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RESUMO



Introducdo: A doxorrubicina é um quimioterapico altamente efetivo contra diversos tipos de
cancer, porém apresenta efeitos colaterais sistémicos graves, como a hepatotoxicidade. Um dos
mecanismos envolvidos na lesdo hepatica € a disfuncdo mitocondrial, que é acompanhada de
aumento do estresse oxidativo, dislipidemia e hiperglicemia. Os acidos graxos émega-3 sao
capazes de reduzir a deposicao de gordura no figado e possuem efeitos anti-inflamatérios, o que
poderia contribuir para a prevenc¢ao da doenca hepatica. Entretanto, é desconhecido o seu efeito
no metabolismo celular e na biogénese mitocondrial hepatica em animais tratados com
doxorrubicina. Objetivo: Avaliar a influéncia da suplementacdo de &acidos graxos dmega-3 na
hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos. Material e Métodos: Foram utilizados
ratos Wistar machos (n=48); alocados em 4 grupos: controle (C), administracao de acidos graxos
0mega-3 (W), administracdo de doxorrubicina (D) e administragdo de doxorrubicina + &cidos
graxos 6mega-3 (DW). Os acidos graxos 6mega-3 (400 mg/kg/dia) foram administrados via
gavagem por 6 semanas. Apos 2 semanas do inicio da administracéo de acidos graxos 6mega-
3, foi iniciada administracdo de doxorrubicina (4 mg/kg, ip, 1x/semana) por 4 semanas. Foi
realizada eutanasia dos animais para coleta de material biolégico, utilizado para dosagem de
perfil lipidico e glicemia séricos, western blot do tecido hepatico para as proteinas envolvidas na
din&dmica e no funcionamento mitocondrial e atividade das enzimas envolvidas no metabolismo
glicidico e lipidico no figado. A andlise estatistica foi feita por GLM (Generalized Linear Model)
com distribuicdo gama e considerado p < 5% para todas as analises. Resultados: A
doxorrubicina causou perda de peso corporal, aumento do estresse oxidativo, alteracdes no
metabolismo energético e piora no perfil lipidico e glicémico, além de alterar as enzimas TGO e
TGP. A suplementacéo de acidos graxos 6mega-3 atenuou parcialmente o estresse oxidativo e
modulou a atividade das enzimas aldolase, citrato quinase e piruvato quinase no metabolismo
energético, mas ndo foi capaz de reverter as alteracdes bioguimicas séricas. Esses achados
sugerem que os 4cidos graxos 6mega-3 exercem efeitos protetores parciais no figado de animais
tratados com doxorrubicina. Concluséo: A suplementacdo de acidos graxos 6mega-3 atenuou
parcialmente os efeitos hepatotoxicos induzidos pela doxorrubicina, promovendo reducéo dos
marcadores de estresse oxidativo e modulagdo da atividade de enzimas relacionadas ao
metabolismo energético hepético. Contudo, nédo foi capaz de reverter as alteragdes bioquimicas
séricas nem de restaurar completamente a fungdo mitocondrial comprometida, indicando efeito

protetor parcial frente a hepatotoxicidade induzida pelo quimioterapico.

Palavras-chave: hepatotoxicidade; doxorrubicina; acidos graxos ©&mega-3; mitocéndria;

dislipidemia; hiperglicemia.



ABSTRACT



Introduction: Doxorubicin is a highly effective chemotherapeutic agent against various types of
cancer; however, it presents serious systemic side effects, such as hepatotoxicity. One of the
mechanisms involved in liver injury is mitochondrial dysfunction, which is accompanied by
increased oxidative stress, dyslipidemia, and hyperglycemia. Omega-3 fatty acids can reduce fat
deposition in the liver and have anti-inflammatory effects, which could contribute to the prevention
of liver disease. However, the effects of these compounds on cellular metabolism and hepatic
mitochondrial biogenesis in animals treated with doxorubicin remain unknown. Objective: to
evaluate the influence of omega-3 fatty acid supplementation on doxorubicin-induced
hepatotoxicity in rats. Material and methods: Forty-eight male Wistar rats were used and
allocated into four groups: control (C), omega-3 administration (W), doxorubicin administration
(D), and doxorubicin + omega-3 administration (DW). Omega-3 (400 mg/kg/day) was
administered by gavage for six weeks. Two weeks after starting omega-3 administration,
doxorubicin (4 mg/kg, intraperitoneally, once a week) was administered for four weeks. Animals
were euthanized to collect biological samples, which were used to measure serum lipid profiles
and glucose levels. These samples were also used to perform western blotting on liver tissue to
identify proteins involved in mitochondrial dynamics and function, and to assess the activity of
enzymes involved in hepatic glucose and lipid metabolism. Statistical analysis was performed
using a Generalized Linear Model (GLM) with a gamma distribution, and significance was
considered at p < 0.05. Results: Doxorubicin treatment resulted in body weight loss, increased
oxidative stress, alterations in energy metabolism, worsening of lipid and glycemic profiles, and
changes in ALT and AST enzyme levels. Omega-3 fatty acid supplementation partially attenuated
oxidative stress and modulated the activity of aldolase, citrate kinase, and pyruvate kinase in
energy metabolism; however, it did not reverse the serum biochemical alterations. These findings
suggest that omega-3 fatty acids exert partial protective effects on the liver of doxorubicin-treated
animals. Conclusion: Omega-3 fatty acid supplementation partially attenuated doxorubicin-
induced hepatotoxic effects by reducing oxidative stress markers and modulating the activity of
enzymes related to hepatic energy metabolism. However, it was not able to reverse serum
biochemical alterations nor fully restore mitochondrial function, indicating a partial protective

effect against chemotherapeutic-induced hepatotoxicity.

Keywords: hepatotoxicity; doxorubicin; omega-3 fatty acids; mitochondria; dyslipidemia;

hyperglycemia.
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O cancer esta entre as principais causas de morte no mundo. Estimativas do
Global Cancer Observatory indicam que, em 2020, ocorreram aproximadamente 19,3
milhdes de novos casos de cancer e cerca de 10 milhdes de 6bitos pela doencga no
mundo, configurando-se como um importante problema de salde publica mundial.
Projecdes apontam que o niumero de novos casos pode ultrapassar 28 milhdes até
2040, impulsionado principalmente pelo envelhecimento populacional e pelo aumento
da exposicdo a fatores de risco modificaveis (2). No Brasil, segundo o Instituto
Nacional de Cancer (INCA), séo estimados cerca de 704 mil novos casos de cancer
para o triénio 2023-2025, com maior incidéncia dos canceres de pele ndo melanoma,
mama, prostata, colorretal, pulmdo e estdmago, reforcando a relevancia
epidemiologica da doencga no contexto nacional (3).

A quimioterapia esta entre os tratamentos oncoldgicos mais utilizados. A
doxorrubicina € um quimioterapico da classe das antraciclinas amplamente utilizado
desde a década de 60. Ela é produzida a partir da espécie Streptomyces peucetius e
seu mecanismo de agao envolve a interacdo com o DNA que resulta em um complexo
genotéxico DNA-doxorrubicina, que inibe a enzima topoisomerase 2 e gera morte
celular. Clinicamente, a doxorrubicina € empregada no tratamento de neoplasias
sélidas e hematoldgicas, incluindo cancer de mama, linfomas de Hodgkin e nao
Hodgkin, leucemias, sarcomas de partes moles e 0sseos, cancer de pulmao, ovario,
bexiga e tumores pediatricos, sendo frequentemente utilizada em esquemas
guimioterapicos combinados devido a sua elevada eficacia antitumoral (4). Apesar
disso, sua acdo sistémica resulta em diversos efeitos colaterais como
cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e a hepatotoxicidade (5,6).

A hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina € caracterizada por alteracdes
histopatolégicas como aumento do infiltrado mononuclear, congestéao vascular, leséo
hepatocelular e necrose (7). Esses efeitos decorrem de diversos mecanismos
fisiopatoldgicos, entre os quais se destaca a geracdo excessiva de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) durante o metabolismo da droga. A
producdo aumentada dessas espécies reativas promove estresse oxidativo que
resulta na disfuncdo mitocondrial, alteracdo do metabolismo energético celular e,
consequentemente, no dano hepatocelular (7,8).

As mitocondrias sdo organelas altamente especificas, responsaveis pelo

controle, principalmente, do metabolismo energético celular. Sob estimulos
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fisiologicos, como exercicio fisico e mudancas dietéticas, as mitocondrias podem
aumentar em numero e tamanho, processo denominado biogénese mitocondrial.

Por ser uma organela dindmica, a mitocondria apresenta ciclos de fuséo e
fissdo. Esses processos desempenham papel fundamental na manutencdo da
gualidade e da integridade mitocondrial, estando diretamente envolvidos na regulacéo
da atividade mitocondrial, apoptose, homeostase do calcio intracelular e sobrevivéncia
celular (10,11). O processo de fuséo € ativado em condicdes de déficit energético ou
situacdes de estresse celular. A proteina Atrofia Otica | (OPA1) é responséavel por
mediar a fusdo da membrana interna da mitocondria, enquanto as proteinas
Mitofusina | (Mfn1) e Mitofusina Il (Mfn2) medeiam a fusdo da membrana externa da
organela. Esse processo gera mitocondrias com maiores dimensdes e capacidade
metabolica superior as mitocondrias convencionais, o que favorece a reducdo da
producéo de EROs (11,12). De modo oposto, a fissdo ocorre quando a célula é
exposta a ambiente com excesso de nutrientes. A interagcdo entre a Proteina 1
Relacionada com a Dinamina (Drpl) e Proteina de Fissao 1 (Fisl) promove a divisdo
mitocondrial, processo que contribui para a remocao de mitocondrias danificadas por
meio de mecanismos de controle de qualidade mitocondrial (11, 13).

A alta afinidade da doxorrubicina pela mitocndria se da pela presenca
abundante da cardiolipina, um fosfolipidio da membrana interna dessa organela. A
ligacdo do quimioterapico com a cardiolipina bloqueia a ligacdo e a ativacado de
enzimas essenciais para producédo de ATP. Na mitocondria, a doxorrubicina pode ser
reduzida ao reagir com o complexo | da cadeia fosforilativa, gerando a semiquinona
gue, posteriormente, reage com oxigénio (O?), dando origem as EROs, com destaque
para superoxido (O%) e perdxido de hidrogénio (H202). (14). O desbalanco entre a
formacdo das EROs e a capacidade antioxidante enddégena gera um estado celular
pré-oxidativo, que leva a lesédo de proteinas celulares, DNA e lipideos de membrana,
situacdo denominada estresse oxidativo.

Nessas situacdes de estresse oxidativo exacerbado, ocorre intensificacdo da
peroxidacdo lipidica das membranas celulares, com maior formacdo de
malondialdeido (MDA), maior incorporacdo de radicais carbonil as proteinas,
alterando suas conformacdes, além da redugéo dos agentes antioxidantes endégenos
(15). Além disso, as EROs podem ativar fatores de transcricdo, como o fator nuclear
kKB (NF-kB) via IKK, resultando em maior expressédo de citocinas pro-inflamatérias
(16,17).
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O acumulo de EROs causa oxidacao de grupamentos tidis (S-H) em proteinas
de membrana, levando a polimerizacdo dessas proteinas por pontes dissulfeto (S-S)
e formacéo de poros de transicdo de permeabilidade de membrana, um canal nao-
seletivo de alta-condutancia que contribui para a disfungdo mitocondrial. De fato, em
ratos tratados com doxorrubicina € possivel encontrar achados microscépicos
indicativos de lesdo mitocondrial, como vacuolizacdo, presenca de figuras mielinicas
e lesbes em suas membranas (18).

Além da lesdo mitocondrial, a via-do Citocromo P450 redutase, da carbonil
reductase 1 e da NADPH-oxidase também sédo responsaveis pela geracdo de EROs
no figado. Essa ultima é a principal enzima produtora de EROs no citosol e tem sua
expressdo aumentada mediante a presenca da doxorrubicina (19-21).

Outro efeito colateral atribuido a doxorrubicina € o aumento sérico de colesterol
total (CT), fracdo de colesterol de baixa densidade (LDL) e triglicerideos (TGL),
levando a dislipidemia (22, 23). A presenca concomitante de dislipidemia pode
contribuir para os efeitos adversos do quimioterapico, pois favorece a lesdo hepéatica
por meio da lipotoxicidade celular (24, 25).

A dislipidemia induzida pela doxorrubicina esta associada a modulacdo da
expressao de receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARS). A droga
induz a down-regulation do PPARYy, um fator de transcricdo com papel fundamental
na expressao de proteinas envolvidas no transporte de glicose e acidos graxos para
os adipdcitos, como o transportador GLUT4 e a lipase lipoproteica, resultando em
inibicdo da adipogénese (25). Estudo prévio demonstrou que a doxorrubicina promove
a modulacgao positiva do PPARa e da enzima lipase de triglicerideos do tecido adiposo
(ATGL). Diferentemente do PPARy, o PPARa atua na expressdao de genes
relacionados a lipdlise no tecido adiposo, codificando enzimas essenciais para a [3-
oxidacdo de acidos graxos, como a carnitina palmitoiltransferase |1 (CPT1) e a acetil-
CoA sintase (ACS). Nesse contexto, 0 aumento da expressdo da ATGL induzido pela
doxorrubicina desempenha papel fundamental no desenvolvimento da dislipidemia
associada ao quimioterapico (26).

Assim como no tecido adiposo, a doxorrubicina leva a diminui¢éo de expressao
de PPARYy hepatico, o que resulta na reducao da sintese de transportadores de acidos
graxos para o figado, como o CD36 (26). Além disso, no figado, o fator de transcricao
AHR (receptor aril-hidrocarbono) e a proteina ACOX1 (Peroxisomal acyl-coenzyme A

oxidase 1), ambos envolvidos na B-oxidacdo de acidos graxos, encontram-se infra-
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regulados, assim como a ATGL. Essas alteracdes favorecem o acumulo de gordura
hepética (8). De fato, o contetdo de triglicerideos hepéaticos aumenta em mais de
50% em ratos tratados com dose cumulativa de 15 mg/Kg de doxorrubicina (26).
Somado a isso, 0 hepatédcito apresenta comprometimento do transporte de
triglicerideos para a circulagéo, uma vez que a apolipoproteina B (APO-B), proteina
essencial para a secrecdo de lipoproteinas hepéticas, também se encontra
subexpressa na presenca do quimioterapico (27).

Além das alteracdes no metabolismo lipidico, a doxorrubicina também perturba
a homeostase da glicose. Na presenca do quimioterapico, observa-se diminuicdo da
expressado génica do GLUT4, associada ao aumento das concentracfes séricas de
glicose, acidos graxos e insulina, bem como a reducdo da sensibilidade a insulina
(28,29). Essas alteracdes sugerem um comprometimento da captacéo e da utilizacao
da glicose pelo figado.

O metabolismo energético € essencial para a manutencdo da homeostase
celular, fornecendo a energia necessaria para processos vitais, como contracao
muscular, sintese de macromoléculas e sinalizacéo celular. A eficiéncia e a regulacao
dessas vias dependem da atividade de enzimas-chave, que determinam o fluxo de
substratos e a producdo de ATP nas principais rotas metabdlicas (30).

No metabolismo da glicose, destacam-se enzimas glicoliticas como a
hexoquinase, responsavel pela fosforilacdo da glicose em glicose-6-fosfato e,
portanto, pelo controle da entrada desse substrato na célula. A fosfofrutoquinase,
considerada um dos principais pontos de regulacéo da glicolise, catalisa a converséo
da frutose-6-fosfato em frutose-1,6-bisfosfato de acordo com o estado energético
celular. A aldolase promove a clivagem da frutose-1,6-bisfosfato em dihidroxiacetona
fosfato e gliceraldeido-3-fosfato, assegurando a continuidade da via, enquanto a
piruvato quinase catalisa a formacao de piruvato a partir do fosfoenolpiruvato, em uma
etapa irreversivel acoplada a geracao de ATP (30).

No metabolismo mitocondrial, a citrato sintase catalisa a condensacao do acetil-
CoA com o oxaloacetato para formar citrato, iniciando o ciclo de Krebs e integrando a
oxidacao de carboidratos e acidos graxos (31). A carnitina palmitoiltransferase | (CPTI)
regula a entrada de acidos graxos de cadeia longa na mitocondria para -oxidacao,
sendo essencial na utilizagdo de lipidios como fonte de energia (32). Por fim, a

creatinoguinase catalisa a transferéncia de grupos fosfato entre ATP e creatina,
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formando fosfocreatina, que atua como um reservatorio rdpido de energia em tecidos
de alta demanda, como musculo e coracao (33).

A presenca de hepatotoxicidade pode agravar a saude debilitada do paciente
com cancer, diminuindo sua qualidade e expectativa de vida, além de comprometer a
adeséo e a continuidade do tratamento quimioterapico (4). Também pode ser um fator
limitante para o uso do quimioterapico em doses efetivas (34). Dessa forma, como o
dano orgéanico provocado pela doxorrubicina pode ndo ser reversivel, estratégias que
possam mitigar esse efeito colateral sdo de grande interesse (35).

Assim, a investigacdo de agentes com propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e hepatoprotetoras torna-se relevante, uma vez que tais substancias
podem reduzir o dano hepatico, preservar a funcdo do 6rgdo e possibilitar a
manutencdo do tratamento quimioterdpico em doses terapéuticas eficazes, sem
comprometer ainda mais o estado clinico do paciente (36).

Os acidos graxos 6mega-3 sao uma familia de acidos graxos poliinsaturados
dos quais o acido a-linolénico (ALA; 18: 3 w-3), acido eicosapentaendico (EPA; 20: 5
w-3) e acido docosahexaendico (DHA; 22: 6 w-3) sdo os mais estudados. O ALA pode
ser encontrado em nozes, sementes e 0leos vegetais. Ele é precursor de EPA e DHA,
entretanto essa conversdo € muito baixa e por isso sdo considerados acidos graxos
essenciais, ou seja, que devem ser adquiridos por meio da dieta. Por isso, 0 consumo
de peixes com maior concentracdo de EPA e DHA como cavala, truta, salmao,
arengue, atum branco e sardinha, é incentivado (37).

Muitos efeitos benéficos séo atribuidos aph ingestado de acidos graxos dmega-
3. Entre eles, podemos citar sua influéncia na composicéo lipidica da membrana,
atuando na biossintese de eicosanoides, cascatas de sinalizacao celular e expressao
génica de proteinas ligadas ao desenvolvimento da aterosclerose e estimulo de vias
de inflamacdo. Além disso, os acidos graxos 6mega-3 sdo capazes de melhorar o
perfil lipidico e ha evidéncia de que possam atuar de modo positivo em doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer, doencas mentais, doenca periodontal e artrite
reumatoide (38, 39).

Estudos sugerem que os acidos graxos 6mega-3 promovem a quebra de
gordura no figado, levando a menor acumulo de gordura hepatica, e apresentam
efeitos anti-inflamatérios, o que contribui para a prevencao do desenvolvimento ou da
progresséo da doenca hepética (40,41). Parker et al., em uma metanélise, mostraram

qgue a suplementacdo de acidos graxos 6mega-3 reduziu a gordura hepética (41).
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Estudo de coorte mostrou que a presenca de doencas hepéticas foi menor em
pacientes que realizavam suplementacéo de acidos graxos 6mega-3 (40).

Em estudos experimentais, observamos melhora das altera¢des histologicas e
proliferacdo de hepatdcitos induzidas pela doxorrubicina, diminuicdo dos marcadores
bioquimicos de lesdo hepatica e reducdo do estresse oxidativo hepético, com
diminuicdo de MDA e NF-kB, em ratos que foram tratados com acidos graxos 6mega-
3 e doxorrubicina quando comparado com ratos tratados apenas com doxorrubicina
(43,44).

No entanto, apesar dos reconhecidos efeitos anti-inflamatorios e metabdlicos
dos acidos graxos 6mega-3, ha escassez de estudos sobre sua influéncia direta na
toxicidade hepatica induzida pela doxorrubicina. Até o momento, a literatura disponivel
concentra-se  predominantemente na cardiotoxicidade associada a esse
guimioterapico ou em abordagens gerais de hepatoprotecéo, ndo havendo evidéncias
consistentes sobre o impacto dos acidos graxos 6mega-3 nos mecanismos celulares
e metabdlicos envolvidos na lesdo hepatica induzida pela doxorrubicina (45).
Ademais, ndo foram identificados estudos que investigaram de forma integrada os
efeitos dos acidos graxos 6mega-3 sobre o metabolismo energético e a biogénese
mitocondrial hepética nesse contexto de toxicidade, os quais sao aspectos centrais na
manutencdo da funcdo hepatica. Dessa forma, o presente estudo propde-se a
preencher essa lacuna, avaliando de maneira inédita o potencial modulador dos
acidos graxos dmega-3 sobre alteracbes metabdlicas e mitocondriais associadas a
hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina, contribuindo para o avanco do
conhecimento e para o desenvolvimento de estratégias adjuvantes mais seguras e

eficazes na terapéutica oncoldgica (45).
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A suplementacdo de acidos graxos 6mega-3 atenua a hepatotoxicidade
induzida pela doxorrubicina em ratos por meio de sua acao junto as mitocéndrias, do

hepatdcito.
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Avaliar a influéncia da suplementacdo de &cidos graxos 6mega-3 na
hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina, principalmente no metabolismo celular
e estresse oxidativo de hepatdcitos, em ratos tratados cronicamente com a droga.
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MATERIAL E METODOS
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Célculo do tamanho amostral

Para o calculo do tamanho amostral, utilizamos dados de estudo prévio de
Nnosso grupo de pesquisa que avaliou hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina
(dados ainda n&o publicados). Utilizamos como marcador de hepatotoxicidade o valor
de aspartato aminotransferase (AST) e o calculo foi feito com auxilio do programa
SigmaPlot 12.0. Considerando a diferenca entre as médias dos grupos controle e
tratado com doxorrubicina de 110 e desvio padrao esperado de 80, poder de teste de
80%, alfa de 0,05 e presenca de 4 grupos experimentais, chegamos ao numero

necessario minimo de 12 animais por grupo.
Acidos graxos 6mega-3
O suplemento de acidos graxos 6mega-3 utilizado no presente estudo foi da

marca Essential Nutrition®, que é constituido por:

Quadro 1. Composicao do acido graxo 6mega-3

Composicdo Acidos Graxos Omega 3 Quantidade em 1 g do produto
Acido eicosapentaenoico (EPA) 360 mg
Acido docosahexaneico (DHA) 240 mg
Outros acidos graxos 350 mg
Dl-alfa-tocopherol (vitamina E) 1,6 mg

Fonte: Essential Nutrition. Informagdes descritas no rétulo do produto.

Delineamento experimental

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp (CEUA-1428/2023). Foram utilizados 48
ratos Wistar machos, com peso corporal aproximado de 200 g, mantidos em ambiente
com temperatura controlada (25 °C), ciclo claro-escuro de 12 horas e livre acesso a
agua e a racdo, com 2 animais por caixa (41x34x18 cm), em ambiente enriquecido
com bolinhas de plastico, cordas de sisal e papéis toalha amassados. O peso corporal
e a ingestdo de racdo dos animais foram mensurados no inicio e no final do
experimento. Os ratos foram alocados em 4 grupos, com 12 animais cada: controle
(C), doxorrubicina (D), suplementacéo de acidos graxos 6mega-3 (W) e doxorrubicina
+ suplementacéo de &cidos graxos 6mega-3 (DW), conforme mostrado na Figura 1.

O experimento teve duracdo de 6 semanas. Durante essas 6 semanas, 0S

animais dos grupos W e DW receberam acidos graxos 6mega-3 na dose de 400
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mg/kg/dia, via gavagem, enquanto os grupos C e D receberam agua filtrada via
gavagem, em volume equivalente e na mesma frequéncia. A dose da suplementacéo
foi definida com base em estudos experimentais prévios. Em ratos Wistar, a
suplementacao diéria de acidos graxos 6mega-3 na dose de 400 mg/kg/dia por seis
semanas mostrou-se segura e eficaz na atenuacao de efeitos deletérios hepaticos e
renais induzidos por doxorrubicina, evidenciando seu potencial anti-inflamatorio e
citoprotetor (43). Adicionalmente, protocolos experimentais que empregaram a
mesma dosagem de 6mega-3 (400 mg/kg/dia) em ratas durante a gestacéo e lactacao
relataram auséncia de toxicidade significativa, reforcando a seguranca dessa dose
para investigacoes fisiolégicas e metabdlicas em modelos animais (46).

Na terceira semana de experimento, foi iniciado o tratamento com doxorrubicina
nos animais dos grupos D e DW, via intraperitoneal (ip), na dose de 4 mg/kg/1x por
semana, por 4 semanas, chegando a dose cumulativa de 16 mg/kg. Os animais dos
grupos C e W receberam injecdo de salina em volume equivalente, na mesma
frequéncia que os demais grupos.

Ao final do periodo experimental, todos os animais foram submetidos a
eutanasia, que foi realizada com dose excessiva de tiopental (120 mg/kg, ip), seguida
de abertura do abdome para retirada do figado. O figado foi pesado, cortado em
pequenos fragmentos que foram armazenados a -80 °C até o momento das analises
biomoleculares ou fixados em formol para analises histolégicas. Também foram
coletadas amostras de 3 ml de sangue em tubo seco. O sangue foi centrifugado a

21°C por 15 minutos para obtencéo do soro, que foi armazenado a -80 °C.



Figura 1. Representacdo do delineamento do estudo

Agua filtrada, VG

Il

|

Ac. graxos 6mega-3, vg
400 mg/kg/dia

Agua filtrada, VG

Agua filtrada, VG

Ac. graxos 6mega-3, vg
400 mg/kg/dia

Agua filtrada, VG

Salina, IP

Salina, IP

Doxorrubicina
4 mg/kg, IP
(1x/sem)

|

Ac. graxos 6mega-3, vg
400 mg/kg/dia

|

Ac. graxos 6mega-3, vg
400 mg/kg/dia

Doxorrubicina
4 mg/kg, IP

(1x/sem)

31

Eutanasia e coleta de material biolégico > —

Figura 1. C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos 6mega-3; DW: doxorrubicina +
acidos graxos 6mega-3. Vg: via gavagem. IP: via intraperitoneal.
Histologia

Apoés a eutanasia, foi obtida amostra do tecido hepatico, que foi fixado em
solucdo tamponada de formol a 10% por periodo de 24 horas. Apés a fixacdo, a
inclusdo do tecido em bloco de parafina foi realizada para obtencdo de cortes
histolégicos de 4 um. A coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE) foi realizada para
analise da estrutura geral do tecido e da presenca de infiltrado inflamatério. As
imagens foram capturadas por camera acoplada ao microscopio utilizando objetiva
40X e analisadas pelo software Image Pro-plus (Media Cybernetics, Sever Spring,

Maryland, EUA). Foram analisados 10 campos por lamina.

Determinacao de expressao proteica por Western blot

A técnica de western blot foi utilizada para quantificar as proteinas CPT1 e
OXPHOS. Primeiramente, foram feitos a extracédo e o fracionamento subcelular das
amostras com tampédo RIPA na concentracdo 1:1, além de protease e inibidores de
fosfatase, em aparelho Bullet Blender Standard® (de modelo BBX24, fabricado nos
Estados Unidos) para romper e homogeneizar tecidos. O homogenato foi centrifugado

a 15.000 rpm por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi transposto para novo tubo e
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armazenado a -80 °C. A concentragdo de proteina total foi analisada pelo método de
Bradford utilizando curva de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
como padréo.

ApoOs a quantificagdo da concentracdo de proteina, as amostras foram diluidas
em tampé&o Laemmli (Tris-HCI 240 mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de bromofenol
0,02% e B-mercaptoetanol 200 mM) e aquecidas a 100 °C por 5 min, com excec¢ao do
coquetel OXPHOS, para o qual as amostras ndo podem ser aquecidas.
Posteriormente, as amostras (contendo 30 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 240 mM pH 15,6, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e
resolucado (Tris-HCI 240 mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4
°C. A concentracdo do gel de empilhamento utilizada foi de 5% e a concentragéo do
gel de resolucao foi de 10 e 12%. Em um dos pocos do gel foi aplicado padréo de
peso molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e
nos demais pocos foram pipetadas amostras aleatoriamente. 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 tampao de corrida (Tris 0,25 M, glicina 192 mM e SDS 1%).

A sequir, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose em
sistema Mini-Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) com auxilio do tampao de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e SDS 0,1%). Os sitios
inespecificos de ligagdo do anticorpo primario a membrana foram bloqueados
mediante incubacdo com solucdo de 5% de leite em pd desnatado, dissolvido em
solucéo basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0, NaCIl 5M e detergente Tween 20) por 60 minutos
a temperatura ambiente sob constante agitacao.

Depois do bloqueio, as membranas foram incubadas com o0s anticorpos
primarios especificos para cada proteina analisada, diluidos em solucdo de 3% de
leite em p6 desnatado, dissolvido em solucdo basal. As membranas permaneceram
incubadas durante a noite a temperatura de 4°C, sob constante agitacdo. Apds a
incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas em solucéo basal
pH 8,0 e incubadas com os anticorpos secundarios especificos, diluidos em solugéo
de 1% de leite em p6 desnatado e dissolvida em basal. As membranas permaneceram

incubadas por 90 minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante.
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Posteriormente, a membrana foi lavada em solucdo basal pH 8,0 e a
imunodeteccéo foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia utilizando o
Immobilon® Classic Western HRP Substrate (Millipore, made in the USA). A
expressdo de todas as proteinas analisadas foi normalizada pela expressdo de
proteinas na coloracdo de Ponceau. A andlise das imagens foi realizada no programa

Image Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, EUA).

Anticorpos utilizados:

e CPT-1, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc., SC-393070),
diluicdo [1:100];

e OXPHOS, mouse monoclonal cocktail (Abcam plc, Inc., 45-8099), diluicao
[1:250]. Anticorpos secundarios utilizados:

e Anti-mouse goat IgG H&L (HRP), Abcam plc, Inc., AB-97023, diluicdo [1:5000]
para CPT-1 e OXPHOS;

Analise de estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado pela concentracdo de malondialdeido (MDA)
e da carbonilacao de proteinas no tecido hepatico. A concentracdo de MDA foi obtida
pelo método TBARS (Thiobarbituric acid-reactive substances). Para quantificacao,
foram diluidos 200 ul de sobrenadante do homogenato de cada amostra com 500 pl
de solucéo (TBA 0,67%, TCA 10%, HCI 0,25 N) e centrifugados por 10 minutos a 3500
rpm. Apés, as amostras foram incubadas em banho-maria (aproximadamente 100 °C)
por 45 minutos e, posteriormente, transferidas para microplaca (200 pl). A leitura foi
realizada a 532 nm e 600 nm em leitor de microplaca Spectra Max190 (Molecular
Devices®, Sunnyvale, CA, USA). Os resultados foram expressos como concentracao
de MDA-TBAZ2 [umol/L] corrigida por miligrama (mg) de proteina.

Para a analise da carbonilacdo de proteinas, foram adicionados 100 pl de
sobrenadante de tecido para 100 ul de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM em
HCI 2 M). As amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente,
seguidas de adicdo de 50 pl de NaOH (6 M) e incubadas por mais 10 minutos em
temperatura ambiente. A leitura foi realizada a 450 nm em leitor de microplaca Spectra
Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA), sendo obtidos o valor da
absorbancia das amostras e o coeficiente de extingdo molar (22000 M-1 cm-1). O

resultado é expresso em nmol/mg de proteinas.
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A avaliagdo da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT) também foi realizada no tecido hepético. A técnica para
determinacdo da SOD se baseia na inibicdo da reacado do anion radical superoxido
com o pirogalol. Para isso, utilizamos uma solugdo tampé&o (Tris-base 50 mmol/L;
EDTA 1 mmol/L em pH 8,5) e pirogalol 2,6 mmol/L (em &cido cloridrico a 10 mmol/L).
A oxidacdo do pirogalol leva a formagdo de um produto colorido, detectado por
espectrofotometria a 420 nm. A atividade da SOD € determinada medindo-se a
velocidade de formacdo do pirogalol oxidado. Os resultados foram expressos em
USOD/mg de proteina.

A atividade da CAT foi medida por meio da avaliacdo do consumo do peréxido
de hidrogénio. Este teste consiste em avaliar a diminuicdo da absorbancia no
comprimento de onda de 240 nm, sendo esse comprimento onde ha a maior absorcao
pelo peroxido de hidrogénio. Neste ensaio, foram utilizados os seguintes reagentes:
solucéo tampéao de fosfato de sédio 50 mmol/L + EDTA 1 mmol/L (pH 7,0) e perdxido
de hidrogénio 0,3 mol/L. Foi monitorada a diminuicdo da absorbancia do peréxido de
hidrogénio no comprimento de onda selecionado. A concentracdo € expressa em

moles/mg de proteina.

Dosagens bioquimicas

Foram dosadas as concentracdes seéricas de colesterol total (CT), lipoproteina
de alta densidade (HDL), triglicérides (TG) e glicemia dos animais utilizando kit
comercial de método enzimatico calorimétrico (Bioclin, Minas Gerais, BR), segundo

orientacdes presentes nas bulas dos kits.

Anélise de TGO e TGP

As atividades séricas de TGO (AST) e TGP (ALT) foram determinadas ao final
do protocolo experimental. O sangue foi coletado, centrifugado para obtencdo do soro
e as amostras foram armazenadas a —80 °C até o momento das analises.

As dosagens foram realizadas por método cinético em ultravioleta (UV),
utilizando kits comerciais da Bioclin (metodologia ITS.LB.027), conforme instru¢cdes do
fabricante. As analises foram conduzidas em analisador bioquimico automatico BS-

200 Mindray (Mindray, China). Os resultados foram expressos em U/L.

Atividade das enzimas do metabolismo energético
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Aproximadamente 30 mg de amostras do figado foram homogeneizadas em
300 pl de solugédo tampao com 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, inibidor de protease e
0,1% Triton X-100, sob pH 7,4, usando mini esferas de vidro (0,5 mm), a 12000 rpm
por 5 minutos a 4 °C em homogeneizador Bullet Blender® (Next Advance, Inc., NY,
EUA). O homogenato foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos, a 4°C. Amostras de
10 yl do sobrenadante foi utilizado para avaliar a atividade méaxima das principais
enzimas dometabolismo energético: hexoquinase (HK, EC 2.7.1.1), fosfofrutoquinase
(PFK, EC2.7.1.11), piruvato quinase (PK, EC 2.7.1.40), aldolase (EC 4.1.2.13), D-
lactatodesidrogenase (LDH, EC 1.1.1.28), citrato sintase (CS, EC 4.1.3.7), carnitina
palmitoiltransferase | (CPTI, EC 2.3.1.21), e creatina quinase (CK, EC 2.7.3.2). Os
ensaios foram realizados em duplicatas a 25 °C; a absorbancia foi medida a cada 60
segundos durante 10 minutos no espectrofotometro de microplacas Agilent BioTek
Epoch Microplate Spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
na absorbancia sob espectrofotometria a 340 nm ou 412 nm. O tampé&o de ensaio sem
amostra foi utilizado como branco. A concentracao de proteina foi analisada de acordo
com o método de Bradford.

e Atividade enzimatica da hexoquinase: o ensaio foi realizado em uma solucéo
de pH 8,2 contendo 50 mM Tris-HCI, 2 mM MgS0O4, 5 mM KClI, 0,2 mM NADH,
1 mM ATP, 1 mM glicose, 2 mM fosfoenolpiruvato, 2 U de lactato
desidrogenase, 4 U de piruvato quinase e 0,05% de Triton X-100. O ensaio foi
iniciado por adicéao de glicose.

e Atividade enzimatica da fosfofrutoquinase: o ensaio foi realizado em uma
solucéo de pH 8,2 contendo 50 mM Tris-HCI, 2 mM MgS0O4, 5 mM KCI, 0,2 mM
NADH, 1 mM ATP, 3 mM frutose-6-fosfato, 2 mM fosfoenolpiruvato, 2 U de
lactato desidrogenase, 4 U de piruvato quinase e 0,05% de Triton X-100. O
ensaio foi iniciado com adicéo de frutose-6-fosfato.

e Atividade enzimatica da piruvato quinase: o ensaio foi realizado em uma
solucdo de pH 7,4, contendo 38 nM de fosfato de potassio, 0,43 mM de
fosfoenolpiruvato, 0,2 mM de B-NADH, 6,7 mM de sulfato de magnésio, 1,3 mM
de adenosina-5'-difosfato, 20 U de lactato desidrogenase, 1 mM de frutose 1,6-
difosfato e 0,05% de Triton X-100. O ensaio foi iniciado com adicdo de
fosfoenolpiruvato (2 mM).

e Atividade enzimatica da aldolase: o ensaio foi realizado em uma solucao de 90

mM Tris, 1,9 mM frutose 1,6-diFosfato, 0,13 mM B-nicotinamida adenina
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nucleotideo, 5 a glicerofosfato desidrogenase/trifosfato isomerase e 0,025 —
0,050 aldolase. O ensaio foi iniciado com adi¢céo de frutose 1,6-bisfosfato (1,9
mM).

e Atividade enzimatica da citrato sintase: o ensaio foi realizado em uma solucéo
de 50 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, 0,2 mM de DTNB, 0,1 mM de acetil-
CoA, 0,5 mM de oxaloacetato e 0,05% de Triton X-100, pH 8,2. O ensaio foi
iniciado pela adicdo de oxalacetato (0,5 mM).

e Atividade enzimética da CPTI: o ensaio foi realizado em uma solu¢cédo de 60 mM
de Tris-HCI, 1,5 mM EDTA, 0,25 mM de DTNB, Triton X-100 0,05% (v/v), 0,035
mM palmitoil CoA e o homogeneizado (pH 8,1). A reacao foi iniciada com a
adicao de L-carnitina (1,25 mM).

e Atividade enzimatica da creatinoquinase: o ensaio foi realizado em uma
solucdo de concentracéo final, 91,1 mM Tris-HCI, 1 mM ATP, 0,262 mM -
nicotinamida adenina nucleotideo, 0,728 mM PEP, 10 mM creatina, 5 mM KClI,
2 mM MgSO4, 10 LDH e 0,4-0,06 piruvato quinase. A reacao foi iniciada com a

adicdo de creatina (10 mM).

Analise estatistica

Os dados estao apresentados em média + desvio padrao. A comparacgao entre
0s grupos foi realizada utilizando o teste estatistico GLM (Generalized Linear Model)
com distribuicdo gama. Quando houve interacédo entre os fatores, ou seja, valor de p
da interacdo <0,05, foram apresentados os resultados comparando os grupos de
interesse por pos-teste de Bonferroni. Quando o p da interacdo foi > 0,05, foram
apresentados os dados marginais, referentes ao efeito de cada fator isoladamente.
Foi considerada significancia estatistica de 5% para todas as analises. O software

estatistico Jamovi verséo 2.3.18.0 foi utilizado para realizacdo das analises.
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RESULTADOS
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Consumo de ragéo e peso corporal

Inicialmente, ndo foi observado diferenca significativa no peso corporal e
consumo de ragao entre os grupos experimentais (figura 2A). Ao final do experimento,
todos os animais que receberam doxorrubicina apresentaram perda de peso corporal
e reducdo no consumo de ragao significativos em comparacao aos animais que nao
receberam doxorrubicina (figura 2B-C).

Figura 2. Consumo de racéo e evolucao de peso corporal
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Figura 2. A: peso corporal inicial e final. B: consumo de racéo inicial e final. C: grupo controle; D: grupo
doxorrubicina; W: grupo acidos graxos dmega-3; DW: grupo doxorrubicina + acidos graxos émega-3; pW: valor de
p para o efeito dos acidos graxos dmega-3; pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pDxW: valor de p para a
interacdo entre os dois fatores. *Animais que receberam doxorrubicina foram diferentes dos animais que néo
receberam.

Peso do figado dos animais
Todos os animais tratados com doxorrubicina apresentaram reducao do peso
do figado em relacdo a todos os animais ndo tratados com o quimioterapico.

Entretanto, quando o peso do figado foi normalizado pelo peso corporal do animal,

nenhuma diferenca estatisticamente significante foi observada entre os grupos (figura
3).

Figura 3. Peso absoluto do figado e peso hepético normalizado pelo peso corporal

dos animais estudados.
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Figura 3. A: Peso do figado. B: Peso do figado normalizado pelo peso corporal. C: grupo controle; D: grupo
doxorrubicina; W: grupo acidos graxos dmega-3; DW: grupo doxorrubicina + acidos graxos 6mega-3; pW: valor de
p para o efeito dos acidos graxos dmega-3; pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pDxW: valor de p para a
interacdo entre os dois fatores. *Animais que receberam doxorrubicina foram diferentes dos animais que néo

receberam.

Andlise histoldgica do tecido hepéatico

De acordo com a analise qualitativa do tecido hepatico, ndo foram observadas

diferencas histologicas relevantes entre os grupos experimentais (figura 4).

Figura 4. Andlise histolégica do tecido hepatico.
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Flgura 4. TeC|do hepatlco corado com Hematoxnlna-eosma Imagens obtldas por m|croscop|o com aumento de
40x. C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos dmega-3; DW: grupo doxorrubicina + acidos
graxos 6mega-3.

Determinacao da expressao proteica por Western Blot

Foram determinadas as expressoes das proteinas CPT-1 e OX-PHOS no tecido
hepatico dos animais. A OX-PHOS é um coquetel de anticorpos com afinidade para
os complexos I, I, lll, IV e V da cadeia respiratoria mitocondrial. Vimos que a
expressdo dos complexos I, I, lll e V foi menor nos animais tratados com
doxorrubicina em comparacao aos animais ndo tratados com o quimioterapico (figura
5A-D). Nao observamos diferenca estatisticamente significante na quantificacdo da
proteina CPT-1 (figura 5E).
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Figura 5. Expressao dos complexos |, Il, lll e V do coquetel OXPHOS e da proteina
CPT-1.
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Figura 5. A-D: Expresséao dos complexos |, Il, lll e V do coquetel OXPHOS. E: Expressédo da proteina CPT-1. C:

grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos dmega-3; DW: grupo doxorrubicina + &cidos graxos
6mega-3; pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos dmega-3; pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina e
pDXW: valor de p para a interacéo entre os dois fatores. * Animais que receberam doxorrubicina foram diferentes

dos animais que n&o receberam.
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Lipideos séricos e glicemia

Conforme apresentado na Figura 6 (A-C), todos os animais tratados com
doxorrubicina apresentaram concentragfes séricas mais elevadas de colesterol total,
triglicérides e glicemia quando comparados com todos os animais que ndo a
receberam. A suplementacao de acidos graxos 6mega-3 néo foi capaz de atenuar as

alteracdes causadas pela doxorrubicina.

Figura 6. Lipideos séricos e glicemia
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Figura 6. A. Concentracdes séricas de colesterol total (CT); B. Triglicerideos (TGL); C. Glicemia (GLI) nos grupos
experimentais. C: grupo controle; W: grupo tratado com &cidos graxos Omega-3; D: grupo tratado com
doxorrubicina; DW: grupo tratado com doxorrubicina associada aos acidos graxos dmega-3. pW: valor de p para o
efeito dos acidos graxos émega-3; pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pDXW: valor de p para a interacao
entre os dois fatores.
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TGO e TGP séricos

Os niveis séricos das enzimas hepaticas TGO e TGP foram significativamente
influenciados pelo tratamento com doxorrubicina. Observou-se efeito significativo do
fator doxorrubicina para ambas as enzimas, caracterizado por reducdo de seus niveis
séricos, enquanto o tratamento com acidos graxos 6mega-3 ndo promoveu alteracao
significativa nesses marcadores. Além disso, ndo foi evidenciada interacdo
significativa entre doxorrubicina e acidos graxos 6mega-3. Esses resultados indicam
gue a administragcdo de doxorrubicina promoveu modificagcdo funcional no perfil
enzimatico hepatico, independentemente da suplementacdo com acidos graxos
0mega-3. Os valores estatisticos detalhados encontram-se apresentados na Figura 7
(A eB).

Figura 7. TGO e TGP séricos.
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Figura 7. A. Concentracdes séricas de TGO; B. Concentracdes séricas de TGP nos grupos experimentais. C:
grupo controle; W: grupo tratado com acidos graxos dmega-3; D: grupo tratado com doxorrubicina; DW: grupo
tratado com doxorrubicina associada aos acidos graxos 6mega-3. pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos
O6mega-3; pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pDxW: valor de p para a interacdo entre os dois fatores.

Anélise do estresse oxidativo

Ao analisarmos o estresse oxidativo no figado, vimos que houve aumento das
concentracbes de MDA nos animais tratados com doxorrubicina em relacdo aos
animais que nao tratados com o quimioterapico, mas sem diferenca estatisticamente
significante (pD = 0,07). Nao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos na CBO. Por outro lado, a atividade da CAT apresentou aumento expressivo

no grupo DW em comparacdo aos demais grupos experimentais, indicando que a



44

combinagdo das condi¢cdes potencializou a atividade dessa enzima antioxidante.
(tabela 1).

Tabela 1. Marcadores do dano oxidativo e atividade das enzimas antioxidantes
nmol/mg C W D DW

ptn (n = 10) (n = 10) (n = 10) (n=9) D pW  pi

MDA 725+241 849+260 10,01+427 10,02+566 007 0,604 0,613
CBO 485+115 499+137 644+351 490+242 0278 0313 0,227
SoD 341+10,12 331+713 434+1956 39,5+19,30 0,087 0,604 0,751
CAT 68,8+23,2 70,1+142 67,6+284 109+8,15%% 0,028 0,012 0,020

Tabela 1. C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos 6mega-3; DW: grupo doxorrubicina +
acidos graxos 6mega-3; MDA: malondialdeido; CBO: carbonila¢éo de proteinas; SOD: superdxido dismutase; CAT:
catalase. pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos 6émega-3; pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina e
pDxW: valor de p para a interacéo entre os dois fatores. Dados expressos em média + desvio padréo. *: p <0,05
guando comparado com grupo C #: p <0,05 quando comparado com grupo D. &: p <0,05 quando comparado com
grupo W.

Anélise do metabolismo energético

Os animais submetidos a suplementacdo de &acidos graxos Omega-3
apresentaram atividade reduzida das enzimas aldolase, citrato quinase e piruvato
guinase, em comparacdo aos animais que nao receberam o tratamento. Esses
achados sugerem efeito modulador dos acidos graxos 6mega-3 sobre atividades
enzimaticas relacionadas ao metabolismo energético celular. Por outro lado, as
enzimas citrato sintase e fosfofrutoquinase nao apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre os grupos analisados, indicando que a acdo dos
acidos graxos 6mega-3 pode ser seletiva sobre determinadas etapas metabdlicas
(tabela 2).

Tabela 2. Andlise da atividade das enzimas do metabolismo energético celular

nmol/min C W D DW

/mg ptn (n = 11) (n = 13) (n = 10) (n=8) pD pw pi

Aldolase 0,68 + 0,24 0,46 = 0,20 0,68+0,11 0,63+0,18 0,207 0,042 0,216
CK 1,24+0,90 0,003+0,005 120+0,556 0,14+0,38 0,807 <0,001 0,605

CPT1 0,42+0,10 0,29+0,09* 035+0,05 0,38+0,06 0,778 0,082 0,007
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CS 4,09 + 0,93 3,80+1,11
HK 1,40+ 0,42 1,09 + 0,66
PFK 1,75+ 0,65 2,02+1,29
PK 0,65 + 0,27 0,29 + 0,12

3,74+1,12

1,36 £ 0,28

1,79+0,52

0,55 + 0,50

3,80 + 0,90
2,17 + 0,92%
1,46 + 0,97

0,49 + 0,13

0,515

0,019

0,297

0,561

0,895

0,226

0,895

0,021

0,698

0,012

0,215

0,098

Tabela 2. C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos 6mega-3; DW: grupo doxorrubicina +
acidos graxos dmega-3. CK2: Citrato quinase; CPT1: Carnitina palmitoiltransferase 1; CS: Citrato sintase; HK:
Hexoquinase; PFK: Fosfofrutoquinase; PK: Piruvato quinase. pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos
6mega-3; pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina e pDxW: valor de p para a interagédo entre os dois fatores.
Dados expressos em média * desvio padrdo. *: p <0,05 quando comparado com o grupo C. & p <0,05 quando

comparado com o grupo DW.
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DISCUSSAO
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O presente estudo demonstrou que a administracéo crénica de doxorrubicina
promoveu importantes alteracfes metabdlicas hepaticas, piora do perfil bioquimico
sérico e alteracbes no metabolismo energético celular, mesmo na auséncia de
alteracbes morfolégicas detectaveis no figado. A suplementagéo cronica de acidos
graxos 6mega-3 por seis semanas foi capaz de modular parcialmente o metabolismo
energético hepatico, evidenciada pela reducéo da atividade das enzimas aldolase,
citrato sintase e piruvato quinase, além de aumentar a atividade da catalase, embora
ndo tenha revertido as alteragdes bioquimicas séricas induzidas pela doxorrubicina.
Em conjunto, esses achados sugerem potencial efeito hepatoprotetor parcial dos
acidos graxos 6mega-3.

Evidéncias experimentais indicam que a hepatotoxicidade induzida por
doxorrubicina estd fortemente relacionada a disfuncdo mitocondrial e a
desorganizacdo bioenergética precoce, as quais podem anteceder alteracbes
estruturais e elevacdo de marcadores classicos de lesdo hepatica (8). Além disso,
estudos demonstram que modificacdes metabdlicas hepaticas podem ocorrer mesmo
na auséncia de aumento de TGP, sugerindo que alteracbes mitocondriais
representam estagio funcional inicial da toxicidade (47). A mitocondria é reconhecida
como um dos principais alvos subcelulares das antraciclinas, e intervencdes capazes
de modular sua funcédo podem atenuar parcialmente os efeitos deletérios do farmaco
(48). Assim, no presente modelo experimental, a reducdo das transaminases,
associada ao comprometimento dos complexos da cadeia respiratéria e a auséncia
de dano oxidativo estrutural, reforca a hipétese de um estado de hipometabolismo e
disfuncéo bioenergética precoce, e ndo de necrose hepatocelular estabelecida.

As alteracdes metabdlicas hepaticas encontradas em nosso estudo reforcam a
hipétese de que a disfuncdo mitocondrial representa evento precoce na
hepatotoxicidade induzida por esse quimioterapico, precedendo o aparecimento de
lesbes estruturais detectaveis. A doxorrubicina interfere diretamente na cadeia
transportadora de elétrons, comprometendo a fosforilagdo oxidativa, o que resulta em
prejuizo da producédo de ATP e da homeostase energética celular (6,18). A reducao
observada na expressdo dos complexos |, Il, Illl e V da cadeia transportadora de
elétrons nos animais tratados com doxorrubicina encontra respaldo consistente na
literatura (49). Estudos experimentais demonstram que a doxorrubicina se acumula
preferencialmente na membrana mitocondrial interna devido a sua alta afinidade pela

cardiolipina, interferindo diretamente na organizagcéo e na funcionalidade da cadeia
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respiratéria. Trabalhos classicos mostram que o complexo | (NADH desidrogenase) é
particularmente sensivel a acdo da doxorrubicina, apresentando reducéo de atividade
mesmo em concentracdes relativamente baixas do farmaco, o que compromete a
transferéncia inicial de elétrons do NADH para a ubiquinona e favorece o escape
eletrénico e a formacao de espécies reativas de oxigénio (50).

Além disso, h& evidéncias de que a doxorrubicina também prejudica a
respiracdo mitocondrial dependente do complexo Il (succinato desidrogenase),
indicando que o comprometimento ndo se restringe apenas a via dependente de
NADH, mas também afeta a integracéo entre o ciclo de Krebs e a cadeia respiratoria.
Embora o complexo Il ndo bombeie prétons, sua reducédo limita o fluxo global de
elétrons para a ubiquinona, impactando indiretamente a eficiéncia da fosforilagéo
oxidativa. Esse mecanismo pode explicar por que, no presente estudo, observou-se
comprometimento simultaneo de mais de um ponto de entrada de elétrons (51).

O complexo Il (citocromo bcl), responsavel pela transferéncia de elétrons da
ubiquinona reduzida para o citocromo ¢ e pelo bombeamento adicional de protons,
também é descrito como sitio relevante de producéo de espécies reativas de oxigénio
guando ha acamulo de elétrons na cadeia. A reducdo na sua expressao pode refletir
tanto dano estrutural direto quanto desorganizacdo dos supercomplexos
mitocondriais, uma vez que a estabilidade funcional da cadeia respiratéria depende
da interacéo fisica entre os complexos I, lll e IV (52). Assim, alteracdes primarias no
complexo | podem repercutir estruturalmente sobre o complexo Ill, justificando
padrdes semelhantes de reducéo entre esses fatores (53).

No que se refere ao complexo V (ATP sintase), sua diminuicdo sugere
repercussao funcional final da desorganizacdo da cadeia respiratdria, uma vez que a
sintese de ATP depende diretamente do gradiente eletroquimico gerado pelos
complexos | e Il (54). Estudos indicam que a doxorrubicina reduz a eficiéncia da
fosforilacdo oxidativa e a producdo de ATP, mesmo antes da instalacdo de dano
histolégico evidente, corroborando os achados do presente trabalho (49). A reducao
do complexo V pode, portanto, representar consequéncia secundaria da diminuicao
do fluxo eletrénico e do gradiente de protons, refletindo comprometimento
bioenergético global (55).

A literatura também descreve que a suscetibilidade dos complexos
mitocondriais a doxorrubicina ndo € homogénea. O complexo | é frequentemente

apontado como o mais sensivel ao dano oxidativo e a interferéncia direta da droga,
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enquanto alteragbes em outros complexos podem depender da dose, do tempo de
exposicdo e da capacidade adaptativa celular (56). Essa heterogeneidade pode
explicar por que alguns complexos apresentaram alteragdes mais pronunciadas entre
os fatores avaliados, enquanto outros permaneceram relativamente preservados.
Diferencas na composic¢ao estrutural — com subunidades codificadas tanto pelo DNA
nuclear quanto pelo DNA mitocondrial — também podem contribuir para respostas
distintas ao estresse oxidativo e a interferéncia farmacolégica (57).

Resultados semelhantes aos nossos séo descritos na literatura, nos quais nao
foram observadas alteracdes histolégicas hepaticas apdés a administracdo de
doxorrubicina, apesar da presenca de estresse oxidativo elevado e disfuncao
mitocondrial (19,20). Esses dados indicam que alteragGes bioquimicas e metabdlicas
representam marcadores mais sensiveis para a deteccdo precoce da toxicidade
hepatica induzida por esse farmaco.

No presente estudo, os animais tratados com doxorrubicina apresentaram
aumento das concentracbes seéricas de colesterol total, triglicerideos e glicemia,
independentemente da suplementacao de acidos graxos 6mega-3. Esse achado esta
de acordo com estudos que mostram que a doxorrubicina promove dislipidemia e
alteracoes no metabolismo glicidico, possivelmente em decorréncia do aumento da
lipolise periférica, maior fluxo de acidos graxos para o figado e resisténcia a acdo da
insulina (21,22). Embora os acidos graxos dmega-3 seja amplamente descrito como
agente hipolipemiante e modulador do metabolismo glicidico (23,24), no presente
estudo sua suplementacédo nao foi capaz de atenuar essas alteracfes, o que pode
estar relacionado a intensidade da toxicidade induzida pela doxorrubicina, ao modelo
experimental utilizado ou ao fato de que as alteracdes sistémicas promovidas pelo
guimioterapico ultrapassam a capacidade moduladora do suplemento nesse contexto.

A CPT-1 (carnitina palmitoiltransferase 1) € a enzima limitante da p-oxidacéo
de acidos graxos de cadeia longa, localizada ha membrana mitocondrial externa. Sua
funcao é converter acil-CoA em acil-carnitina, permitindo o transporte do acido graxo
para o interior da mitocondria, onde sera oxidado para geracao de acetil-CoA, NADH
e FADH, (58). Dessa forma, a CPT-1 regula a entrada de substrato lipidico na
mitocdndria e influencia diretamente a oferta de equivalentes redutores para a cadeia
transportadora de elétrons.

No presente estudo, ndao houve diferenca significativa na expressao da CPT-1

entre os grupos, mesmo diante das alteragdes nos complexos da cadeia respiratoria.
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Esse achado sugere que o comprometimento energético induzido pela doxorrubicina
nao ocorreu na etapa de transporte de acidos graxos para a mitocéndria, mas sim em
etapas posteriores da bioenergética, especialmente na fosforilacdo oxidativa. Ou seja,
a entrada de substrato pode ter permanecido preservada, enquanto a utilizagao
eficiente dos equivalentes redutores foi prejudicada pela disfuncdo da cadeia
respiratoria.

Além disso, a expresséao proteica nem sempre reflete a atividade funcional da
enzima, que pode ser modulada por mecanismos regulatorios, como a inibicdo por
malonil-CoA. Assim, a auséncia de alteracao na CPT-1 reforca a hipétese de que o
principal sitio de comprometimento metabdlico, neste modelo, foi a cadeia
transportadora de elétrons e ndo a B-oxidacéo propriamente dita.

A suplementacao com acidos graxos 6mega-3 promoveu aumento da atividade
da catalase, indicando ativac&o do sistema antioxidante enzimatico. A catalase exerce
papel fundamental na remocdo do peroxido de hidrogénio e na prevencao da
formacé&o do radical hidroxila (26). Estudos experimentais mostraram que o 6mega-3
pode aumentar a atividade de enzimas antioxidantes em diferentes modelos de
estresse oxidativo (27,28).

Embora a doxorrubicina seja amplamente descrita como indutora de estresse
oxidativo por meio da geracdo excessiva de espécies reativas de oxigénio na
mitocondria (6,18), no presente estudo ndo foram observadas diferencas significativas
nos niveis de malondialdeido (MDA) ou carbonilacdo proteica entre 0s grupos
experimentais. O MDA é um dos principais produtos finais da peroxidacao lipidica,
refletindo dano oxidativo a membranas ricas em &cidos graxos poli-insaturados,
enquanto a carbonilacdo proteica representa modificacdo oxidativa irreversivel de
proteinas estruturais e enzimaticas. Ambos séo considerados marcadores classicos
de dano oxidativo estabelecido (59).

Estudos prévios demonstram que a elevacéo desses marcadores em modelos
de toxicidade por doxorrubicina € dependente da dose cumulativa, da duracdo da
exposicao e do grau de comprometimento dos sistemas antioxidantes endégenos (19—
21,25). Em modelos com maior carga oxidativa ou exposicao prolongada, observa-se
aumento significativo de MDA e carbonilagéo, frequentemente associado a reducao
da atividade de enzimas antioxidantes e presenca de alteracdes histologicas

evidentes (60). Por outro lado, ha relatos de disfuncdo mitocondrial precoce sem
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aumento concomitante desses marcadores, sugerindo que o0 comprometimento
bioenergético pode anteceder o dano oxidativo estrutural mensuravel (49).

Em nossos estudos anteriores (43,44), verificou-se que o aumento de MDA e
carbonilacdo esteve mais consistentemente associado a condigdes de maior
desregulacéo redox ou reducado da capacidade antioxidante hepética. Quando houve
preservacdo ou ativacdo compensatodria de enzimas como catalase, os marcadores
de peroxidacao lipidica ndo se elevaram de forma significativa, mesmo na presenca
de insulto farmacoldgico (61). Esse padrdo é semelhante ao observado no presente
trabalho, no qual se identificou aumento da atividade da catalase, especialmente nos
grupos suplementados com 6mega-3.

Assim, a auséncia de elevacdo de MDA e carbonilagcdo neste modelo pode
indicar que a geracado de espécies reativas, embora possivelmente aumentada em
nivel mitocondrial devido a reducdo dos complexos da cadeia respiratoria, foi
eficientemente tamponada pelos mecanismos antioxidantes celulares. Esse cenario
sugere que a leséo hepatica induzida pela doxorrubicina, nas condicdes experimentais
empregadas, encontra-se em estagio funcional e bioenergético inicial, no qual ha
desorganizacdo da cadeia transportadora de elétrons sem progressdo para dano
oxidativo estrutural detectavel. Portanto, nossos achados reforcam a nocao de que
alteracdes mitocondriais podem preceder o aumento de marcadores classicos de
estresse oxidativo, sendo estes ultimos mais indicativos de faléncia compensatoéria do
sistema antioxidante do que de disfuncdo mitocondrial isolada.

Este estudo apresenta algumas limitacdes, como a utilizacdo de apenas uma
dose de 6mega-3, sem a avaliacdo de um possivel efeito dose—resposta, e a auséncia
de andlises de expressado génica de proteinas envolvidas no metabolismo energético
e no sistema antioxidante. Além disso, embora o periodo de suplementacdo tenha
sido de seis semanas, tempo suficiente para promover adaptacfes metabdlicas, esse
intervalo pode nao ter sido suficiente para o desenvolvimento de alteracfes
morfolégicas hepaticas detectaveis. Por outro lado, destaca-se como ponto forte a
utilizacdo de um modelo de suplementacao crbénica associado a analise integrada do
metabolismo energético, da funcdo mitocondrial e do estresse oxidativo, permitindo
uma avaliacdo funcional precoce da hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina,
abordagem ainda pouco explorada na literatura.

Em conjunto, os resultados demonstram que a doxorrubicina promove

disfuncdo mitocondrial hepética precoce, caracterizada por comprometimento da



52

cadeia transportadora de elétrons e desorganizacdo bioenergética, mesmo na
auséncia de alteragdes morfoldgicas detectaveis ou aumento de marcadores classicos
de dano oxidativo. A suplementacédo crénica com acidos graxos 6mega-3, embora ndo
tenha revertido as alteracdes bioquimicas sistémicas, exerceu efeito modulador sobre
0 metabolismo energético hepatico e fortaleceu o sistema antioxidante enzimatico,
evidenciado pelo aumento da atividade da catalase. O estudo amplia a compreenséo
dos mecanismos envolvidos na hepatotoxicidade induzida pela doxorrubicina e reforca
a importancia da identificacdo de estratégias capazes de modular precocemente
alterac6es metabdlicas antes do estabelecimento de dano irreversivel.
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CONCLUSAO
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A suplementacdo de acidos graxos dmega-3 atenuou parcialmente os efeitos
deletérios induzidos pela doxorrubicina no figado dos animais estudados. Observou-
se modulagdo da atividade de enzimas envolvidas no metabolismo energético
hepético, sugerindo acéo reguladora do metabolismo celular.

Entretanto, a suplementacéo néo foi capaz de reverter as alteracdes bioquimicas
séricas nem restaurar completamente a funcdo mitocondrial comprometida pela
doxorrubicina. Esses achados indicam que os acidos graxos 6mega-3 exercem efeito
protetor parcial frente & hepatotoxicidade induzida pelo quimioterapico.
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ANEXOS



Anexo 1. Imagens dos géis de Western Blot proteina GAPDH e Ponceau.
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Anexo 2. Imagens dos géis de Western Blot proteina CPT-1 e Ponceau.
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Anexo 3. Imagens dos géis de Western Blot completo OXPHOS e Ponceu.
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