaca; disfuncao cardiaca.



ABSTRACT



Introduction: Doxorubicin is a chemotherapy widely used and very effective in the
treatment of neoplasias, but can lead to cardiotoxicity, which may limit its use. The
mechanisms involved in the onset of cardiotoxicity are multiple, but the increase of
oxidative stress plays a fundamental role. Orange juice contains many compounds with
antioxidant potential, such as flavonoids. The composition of orange juice may differ
between orange varieties and this may lead to different biological effects such as
greater antioxidant activity.

Objective: To evaluate the influence of orange juice Pera (Citrus sinensis) and Moro
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) on cardiotoxicity induced by doxorubicin in rats.

Material and Methods: A total of 120 male adult Wistar rats were allocated to 6 groups:
C, LP, LM, D, DLP, DLM. Groups C and D received water with maltodextrin to match
the amount of carbohydrate in orange juice. The LP and DLP groups received orange
Pera juice and the LM and DLM groups received Moro orange juice for 4 weeks. After
the animals of groups D, DLP and DLM received injection of doxorubicin (20mg / kg, IP)
and the animals of groups C, LP and LM received saline injection. Forty-eight hours
after injection of doxorubicin, animals were submitted to echocardiogram, left
intraventricular pressure measurement and euthanasia for collection of biological
material.

Results: Doxorubicin-treated rats gained less weight than untreated rats, probably due
to decreased fluid and feed intake by these animals. We also observed worsening of left
ventricle diastolic and systolic function on echocardiography, worsening of + dP / dt, -dP
/ dt, and maximal systolic pressure during intraventricular pressure measurement in
animals treated with the drug. We did not observe presence of inflammatory infiltrate or
alteration of the tissue architecture in the histology, as well as in the protein expression
of Bax and Nrf2. The administration of doxorubicin also increased myocardial oxidative
stress and altered the activity of the phosphofructokinase, B-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase, citrate synthase and enzyme complexes of the mitochondrial electron
transport chain. Joint administration of orange juice and doxorubicin attenuated systolic
and diastolic dysfunction on echocardiogram, oxidative stress and improved the activity
of the enzymes involved in myocardial metabolism. Moro orange juice proved to be
more effective in improving the activity of citrate synthase, B-hydroxyacyl-CoA

dehydrogenase and glutathione peroxidase.



Conclusion: Supplementation of both types of orange juice attenuated left ventricular
systolic and diastolic dysfunction induced by doxorubicin, improved myocardial energy
metabolism and attenuated oxidative stress. However, Moro orange juice was more
effective than Pera orange juice in modifying the activity of citrate synthase, p-

hydroxyacyl-CoA dehydrogenase and glutathione peroxidase.

Keywords: Oxidative stress; energy metabolism; apoptosis; cardiac remodeling;

cardiac dysfunction.



INTRODUCAD



A incidéncia de neoplasias vem aumentando em todo o mundo e estima-se que
aproximadamente 14,5 milhdes de pessoas vivam com o diagnostico de cancer nos
Estados Unidos da América, sendo a segunda causa de morte nesse pais apos as
doencas cardiovasculares (1). Apesar da alta incidéncia e do elevado potencial de
letalidade, a sobrevida desses pacientes com céancer também tem aumentado de
maneira importante, principalmente devido aos avangos nas terapéuticas antitumorais.
Em torno de 65% dos adultos diagnosticados com cancer estarédo vivos 5 anos apoés o
diagnoéstico e 75% das criancas estardo vivas apés 10 anos do diagndstico (2). O
aumento da sobrevida esta relacionado ao aumento das chances de surgimento de
complicagbes desses tratamentos. A complicagdo mais grave do uso dos
quimioterapicos €& a cardiotoxicidade, relacionada principalmente ao uso das
antraciclinas (2).

A Doxorrubicina (Doxo) € um dos principais farmacos dessa classe de
quimioterapicos e € utilizada no tratamento de diferentes neoplasias malignas, incluindo
cancer de mama, leucemias e linfomas (3). Os mecanismos de acdo da doxorrubicina
contra células tumorais envolvem interacdo com o DNA celular, mitocondria e
membranas bioldgicas. A acdo direta da doxorrubicina junto ao DNA ocorre por
multiplos mecanismos, mas podemos destacar sua ligagdo com a topoisomerase I,
impedindo a divisdo celular. Além disso, ocorre aumento da taxa de apoptose mediada
e ndo mediada pelo aumento do estresse oxidativo, via ativacao da proteina p53 (3).

Apesar de altamente eficaz, a administracdo da doxorrubicina pode levar a
diversos efeitos colaterais, como alopécia, neutropenia, neuropatia, nauseas e vomitos.
Entretanto o uso da doxorrubicina tem sido relacionado também a cardiotoxicidade, seu
efeito colateral mais grave. A cardiotoxicidade se manifesta, mais classicamente, como
miocardiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca em semanas a meses apos a
administracdo da droga (4). Essa complicacdo pode ocorrer em 5 a 26% dos pacientes
tratados com a medicacao, a depender da dose total utilizada, sendo que, atualmente,
o limite de dose para uso clinico da doxorrubicina é de 450 mg/m2 de superficie
corporal em adultos e de 300 mg/m2 em criancas (2,5). A presenca de insuficiéncia
cardiaca piora, por si s6, o prognostico desses pacientes, além de interferir diretamente
na qualidade de vida dos mesmos.

Os mecanismos que levam a cardiotoxicidade sdo multiplos e incluem alteractes

nas proteinas de regulacéo do ferro, liberacdo de 6xido nitrico, alteracdes na estrutura
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e na funcdo mitocondrial, diminuicdo na sintese de ATP, desregulacdo do fluxo de
calcio, disfuncdo endotelial, inflamacgéo, ativacdo do sistema de ubiquitinacdo de
proteinas, autofagia e apoptose (5). Classicamente, é atribuido ao aumento do estresse
oxidativo um papel central na fisiopatologia da cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina (4). Mais recentemente, Zhang et al. evidenciaram que uma das bases
fisiopatologicas mais importantes da cardiotoxicidade envolve a ligagdo da
doxorrubicina com a topoisomerase |IB (4). Segundo Zhang et al., a inibicdo da

topoisomerase |If precederia a lesdao mitocondrial e o aumento do estresse oxidativo
(6).

O estresse oxidativo € caracterizado por desequilibrio entre a geracdo de
espécies reativas e a capacidade dos sistemas antioxidantes eliminarem essas
espécies. Uma das principais fontes geradoras de espécies reativas de oxigénio € o
metabolismo mitocondrial (7). A doxorrubicina apresenta alta afinidade pela
cardiolipina, presente na membrana da mitocondria (8). A cardiolipina é essencial para
a ativacdo de alguns complexos enzimaticos da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial e com a ligacdo da doxorrubicina, esta ativacao fica prejudicada, fazendo
com que ocorra acumulo de elétrons desemparelhados e diminuicdo da geracédo de
ATP. Aproximadamente, 90% do ATP utilizado pelo coracdo sdo provenientes da
mitocondria e os cardiomidcitos apresentam em torno de 40% mais mitocéndrias que
outros tipos celulares (5). Além disso, 0 coracdo apresenta, proporcionalmente, menor
concentracdo de enzimas antioxidantes que outros 6rgaos (8). Essas caracteristicas
fazem com que o coracdo esteja mais sujeito ao dano oxidativo induzido pela
doxorrubicina.

Além das alteracdes mitocondriais, que podem levar a um déficit energético no
miocardio devido a diminuicdo da producédo de ATP por essa organela, a doxorrubicina
também interfere em outras vias metabdlicas. Estudo prévio utilizando o modelo agudo
de cardiotoxicidade evidenciou que a administracdo de doxorrubicina aumentou a
atividade da fosfofrutoquinase e da lactato desidrogenase, enzimas envolvidas no
metabolismo da glicose, e aumentou a atividade da enzima [-hidroxiacil-CoA-
desidrogenase, envolvida no metabolismo de acidos graxos (9). Adicionalmente, a
administragéo de doxorrubicina diminuiu a atividade da citrato sintase, primeira enzima

do ciclo de Krebs (9). Em conjunto, essas modificacbes metabdlicas sugerem que o
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déficit energético miocardico possa ser um grande contribuinte para a disfungéo
cardiaca que acompanha a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.

A geracado de espécies reativas de oxigénio induzida pela doxorrubicina ocorre
também por outras duas vias, além da producéo de espécies reativas pela mitocondria:
a enzimdtica e a mediada pela ligagdo da droga ao ferro. A via enzimética é
caracterizada pela redugcéo da doxorrubicina, dando origem ao radical semiquinona,
que é convertido em superoxido e peréxido de hidrogénio (10). Ao se ligar ao Fe3*, a
doxorrubicina promove a conversdo do Fe3* em Fe?*, que reage com Oz e também da
origem ao radical superdxido (10). Outra fonte importante de espécies reativas € a
partir da reagdo do Oxido nitrico com superoxido, dando origem ao radical peroxinitrito
(11).

O sistema enziméatico € considerado o principal mecanismo de defesa
antioxidante do organismo. Um dos principais fatores de regulacdo da expresséo
génica e proteica dessas enzimas € o Nrf-2 (nuclear factor erythroid-2 related factor 2),
gue tem sua acdo modulada pela sua ligacdo com a proteina Keapl (12). Em situacbes
de dano oxidativo, ocorre dissociacdo da Keapl e da Nrf-2, que migra para o nucleo e
vai estimular a transcricdo das enzimas antioxidantes. Ja se sabe que a administracao
aguda de doxorrubicina cursa com diminuigao da expressao de Nrf-2 (13).

Além do Nrf-2, a sirtuina 1 (SIRT-1), histona desacetilase dependente de NAD,
atua como um regulador critico em resposta ao estresse oxidativo. A SIRT-1 bloqueia a
lesdo do sistema cardiovascular através do antagonismo da leséo celular induzida pelo
estresse oxidativo e da manutenc@o da homeostase metabdlica no organismo (14).

Ha uma forte relacdo entre aumento do estresse oxidativo e apoptose, porém a
doxorrubicina é capaz de induzir apoptose também por acdo direta nas proteinas
reguladoras da sobrevivéncia/morte celular. A via intrinseca de ativacao de apoptose é
mediada pelo citocromo c, que é liberado pela mitocéndria e culmina com a ativagéo da
via das caspases, que sdo as efetoras finais da apoptose. Por sua vez, a liberacédo do
citocromo c¢ é regulado, basicamente, por duas proteinas: Bcl-2 e Bax. A Bcl-2 é
considerada proteina anti-apoptética, uma vez que previne a abertura de poros
mitocondriais, e a Bax € considerada pré-apoptotica, uma vez que e estimula a
abertura desses poro. Uma das alteracdes provocadas pela doxorrubicina é a

diminuicao da expresséo de Bcl-2 e aumento da expressao de Bax (15).
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Apesar dos sintomas clinicos de insuficiéncia cardiaca aparecerem, mais
frequentemente, semanas a meses apo0s a infusdo da doxorrubicina, ha evidéncias
cientificas que o dano ao coracdo ja se inicia imediatamente apds a infusdo da droga
(16-18). Mesmo com todos 0s avancos ja obtidos em relacdo ao reconhecimento da
fisiopatologia da cardiotoxicidade, ainda ndo ha um método sensivel para a detecgéo
precoce dessa complicacdo e nem um tratamento altamente efetivo para a
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (2,19). Assim, a investigacdo de
estratégias que possam atenuar de maneira contundente o curso clinico da
cardiotoxicidade ou até mesmo prevenir seu aparecimento tem importancia
fundamental. Dentre essas estratégias, podemos destacar o consumo de produtos
naturais, como o suco de laranja, largamente consumido no mundo todo.

A composicdo do suco de laranja € determinada pelo tipo de laranja utilizada na
sua producdo. Assim sendo, os efeitos biolégicos do suco de laranja podem ser
diferentes a depender da laranja utilizada no seu preparo. A laranja mais comumente
utiizada no pais para extracdo de suco € a laranja Pera (Citrus sinensis). A
composicao do suco de laranja Pera encontra-se no quadro 1.

A administracdo de hesperidina (20) e do suco de laranja (21) provocaram
diminuicdo do estresse oxidativo por funcionarem como “scavenger” de radicais livres.
O suco de laranja também mostrou-se capaz de quelar o ferro (22), efeito bastante
interessante, pois, como Vvisto anteriormente, um dos principais mecanismos de
geracdo de espécies reativas de oxigénio pela doxorrubicina é por meio de reacdes
envolvendo o ferro. Além disso, a administracdo de hesperidina esteve associada a
aumento da expressdo génica de Nrf-2 (23), aumento da expressao proteica de Akt
(24), diminuicédo de caspase-3 e modificacdes na Bcl-2 e Bax (20), mostrando-se como
alternativa efetiva para atenuacao da apoptose.

Recentemente, variedades de laranjas sanguineas, assim denominadas por
conta de sua cor avermelhada, vém ganhando destaque. Os compostos responsaveis
pela cor vermelho-violdcea dessas laranjas s@o as antocianinas, que possuem
altissima capacidade antioxidante (25). Uma dessas variedades € a laranja Moro
(Citrus sinensis (L.) Osbeck), que possui em sua composi¢cao quantidades maiores de
hesperidina (26) que a laranja Pera e, adicionalmente, possui em torno de 30 mg/L de

antocianinas, que nao estao presentes na laranja Pera (27), conforme pode ser visto no
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quadro 1. Essas diferencas na composi¢cao conferem ao suco da laranja Moro maior
capacidade antioxidante que o suco das variedades claras, como a Pera.

Quadro 1. Composic¢éo dos sucos de laranja

Citrus sinensis Citrus sinensis L. Osbeck
(Laranja Pera) (Laranja Moro)

Calorias (kcal) 33 144
Carboidratos (g) 7,6 7,8
Vitamina C (mg) 73,3 50
Hesperidina (mg) 110 43,6
Naringina (mg) 0,025 4,8
Antocianinas (mg/L) 0 3,22
B-criptoxantina (g) 1,48 2,68
B-caroteno (mg) 28 42

Fonte: Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos — TACO, 2011. European Institute of Oncology (EIO) database at http://www.ieo.it/
bda2008/homepage.aspx. Desenvolvimento de estratégias analiticas para determinacéo de flavanonas e psoraleno por claedad em sucos de
laranjas de diferentes procedéncias,2009. Valores expressos em quantidade por 100ml.

A influéncia da hesperidina (28) e a naringinina (29), compostos flavanéides
presentes no suco de laranja, jA se mostraram eficazes para diminuir a cardiotoxicidade
induzida pela doxorrubicina, no entanto ndo identificamos estudos que avaliaram o
efeito do suco neste modelo. Adicionalmente, outro ponto a ser destacado € que o
efeito da combinacdo dos compostos bioquimicos presentes nos produtos naturais
pode ser mais importante do que o efeito de um composto isolado. Isso ocorre devido
ao efeito sinérgico ou inibitorio entre esses compostos, o que modificaria a acdo de um
deles isoladamente.

Diante do exposto, elaboramos a hipotese de que o suco da laranja Pera é
capaz de atenuar a cardiotoxicidade aguda induzida pela doxorrubicina em ratos e o
suco da laranja Moro tem um efeito mais pronunciado em atenuar essa

cardiotoxicidade que o suco da laranja Pera.
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ORBJETIVO



Avaliar a influéncia do suco da laranja Pera e do suco de laranja Moro na remodelacéo
cardiaca induzida pela administracdo aguda de doxorrubicina em ratos.
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MATERIAL E
METODOS



Delineamento experimental

O projeto foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina de Botucatu (Processo n° 1211/2017). O numero de animais
necessarios foi determinado por calculo do tamanho amostral levando-se em
consideracéo a fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo obtido em estudos anteriores.
Foram utilizados 120 ratos Wistar machos adultos, com peso corporal de 150 a 300 g,
mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com umidade e temperatura controladas,
ciclo claro-escuro de 12 horas e livre acesso a racdo. Foram alocados em 6 grupos,
com 20 animais cada: Grupo Controle (C); Grupo suco de Laranja Pera (LP); Grupo
suco de Laranja Moro (LM); Grupo Doxorrubicina (D); Grupo Doxorrubicina + suco de
Laranja Pera (DLP); Grupo Doxorrubicina + suco de Laranja Moro (DLM).

Com relacdo a oferta de liquidos, foi feita da seguinte forma: os animais dos
grupos C e D receberam &4gua com 100 g de maltodextrina por litro para igualar os
carboidratos do suco, a vontade, durante todo o periodo experimental. Os grupos LP e
DLP receberam suco de laranja pasteurizado extraido de laranja Pera, por 4 semanas,
a vontade. Os grupos LM e DLM receberam suco de laranja Moro pasteurizado, por 4
semanas, a vontade. Os sucos foram fornecidos pela Fundecitrus, Araraquara-SP, e
foram armazenados em freezer a -80°C até o momento de sua utilizagdo. Os liquidos
foram trocados a cada 24 horas e a ingestdo foi mensurada durante todo o
experimento. Apés o periodo de 4 semanas de oferta dos sucos, 0s animais dos grupos
D, DLP e DLM receberam injecéo intraperitoneal (IP) de doxorrubicina 20mg/kg, dose
Gnica. Os animais dos grupos C, LP e LM receberam injecao IP de salina estéril em
volume equivalente. Essa dose de doxorrubicina se mostrou efetiva para provocar
lesé@o cardiaca em estudos anteriores (15-17).

Quarenta e oito horas apds a injecdo de doxorrubicina ou salina, todos os
animais forma submetidos ao ecocardiograma sob anestesia leve (descrita a seguir).
Apds o ecocardiograma, os animais de cada grupo, foram anestesiados com tiopental
sédico (80 mg/kg, IP) e foi realizada a medida da presséao intraventricular esquerda. Em
seguida, o térax foi aberto, o coragéo retirado, dissecado e armazenado a -80°C para
posteriores analises. Além disso, foi coletado sangue de todos os animais, que foi
centrifugado para obtengdo de soro que também foi armazenado a -80°C. O

delineamento experimental encontra-se resumido na figura 1.
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Figura 1: Delineamento experimental

120 ratos Wistar machos
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Ecocardiograma e medida da pressao intraventricular

C: grupo controle (ingestéo de dgua com maltodextrina); LP: grupo com ingestao de suco de laranja Pera; LM: grupo com ingestao
de suco de laranja Moro; D: grupo tratado com doxorrubicina; DLP: grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Pera; DLM:
grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Moro.

Ecocardiograma

Apbés o periodo de observacdo, os ratos receberam anestesia leve com
guetamina (50 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg) IP e os animais foram posicionados em
decubito lateral esquerdo. O exame foi realizado utilizando-se equipamento Vivid S6
(General Electric Medical Systems) com transdutor multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz.
Todos os exames foram realizados pelo mesmo examinador que desconhecia o0 grupo
aos quais 0s animais pertenciam.

As variadveis estruturais foram obtidas por analise bidimensional e foram
mensurados: espessuras da parede posterior e do septo interventricular, area do atrio
esquerdo e diametro do ventriculo esquerdo na sistole e diastole. Além disso, foi obtido
pelo doppler transmitral o pico de velocidade do enchimento diastdlico inicial (onda E),
pico de velocidade do enchimento diastdlico tardio (onda A) e tempo de relaxamento
isovolumétrico. O exame foi complementado pela avaliacdo por doppler tissular dos
deslocamentos sistélico (S’), diastdlico inicial (E’) e tardio (A’) do anel mitral na parede

lateral e septal.
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Com os dados obtidos, foram realizados calculos da fragdo de encurtamento do

ventriculo esquerdo, relacao E/A e relagao E/E’.

Medida da presséo intraventricular esquerda

A medida da presséao intraventricular do ventriculo esquerdo foi realizada sob
anestesia com tiopental sédico (80 mg/kg, IP). Os animais foram posicionados em
decubito dorsal e foi introduzida agulha 21G abaixo da borda inferior do gradeado
costal esquerdo, na linha hemi-clavicular, com a ponta da agulha direcionada para a
farcula com 15° de inclinagcdo em relagéo ao plano horizontal. A agulha estava ligada a
transdutor de pressao ligado a poligrafo, que registrou a velocidade méaxima de
decréscimo da presséao ventricular esquerda (-dP/dt; derivada pressao-tempo negativa)
e a velocidade maxima de acréscimo da pressao ventricular esquerda (+dP/dt; derivada
pressdo-tempo negativa). A +dP/dt correlaciona-se com a funcéo sistolica e a -dP/dt

correlaciona-se com a funcao diastdlica do ventriculo esquerdo.

Histologia

ApoOs a eutanasia, o ventriculo esquerdo foi seccionado transversalmente 5 mm
a partir do apice e foi obtido anel com 2 mmm de espessura. O anel foi colocado em
solucdo de formol tamponado a 10% e permaneceu por 24 a 48 horas. Apds esse
periodo, o material foi transferido para solucdo de etanol a 70% e permaneceu até o
momento em que foi processado. As sec¢des foram incluidas em bloco de parafina e
posteriormente, cortadas em microtomo com espessura de 5 ym para confecgdo das
laminas histolégicas, que foram coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram
utilizadas para avaliagdo da estrutura do miocardio e avaliacdo de presenca de
infiltrado inflamatério, segundo método descrito previamente (30).

Western blot
A técnica de Western blot foi utilizada para determinar a expressao proteica de

Bax e Nrf-2 no tecido cardiaco.
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1) Extragéo e fracionamento subcelular

Amostras do VE foram homogeneizados com tampdo A contendo 20 mM
HEPES-KOH, pH 7,5, 10 mM de KCI, 1,5 mM MgCI2, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA,
10 mM de benzamidina, 1 mM de ditiotreitol, 250 mM de sacarose, além de protease e
inibidores de fosfatase, em aparelho Polytron (lka Ultra TurraxTM T25 Basic,
Wilmongton USA) e posteriormente fracionadas por centrifugacdo diferencial.
Resumidamente, o homogenato foi centrifugado duas vezes a 500 g durante 5 min a
4°C, e o pellet (considerada a fracdo nuclear) foi ressuspendido em tampdo A,
sonicado 2 vezes de 10s, e armazenado a -80°C. O sobrenadante foi novamente
centrifugado, a 10.000 g por 30 min a 4°C. O pellet (considerado a fracdo mitocondrial)
foi ressuspendido em tampao A, sonicado, e armazenada a -80°C. O sobrenadante foi
novamente centrifugado a 100.000 g durante 1 h a 4°C. O sobrenadante resultante foi
considerado a fracdo citoplasmética e armazenada a -80°C. A concentracdo de
proteina total sera analisada pelo método de Bradford utilizando curva de BSA Protein
Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) como padrédo (31).

2) Eletroforese em gel

Apés a quantificagcdo da concentracdo de proteina, as amostras foram diluidas em
tampdo Laemmli (Tris - HCL240mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul debromofenol
0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e aquecidas a 100°C por 5 min. Posteriormente, as
amostras (contendo 50 pg de proteina total) foram separadas por eletroforese
utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules, CA, USA).
A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris - HCI
240mM pH 15 6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolucdo (Tris - HCI
240mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4°C. A concentracdo do
gel de empilhamento utilizada foi de 5% e a concentracdo do gel de resolucdo variou
de 10 a 15%, de acordo com o peso molecular da proteina determinada. No primeiro
poco do gel foi aplicado um padrdo de peso molecular, Kaleidoscope Prestained
Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) e nos pogos seguintes 0s grupos foram
pipetados de maneira alternada. A corrida eletroforética foi efetuada a 30 min a 50 V e
2 horas a 120 V (Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampéao de
corrida (Tris 0,25M, glicina 192 mM e SDS 1%).
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3) Transferéncia e Bloqueio

Ap6s a corrida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em sistema Mini - Trans Blot (Bio - Rad, Hercules, CA, USA) utilizando -
se tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%).
Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados
mediante incubacdo com solucdo de 5% de leite em pé desnatado, dissolvido em
solucéo basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCl 5M e detergente Tween 20) por 120 min a

temperatura ambiente sob constante agitacéo.

4) Incubacdo com os Anticorpos primario e secundario

Apos o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios
especificos para cada proteina analisada, diluidos em solu¢do basal. As membranas
permaneceram incubadas durante a noite a temperatura de 4°C, sob constante
agitacdo. Apdés a incubagdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas em
solucéo basal pH 8,0 e incubadas com os anticorpos secundarios especificos, diluidos
também em solucdo basal. As membranas permaneceram incubadas por 1,5 horas, a
temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Posteriormente a membrana foi lavada
em solucao 16 basal pH 8,0 e a imunodeteccédo foi realizada por meio do método de
guimioluminescéncia utilizando o Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate, Thermo Scientific, USA. As imagens foram fotografadas no analisador de
imagens Carestream Molecular Imaging (Carestream Health, Inc, USA). A expressao
das proteinas analisadas foi normalizada pela expressao da proteina constitucional
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e beta-actina. A analise das

imagens foi realizada no programa de analise de imagens Gel-Pro Analyzer 3.1.

Analise do estresse oxidativo

A andlise das defesas antioxidantes foi realizada por meio da determinacdo das
atividades das enzimas glutationa peroxidase, superdxido dismutase e catalase no
tecido cardiaco. A oxidacao foi medida por meio da determinacdo da concentracdo de
hidroperoxido de lipideo no tecido cardiaco. Amostras de 100 mg de tecido cardiaco
foram homogeneizados em tampao fosfato de sédio (0,01 M) pH 7,4 e a seguir

centrifugado a 12000 rpm, por 30 minutos a -4°C, segundo descrito por Pereira et al.
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(32). O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentragdo de proteinas totais

na amostra (g/100g de tecido).

e Atividade da Glutationa Peroxidase (GSH-Px) (E.C.1.11.1.9.): foi determinada por
meio da técnica descrita por Nakamura et al. (33), em presenca de peréxido de
hidrogénio. A mistura da reacdo foi preparada com tampao fosfato de sodio, azida
sbdica, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), glutationa reduzida e glutationa
redutase. Por meio da oxidacdo do metilenotetraidrofolato redutase (NADPH2) a 340
nm na presenca de glutationa redutase, a qual catalisa a reducdo da glutationa
oxidada, foi determinada a atividade da GSH-Px.

e Atividade da Superéxido Dismutase (SOD) (E.C.1.15.1.1.): foi determinada pela
técnica de Crouch et al. (34), tendo como base a capacidade da enzima em inibir a
reducdo de nitroblue-tetrazolico (NBT) por radicais superdxidos gerados pela mistura
hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A hidroxilamina gera fluxo de O% do NBT para
blue-formazana em temperatura ambiente. Quando a amostra for adicionada, a
velocidade de reducdo do NBT foi inibida, conforme a porcentagem de SOD presente

na amostra (34).

e Atividade da Catalase (CAT) (EC.1.11.1.6.): foi determinada em tampé&o fosfato pH
7,0, utilizando-se 0,5mL de amostra e peréxido de hidrogénio (30%). A leitura

espectrofotométrica foi realizada a 240 nm (32).

e Concentracdo de hidroperoxido de lipideo: foi medido por meio da oxidagdo do
sulfato ferroso amoniacal (Fe?*) medida por hidroperoxido, com 100 yL da amostra e
900 uL de mistura reagente de sulfato ferroso (FeSOa), 250 uM, acido sulfurico (H2S04)
25 mM, xilenol orange 100 yM e butil-hidroxitolueno 4 mM em 90% (v/v) metanol (35).

Analise do metabolismo energético
Aproximadamente 100mg de amostras do VE foram homogeneizadas em
tampéao fosfato de sodio (0,1M pH 7,0) e centrifugadas. O sobrenadante foi utilizado

para determinar a concentracdo de proteinas e a atividade das enzimas do
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metabolismo energético. A atividade dos complexos enziméaticos da cadeia
transportadora de elétrons foi determinada apOs ressuspensdo e centrifugacdo do
pellet com tampéao fosfato de sodio (0,1M) contendo 250mM de sacarose e 2mM de
EDTA (36). As leituras foram realizadas em leitor de microplaca com controle por
software. Todos os reagentes foram obtidos do laboratério Sigma-Aldrich (Saint Louis,
EUA).

e Atividade da fosfofrutoquinase (PFK): foi determinada em meio contendo tampé&o
Tris-HCI (50mM pH 8,0), MgClz, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, aldolase,
trifosfato isomerase, ATP e frutose-6-fosfato, com medidas da velocidade de oxidac&o
do NADH2 (37).

e Atividade da piruvato desidrogenase (PDH): na presenca de tampao fosfato de
potassio (50mM pH 7,4) foi determinada a atividade da PDH em mistura reativa
contendo NAD, tiamina pirofosfato, coenzima A, ditiotreitol, MgCl2, nitro blue
tetrazolium, piruvato de sédio e fenasina metassulfato, onde mediu-se a conversao do

piruvato em acetil coenzima A através da velocidade de reducao do NAD (37).

e Atividade da beta-hidroxiacil-CoA desidrogenase (B-OH-acil CoA-DH): determinada
na presenca de tampéao Tris-HCI (0,1M pH 7,0), EDTA, acetoacetil-CoA e NADH (37).

e Atividade da citrato sintase (CS): avaliada pela reacdo de condensacdo entre o
grupamento acetil da molécula de acetil-CoA e oxaloacetato, reacdo catalisada pela
CS, cuja atividade foi determinada na presenca dos substratos acetil-CoA, oxaloacetato
e dithiobis-2-nitrobenzoato em tampao fosfato Tris-HCI (50mM pH 8,0) (38).

e Atividade do complexo I: foi determinada em um sistema de reagcdo composto por
tampéo fosfato de sédio (80mM pH 7,4), EDTA e NADH, onde se monitorou a
velocidade de oxidagcédo do NADH (39).

e Atividade do complexo Il: foi medida em meio com tampédo fosfato de potassio
(50mM pH 7,4), contendo succinato de sodio, fenasina metassulfato e 2,6-

diclorofenolindofenol, o qual teve absorbancia a 600nm (40).
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e Atividade da ATP sintase: foi determinada em meio tamponado (Tris-HCI 50mM pH
8,0), na presenca de MgCI2, NADH, fosfoenolpiruvato, ATP, lactato desidrogenase e

piruvato quinase (31).

Analise estatistica

Os dados com distribuicdo normal foram apresentados em meédia + desvio-
padrdo. As varidveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram submetidas a
transformacdo matematica para normalizacdo e também apresentadas em média +
desvio-padrdao. As comparacOes foram feitas por ANOVA de duas vias. Para todas as
analises foi considerada significancia estatistica de 5%. Quando houve interacdo entre
os fatores suco de laranja e doxorrubicina (pi <0,05), foram comparados 0s grupos de
interesse (CxD, CxLP, CxLM, LPxLM, DxDLP, DxDLM, LPxDLP, LMxDLM e
DLPxDLM). Quando ndo houve interacdo entre os fatores foram apresentados os
dados marginais (efeito do suco de laranja isoladamente e efeito da doxorrubicina

isoladamente).
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RESULTAPOS



Peso corporal, peso dos 6rgéos, ingestdo de liquidos e ragéo

Ap6s a administracdo da doxorrubicina, os animais tratados com a droga
apresentaram menor ganho de peso que 0Ss animais que nao receberam o
quimioterapico (tabela 1). Isso ocorreu devido a diminuicdo da ingestdo de racao e
também de liquidos pelos animais que receberam a doxorrubicina. A ingestao dos dois
tipos de suco de laranja e de dgua com maltodextrina foram semelhantes durante a
fase inicial de suplementacdo dos sucos. Interessantemente, os grupos DLP e DLM
apresentaram ingestao liquida maior que o grupo D, evidenciando que a administracao
de suco preservou o apetite dos animais (figura 2). A doxorrubicina levou a diminui¢éo
do peso do ventriculo esquerdo, mesmo quando corrigido pelo peso corporal, e
aumento do peso do figado, porém o suco de laranja ndo modificou esses resultados
(tabela 1).

Tabela 1: Peso corporal e dos érgéos

C (n=20) LP (n=20) LM (n=20) D (n=20) DLP (n=20) DLM (n=20) Pi Pdoxo Psuco

Apeso(  -0,13+20,2 10,5 + 10,2 492+238 -477+19,7 -1,16+11,1 -7,13+235 0617 0,007 0,206
Figado (g) 11,4+2,0 11,0+1,8 11,0+1,6 132+2,4 11,7416 125+15 0406 <0,001 0,086
VD () 0,20 + 0,03 0,22 +0,06 0,18+0,03 023+0,1  019+004 0,18+003 0,056 0,706 0,012
Atrios (g) 0,08 +0,14 0,05 + 0,02 0,05+£0,02 005+002 005+002 005+002 0,356 0279 0,313
VE (g) 0,77+ 0,07 0,73 +0,08 0,76+0,23 0,70+£0,11 0,65+0,08  0,64+0,07 0577 <0,001 0,249
VE/peso 2,1240,35 1,95+0,47 2,19+0,76 1,95+0,21 1,86+0,47 1,90+0,15 0,595 0,026 0,293

(mg/g)

C: controle; P: suco de laranja Pera; M: suco de laranja Moro; D: doxorrubicina; DP: doxorrubicina + suco de laranja Pera; DM: doxorrubicina + suco de laranja
Moro. A peso: Variagdo do peso corporal imediatamente antes da administragcdo da doxorrubicina e 48 horas ap6s a administracdo da mesma. VD: ventriculo
direito; VE: ventriculo esquerdo. Valores apresentados em média + desvio-padrdo. Valor de p: ANOVA de 2 vias. pi: valor de p da interacdo doxo Vs SuUCO; Pdoxo:
valor de p para o fator doxorrubicina; psuco: valor de p para o fator suco.
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Figura 2: Ingestao de liquidos e racédo antes e apds a injecdo de doxorrubicina
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Painel A: O periodo antes da injecéo da doxorrubicina corresponde a média da ingestdo nas 4 semanas de suplementacéo de suco de laranja. O
periodo apés compreende as 48 horas apds a injecdo de doxorrubicina e até o momento da eutanasia. C: grupo controle (ingestéo de agua com
maltodextrina); LP: grupo com ingestdo de suco de laranja Pera; LM: grupo com ingestdo de suco de laranja Moro; D: grupo tratado com
doxorrubicina; DLP: grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Pera; DLM: grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Moro. Valor de
p: ANOVA de 2 vias. pi: valor de p da interagdo doxo vs suco; pdoxo: Valor de p para o fator doxorrubicina; psuco: valor de p para o fator suco. Os
colchetes ligam grupos estatisticamente significantes quando houve interagéo entre os fatores doxorrubicina e suco de laranja.

Painel B: mostra a ingestéo de racéo no periodo de 48 horas compreendido entre a injecdo da doxorrubicina e a eutanasia. Valor de p: ANOVA de 2
vias. Como n3o foi observado interagdo entre os fatores, sdo apresentados os marginais: *diferente dos animais que ndo beberam suco; £diferente
dos animais que beberam suco de laranja Pera; “diferente dos animais que n&o receberam doxorrubicina.
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Medida da presséo intraventricular do ventriculo esquerdo

A administracdo da doxorrubicina provocou diminuicdo das derivadas temporais
de pressao positivas e negativas (+dP/dt e -dP/dt, respectivamente) e da pressao
sistélica maxima, ou seja, disfuncéo sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo (tabela

2). A ingestao de suco de laranja ndo resultou em melhora dessas variaveis.

Tabela 2: Presséo intraventricular esquerda

C LP LM D DLP DLM pi Pdoxo Psuco

'jnsqm’ug)x 119 + 25 103 + 36 113+ 25 85+ 24 86 + 25 85 + 26 0,415 <0,001 0,447

(:'n‘r’n':g}; 6000 + 1378 4905+ 1800 5895+ 1322 3675+ 1399 4060 + 1452 3762 +1492 0,057 <0,001 0,452

(r'ndmp'_‘/gi) 3748 + 957 2891 +£1260 3211 +943 2687 £ 1039 2503 + 897 2682 +£1008 0,340 0,001 0,101

C: controle; P: suco de laranja Pera; M: suco de laranja Moro; D: doxorrubicina; DP: doxorrubicina + suco de laranja Pera; DM: doxorrubicina + suco de
laranja Moro. PS max: pressdo sistélica maxima; +dP/dt: derivada temporal positiva da pressédo, que representa a velocidade maxima de acréscimo da
pressédo ventricular esquerda e se relaciona com a fungéo sistélica; -dP/dt: derivada temporal negativa da presséo, que representa a velocidade maxima de
decréscimo da pressao ventricular esquerda e se relaciona com a fungéo diastolica. Valores expressos em média + desvio-padrdo. Valor de p: ANOVA de 2
vias; pi: valor de p da interag&o doxo Vs Suco; pdoxo: Valor de p para o fator doxorrubicina; psuco: valor de p para o fator suco.

Ecocardiograma
Os resultados do ecocardiograma podem ser vistos na figura 3 e tabelas 3 e 4. A
frequéncia cardiaca medida pelo ecocardiograma foi semelhante entre os grupos. Com
relacdo as variaveis estruturais, o uso da doxorrubicina levou a aumento do diametro e
da area do atrio esquerdo e do diametro sistélico do ventriculo esquerdo, mostrando
que o quimioterapico foi capaz de induzir alteragbes morfoldégicas no coracdo. Os
grupos DLP e DLM exibiram valores de area do atrio esquerdo e diametro sistélico do
ventriculo esquerdo menores que o grupo D, com valores proximos aos dos grupos
controles, evidenciando que a suplementacdo de ambos os tipos de sucos de laranja
foi capaz de atenuar as alteracdes estruturais cardiacas induzidas pela doxorrubicina.
Com relacdo as variaveis funcionais, a doxorrubicina levou a aumento da relagédo
E/E’ e do tempo de relaxamento isovolumétrico, caracterizando disfungao diastodlica.
Também foi observado diminuicdo da fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo e
da onda S’ ao doppler tissular nesses mesmos animais, caracterizando a disfuncao

sistélica. A administracdo de suco de laranja conjuntamente a administracdo de

doxorrubicina melhorou a fracdo de encurtamento e a relagdo E/E’, sugerindo melhora
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da funcdo sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo. O efeito dos dois tipos de suco

de laranja foi similar.

Tabela 3: Frequéncia cardiaca e variaveis estruturais ao Ecocardiograma

C (n=20) LP (n=20) LM (n=20) D (n=20) DLP (n=20)  DLM (n=20) pi Pdoxo Psuco

PP (mm) 1,50+0,09 1,53+0,08 1,49+0,08 1,47+0,07 1,52+0,08 1,53¢0,10 0,260 0,958 0,130
SIV (mm) 1,56+0,09 1,55+0,085 1,57+0,09 1,54+0,11 1,57+0,09 1,60+0,11 0,551 0,547 0,195
AE (mm) 4,34+0,31 4,51+0,32 4,47+0,24 4,85+0,26" 4,54+0,23 4,380,95° 0,012 0,077 0,258
DDVE (mm) 6,68+0,59 6,78+0,64 6,71£0,55 6,81£0,55 6,24+0,43% 6,40:0,60 0,030 0,023 0,152
DSVE (mm) 2,60+0,37 2,80+0,55 2,70+0,56 3,54£0,53" 2,72+0,49% 2,83t0,52%  <0,001 <0,001 0,010
AE/Ao 1,2240,08 1,23£0,09 1,24%0,07 1,33£0,07 1,2540,08 1,21%0,27 0,120 0,189 0,244
Ar(‘if‘n ;)“E 17,943,03 19,043,96 18,3%2,53 22,5+2,69" 18,32,67°  19,5#2,542%  <0,001 0,002 0,059
Arg"; ;)“D 14,542,42 15,142,63 14,1+1,90 15,042,26 13,242,075% 13,8+1,80 0,046 0,156 0,278
FC (bpm) 323478 334167 350460 310470 337458 30160 0,199 0,103 0,430

C: controle; P: suco de laranja Pera; M: suco de laranja Moro; D: doxorrubicina; DP: doxorrubicina + suco de laranja Pera; DM: doxorrubicina + suco de
laranja Moro. PP: espessura da parede posterior; SIV: espessura do septo interventricular; AE: diametro do atrio esquerdo; DDVE: diametro diastélico do
ventriculo esquerdo (VE); DSVE: diametro sistélico do VE; Ao: didmetro da aorta; AD: atrio direito; FC: frequéncia cardiaca. Valores expressos em média *
desvio-padréo. Valor de p: ANOVA de 2 vias; pi: valor de p da interagéo doxo Vs suco; pdoxo: Valor de p para o fator doxorrubicina; psuco: valor de p para o
fator suco; *diferente do grupo C; ®diferente do grupo D; &diferente do grupo LP.

Tabela 4: Variaveis funcionais ao Ecocardiograma

C (n=20) LP (n=20) LM (n=20) D (n=20) DLP (n=20)  DLM (n=20) pi Pao  Psuco
E/A 1,5240,35 1,58+0,47 1,43t0,19 1,7740,83 1,39:028  1,32:0363 0077 0,809  0,039*
TRIV (ms)  23,32,22 23,2+2,48 24,1+4,17 26,046,78 26,8+4,60 2814503 0,807 <0,001 0,319
E/E 14,7+1,76 14,4+1,38 149+325  18,84,66'  16,8#¢504% 15142865 0045 <0001 0,074
s &?gm 5,84£0,50 5,90£0,32 5,8740,47 4,91£0,70 5,3840,67 5211047 0233  <0,001 0,091
FENC 061004  0,59:0,05 0,60:0,06  048:007°  057:006°  0,56:0,06°  <0,001 <0,001 0,017

C: controle; P: suco de laranja Pera; M: suco de laranja Moro; D: doxorrubicina; DP: doxorrubicina + suco de laranja Pera; DM: doxorrubicina + suco de
laranja Moro. E: pico de velocidade do enchimento diastélico inicial obtido pelo doppler transmitral; A: pico de velocidade do enchimento diastélico tardio
obtido pelo doppler transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; S’: velocidade de fluxo tecidual durante a sistole; E’: velocidade de fluxo tecidual
durante a fase de enchimento diastolico inicial; FENC: frag&o de encurtamento do ventriculo esquerdo. Valores expressos em média + desvio-padrdo. Valor
de p: ANOVA de 2 vias; pi: valor de p da interagdo doxo Vs suco; pdoxo: Valor de p para o fator doxorrubicina; psuco: valor de p para o fator suco. * diferenca
entre n&o tomar suco e tomar suco de laranja Moro; *diferente do grupo C; *diferente do grupo D; 4diferente do grupo LP; @diferente do grupo LM.
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Figura 3: Resultados ecocardiogréficos
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C: grupo controle (ingestdo de agua com maltodextrina); LP: grupo com ingestéo de suco de laranja Pera; LM: grupo com ingestéo de suco de laranja
Moro; D: grupo tratado com doxorrubicina; DLP: grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Pera; DLM: grupo tratado com doxorrubicina +
suco de laranja Moro. Valor de p: ANOVA de 2 vias; pdoxo: Valor de p para efeito do fator doxorrubicina; psuco: Valor de p para efeito do fator suco; pi:
valor de p para a interag&o entre os fatores doxorrubicina e suco. Os colchetes ligam grupos estatisticamente diferentes quando pi<0,05.

Histologia

A andlise qualitativa das laminas histologicas coradas por HE nado evidenciou

presenca de infiltrado inflamatério ou alteracdo da arquitetura tecidual do miocardio em

nenhum grupo (figura 4).
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Figura 4: Cortes histologicos

C: controle; P: suco de laranja Pera; M: suco de laranja Moro; D: doxorrubicina; DP: doxorrubicina + suco de laranja Pera; DM: doxorrubicina + suco
de laranja Moro. Laminas coradas por hematoxilina e eosina e fotografadas em aumento de 40 vezes. N&o foram observadas diferencas na
arquitetura tecidual ou presenca de infiltrado inflamatério entre os grupos.

Western Blot
Em relacdo a expressdo proteica de Bax e Nrf2, ndo observamos diferencas

entre os grupos, conforme pode ser visto na tabela 5.

Tabela 5: Expressao proteica analisada por Western blot

C (n=8) LP (n=8) LM (n=8) D (n=8) DLP (n=8) DLM (n=8) pi Pdoxo Psuco

Bax 1,02+0,03 0,92+0,22 1,02+0,06 0,90+0,35 1,04+0,14 1,16+0,32 0,200 0,443 0,237

Nrf2 1,04+0,21 1,36+0,70 1,33+0,55 0,99+0,24 1,05+0,30 1,09+0,10 0,348 0,128 0,660

C: controle; P: suco de laranja Pera; M: suco de laranja Moro; D: doxorrubicina; DP: doxorrubicina + suco de laranja Pera; DM: doxorrubicina + suco de
laranja Moro. Express&o proteica de Bax foi normalizada pela proteina B-actina e a expressao proteica de Nrf2 foi normalizada pela proteina GAPDH.
Valores expressos em média + desvio-padréo, em unidades arbitrarias. Valor de p: ANOVA de 2 vias; pi: valor de p da interagdo doxo vs suco; pdoxo: valor
de p para o fator doxorrubicina; psuco: valor de p para o fator suco.
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Estresse oxidativo miocardico

A administracdo de doxorrubicina provocou aumento do estresse oxidativo no
coracdo evidenciado por meio da concentracdo de hidroperéxido de lipideo.
Acompanhando o aumento do estresse oxidativo, tivemos menor atividade da catalase,
superoxido dismutase e glutationa peroxidase nesses mesmos animais. A
administragdo de ambos os tipos de suco de laranja melhorou os valores de
hidroperoxido de lipideo, demonstrando que ambos os sucos foram capazes de atenuar
o dano oxidativo miocardico. Os sucos de laranja ndo conseguiram melhorar a
atividade da superoxido dismutase, entretanto, foram capazes de melhorar a atividade
da glutationa peroxidase e o suco de laranja Moro teve um efeito mais pronunciado que

0 suco de laranja Pera em relacao a atividade da glutationa peroxidase (tabela 6).

Tabela 6: Estresse oxidativo miocardico

C (n=8) LP (n=8) LM (n=8) D (n=8) DLP (n=8) DLM (n=8) pi Pdoxo Psuco

HL 1424164  123+20,2 1444231  225+253%  136+11,7° 152+16,0° <0,001 <0,001  <0,001
(nmol/g de tecido)

soD
(nmol/mg proteina) 16+1,0 12+1,6* 13+1,3* 0+1,2¢ 10+1,0% 10£0,8©  <0,001 <0,001 0,004
CAT 119+9,7 11647,4  124+12,9  87+153 1004157  108+17,1 0,180 <0,001  0,026*
(umol/g tecido)
GSH-Px 49+8,0 50+3,0 50+7,6 29+6,4" 38+7,2%  52+7,6%% <0001 <0,001 <0,001

(nmol/mg tecido)

C: grupo controle (ingestéo de 4gua com maltodextrina); LP: grupo com ingestédo de suco de laranja Pera; LM: grupo com ingestdo de suco de laranja Moro; D:
grupo tratado com doxorrubicina; DLP: grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Pera; DLM: grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Moro.
HL: hidroperéxido de lipideo; SOD: superéxido dismutase; CAT: catalase; GSH-Px: glutationa peroxidase. Valores expressos em média + desvio-padrédo. Valor
de p: ANOVA de 2 vias; pi: valor de p da interagdo doxo vs suco; pdoxo: Valor de p para o fator doxorrubicina; psuco: vValor de p para o fator suco. * diferenga entre
n&o tomar suco e tomar suco de laranja Moro. Quando pi<0,05, os seguintes simbolos indicam: *diferente do grupo C; ®diferente do grupo D; &diferente do
grupo LP; @diferente do grupo LM; *diferente do grupo DLP.
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Figura 5: Marcador do estresse oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
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C: grupo controle (ingestdo de agua com maltodextrina); LP: grupo com ingestéo de suco de laranja Pera; LM: grupo com ingestéo de suco de laranja
Moro; D: grupo tratado com doxorrubicina; DLP: grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Pera; DLM: grupo tratado com doxorrubicina +
suco de laranja Moro. Valor de p: ANOVA de 2 vias; pi: valor de p da interag@o doxo Vs Suco; pdoxo: valor de p para o fator doxorrubicina; psuco: valor de
p para o fator suco. Os colchetes ligam grupos estatisticamente significantes quando houve interagéo entre os fatores doxorrubicina e suco de laranja
(pi<0,05). Em relagdo a catalase, como ndo houve interacdo entre os fatores, sdo apresentados os marginais: #diferente de ndo receber
doxorrubicina; * diferente de nao tomar suco.

Metabolismo energético miocardico

Os animais tratados com doxorrubicina apresentaram aumento da atividade da
fosfofrutoquinase e diminuigdo da atividade da B-hidroxiacil Co-A desidrogenase,
indicando aumento do metabolismo de glicose e diminuicdo no metabolismo de lipideo
pelo miocardio. Além disso, o tratamento com doxorrubicina diminuiu a atividade da

piruvato desidrogenase e da citrato sintase. A administragdo de ambos o0s sucos de
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laranja foi capaz de atenuar a alteracédo da atividade da fosfofrutoquinase, entretanto,
somente o suco de laranja Moro melhorou a atividade da [-hidroxiacil Co-A
desidrogenase e da citrato sintase, cuja atividade ficou muito proxima do grupo C
(tabela 7).

Em relagdo a atividade dos complexos enzimaticos da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, a doxorrubicina diminuiu a atividade do complexo |, Il e da ATP
sintase. Ambos os sucos de laranja foram capazes de melhorar a atividade da ATP

sintase (tabela 8).

Tabela 7: Metabolismo energético miocardico

C (n=8) LP (n=8) LM (n=8) D (n=8) DLP (n=8) DLM (n=8) pi Pdoxo Psuco

PFK 122426,2 1424403 1124252  191+433%  113+232% 174+49,3°¢ <0,001 0,002 0,088
(nmolL/gtecido)

B-OH-acilCoA-DH 37,7 g 41+10,3 3546,3 24+6,3" 2747, 7% 36+4,7% 0,008 <0,001 0,217

(nmoL/mg proteina)

PDH

. 310+24,9  263+29,9* 280+42,8 231+13,8* 233+26,5%  248+31,7° 0,040 <0,001 0,099
(nmol/g tecido)

CS 22+4,9 21+2,8 22+4,9 13+2,5¢ 14+2,0% 23+2,7%  <0,001 <0,001 <0,001

(nmol/mg proteina)

Os dados estdo expressos em média + desvio padrao. C: grupo controle (ingestdo de d&gua com maltodextrina); LP: grupo com ingestao de suco de laranja
Pera; LM: grupo com ingestédo de suco de laranja Moro; D: grupo tratado com doxorrubicina; DLP: grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Pera;
DLM: grupo tratado com doxorrubicina + suco de laranja Moro. PFK: fosfofrutoquinase; B-OH-acilCoA-DH: B-hidroxiacil-coenzimaA-desidrogenase; PDH:
piruvato desidrogenase; CS: citrato sintase. Valores expressos em média + desvio-padrdo. Valor de p: ANOVA de 2 vias; pi: valor de p da interagéo doxo vs
SUCO; Pdoxo: Valor de p para o fator doxorrubicina; psuco: Valor de p para o fator suco. Quando pi<0,05, os seguintes simbolos indicam: *diferente do grupo C;
$diferente do grupo D; &diferente do grupo LP; @diferente do grupo LM; *diferente do grupo DLP.

Tabela 8: Atividade das enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial

C (n=8) LP (n=8) LM (n=8) D (n=8) DLP (n=8) DLM (n=8) pi Pdoxo Psuco

Complexo |
(nmol/mg 4,14+1,13 2,53+0,75%  2,54+0,49*  2,08%0,65% 1,85+0,29 1,96+0,40 0,005 <0,001 <0,001

proteina)

Complexo Il
(nmol/mg 2,78+0,50 3,04+0,64 2,71+0,67 2,18+0,48 1,93+0,46 2,35+0,40 0,140 <0,001 0,954

proteina)

ATP sintase
(nmol/mg 4,16+0,90 7,49+1,67* 5,80+1,04% 2,42+0,47* 5,50+1,29% 6,07+0,85°% 0,011 <0,001 <0,001
proteina)
C: controle; P: suco de laranja Pera; M: suco de laranja Moro; D: doxorrubicina; DP: doxorrubicina + suco de laranja Pera; DM: doxorrubicina + suco de laranja
Moro. Valores expressos em média + desvio-padrdo. Valor de p: ANOVA de 2 vias; pi: valor de p da interacdo doxo vs suco; pdoxo: Valor de p para o fator
doxorrubicina; psuco: Valor de p para o fator suco. Quando pi<0,05, os seguintes simbolos indicam: *diferente do grupo C; ®diferente do grupo D; édiferente do
grupo LP.
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Figura 6: Metabolismo energético miocéardico
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DISCUSSAD



A doxorrubicina foi capaz de induzir cardiotoxicidade evidenciada por alteracdes
bioquimicas, como aumento do estresse oxidativo e modificacbes no metabolismo
energético miocardico, e também alteracbes morfolégicas e da funcdo sistolica e
diastolica ao ecocardiograma. A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina foi
atenuada pela administracdo de ambos os tipos de suco de laranja, uma vez que
observamos melhora da funcao cardiaca, diminuicdo do estresse oxidativo e mudanca
do metabolismo energético para préximo de situacdes fisiologicas nos animais tratados
com os sucos. Adicionalmente, o suco de laranja Moro foi mais efetivo que o suco de
laranja Pera em modificar a atividade da citrato sintase, B-hidroxiacil CoA
desidrogenase e glutationa peroxidase.

Nesse estudo nds pudemos observar diminuicdo da ingestdo de racdo e de
suco de laranja ap0s a introducdo da doxorrubicina, 0 que ja era esperado, uma vez
que a doxorrubicina induz inapeténcia, nduseas, vémitos e irritacdo da mucosa do trato
gastrointestinal, como ocorre em pacientes humanos (41). Também observamos
diminuicdo do peso corporal dentre os animais tratados com doxorrubicina, como ja foi
visto anteriormente em outros estudos (41,42). Provavelmente, a diminuicdo do peso
foi secundaria a menor ingestdo de liquido, uma vez que o tempo decorrido entre a
administracdo de doxorrubicina e a eutanasia foi muito curto para ser decorrente da
diminuicao da ingestéo de racao.

Em relacdo ao peso dos 6rgaos, houve aumento do peso do figado nos animais
que receberam a doxorrubicina, que pode ser devido a hepatotoxicidade induzida por
essa droga (7), e diminuicdo do peso do VE, mesmo quando corrigido pelo peso
corporal. Apesar dessa diminuicdo do peso do VE, observamos alteracGes estruturais
ao ecocardiograma, como aumento do diametro do atrio esquerdo e do diametro
sistélico do VE, indicando que houve remodelacdo cardiaca (9). A remodelacéo
cardiaca € caracterizada por alteracbes bioquimicas, moleculares e intersticiais que
cursam com alteracao na geometria e consequente disfuncao do 6rgao (9). Os animais
tratados com doxorrubicina apresentaram remodelacdo cardiaca, uma vez que,
acompanhando as altera¢cdes morfoldgicas ja citadas, observamos disfuncéo sistélica
(diminuicdo da FENC e da onda S’ média) e diastdlica (aumento da area do AE, do
TRIV e da relagéo E/E’) do VE induzida pela doxorrubicina.

A funcdo cardiaca é determinada de maneira importante pelas variaveis

hemodinamicas, como a volemia (7). Interessantemente, 0s animais que receberam 0s
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sucos apresentaram manutencao da ingestao liquida, o que pode ter contribuido para
manutencdo da volemia desses animais e melhora dos parametros funcionais ao
ecocardiograma. Entretanto, acreditamos que a hipovolemia ndo foi o Udnico
determinante na piora da funcéo cardiaca, uma vez que, em situacdes de hipovolemia,
espera-se que haja diminuicdo das dimensdes do atrio esquerdo e do VE na di4stole
(9), o oposto do que ocorreu nos nossos animais. Portanto, os sucos de laranja
contribuiram para manutencdo da volemia e também atuaram, possivelmente, em
outras vias determinantes da lesdo miocardica.

No metabolismo energético normal do coragdo, h4 maior utilizacdo de lipideos
como substrato energético, e menor utilizacdo de glicose, sendo assim mais produtivo,
uma vez que o metabolismo dos lipideos gera mais ATP que o metabolismo da glicose.
Porém, em uma situacdo de agressao, ocorre O inverso, 0 coragcdo muda o
metabolismo pra economizar a energia que esta deficitaria, passando a utilizar uma
maior quantidade de glicose, pois o metabolismo lipidico necessita de 10% a 12% a
mais de oxigénio do que o da glicose para gerar a mesma quantidade de ATP (7).

No entanto, cronicamente, essa mudanca leva a alguns maleficios como, por
exemplo, o acumulo de lipideos dentro da célula e lipotoxicidade. O processo de
lipotoxicidade tem um papel critico na disfungéo cardiaca, embora os mecanismos nao
sejam bem compreendidos. A apoptose induzida por lipotoxicidade desempenha um
papel importante na disfuncdo cardiaca. Nessa situacdo, 0s acidos graxos nao
oxidados serdo armazenados em triglicerideos que se acumulam no interior da célula
(7).

De fato, a administragdo de doxorrubicina levou a diminui¢cdo da atividade da (-
OH-acil CoA-DH e aumento da atividade da PFK. A B-OH-acil CoA-DH é uma das
principais enzimas responsaveis pela oxidacédo de acidos graxos em acetil-CoA (7,9). A
administracdo de ambos os sucos de laranja conjuntamente com a administracdo de
doxorrubicina melhorou a atividade p-OH-acil CoA-DH e da PFK, entretanto, o grupo
DLM apresentou maior atividade da B-OH-acil CoA-DH que o grupo DLP, mostrando
que os sucos de laranja permitiram a manutencdo do metabolismo energético proximo
a de situacdes fisiologicas, porém com efeito mais pronunciado do suco de laranja
Moro.

A administragdo do suco de laranja Moro também melhorou a atividade da citrato

sintase nos animais tratados com doxorrubicina, efeito benéfico que néo foi observado
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com o suco de laranja Pera. A citrato sintase é a primeira enzima do ciclo de Krebs e
converte acetil-CoA em citrato, e dard origem a NADH e FADH: ao final do ciclo, que
servirdo como substrato para a cadeia transportadora de elétrons da mitocondria (7)
(9). Esta cadeia é composta de 5 complexos enzimaticos, denominados I, II, II, IV e V
(ATP sintase). Frente a uma situacdo de agressao, ocorre piora da funcdo dos
complexos enziméticos que fazem o transporte de elétrons com consequente acumulo
de elétrons desemparelhados (9).

Com o acumulo de elétrons desemparelhados, irda ocorrer reacdo destes com 0s
lipideos das membranas e consequente formacédo de hidroperéxido de lipideo, sendo
este composto considerado um marcador do dano oxidativo celular (43). A lesédo dos
lipideos de membrana faz com que ocorra perda da permeabilidade, alteracdo da
fluidez das membranas, provocando menor seletividade no transporte idnico e na
sinalizacdo transmembrana, o que prejudica o transporte celular e, em Ultima instancia,
pode induzir lise e morte celular (apoptose) (9). Ja é sabido que a doxorrubicina induz
aumento de hidroperdoxido de lipideo e que este aumento esta relacionado a
cardiotoxicidade induzida por esta droga (9), bem como prejudica a atividade dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratdria mitocondrial (5,9).

Em nosso estudo, observamos que o0s animais que receberam doxorrubicina
apresentaram diminuicdo da atividade do complexo I, Il e da ATP sintase.
Acompanhando a piora a atividade dos complexos enzimaticos mitocondriais, houve
aumento da concentracao de hidroperéxido de lipideo e diminuicdo da atividade das
enzimas antioxidantes CAT, SOD e GSH-Px. A SOD converte o radical superéxido a
peréxido de hidrogénio, que posteriormente é convertido em agua pela CAT e GSH-PX,
e é considerada a primeira linha de defesa para proteger a mitocéndria contra os
efeitos deletérios dos radicais superdxido em condicdes fisiolégicas e patoldgicas (44).
Sabe-se que a doxorrubicina consome rapidamente a glutationa (3) e a suplementacao
de glutationa se mostrou benéfica em atenuar o dano cardiaco, como foi mostrado em
estudos in vitro e in vivo (45).

E importante ressaltarmos que o Nrf2 é um dos mais importantes reguladores da
producéo de enzimas antioxidantes. O Nrf2 & um fator presente no citoplasma celular
gue atua na resposta primaria a citotoxidade e ao estresse oxidativo. Ele se liga ao
elemento de resposta antioxidante no DNA estimulando a transcricdo de diversas

enzimas antioxidantes, entre elas a superéxido dismutase e a catalase. Frente a
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agressao, o Nrf2 se dissocia da proteina Keapl e vai até o nucleo onde estimula a
producdo de proteinas antioxidantes e entdo codifica proteinas como glutationa

(¢

glutationa peroxidase. Depois de atuar no nucleo, ele volta ao citoplasma onde é
degradado (45,46).

Apesar de observarmos diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes
catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase nos animais tratados com
doxorrubicina, ndo detectamos modificacdes na expressao proteica de Nrf2 em nosso
estudo. Nosso resultado difere de outros estudos, em que a doxorrubicina aumentou a
expressdo de Nrf2 (47). Talvez esses resultados controversos possam ser atribuidos
ao nosso modelo agudo de lesédo cardiaca, em que ndo houve tempo para o suco de
laranja modular fatores transcricionais apos a agresséo, como o Nrf2.

Conforme o esperado, a administracdo de ambos os sucos de laranja nos
animais tratados com doxorrubicina levou a diminuicdo do hidroperéxido de lipideo e
aumento da atividade da glutationa peroxidase. Interessantemente, observamos que o
suco de laranja Moro teve efeito mais pronunciado em melhorar a atividade da
glutationa peroxidase que o suco de laranja Pera. Esses efeitos benéficos do suco em
relacdo ao estresse oxidativo também podem ter contribuido para a melhora funcional
do coracao.

Sabe-se que os compostos flavonoides mais importantes do suco de laranja
sdo a hesperidina e naringina, que ja se mostraram eficazes na diminuicdo da
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (28,29). Esses dois componentes
apresentam também atividade antioxidante muito importante, atuando na eliminacéo de
radicais livres (20,48). Esses compostos também protegem as lipoproteinas de baixa
densidade contra a oxidacdo induzida por macrofagos, impedindo a geracdo de
hidroperoxidos lipidicos e preservando o R-tocoferol, um antioxidante enddgeno
transportado nas lipoproteinas (48). Outro componente importante encontrado no suco
de laranja é o acido ascorbico (vitamina C), considerado um dos antioxidantes naturais
mais poderosos e com menor toxicidade. O acido ascorbico ja se mostrou eficaz em
sequestrar as espécies reativas e em solu¢cdes aquosas elimina eficientemente as
especies reativas de Oxido de nitrogénio (49).

Do ponto de vista clinico, os efeitos do suco de laranja e seus compostos ja
foram estudados em pacientes com hepatite C, com sindrome metabodlica e doenca

arterial periférica e com risco cardiovascular aumentado. O consumo regular de suco
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de laranja por pacientes com hepatite C sob terapia antiviral melhorou a capacidade
antioxidante no soro, o perfil lipidico e os marcadores inflamatérios hepaticos (50). Em
pacientes com sindrome metabdlica, o suco de laranja de outra variedade vermelha
apresentou propriedades antiinflamatorias, antioxidantes e hipolipemiantes, que
poderiam atenuar essa sindrome (51). A suplementac¢do de suco de laranja também
reduziu os marcadores de inflamag&o em pacientes com doenca arterial periférica (52).

A avaliacdo do efeito da fracdo flavondide de sucos de laranja sobre o
estresse oxidativo induzido por H202 em células epiteliais humanas do pulmdo,
descobriu-se que extratos de suco de laranja reduzem a geracao de espécies reativas
de oxigénio e a peroxidacdo lipidica da membrana, melhoram a funcionalidade
mitocondrial e previnem o dano oxidativo do DNA (53).

Adicionalmente, alguns estudos provaram gque 0s extratos ricos em flavonodides
do suco de laranja seriam capazes de se ligar ao Fe3* prevenindo sua reducéo,
necesséaria para desencadear a reacdo de Fenton e a cascata radical, melhorando
assim as funcdes mitocondriais. Os complexos formados pelos flavondides do suco de
laranja com o ferro foram efetivos na reducdo de espécies reativas intracelulares e,
consequentemente, dos danos oxidativos de fosfolipidos membranares e DNA (54).

Com relacéo aos efeitos do suco de laranja Moro, em um estudo com individuos
ndo diabéticos com risco cardiovascular aumentado, o consumo durante sete dias
de suco de laranja vermelho melhorou a funcéo endotelial e reduziu significativamente
as concentracdes de marcadores inflamatérios como a proteina C-reativa de alta
sensibilidade, IL-6 e TNF-a (55). Em um outro estudo, o suco também se mostrou
efetivo em impedir a sindrome metabdlica, diminuindo a lipoproteina de baixa
densidade, proteina C-reativa no soro, a resisténcia a insulina e a presséo arterial
sistélica em voluntarios com peso normal, enquanto a pressao arterial diastolica
diminuiu em voluntarios com excesso de peso apos a intervencgéao (56).

Como ja visto anteriormente, a laranja Moro apresenta grandes quantidades
de antocianinas, um diferencial ndo encontrado na laranja Pera. Um estudo com
células de figado de rato sugeriu que as antocianinas possam reduzir indiretamente o
estresse oxidativo, ativando enzimas especificas de desintoxicagdo como a
glutationa redutase, glutationa peroxidase, glutationa S-transferase e quinona

oxidoredutase (57), o que possivelmente possa justificar o efeito mais pronunciado do
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suco de laranja Moro em melhorar a atividade da glutationa peroxidase em nosso
estudo.

O aumento do estresse oxidativo esta relacionado a apoptose. Essa relacéo se
da de varias formas, como por exemplo, a alteracdo na permeabilidade da membrana e
mudancas da atividade de bombas ibnicas na membrana plasmatica, conforme ja
citado anteriormente (9). Além disso, 0 aumento do estresse oxidativo culminara com
aumento do influxo de calcio intracelular e também para o interior da mitocéndria com
consequente liberacdo de citocromo c por essa organela (9). O citocromo C € uma
proteina localizada na mitocondria, que € liberada no interior da célula onde interage
com procaspase-9, levando a ativagdo da caspase-3, conhecidamente indutora de
apoptose (58). Alguns estudos experimentais mostraram que a doxorrubicina € capaz
de aumentar a expressao e atividade de caspase-3, tanto aguda quanto cronicamente
(58).

A regulacao da apoptose também depende da concentracdo de proteinas, como
Bax e Bcl-2. A formacdo de dimeros Bax-Bax cria poros na membrana mitocondrial e
facilita a liberagéo de citocromo c, estimulando, por sua vez, a apoptose; a formacao de
dimeros Bcl2-Bax previne a formacdo destes poros, inibindo apoptose (59). Apods a
administragao de doxorrubicina ocorre aumento da relagdo Bax/Bcl-2, constituindo
importante estimulo apoptético (59). Diferentemente do esperado, em nosso estudo,
nao observamos diferencas na expressao proteica de Bax.

Apesar de, aparentemente, o suco de laranja Moro ter tido um efeito benéfico
mais pronunciado que o suco de laranja Pera em relagdo ao estresse oxidativo e ao
metabolismo energético, esses efeitos ndo foram suficientes para provocar diferencas
significativas em relacéo a funcéo cardiaca.

Uma das limitacdes no nosso estudo foi ndo termos analisado os metabdlitos do
suco de laranja no soro desses animais, uma vez que poderia nos trazer informacdes a
cerca da homogeneidade da ingestdo dos dois tipos de suco. Outra limitacdo € a
dificuldade de fazer a translacdo dos nossos resultados benéficos obtidos em animais
muito pequenos (ratos) para humanos. Apesar dos dois tipos de animais
compartilharem algumas vias, o metabolismo do rato diverge em alguns pontos do
metabolismo humano, além do tamanho diminuto do rato dificultar a adaptacdo das

doses utilizadas em nosso estudo para humanos.
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CONCLUSAD



A suplementagdo de ambos os tipos de suco de laranja atenuou a disfuncéo
ventricular esquerda, sistdlica e diastdlica, induzida pela doxorrubicina, melhorou o
metabolismo energético miocardico e atenuou o estresse oxidativo. No entanto, o suco
de laranja Moro foi mais efetivo que o suco de laranja Pera em modificar a atividade da

citrato sintase, B-hidroxiacil-CoA-desidrogenase e da glutationa peroxidase.
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