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IMPACTO SOCIAL
ESPERADO



Apesar da alta efetividade da doxorrubicina contra canceres, essa
quimioterapia pode afetar érgdos saudaveis, piorando a qualidade de vida e a
sobrevida dos pacientes. Ainda nao existe tratamento eficaz para prevenir esses
efeitos colaterais. Nesse estudo, avaliamos o uso do édmega-3 na atenuagdo das

lesdes causadas pela doxorrubicina nos vasos sanguineos.
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RESUMO



Introdugdo: A remodelagado vascular € uma das primeiras modificagdes resultantes
do uso da doxorrubicina e € mediada por disfuncdo endotelial. Os acidos graxos
Omega 3 sdo conhecidos por seus efeitos benéficos na atenuacéo da inflamagéao, do
estresse oxidativo e, consequentemente, diminuicido da aterosclerose. Entretanto, o
seu efeito na lesao vascular induzida pela doxorrubicina € desconhecido. Objetivo:
Avaliar a influéncia da suplementagdo de acidos graxos émega 3 na estrutura,
regulagdo e funcionamento vascular de ratos tratados cronicamente com
doxorrubicina. Material e métodos: 72 ratos Wistar machos foram utilizados e
divididos em 4 grupos: controle (C), acidos graxos 6mega 3 (O3), doxorrubicina (D) e
tratamento associado, doxorrubicina e acidos graxos émega 3 (DO3). Os acidos
graxos 6mega 3 (400 mg/kg/dia) foram administrados via gavagem por 6 semanas.
Apods 2 semanas de suplementagédo de acidos graxos émega 3, foram iniciadas as
injecoes de doxorrubicina (4 mg/kg, ip, 1x/semana) por 4 semanas. Ao final da sexta
semana, foi realizada eutanasia, analise da funcao vascular da aorta toracica e coleta
de material bioldgico para as analises bioquimicas. Resultados: A doxorrubicina
induziu disfuncao endotelial, evidenciada pela reducao de relaxamento em resposta a
acetilcolina e hipercontragdo em resposta a Fenilefrina. O aumento sérico de
malondialdeido e carbonilagdo de proteinas, confirma que o estresse oxidativo tem
papel central na disfuncdo endotelial. Além disso, a doxorrubicina alterou a matriz
extracelular da aorta, aumentando a quantidade de metaloproteinase da matriz -9 e
reduzindo a quantidade de colageno 1 e 3. A suplementacgéo de acidos graxos 6mega
3 causou hipercontragdo em resposta ao Cloreto de Potassio, que somada ao
relaxamento preservado, ao aumento da espessura da musculatura lisa vascular, bem
como manutencgao de estresse oxidativo basal, indicam remodelagdo adaptativa, mas
nao patologica. Entretanto, a suplementacdo ndo trouxe qualquer efeito a
remodelagdo vascular induzida pela doxorrubicina na aorta. Conclusao: A
doxorrubicina induziu remodelagdo vascular por meio da disfuncdo endotelial e
alteracdo da matriz extracelular. A suplementagcdo de acidos graxos Omega 3
remodelou a aorta, com preservacdo de fungcao vascular, mas esse efeito nao

interferiu na remodelacao vascular induzida pela doxorrubicina.

Palavras-chave: estresse oxidativo; disfuncdo endotelial; doxorrubicina; acidos

graxos 6mega 3.



ABSTRACT



Introduction: Vascular remodeling is among the earliest modifications induced by
doxorubicin and is mediated by endothelial dysfunction. Omega-3 fatty acids are
known for its beneficial effects on the attenuation of inflammation and oxidative stress,
consequently reducing atherosclerosis. However, its effect on doxorubicin-induced
vascular injury remains unknown. Objective: to evaluate the influence of
supplementation with omega-3 fatty acids on vascular structure, regulation and
function of rats chronically treated with doxorubicin. Materials and methods: 72 male
Wistar rats were used and assigned to four groups: control (C), doxorubicin (D),
omega-3 fatty acids (O3), and doxorubicin + omega-3 fatty acids supplementation
(DO3J). Omega-3 fatty acids (400 mg/kg/day) were administered by gavage for 6
weeks. After 2 weeks of omega-3 fatty acid supplementation, doxorubicin (4 mg/kg, ip,
weekly) injections were initiated and continued for 4 weeks. By the end of the sixth
week, euthanasia was performed, thoracic aorta vascular function was analyzed, and
biological samples were collected for biochemical analyses. Results: doxorubicin
induced endothelial dysfunction, evidenced by reduced relaxation in response to
acetylcholine and hypercontraction in response to phenylephrine. The increased
serum levels of malondialdehyde and protein carbonylation confirm that oxidative
stress plays a central role in endothelial dysfunction. Furthermore, doxorubicin altered
the extracellular matrix of the aorta, increasing the amount of matrix metalloproteinase-
9 and reducing the levels of collagen types | and Ill. Omega-3 fatty acids
supplementation caused hypercontraction in response to Potassium Chloride,
combined with preserved relaxation, increased vascular smooth muscle thickness, and
maintenance of basal oxidative stress, indicates adaptive, rather than pathological,
remodeling. However, the supplementation had no effect on doxorubicin-induced
vascular remodeling in the aorta. Conclusion: Doxorubicin induced vascular
remodeling through endothelial dysfunction and alterations in the extracellular matrix.
Omega-3 fatty acids supplementation remodeled the aorta with vascular function
preservation, but this effect did not interfere with doxorubicin-induced vascular

remodeling.

Keywords: oxidative stress; endothelial dysfunction; doxorubicin; omega-3 fatty acids.
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O cancer esta entre as principais causas de morte no mundo. Anualmente, sdo
contabilizadas quase 10 milhdes de mortes atribuidas a doenga (1). O diagndstico de
cancer leva a comprometimento fisico, emocional e financeiro aos individuos, familias,
comunidades e sistemas de saude (2). Muitos s&o os avangos terapéuticos no
tratamento da doenga, entretanto, as complicagdes ainda sdo muito comuns nesses
casos (3).

A doxorrubicina é um quimioterapico da classe das antracilinas amplamente
utilizado no tratamento de diversos tipos de canceres desde a década de 60. Ela € um
antibiético produzido a partir da espécie Streptomyces peucetius e seu mecanismo de
acio envolve a interacdo com o Acido Desoxirribonucleico (DNA) que resulta em um
complexo genotoxico DNA-doxorrubicina, que inibe a enzima topozoimerase 2 e gera
morte celular. A efetividade do tratamento da doenca com esse tipo de medicamento
€ bem estabelecida, porém sua acgao sistémica resulta em diversos efeitos colaterais
como a cardiotoxicidade, considerado o mais grave deles (4).

A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina pode provocar arritmia,
cardiomiopatia, disfungcdo ventricular esquerda e evoluir para quadro clinico de
insuficiéncia cardiaca. Seu desenvolvimento é dose-dependente e por isso o aumento
da incidéncia é diretamente proporcional ao aumento da dose cumulativa. Com o
objetivo de reduzir ao maximo os danos ao coragao, foi determinado que 450 mg/m?
de superficie corporal € a dose limite para seu uso clinico em adultos (4,5).

Embora a cardiotoxicidade seja o efeito colateral mais estudado devido a sua
gravidade, alteracbes importantes no figado, rins, cérebro, testiculos e vasculatura
periférica também tém sido observadas (6—10).

Quanto as alteragbes vasculares, queda do fluxo sanguineo para ovarios,
testiculos e artéria femoral e alteragdo na estrutura dos vasos sanguineos foram
observadas poucos minutos apds a administragao da doxorrubicina em camundongos
(11). Em estudo com ratos e cardiotoxicidade aguda induzida pela doxorrubicina, a
perda de peso abrupta dos animais também sugeriu queda da volemia e possivel
vasoconstricdo para manutencdo da perfusdo organica (10). Sabendo que esses
fatores podem contribuir para o agravamento da insuficiéncia cardiaca nos pacientes
em tratamento com o quimioterapico, a compreensao mais profunda dos mecanismos
de regulagdo e agressao vascular envolvidos na toxicidade induzida pela

doxorrubicina é importante.
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A remodelacdo vascular € definida como alteragdes estruturais dos vasos
sanguineos decorrentes de mudangas que acontecem em todas as camadas
vasculares (tunica intima, tinica média e tinica adventicia). E um mecanismo
fisiolégico que promove adaptagdo dos vasos sanguineos com objetivo de garantir
perfusdo adequada aos tecidos e manter a homeostase vascular. A remodelagao pode
ser interna ou externa a depender da alteragdo causada no calibre do vaso. A
remodelagao interna apresenta vaso ndo dilatado e mais rigido, com presencga de
células musculares lisas vasculares e matriz extracelular rearranjada em volta de um
lumen estreitado. A remodelagdo externa descreve mudangas na camada média
direcionada para fora que resulta na dilatagao do vaso e de seu lumen. Ambas podem
apresentar hipotrofia, eutrofia ou hipertrofia da parede dos vasos (12).

O modelo mecéanico-biolégico proposto na literatura sobre a remodelagdo
vascular, defende o papel direto e indireto que as forgas mecanicas desempenham
nesse processo. E caracterizado por mudancas dinamicas e coordenadas no fenétipo
contratil celular, montagem do citoesqueleto, adesdes celulares e organizagdo da
Matriz Extracelular (MEC) com o objetivo de manter a homeostase tensional (13).

Resumidamente, a remodelagao vascular ocorre em trés estagios: 1) Por forgas
externas, como tensdo de cisalhamento, pressido arterial alterada, mudangas na
rigidez da MEC derivadas de inflamagdo ou outras condigcbes 2) Alteracbes
vasomotoras, que se associam a ligeira proliferagédo celular, migragéo e reorganizagéo
da MEC para suporte precoce do reestabelecimento da homeostase tensional; 3)
Remodelagao do citoesqueleto, da MEC e adeséo celular para reestabelecimento da
homeostase tensional e criagdo de nova estrutura de vasos (14).

O Oxido Nitrico (NO) é um importante vasodilatador presente na manutengao
da homeostase tensional. E responsavel por modular o ténus vascular basal e
estimula-lo, bem como modular o fluxo e a pressdo sanguinea (15). E produzido por
meio da ativacdo da enzima NO-sintase endotelial (e-NOS) em resposta ao
cisalhamento. A eNOS pode ser fosforilada pela via Akt (proteina quinase B), AMPK
(Proteina quinase ativada por AMP), PKA (proteina quinase A) ou de regulagao
negativa PKCd (proteina quinase C 8). A proteina de choque térmico 90 (Hsp90)
também estimula a ativagéo da e-NOS e contribui para liberagédo de NO (16,17).

Em condi¢des de baixos niveis ou niveis oscilatérios de tensdo de
cisalhamento arterial pode ser observado efeito modulador no eixo NO-superéxido,

que é considerado uma via de modulacdo da homeostase tensional. Além do eixo NO-
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superoéxido, existem outros fatores envolvidos na regulagdo desse sistema e ainda
nao se sabe qual desempenha papel mais importante. Apesar disso, € indiscutivel o
papel central que o endotélio desempenha, sendo parte fundamental da remodelacao
vascular tanto fisiolégica como patoldgica (18).

O endotélio € uma camada unica e continua de células que separa o sangue
da parede vascular. E responsavel pela manutengdo do ténus vascular e homeostase
dos vasos, uma vez que € responsavel pela conservagao do fluxo sanguineo laminar,
preservacdo da fluidez da membrana plasmatica, criacdo de mecanismos
anticoagulantes, inibicdo da proliferacdo e migragao celular e controle da resposta
inflamatadria (19).

Além do NO, o endotélio produz outros fatores vasodilatadores como o fator de
hiperpolarizagdo derivado do endotélio, prostaciclinas e cininas e alguns
vasoconstritores como angiotensina Il e endotelina-1 (ET-1). Em conjunto, esses
fatores mantém o fluxo sanguineo laminar, a integridade do vaso e evitam o
desenvolvimento da aterosclerose (19).

Quando ha sobreposicado dos efeitos vasoconstritores sob os vasodilatadores
ocorre disfungao endotelial. Isso geralmente acontece pela baixa biodisponibilidade
de NO associada a perda da funcao vasculo-protetora, que determinara o tamanho
final do vaso sanguineo (18).

A disfungao endotelial gerada pela doxorrubicina tem sido explorada como fator
importante no entendimento das alteragdes vasculares e surgimento da
cardiotoxicidade. Assim como na cardiotoxicidade, o estresse oxidativo parece
apresentar papel central na lesdo dos vasos sanguineos (20,21). A doxorrubicina é
convertida em radical semiquinona, que € transformado em superéxido por meio de
vias cataliticas (NADPH-desidrogenase, xantina oxidase citosolica, citocromo reticular
endoplasmatico p450, NADPH-redutase ou 6xido nitrico sintase) ou do complexo
doxorrubicina-ferro. O superoxido reage ao 6xido nitrico e forma peroxinitrito que é
uma espécie reativa de nitrogénio. Quando as enzimas antioxidantes catalase e
glutationa peroxidase nao conseguem mais suprir a demanda de sequestrar as
espécies reativas, elas se acumulam nas células endoteliais (22). Em decorréncia, sao
observados danos estruturais e metabdlicos ao endotélio. O dano ao DNA
mitocondrial resulta na ativacao de via apoptética por meio da liberacédo de citocromo
c, ativacao da via das caspases e diminuicdo na expressao da proteina anti-apoptotica
Bcl-2 (21,23).
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Também podemos observar prejuizo na secregdo paracrina das células
endoteliais apos a administragao de doxorrubicina. As moléculas paracrinas derivadas
das células endoteliais atuam na saude do miocardio, cuidando da funcéo,
sobrevivéncia e adaptagcdo a agentes estressores. Entre as moléculas paracrinas
desreguladas pela doxorrubicina estdo ET-1, NO, prostaglandina 12 e neuregulina
(24).

A ET-1 é um vasoconstritor que atua na liberacdo de calcio no reticulo
sarcoplasmatico por meio da ativacdo da proteina Gq que estimula a contratilidade
miocardica (25). O NO também modula a contratilidade miocardica por meio da via
guanilato ciclase (26). Estudo evidencia que a diminuicao de NO esta associada ao
aumento da rigidez vascular em pacientes tratados com doxorrubicina (27).

A producao de NO pelo endotélio também é controlada por moléculas lipidicas
pertencentes a familia das esfingosina-1-fosfatase (E1F). A esfingosina-1-fosfatase
do receptor 1 (E1FR1) é reguladora do fluxo e pressédo sanguinea. Foi verificado que
0 uso de antagonista funcional da E1FR1 (FTY720) levou a efeitos colaterais
cardiovasculares (28). A E1FR1 é ativada de forma autécrina/paracrina pela E1F
liberada pelo endotélio quando ha aumento do fluxo sanguineo, promovendo a
producao de NO e vasodilatagdo. Ao contrario, a E1FR3 atua principalmente na
regulacdo do ténus da camada de musculo liso em resposta a E1P, que ¢é sinalizada
apdés aumento da pressao intraluminal, porém nao apresenta efeito sobre a pressao
arterial sistémica (29).

Além das alteragcbes endoteliais, a administracdo de doxorrubicina
desorganizou a estrutura do musculo liso vascular da aorta de ratos, provocou
regulacdo negativa de adrenorreceptores a1 e diminuiu a circulagado de éxido nitrico
independente do endotélio. Todos esses sdo fatores contribuintes para reducédo das
respostas contrateis e relaxantes da vasculatura (30).

Outro fator crucial na remodelacao vascular é a regulagao dindmica da MEC,
caracterizada pelo equilibrio relativo entre sintese, montagem e secregcdo das
proteinas constituintes da MEC e sua degradagao. Além do papel estrutural da MEC,
que protege as células da parede dos vasos contra a forga de cisalhamento, ela auxilia
as células musculares lisas vasculares na manutencao da elasticidade e contratilidade
dos vasos. Além disso, a MEC regula a migragao das células endoteliais, essencial

para a remodelacao dos vasos (31).
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A dindmica da MEC é dependente da acdo de enzimas denominadas
metaloproteinases de matriz (MMP). As MMP sdo uma familia de 25 enzimas
proteoliticas que tem como alvo diversos componentes da matriz, como o colageno.
O aumento da atividade de MMP faz com que ocorra degradagao da MEC e mudanca
de sua constituicdo. As MMP-2 e -9 predominam tanto no coragdo como no tecido
vascular. Elas sdo denominadas gelatinases e ja se sabe que alteragbes nessas
enzimas se relacionam a remodelagdo vascular (32-34). Em estudos prévios foi
observado que a doxorrubicina aumenta a atividade de MMP-2 no coragao, entretanto,
nao ha estudos que verificaram se isso ocorre nos vasos sanguineos nessa condigao
(35,36).

A MEC também ¢é afetada pela via NO/S-nitrosilagao, que leva a diminui¢ao da
migragao de ceélulas musculares lisas vasculares, mudangas na producao de fatores
de crescimento e ativagdo das MMPs pelo aumento do estresse oxidativo provocada
por essa via. Ha ainda outros fatores envolvidos na regulagdo da MEC, como a
producdo de superoxidos derivados da Nox (complexo enzimatico da NADPH
oxidase), que € a maior fonte de espécies reativas na vasculatura. Esses derivados
interferem com componentes intrinsecos da MEC, como fibrilina-1, colageno e
elastina. A Nox1 estimulou a secregcao de colageno | apos lesao vascular e a Nox4
regulou a expressdao de fator de crescimento transformador beta (TGF-B) em
diferentes modelos de doengas associadas a remodelacéo vascular e MEC (37).

Alguns estudos tém mostrado efeitos positivos de algumas terapéuticas que
tem como alvo a redugao do dano vascular provocado pela doxorrubicina (38—42).
Entretanto, ndo ha terapéuticas adjuvantes totalmente desenvolvidas e eficazes para
mitigar tais efeitos deletérios. Por isso, a investigagdo de novos compostos com
potencial preventivo se faz importante.

Os acidos graxos 6mega 3 sdo uma familia de acidos graxos poli-insaturados
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 6leos vegetais. Ele é precursor de EPA e DHA,
entretanto essa conversao € muito baixa e por isso sao 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, salméao,

arenque, atum branco e sardinha, &€ muito incentivado (43).
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Muitos efeitos benéficos sao atribuidos a ingestdo de acidos graxos 6mega 3.
Entre eles, podemos citar sua influéncia na composigédo lipidica da membrana,
atuando na biossintese de eicosanoides, cascatas de sinalizagao celular e expressao
génica de proteinas ligadas ao desenvolvimento da aterosclerose e estimulo de vias
de inflamagéo, como a molécula de adesao celular vascular 1 (VCAM-1) e molécula
de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) (44—46). Além disso, os acidos graxos 6mega 3 séo
capazes de melhorar o perfil lipidico e ha evidéncia de que possam atuar de modo
positivo em doencgas cardiovasculares, diabetes, cancer e doengas mentais (47—-49).

Os acidos graxos 6mega 3 também s&o responsaveis pela formacao de
moléculas conhecidas como mediadores pro-resolutivos especializados (SPMs), que
sao as resolvinas, protectinas e maresinas. Elas atuam na fase de resolucéo da
inflamacao por meio do bloqueio de influxo de células inflamatdrias, promocgao da
saida de células inflamatdrias do local lesionado, modulagao da resposta inflamatéria
das células T, eliminagao de patégenos e eferocitose (50).

As resolvinas estdo entre os SPMs mais estudados atualmente. S&o divididas
em série E e D devido aos seus diferentes precursores. As resolvinas E sao
metabdlitos do EPA e as resolvinas D sdo metabdlitos do DHA. A resolvina E1 (RVE1)
limitou a inflamagcdo mediada por neutrofilos em modelo de aterosclerose
experimental, reduziu o estresse oxidativo e a formacao de nucleo necrético em
macrofagos in vitro devido diminui¢ao da captagéo de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) oxidada (51). A resolvida D2 (RvD2) é responsavel por inibir a ativagdo do
inflamossoma, complexo multiproteico que é ativado quando ha acumulo de lipidios
derivados de lipoproteinas em macréfagos ou células dendriticas. Quando ativo, o
inflamossoma libera citocinas pro-inflamatérias como, interleucina-13 e interleucina-
18, que irdo liberar cascata de citocinas (52). Os SPMs RvE2, RvD1, PD1, Mar1 e
Mar2 atuam na protecao de 6rgaos e regeneracao tecidual (53).

Quanto as doencas cardiovasculares, as pesquisas relacionadas aos acidos
graxos 6mega 3 se iniciaram em 1920, mas ganharam destaque nos anos 70, quando
o dinamarqués Dyerberg associou a baixissima ocorréncia de doengas cardiacas
coronarianas com a ingestao de dieta a base de peixes oleosos e rica em acidos
graxos 6mega 3 na tribo “Inuit” (esquimds) que habitavam regides da Groelandia e
Alaska (54). Desde entdo, muitos estudos associaram a ingestdo de acidos graxos
Omega 3 com melhores repercussdes clinicas no infarto agudo do miocardio, na

insuficiéncia cardiaca, na aterosclerose subclinica, na doencga coronariana, no
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acidente vascular encefalico e na doenca arterial periférica (48). Em estudo prévio do
nosso grupo (55), a administracdo de acidos graxos émega 3 atenuou a disfungao
cardiaca sistdlica e diastdlica induzida pela doxorrubicina e diminuiu o dano oxidativo
ao DNA em modelo de cardiotoxicidade cronica em ratos. Entretanto, os efeitos
benéficos dos acidos graxos 6émega 3 na saude cardiovascular continuam
controversos.

Em relagdo a saude dos vasos sanguineos, ha duas revisdes de literatura que
descrevem o impacto positivo dos acidos graxos dmega 3 na disfungdo endotelial
(56,57). Foi observado aumento da sintese de NO em células bovinas endoteliais
aorticas e em camundongos deficientes de e-NOS tratados com EPA. O EPA parece
ter estimulado a AMPK e induzido aumento de atividade da e-NOS (58). Também foi
relatado que o DHA promove a interacao entre e-NOS e Hsp90 (59).

A administracdo de acidos graxos 6mega 3 também apresentou efeito
antioxidante e anti-inflamatério em cultura de células endoteliais humanas. Foi visto
diminuicdo da formacgéo de espécies reativas de oxigénio, da peroxidacéo lipidica e
aumento da atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase. Também
observaram diminuicdo na inflamagao sistémica caracterizada pela baixa atividade da
via do Fator Nuclear kappa Beta (NF-kB), aumento de adiponectina e diminui¢cao de
citocinas inflamatérias como interleucina 6 e interleucina 18 (60).

Adicionalmente, estudo verificou que a suplementacdao de EPA atenuou o
aneurisma da aorta abdominal em camundongos, se mostrando menos inflamada e
com diametro significativamente menor que a aorta do grupo controle (61).
Observaram também diminuicdo de MMP-2 e -9 nas aortas tratadas com EPA,
concordando com estudo que verificou redugao dessas enzimas em plasma humano
apo6s 6 meses de suplementagdo com acidos graxos 6mega 3 (62).

Apesar do potencial efeito benéfico da suplementacao de acidos graxos 6mega
3 na remodelagdo vascular conforme exposto acima, nao identificamos estudos
prévios que tenham avaliado o efeito da suplementagcdo de émega 3 no controle

endotelial ou na remodelagao vascular induzida pela doxorrubicina.
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