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SILVA, L.X. Cha-mate (llex paraguariensis) previne a cardiotoxicidade aguda
induzida pela doxorrubicina em ratos. 2017. 67 f. Dissertacdao (Mestrado)
Faculdade de Odontologia de Aracatuba — Universidade Estadual Paulista —
Unesp.
Resumo

A doxorrubicina (DXO) é eficaz contra diferentes formas de cancer, em adultos
e criangas, porém seu uso pode causar cardiotoxicidade aguda e cronica,
associada ao aumento do estresse oxidativo. Alguns antioxidantes naturais
demonstraram ser eficazes em minimizar esses efeitos da DXO, no entanto, o0
cha mate (CM), nao foi avaliado neste contexto. Nossa hipotese € que o pré-
tratamento com CM por 30 dias, reduz o dano oxidativo agudo no coracéo e
assim preserva a funcéo cardiaca. Para testar essa hipotese, foram investigados
os efeitos do pré-tratamento diario de ratos Wistar machos com 40 mg/kg m.c.
de CM, contra a cardiotoxicidade aguda induzida por DXO. Para a escolha da
dose de CM ratos Wistar foram divididos em grupo tratados com doses diferentes
de cha (10, 20 e 40 mg/m.c., gavagem) e DXO (grupos CM + DXO). Os grupos
controle (C), tratados com DXO (DXO) receberam agua (1,0 mL, gavagem). Os
grupos receberam CM solavel diluido em agua (8 mg/mL). No 29° do tratamento
com CM, administrou-se uma dose de DXO (15 mg/kg m.c. - IP) aos grupos DXO
e CM + DXO. No 31° dia, apdés administracdo de tiopental (50 mg/kg m.c.)
associado a lidocaina (4,0 mg/kg m.c.), foram submetidos ao eletrocardiograma
(ECG) antes da puncao cardiaca (Autorizagdo CEUA FOA: 416/2015). Creatina
quinase total (CK) e a fracdo MB (CK-MB), foram estimadas no plasma. No
homogenato de coracdo (KCl 1,15% m/v) foram quantificadas as substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), glutationa (GSH), atividade de
superoxido dismutase total (SOD) e da isoforma SOD1, e expressfes de SOD1,
Akt total e p-Akt, por western blotting. O pré-tratamento com 40 mg/kg m.c. de
CM preveniu o aumento da frequéncia cardiaca, o prolongamento do intervalo
QTc e PR, o aumento de CK e CK-MB e de TBARS. Também preveniu a reducao
de GSH, SOD e SODL1. Além disso, 0 aumento da relacdo p-Akt/Akt. Concluimos
que o pré-tratamento com 40 mg/kg m.c. CM previne o dano oxidativo cardiaco
agudo induzido pelo DXO, preservando a fungéo cardiaca.

Palavras-chave: Cardiotoxicidade, llex paraguariensis, Estresse Oxidativo,

Superoxido dismutase-1, Glutationa



SILVA, L.X. Mate tea (llex paraguariensis) prevents acute doxorubicin-induced
cardiotoxicity in rats. 2017. 67 f. Dissertacdo (Mestrado) Faculdade de
Odontologia de Aracgatuba — Universidade Estadual Paulista — Unesp.

Abstract

Doxorubicin (DXO) is effective against different forms of cancer in adults and
children, but its use may cause acute and chronic cardiotoxicity associated with
increased oxidative stress. Some natural antioxidants have been shown to be
effective in minimizing the effects of DXO; however, mate tea (CM), has not been
evaluated in this context. Our hypothesis is that CM pretreatment for 30 days,
reduces acute oxidative damage in the heart. To test this hypothesis, the effects
of daily pretreatment of male Wistar rats at 40 mg / kg m.c. of CM, against acute
cardiotoxicity induced by DXO were investigated. For the choice of CM dose,
Wistar rats were divided into groups treated with different doses of tea (10, 20
and 40 mg / mc, gavage) (CM + DXO groups). Groups control (C), treated with
DXO (DXO) received water (1.0 mL, gavage). The CM + DXO groups received
soluble CM diluted in water (8 mg / mL) during the same period. At 29 ° of CM
treatment, DXO and CM + DXO groups were given a dose of DXO (15 mg/ m.c.-
IP). On the 31st day, after administration of lidocaine (4.0 mg / kg mc) thiopental
(50 mg / kg mc), all rats were submitted to electrocardiogram (ECG) prior to
cardiac puncture (CEUA FOA Authorization: 416 / 2015). Total creatine kinase
(CK) and MB fraction (CK-MB) were estimated in plasma. The thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), glutathione (GSH), total superoxide dismutase
(SOD) activity and the cytoplasmic isoform SOD1, in addition to SOD1
expression, were quantified in the heart homogenate (KCIl 1.15% m / v) , Total
Akt and p-Akt, by western blotting. Pretreatment with 40 mg / kg m.c. of CM
prevented a increased heart rate, prolongation of the QTc and PR interval,
increase in plasma CK and CK-MB, and TBARS in the tissue. It also prevented
the reduction of GSH, SOD and SOD1. In addition, the increase in the p-Akt / Akt
ratio observed after DXO was not observed in rats pretreated at 40 mg / kg m.c.
of CM. We conclude that pretreatment with 40 mg / kg m.c. CM prevents acute
cardiac oxidative damage induced by DXO, preserving cardiac function.

Key words: Cardiotoxicity, llex paraguariensis, Oxidative stress, Superoxide

dismutase-1, Glutathione



ABREVIATURAS

Akt = proteina quinase B

CAT= catalase

CM = cha mate

CD95 = antigeno de apoptose

CK = creatina quinase

CK-MB = creatina quinase, fracdo cardiaca

Cu-Zn-SOD = superoéxido dismutase dependente de cobre e zinco
DNA = acido desoxirribonucleico

DTNB = &cido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzédico

DXO = doxorrubicina

EDTA = acido etilenodiamino tetra-acético

EO = estresse oxidativo

ERO = espécies reativas de oxigénio

FasL = receptor de morte Fas/ligante

FC = frequéncia cardiaca

Fe?* = jon ferroso

Fe3* = jon férrico

FRAP = Ferric Reducing Antioxidant Power

GPx = glutationa peroxidase

GSH = glutationa reduzida

GSSG = glutationa oxidada

H202 = peroxido de hidrogénio

HCI = acido cloridrico

HE = hematoxilina heosina

KCI = cloreto de potassio

KCN = cianeto de potassio

m.Cc. = massa corpoérea

MgSOa4 = sulfato de magnésio

Mn-SOD = superoxido dismutase dependente de magnésio
N2 = nitrogénio liquido

Na2COs = carbonato de sodio

NaCl = cloreto de sodio

NADPH = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato na forma reduzida
O2 = oxigénio molecular

O2" = anion superoéxido

OH' = radical Hidroxila

SOD = superoxido dismutase

SODL1 = superéxido dismutase dependente de cobre e zinco
SOD2 = superéxido dismutase dependente de manganés
TBARS = substancias reativas ao acido tiobarbiturico
Tris = tris-hidroximetilaminometano

TOP Il = topoisomerase Il

p53 = proteina supressora de tumor
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1 Introducéo

O cancer € um importante problema de saude publica no mundo. Segundo
a International Agency for Research on Cancer (GLOBOCAN, 2012) foram
estimados 14,1 milhdes de casos dessa doenca em todo o mundo em 2012,
destes 7,4 milhdes de casos em homens e 6,7 milhdes em mulheres. Este
namero deverd aumentar para 24 milhdes até 2035.

No Brasil, para 2016, estimou-se 420.310 casos novos de cancer,
excluindo-se os tumores de pele ndo melanoma, sendo que deste total 12.600
afetariam criancas e adolescentes até os 19 anos (INCA, 2015).

Esses dados tornam-se ainda mais preocupantes, pois a doxorrubicina
(DXO0), farmaco de escolha para o tratamento de muitos tumores, pode induzir
cardiotoxicidade aguda em até 40% dos pacientes (OCTAVIA et al., 2012).
Quando administrado em criancas e adolescentes pode-se observar o
desenvolvimento de cardiomiopatia sintomatica em 10% dos tratados, até 15
anos apos o término do tratamento (OCTAVIA et al., 2012).

DXO é uma antraciclina produzida por Streptomyces peucetius var.
Caesius, utilizada como agente quimioterapico no tratamento de diversas formas
de cancer, em criangas e adultos, como leucemia, linfomas e tumores de mama
(OCTAVIA et al, 2012). Seu mecanismo antitumoral estd relacionado
principalmente a inibicdo da replicacdo, que resulta de sua intercalacdo na
molécula de &cido desoxirribonucleico (DNA) e consequente inibicdo da enzima
topoisomerase 1l (TOP Il), por meio da formagdo de um complexo DXO-DNA-
TOP 1l (figura 1). Esse complexo resulta em estresse de tor¢cdo levando,
consequentemente, as varias quebras do DNA (NASCIMENTO & MARTINS,
2005; OZBEN, 2007).
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Figura 1. Mecanismo antitumoral da doxorrubicina (SANCHIS, 2010, adaptado).

Outros mecanismos também estdo relacionados a acdo do
quimioterapico, dentre eles a inducdo de apoptose (figura 2) por meio da ativacéo
da proteina supressora de tumor (p53) por ceramida (GRANADOS-PRINCIPAL,
etal., 2010; MINOTTI et al., 2004; QUILES et al.,2002; TAKEMURA; FUJIWARA,
2007), da degradacdo da Akt por proteases de serina e treonina, da liberacéo
de citocromo C mitocondrial, aumento de FasL (receptor de morte Fas/ligante) e
sintese de CD95 (antigeno de apoptose 1) (MINOTTI et al., 2004,0ZBEN et
al., 2007, QUILES et al., 2002 e QUILES et al., 2006).
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Figura 2. Mecanismos de apoptose induzida por doxorrubicina (ANGSUTARARUX, et al., 2015,
adaptado)

Além dos mecanismos citados, a DXO leva a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), durante um ciclo redox (figura 3), pela citicromo P-
450 redutase, que ativa a NADPH oxidase. Esse processo também é
acompanhado pela liberacdo de ferro intracelular formando complexos DXO-
Fe3* (GRANADOS-PRINCIPAL, 2010; MINOTTI et al., 2004).

Respiracio
(o) (o) O
celular
o
NAD(P)’ K K GSSG
NAD(P)H+H’ > @
o~

Danos ao DNA Peroxidacao
lipidica

Figura 3. Formacédo de ERO na conversdo de DXO-semiquinona a DXO (adaptado de SIMUNEK
et al., 2009). SOD - superoxido dismutase; GSH — glutationa reduzida; GSSG - glutationa

oxidada; NAD(P) — fosfato de nicotinamida; H202 — perdxido de hidrogénio; OH- — radical
hidroxila; Oz — &nion superoéxido.
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A cardiotoxicidade aguda induzida pela DXO inicia-se dentro das 24 h ap6s
sua aplicacdo (MANTAWY et al.,, 2014; OCTAVIA et al.,, 2012) podendo ser
observados no eletrocardiograma (ECG) sinais como taquicardia,
prolongamento do intervalo QT, arritmia atrial e ventricular (MANTAWY et al.,
2014; OCTAVIA et al., 2012). Uma toxicidade cronica induzida por DXO também
pode acometer o coracdo, de forma cumulativa e dose-dependente, podendo
resultar em insuficiéncia cardiaca congestiva (SAEED et al., 2015).

As alteragbes cardiacas induzidas pela DXO resultam, no aumento do
estresse oxidativo (EO). Este aumento de EO € decorrente de maior formacgéo
de ERO (SIMUNEK et al., 2009) no ciclo redox (GRANADOS-PRINCIPAL, et al.,
2010; MINOTTI, et al., 2004), com a participacdo de citocromo Passo redutase,
NADPH desidrogenase mitocondrial ou pela isoforma endotelial da éxido nitrico
sintase (MENNA et al., 2007; MINOTTI et al., 2004). Além disso, a diminuicdo da
defesa antioxidante endogena contribui para o aumento do EO e
consequentemente para o surgimento de alteracfes patologicas (MANTAWY et
al., 2014; SAEED et al., 2015; OCTAVIA et al., 2012), num tecido jA mais
propenso a formagdo de ERO em fung&o do elevado nimero de mitocondrias, e
consequentemente, maior metabolismo aerébico (MINOTTI et al., 2004).

A defesa antioxidante endodgena € constituida por sistemas enzimaticos e
ndo enzimaticos. O sistema antioxidante enzimatico constitui a primeira defesa
enddgena contra ERO, doando elétrons e estabilizando a reacao, para que estas
nao possam interagir com alvos celulares (ROVER et al., 2001). As enzimas
antioxidantes celulares tentam manter dentro da normalidade as quantidades de
O2" (anion superoéxido) e de H20:2 (peréxido de hidrogénio), evitando assim a
formacao excessiva de OH® (radical Hidroxila) altamente reativo e deletério
(FERREIRA, MATSUBARA, 1996; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A DXO
leva a uma reducdo da agcdo de enzimas antioxidantes enddgenas, como a
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)
(DANZ et al., 2009; NASCIMENTO & MARTINS, 2005) nos cardiomiécitos, o que
contribui para o0 aumento do dano oxidativo e para a cardiotoxicidade (MINOTTI
et al., 2004).

SOD compreende uma familia de enzimas encontradas em diferentes

tecidos e compartimentos celulares, que requerem diferentes ions metalicos
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como grupamentos prostéticos, sendo identificadas como isoformas diferentes
segundo esses grupamentos. A Cu-Zn-SOD (SOD1) estd presente no
citoplasma e no espaco entre as membranas da mitocondria. A Mn-SOD (SOD2)
requer manganés e exerce sua acao catalitica na matriz mitocondrial. Essa
familia de enzimas tem papel fundamental na defesa antioxidante do organismo,
onde o O2" é dismutado a H202 (SERRA et al., 2003), que pode reagir com
metais de transigdo, como cobre ou ferro, resultando na formagao de OH-.
Reducdes nas atividades destas isoenzimas vém sendo associadas aos danos
cardiacos (LI et al., 1995). Hipertrofia, fibrose e necrose do miocardio
decorrentes da DXO foram associadas a redugdo, mesmo que pouco
pronunciada, dessas isoenzimas (LOCH et al., 2009).

O uso da DXO também esta relacionado a diminuicdo da glutationa
reduzida (GSH) o sangue e tecidos, com consequente aumento da injuria
tecidual (KHAN, et al.,, 2014). A GSH é um antioxidante ndo enzimético que
possui em sua estrutura um grupamento sulfidrila, que participa do processo da
detoxificagdo de ERO, principalmente do H202 (PARVEZ et al., 2006).

A cardiomiopatia induzida por DXO é um importante problema de saude
publica (OCTAVIA et al.,, 2012), portanto, compostos que possam reduzir 0s
efeitos toxicos enquanto mantém e/ou aumentam sua atividade antitumoral, irdo
beneficiar o sucesso do seu uso na clinica (WANG et al., 2012). Frente ao
envolvimento do EO na cardiotoxicidade induzida pela DXO, trabalhos tém sido
conduzidos com antioxidantes naturais como estratégias capazes de prevenir ou
reduzir os danos oxidativos dessa droga. O cha verde (Camelia sinensis) e seu
principal bioativo antioxidante, a epigalocatequina-3-galato, foram eficazes em
reduzir os danos cardiacos associados a DXO, por suprimirem o EO, reduzirem
a apoptose e ativarem vias de sinalizacdo que aumentam a sobrevida das células
(SAEED, et. al.,, 2015). A sesamina, uma lignina extraida das sementes de
gergelim (Sesamum indicum), também foi capaz de reduzir o dano oxidativo
cardiaco promovido pela DXO, por restaurar a expressao da SOD2 (SU, et al.,
2014). Resultados semelhantes foram observados ap6s o tratamento com
resveratrol, um polifenol presente nas sementes de uva e amplamente utilizado
para reduzir o EO (MENG et al., 2014; YUN et al., 2012).

Os antioxidantes naturais do cha mate (CM), tém capacidade de
neutralizar ERO in vivo e in vitro (MATSUMOTO et al., 2009) e podem aumentar
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a defesa antioxidante enzimatica em diferentes condi¢cdes (MATSUMOTO et al.,
2009; PEREIRA, et al., 2017; TIRAPELI, 2014), porém nao ha relatos, até o
momento, dos efeitos do CM sobre a cardiotoxicidade aguda induzida por DXO.

Essa bebida é preparada por infusdo das folhas de llex paraguariensis,
também conhecida como Erva Mate, uma espécie nativa de paises da América
do Sul como Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai, onde & amplamente
consumida. Com elevado poder antioxidante atribuido ao acido clorogénico e
seus derivados (HECK; MEJLA, 2007), o CM apresenta capacidade antioxidante
equivalente ou superior as das vitaminas C e E, consideradas padrdes para essa
propriedade (CHANDRA; MEJIA, 2004; GUGLIUCCI; MENINI, 2002;
SCHINELLA et al., 2000; VINSON; DABBAGH, 1998).

O CM também demonstra capacidade antioxidante in vitro superior a do
chéa verde, obtido de Camellia sinesis (BASTOS et al., 2007). Além disso, esse
cha aumenta a atividade e/ou expresséo das enzimas antioxidantes SOD e GPx
(ARCARI et al., 2009; MATSUMOTO et al., 2009; SCOLARO et al., 2012; YEN,
et al., 1996), porém nao ha relatos na literatura sobre sua ag¢édo na isoenzima
SODL1.

Além de reduzir o EO resultante de uma série de condi¢cbes, como
envelhecimento e perimenopausa (PEREIRA, et al., 2017; TIRAPELI, 2014), o
CM tem acdo anti-inflamatéria (DE MENESES FUJII, T.M. et. al., 2014,
PUANGPRAPHANT & MEJIA, 2009), hipocolesterolémica (BOAVENTURA et al.,
2012; MOSIMANN et al., 2006), vasodilatadora (LUNCEFORD; GUGLIUCCI,
2005; STEIN et al., 2005) e cardioprotetora (SCHINELA et. al., 2009; SILVA et
al., 2008). Também inibe a topoisomerase Il e consequentemente induz a
apoptose em células de carcinoma oral, do c6lon humano e de mama, (MEJIA,
et al., 2010; ZAPATERINI, et al., 2010).

Com base na comprovada capacidade do CM em melhorar a defesa
antioxidante enzimatica, reduzir o dano oxidativo tecidual, e na possibilidade de
utilizacdo de antioxidantes para reduzir a toxicidade da DXO sem interferir na
atividade antineoplasica (MINOTTI et al., 2004; SAEED et al., 2015; SU et al.,
2014), o presente estudo teve como hipétese que o pré-tratamento de ratos com
CM previne a cardiotoxicidade aguda induzida por DXO.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral
Investigar um possivel efeito protetor do CM contra a cardiotoxicidade

aguda induzida por DXO em ratos.

2.2. Objetivos especificos

a. Determinar a dose para o pré-tratamento com CM (10, 20 ou 40 mg/kg m.c.)
que previne as alteragcdes do ECG e dois marcadores plasmaticos de dano
cardiaco, creatina quinase total (CK) e fragcdo cardiaca (CK-MB), em ratos que
receberam dose Unica de DXO (15 mg/kg m.c.).

b. Verificar se o pré-tratamento com CM na dose escolhida previne as alteracdes

histopatoldgicas no tecido cardiaco, resultantes da DXO.

c. Investigar se o pré-tratamento com CM reduz os danos oxidativos lipidicos no

tecido cardiaco, resultantes da DXO.

d. Avaliar a defesa antioxidante enzimatica (SOD total e SOD1) e a expressao

proteica de SOD1 de ratos tratados com DXO, pré-tratados ou ndo CM.

e. Quantificar a concentracdo de GSH no homogenato do coracgéo, para avaliar
o efeito do pré-tratamento com CM na defesa antioxidante ndo enzimatica.

f. Verificar a proporcdo de Akt expressa pela sua forma ativa (p-Akt) no
homogenato do coracdo de ratos tratados com DXO, com ou sem o0 pré-
tratamento com CM.
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3 Material e métodos

3.1 Produtos quimicos

Mate na forma de p6 soluvel da marca Ledo Jr. ® (Curitiba, PR, Brasil),
lote nimero 7891098000088, foi utilizado para o tratamento dos ratos. A DXO
foi utilizada na forma de cloridrato, nome comercial Rubidox, laboratério
Bergamo Ltda (Tabo&o da Serra-SP, Brasil). Nos ensaios para a determinacao
da expressao de proteinas, foram usados anticorpo de coelho para SOD-1 (sc
11407), Akt e p-Akt (Ser 473) na diluicdo 1:1000, obtidos da Santa Cruz (Aachen,
Alemanha). Para B-actina anticorpo primario na diluicdo 1:1000 foi obtido da
Sigma-Aldrich (St. Louis, Cruz Biotechnology, Dallas, EUA). Os outros produtos

guimicos utilizados neste estudo foram de grau analitico.

3.2 Desenho experimental

Os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados pelo
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista-UNESP (Permissdao CEUA FOA:
416/2015). Foram obtidos do biotério central da Unidade Rattus novegicus
albinus Wistar machos, adultos, com média de massa corporea (m.c.) de 250 +
20 g. Durante o periodo de aclimatacéo e experimental os ratos permaneceram
em caixas plasticas (n = 4/caixa) em sala com temperatura de 22 + 2° C, ciclo
claro/escuro 12/12 h e umidade relativa de 55 + 10%. O acesso a 4gua e a racao
foi livre, e os consumos acompanhados semanalmente, bem como a m.c. Para
evitar variagdes na ingestado de antioxidantes, utilizou-se o mesmo lote de rag&o
padrdo para roedores, marca Purina-Labina®, Brasil, desde o periodo de

aclimatacéo (sete dias) até o final do experimento.
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Inicialmente, para a determinacdo da dose de CM com maior efeito
cardioprotetor, apdés o periodo de aclimatacdo, os ratos foram separados sem
adocao de nenhum critério em cinco grupos: controle (C), doxorrubicina (DXO),
pré-tratados com CM mais dose unica de DXO (CM + DXO). Os grupos C e DXO
receberam 1,0 mL de agua por gavagem durante 30 dias consecutivos. Os
grupos CM + DXO receberam por gavagem, durante os mesmos 30 dias
consecutivos, CM em p6 soluvel diluido em agua nas doses de 10 mg/kg m.c.
(CM10 + DXO), 20 mg/kg m.c. (CM20 + DXO) ou 40 mg/kg m.c. (CM 40+ DXO)
em volume méaximo de 1,0 mL. No 29° dia de tratamento, como descrito por
SAEED et al. (2015), os grupos DXO e CM + DXO receberam por via
intraperitoneal Unica dose do quimioterapico diluido em agua (15 mg/kg m.c.). O

desenho experimental pode ser observado na figura 4.

Cardiotoxicidade

Tempo (dias) ' |

29 31

]
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DXO 15 mg/kg m.c.

Grupos: T Eutanasia

CM 10 mgikg m.c. + DXO
CM 20 mgikg m.c. + DXO
CM 40 mgikg m.c. + DXO

Figura 4. Visdo geral do cronograma de tratamento dos ratos com CM e DXO, fase 1 para
escolha da dose de CM.

Vinte e quatro horas apés o ultimo tratamento com CM (31° dia) e ap6s

jejum de 12 horas, os ratos foram anestesiados com pentobarbital sédico (50
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mg/kg m.c.) e lidocaina (4,0 mg/kg m.c.) antes da realizacdo do ECG. Apos o
exame o sangue foi coletado por puncao cardiaca e 5,0 mL foram transferidos
para tubos heparinizados, centrifugados a 1.000 x g a 4° C, durante 15 min. O
plasma foi removido e congelado a -80° C até a analise. Ap0s a exsanguinacao
foi aplicado no animal NaCl 0,9 % (m/v) gelado, para a eliminacdo de restos de
sangue, antes da remoc¢ao do coracdo e obtencdo das amostras do ventriculo
esquerdo, que foram transferidas rapidamente para o nitrogénio liquido e
posteriormente para -80° C.

A melhor dose de CM para a protecdo cardiaca (40 mg/kg m.c.)
determinada na fase 1 foi utilizada na 22 fase do estudo. Sendo assim, 40 ratos
Wistar machos, na mesma faixa de m.c., foram divididos, sem adoc¢édo de
nenhum critério em quatro grupos: controle (C), doxorrubicina (DXO), CM 40 e
CM 40 + DXO. Exceto para o grupo CM 40, que recebeu 40 mg/kg m.c./dia de
CM em agua por gavagem, o tratamento dos grupos C, DXO e CM 40 + DXO foi

o mesmo descrito anteriormente (figura 5).

Cardiotoxicidade
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CM 40 mg/kg m.c.
CM 40 mgkg mc. + DXO

‘ DXO 15 mg/kg m.c.

Figura 5. Visdo geral do cronograma de tratamento dos ratos com CM e DXO, fase 2 para
andlise dos efeitos da dose de 40 mg/kg m.c. de CM.
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3.3 Eletrocardiograma (ECG)

O ECG foi realizado com equipamento Biopac Student Lab (BIOPAC
Systems, Inc.). Os eletrodos de agulha foram inseridos sob a pele nos membros
superiores e inferiores na posicdo Il (membro anterior direito para o membro
traseiro esquerdo). Cada gravacdo durou cinco minutos, com velocidade de 50
mm/s e tensdo de 1 mv/cm. O ruido foi minimizado por um filtro digital. A analise
das ondas do ECG foi feita para calcular o intervalo QT (ms), que foi corrigido
para a frequéncia cardiaca usando a formula de Bazett [QTc Y4 QT/(raiz
quadrada do intervalo RR)], e PR intervalo (ms) (MANTAWY et al., 2014). Para
a realizacdo do ECG, determinacdo e analise dos parametros contou-se com

uma cardiologista habilitada e com vasta experiéncia na area.

3.4 Avaliacéo dos indicadores plasmaticos de cardiotoxicidade

A atividade plasmatica de CK foi determinada por método cinético (Kit
Labtest, CK-NA Liquiform, MG, Brasil). O procedimento realizado em duplicata,
foi o descrito pelo fabricante e as andlises foram realizadas com o auxilio de
analisador bioquimico semiautomatico modelo BIO-2000 (Bioplus, SP, Brasil),
apos calibracdo prévia com o controle. Para a determinacéo da fracdo MB, foi
utilizado Kit comercial do mesmo fabricante (CK-MB Liquiform, Labtest, MG,
Brasil) baseado na mesma técnica, porém contendo anticorpos que inibiram

totalmente a fragdo muscular (CK-MM) da enzima.

3.5 Determinacédo de parametros de estresse oxidativo

3.5.1 Preparo do homogenato das amostras de coracdo para 0s ensaios de
SOD e TBARS.
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Imediatamente antes das analises amostras do tecido cardiaco foram
descongeladas e homogeneizadas com KCI 1,15 (m/v), na proporcédo 1.5 (m/v),
com auxilio de homogeneizador de vidro tipo Potter-Elvehjem (378 x g durante
40 s), como descrito em Kumral, et al. (2015). Posteriormente foi realizada
centrifugacéo (1.000 x g, a 4° C, 10 min.) e o sobrenadante, denominado de
homogenato, coletado para as andlises. A proteina foi quantificada com base no
meétodo descrito por Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina bovina 0,1%

(m/v) como padréo.

3.5.2 Peroxidacao Lipidica pelo método TBARS

No homogenato a peroxidacdo lipidica foi avaliada por meio da
determinacao da concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(BUEGE, AUST, 1978). O método consiste em adicionar acido tricloroacético
10% (m/v) a amostra, para promover acidificacao e precipitacdo das proteinas.
Apos centrifugacdo (1.000 x g, 3 min) o sobrenadante € coletado e recebe &cido
tiobarbiturico 0,67% (m/v), ficando incubado por 15 minutos a 100° C, para entao
a reacdo ser resfriada, antes da verificacdo absorvancia. Os resultados foram
expressos em nmol/mg proteina, utilizando o coeficiente de extincdo molar
apropriado (¢ = 1,56 x10°> M cm?). As absorvancias foram determinadas em 660

nm, em leitora Power Wave 340-Biotek.

3.5.3 Determinacédo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD).

A atividade de SOD total foi avaliada com base na inibicdo da reacéao do
O2" com pirogalol (MARKLUND, 1985, adaptado por SONI et al.,, 2014). A

oxidacdo do pirogalol foi determinada espectrofotometricamente em 420 nm,
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utilizando-se 20 puL de amostra. O meio de reacdo continha tampao Tris 50
mmol/L (pH 8,2) e 24 mmol/L de pirogalol. A quantidade de enzima necessaria
para promover 50% de inibicdo de auto oxidacdo do pirogalol foi considerada
como uma unidade de atividade enzimatica. Os resultados foram expressos em
unidades de SOD/min/mg proteina. A atividade de SOD1 foi estimada apds a
sua inibicdo por KCN (150 mmol/L). Segundo Fridovich (1975) e como descrito
em Soni (2014), 2 mmol/L de KCN inibem a SOD1, mantendo a atividade de
SOD2 inalterada. Sendo assim, ao calcularmos a % de inibicdo na presenca do
KCN estaremos determinando a SOD2, sendo a diferenca numérica equivalente

a atividade de SOD1.

3.5.4 Determinacao da glutationa reduzida (GSH).

Para a determinacdo de GSH, o homogenato de coracéo foi preparado
com HCI (2 mol/lL) e EDTA (2 mmol/L), na propor¢cdo de 1:5 (m/v), com
homogeneizador de vidro tipo Potter-Elvehjem (378 x g durante 40 s, em banho
de gelo), e centrifugado durante 20 minutos a 1.000 x g. O sobrenadante foi
incubado com 2 mL de tampéao de fosfato a 300 mmol/L (pH 7,4) e 200 pL de
DTNB (&cido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzdico). A variagdo na absorvancia foi
monitorada a 412 nm e a concentracdo de GSH calculada utilizando um

coeficiente e extingdo de 13,6 M1 cm™ (BEUTLER et al., 1963).

3.6 Avaliacédo do grau de fosforilacdo da Akt (Ser473) e da sintese de
SODL1.

As amostras do ventriculo esquerdo foram homogeneizadas com Polytron

(32.000 x g durante 10 s) em 2 mL de tampé&o de extracdo e mantidas em banho-
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maria (100°C) durante 10 min, e ent&o centrifugadas a 16.000 x g por 40 min, a
4°C. Foi determinada a concentracdo proteica no sobrenadante pelo método de
Lowry et al. (1951) do sobrenadante, 185 ug de proteina foram fervidas por 4
min em tampéo de Laemmli e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), na concentracdo de 8% m/v para Akt, p-Akt e 10% para SOD1 e
B-actina (LAEMMLI, 1970, modificado por GARFIN, 1990) (Bio Rad Mini-
Protean, Bio Rad Laboratories, Richmond, CA. EUA), voltagem de 30 mV para
empacotamento, e 100 V para corrida, por 2 horas. Um padrdo de proteinas de
pesos moleculares conhecidos foi utilizado. Apods a corrida foi feita a
transferéncia (KRUGER; HAMMOND, 1988) para uma membrana de
nitrocelulose Hybond-C Super (GE Healthcare Buckinghamshire, Germany) e
bloqueio com solucao basal (SB) e 5% m/v de leite em p6 desnatado e incubacéo
em SB com 3% (m/v) de leite em pd desnatado durante uma noite e com o
anticorpo primario de coelho para Akt, ou p-Akt ou SOD1 ou B-actina (1: 1000)
a 4° C, e em seguida incubacédo com anticorpo secundario de coelho (1:10000)
por 1 hora, e com substratos imunorreativos por 1 min (“kit de
guimioluminescencia — ECL — GE Healthcare Buckinghamshire, Alemanha),
revelados e fixados com GBX (Kodak Brasileira, Sao Paulo, Brasil). A
intensidade das bandas foi avaliada por densitometria 6ptica, como auxilio do
programa Scion Image (Scion Image-Release Beta 3b, NIH, Frederick, MD,

EUA).

3.7 Andlise histopatoldgica
Para averiguar a existéncia de desarranjos estruturais no miocardio,
resultantes da acédo da DXO, foi realizada secc¢édo coronal do ventriculo esquerdo

dos animais (SAEED et al., 2015). Os cortes foram fixados em 10% (m/v) de
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formalina tamponada durante 48 h e embebidos em parafina. Secdes de 5 pm
de espessura foram cortadas e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Nas
alteracdes patologicas identificadas por HE foram considerados o desarranjo
miofibrilar, ndcleos apoptoéticos, estrutura do miocardio e as mudancas
infiltrativas (SEGREDO et al., 2014). Para captacdo e andlise das imagens foi
utilizado microscopio de luz (Axiolmager Al; ampliacdo 400 x) ligado a uma
camara de video digital (Zeiss Vision) e a um computador equipado com software

analisador de imagem (Axio VisdoRel versdo 4.3, Carl Zeiss).

3.8 Andlise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo da
média (DP) e mostraram distribuicdo normal (teste de Kolmogorov-Smirnov). As
comparacdes entre os grupos foram feitas usando one way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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4 Resultados

4.1 Confirmagéao da cardiotoxicidade da DXO e determinagdo da dose de
CM com maior efeito cardioprotetor

4.1.1 ECG
A frequéncia cardiaca (FC) do grupo DXO foi 22,7% maior (p <0,0001)

quando comparada ao grupo controle (Tab. 1) e aproximadamente 13% (p
<0,0001) menor nos grupos pré-tratados com 20 e 40 mg/kg m.c. de CM, em
comparacao ao grupo DXO. Em comparacdo ao controle foi observado um
prolongamento (p <0,0001) dos intervalos QTc e PR no grupo DXO, resultado

que foi prevenido com o pré-tratamento com CM na dose de 40 mg/kg m.c.

Tabela 1. Parametros do ECG de ratos pré-tratados ou nao com diferentes doses
de CM

Tratamento FC (bat/min) PR interval (ms) QTc interval (ms)
Controle 247,7+15,39 61.57+1.90 196.6+20.70
DXO (15 mg/kg m.c.) 304,9+26,012 81.75+2.252 234.4+15.382
CM (10 mg/kg m.c.) + DXO 302,3+11,702 80.40+2.992 230.5+12.202
CM (20 mg/kg m.c.) + DXO 265,0+17,18"¢ 66.25+5.69b¢ 217.60+13.922
CM (40 mg/kg m.c.) + DXO 264,5+19,16 ¢ 64.0+3.94bc 204.3+£19.59b¢

MédiatDP, n=7; grupo: a p < 0,05 vs. C; b p < 0,05 vs. DXO; ¢ p < 0,05 vs. CM10 + DXO.

4.1.2 Marcadores bioquimicos de cardiotoxicidade
As atividades de CK e CK-MB foram significativamente maiores (p < 0,05)
no plasma do grupo DXO, em comparacao com o controle (Tab. 2). O CM na
dose de 40 mg/kg m.c. exerceu o efeito cardioprotetor mais adequado, sendo

essa dose a adotada nos estudos adicionais (fase 2).
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Tabela 2. Atividade plasmatica de CK e CK-MB de ratos pré-tratados ou hdo com

diferentes doses de CM

Tratamento CK (U/L) CK-MB (U/L)
Controle 95,6%11,0 60,9+9,8
DXO (15 mg/kg m.c.) 147,2+3,92 139,6+8,02
CM (10 mg/kg m.c.) + DXO 143,9+16,02 132,841,82
CM (20 mg/kg m.c.) + DXO 117,846,620 114,7+16,2a.b¢
CM (40 mg/kg m.c.) + DXO 99,67+9,4b.cd 86,7+4,2ab.cd

MédiatDP, n=7.ap <0,05vs.C;bp<0,05vs. DXO;cp<0,06vs.CM10+DXOed
p <0,05vs. CM 20 + DXO.

4.2 Efeitos cardioprotetores do CM em ratos tratados com DXO

O pré-tratamento com CM previne o aumento EO induzido por DXO. Apos
a determinacao da dose cardioprotetora de CM (40 mg/kg m.c), foram avaliados
0os marcadores de estresse oxidativo TBARS e GSH (Fig. 6) percebida por
valores de TBARS 83,5% maiores no grupo DXO, comparado ao controle.
Menores concentracbes de TBARS (56%, p < 0,0001) foram observadas no
grupo pré-tratado com CM, em relacdo ao DXO. Quando comparados os valores
de TBARS dos grupos CM e C, concentracdes inferiores desse parametro (20%,
p < 0,0001) foram observadas no primeiro grupo.

A DXO levou a uma deplecdo de 34% (p < 0,0001) de GSH cardiaco
quando comparado ao grupo C. No grupo CM + DXO a concentracdo da GSH
foi 38,2% (p < 0,0001) maior em relacédo ao DXO. Com o tratamento apenas com
o CM a concentracéo de GSH foi 26% (p < 0,05) maior quando comparado ao

grupo C.
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Figura 6. Efeito da doxorrubicina (DXO) e do cha mate (CM — 40 mg/kg m.c.) na peroxidagao
lipidica (TBARS) (A) e na glutationa reduzida (GSH) (B) no homogenato de coracdo de ratos.
Cada coluna representa a médiatDP, n=7. ap < 0,05 vs. C; b p < 0,05 vs. DXO.

4.3 Antioxidantes enziméaticos

Foram avaliados no homogenato do coracéo a atividade total de SOD e a
atividade de SOD1 (Fig. 7). A atividade de SOD total foi 48,5% (p < 0,0001)
menor em DXO, em relacdo ao grupo C. Ja SOD1 foi 45,3% (p < 0,0001) no
DXO, comparado ao Controle. No grupo CM as atividades de SOD e SOD1 foram
respectivamente 72,4% (p < 0,05) e 40,0% (p < 0,0001) maior do que observado
no Controle. Apos o pré-tratamento com CM a atividade de SOD total e SOD1
foi de 80,7% e de 13% (p < 0,0001), respectivamente, maior que o grupo DXO.

Embora n&o tenha ocorrido diferenca significativa entre o controle e o grupo
DXO, a expressao da proteina SOD1 foi 42% (p < 0,0001) maior no grupo CM
quando comparada ao grupo controle (Fig. 7 C), porém 25,4% (p < 0,05) menor

apos a aplicacdo de DXO (CM vs. CM 40 + DXO).
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Figura 7. Efeito da doxorrubicina (DXO) e do cha mate (CM — 40 mg/kg m.c.) sobre a atividade
de SOD (A), SOD1 (B), expressao de proteina SOD1 (C) e densidade relativa SOD1 / actina (D)
em homogenato de coracao de ratos. Cada coluna representa a média + DP, n=7. a p < 0,05 vs.
C; bp<0,05vs. DXO.

4.4 O CM minimiza o efeito cardiotéxico da DXO

Uma arquitetura normal dos feixes de musculo cardiaco foi observada nos
grupo C e tratados com CM (Fig. 8 A e C), ndo sendo observadas alteracdes
histopatologicas. Danos extensos no miocardio com hialinizacdo, infiltrado
inflamatorio associado ao sangramento entre os feixes miocardicos foram
constatados no grupo DXO (Fig. 8 B). Em contraste, o pré-tratamento com CM

protegeu a estrutura do tecido contra alteragbes patologicas induzidas pelo
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guimioterapico (Fig. 8 D). A contagem de nucleos apoptoticos no grupo DXO foi

72 % maior quando comparado aos grupos C e tratados com CM (Fig. 8 E).
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Figura 8. Alteracdes histologicas induzidas por DXO em cardiomidcitos (x400). Fotomicrografias
dos cortes do ventriculo esquerdo cardiaco coradas com hematoxilina e eosina, representando
0 grupo controle (A), grupo DXO (B), grupo CM 40 (C) e grupo CM 40 + DXO (D). Nucleos
irregulares (flechas grossas). Nucleos apoptéticos (ponta da seta). Areas de hemorragia (*). (E)
representa o nimero médio de nucleos apoptéticos nos diferentes grupos. As analises foram
realizadas em 3 campos diferentes de cada amostra, sendo 10 amostras de cada grupo. Nucleo
vesicular normal (seta fina). Cada coluna representa a média + DP, n=30. ap < 0,05.C; bp <
0,05 vs. DXO.
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4.5 Andlise da expresséao e ativacao de Akt-p/Akt

A DXO causa uma maior fosforilacdo da Akt (48,6%, p < 0,05) quando
comparado ao grupo C (Fig. 9), em contraste, o pré-tratamento com CM ativa
25,24% (p < 0,05) menos a Akt, em comparacdo ao grupo DXO. N&o houve

diferenca significativa entre o grupo C e os grupos tratados com CM.
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Figura 9. Efeito da doxorrubicina (DXO) e do ch&a mate (CM — 40 mg/kg m.c.) sobre a ativagao
do fator anti-apoptético Akt total e Akt fosforilada (Akt-p) em homogenato de coracgéo de ratos.
Cada coluna representa a média + DP,n=8a p <0,05vs. C; b p < 0,05 vs. DXO.



36

5 Discusséao

O presente estudo avaliou o efeito potencial de protecdo do CM sobre a
cardiotoxicidade aguda induzida por DXO em ratos. A cardiotoxicidade foi
avaliada por ECG, analise bioquimica sérica dos indicadores de leséo cardiaca
CK e CK-MB, e andlise histopatologica do miocardio. O aumento do estresse
oxidativo decorrente da maior geracdo de ERO durante a reoxidacdo da DXO-
semiquinona a DXO (MINOTTI et al., 2004) é considerado como a principal
causa de cardiotoxicidade induzida pelo quimioterapico (SAEED et al., 2015), e
sendo assim, foram também avaliados o dano oxidativo lipidico, componentes
das defesas antioxidantes enzimatica e ndo enzimatica. Verificou-se que o pré-
tratamento com CM pode ser utilizado para prevenir os efeitos agudos da DXO
no coracao de ratos.

Neste estudo, inicialmente, as alteracbes do ECG confirmaram a
cardiotoxicidade induzida por DXO (JIANG et al., 2008; LIU et al., 2016; SAEED
et al., 2015). A dose Unica de 15 mg/kg m.c. do farmaco induziu a véarias
alteracdes no ECG incluindo taquicardia, prolongamento dos intervalos QTc e
PR, ja descritas (MANTAWAY et al., 2014; SAEED et al., 2015; SU et al., 2014).

A presenca do dano cardiaco foi reforcada pelo aumento nas
concentracfes plasmaticas de CK e CK-MB. Essas enzimas atuam como
moduladoras do reservatorio de energia em células musculares, convertendo a
creatina em fosfocreatina, utilizando ATP como substrato. Sao utilizadas como
indicadores da atividade muscular e da integridade de membrana, sendo a
isoforma MB a mais expressa no musculo cardiaco (ABU-ELSAADA et al., 2015).
A maior concentracdo dessas enzimas no plasma apos a dose Unica de DXO

também foi descrita por outros autores (JIANG et al., 2008, SAEED et al., 2015)
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e associada a vulnerabilidade cardiaca ao estresse oxidativo subjacente a
cardiomiopatia induzida pelo quimioterapico (ABU-ELSAADA et al., 2015). O pré-
tratamento com 40 mg/kg m.c. de CM foi o mais eficaz na prevencdo do dano ao
miocardico, promovendo menor grau de lesdo (CK e CK-MB normal no plasma)
e a normalizacdo de todos os parametros do ECG avaliados. Essa é
provavelmente a primeira evidencia do efeito cardioprotetor do CM em ratos
tratados com DXO. Outros antioxidantes naturais, tais como epigalocatequina-3-
galato (SAEED et al., 2015), acido salviandlico (JIANG et al., 2008), cha verde
(KHAN et al., 2014), ginseng (WANG et al., 2012) e sesamina (SU et al., 2014)
promovem efeitos semelhantes ao do CM.

Na segunda fase deste trabalho foi investigado o efeito cardioprotetor do
pré-tratamento com 40 mg/kg m.c. de CM no tecido cardiaco de ratos, que
receberam dose Unica de DXO. Optou-se por utilizar o ventriculo esquerdo por
ser o mais afetado pela DXO, devido a maior densidade muscular e mitocondrial
e, portanto, mais suscetivel ao aumento do EO (LI et al., 1995). Um aumento do
EO pode ser indiretamente demostrado por maior dano oxidativo lipidico (ABU-
ALSAADA et al., 2015). Corroborando com outros estudos (SAEED et al., 2015,
SU et al., 2014), houve maior dano oxidativo lipidico, confirmado por meio da
reacao de substancias formadas na peroxidacéo lipidica reativas ao TBARS no
miocardio de ratos tratados com DXO. A menor reacdo do TBARS ap0s pré-
tratamento de CM sinaliza um menor dano oxidativo lipidico, que provavelmente
contribuiu positivamente para a funcéo cardiaca, evidenciado pela normalizacéo
do ECG, e menor concentragédo de CK e CK-MB. Efeitos similares foram obtidos
com o antioxidante epigalocatequina-3-galato do cha verde (SAEED et al., 2015).

Um aumento do EO, que sinaliza para a existéncia de um desequilibrio

redox induzido por DXO no coracdo também pode ser evidenciado pela
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diminuicao nos niveis de GSH (ABU-ELSAADA et al., 2015, MANTAWAY et al.,
2014), um antioxidante enddégeno nao enzimatico (MINOTTI et al., 2004,
MIYAMOTO et al., 2003). A diminuicdo da concentracdo de GSH no tecido
cardiaco induzida por DXO deste estudo ja havia sido descrita por Danz et al.
(2009), e foi prevenida pelo pré-tratamento com CM, demostrando a capacidade
desse cha em aumentar a atividade de antioxidantes enddgenos néo
enzimaticos. Resultados semelhantes foram observados apés o tratamento com
cha verde e associados a conversdo do aminoacido L-tiamina em GSH
(SUGIYAMA, SADZUKA, 2004).

A manutencdo do equilibrio redox no coracdo também depende de
enzimas antioxidantes, tais como a SOD e suas isoformas 1, 2 e 3. Essas
enzimas dismutam o Oz em H202, sendo a SOD1 a responsavel por essa reagao
no citosol das células. A reducéo observada no presente estudo nas atividades
de SOD e SOD1 no miocardio dos ratos que receberam DXO, corrobora com os
estudos de outros autores (SAEED et al., 2015, XIN et al., 2011). Embora o
tratamento com CM aumente a atividade destas enzimas a niveis superiores ao
do grupo controle, como jA demostrado por Gao et al. (2013) e Pereira et al.
(2017), e aumente a expressao da proteina SOD1 (MATSUMOTO, BASTOS;
2009), esse efeito ndo foi observado ap6s a administracdo de DXO, indicando
uma provavel interacdo DXO-CM, ndo investigada no presente estudo.

Outros fatores avaliados foram a expressao proteica e a ativagcao do
sinalizador celular Akt, relacionado as vias de sobrevivéncia celular, impedindo
a fragmentacéo da molécula de DNA por fatores pro-apoptéticos. Neste estudo,
observou-se que a DXO aumenta a forma ativa dessa proteina, uma vez que
houve aumento da forma fosforilada, mas n&o ocorreu alteracdo na expresséo

de Akt total. Este aumento de Akt-p pela DXO também foi encontrado por Cao et
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al. (2014). Essa ativacao de Akt sinaliza para a ativacdo de algum mecanismo
de sobrevida celular, por alguma via intrinseca ou extrinseca, na tentativa de
reduzir a morte celular e consequentemente a cardiotoxicidade causada pela
DXO. Novos estudos serdo necessarios para elucidar as vias envolvidas nesse
processo. Os dados da Akt corroboram com a analise histopatolégica do tecido
cardiaco, onde um grande numero de nucleos apoptoticos sao vistos devido a
acado da DXO. No grupo pré-tratado com CM houve a conservacdo do arranjo
estrutural cardiaco e dos cardiomidcitos, e menor fosforilacdo da Akt.

A dose utilizada neste estudo (40 mg/kg m.c.) é o equivalente ao consumo
humano de duas xicaras de chda, preparado segundo a recomendacdo do
fabricante para o CM solavel (1g para cada 240 mL). Trata-se de volume
facilmente consumido no dia a dia, o que faz este cha viavel como alternativa
para prevenir os danos do quimioterapico. Desta forma, a relevancia do estudo
fica evidente, devido aos beneficios evidenciados com essa dose na prevencgao

da cardiotoxicidade aguda induzida por DXO.
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6 Resumo dos principais resultados

e A DXO induz ao dano cardiaco, comprovado por alteracdes no ECG, nos
marcadores plasméaticos de lesdo cardiaca, no desarranjo das fibras
cardiacas e pelo aumento de nucleos apoptéticos;

e A DXO aumenta o EO, o dano oxidativo lipidico nos cardiomiécitos e
diminui a defesa antioxidante enzimatica e ndo enzimatica;

e O pré-tratamento com CM mantém dentro da normalidade os parametros
do ECG, os marcadores plasmaticos da lesdo cardiaca e preserva a
arquitetura do tecido cardiaco;

e CM previne o aumento do EO, reduz a peroxidacéo lipidica e previne a
reducdo da defesa antioxidante;

e O CM normaliza os niveis da Akt-p
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7 Concluséao

A hipétese foi comprovada, uma vez que o pré-tratamento por 30 dias com
CM preveniu o aumento do EO e o dano cardiaco induzidos pela DXO, podendo
assim ser uma alternativa na prevencao da cardiotoxicidade aguda causada pela
utilizacado desse quimioterapico. O efeito cardioprotetor do CM contribui para a
menor oxidacao lipidica, por meio do aumento da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e SODL1 e da concentracdo de antioxidantes ndo enzimaticos
como o GSH.

Estudos acerca da via de sinalizacdo em que atua o CM e da interacao
entre CM e a DXO sao necessarios para melhor compreenséo dos resultados
benéficos deste cha. As acbes do CM em outros tecidos, apos a administracao
de DXO, ja estdo sendo investigadas, na busca de uma melhor compreenséo da

acao protetora desse cha.
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Highlights:
* MT prevents acute cardiotoxicity DXO-induced;
* MT prevents DXO-induced increase in cardiac oxidative damage;

* MT preserves heart function after a single DXO dose.

Abstract

Doxorubicin (DXO) chemotherapeutic agent may cause acute cardiotoxicity, associated with
increased oxidative stress. We hypothesize that mate tea (MT) pretreatment can minimize acute
DXO-induce cardiotoxicity and preserve heart function. Wistar male rats (250 g) were divide into
control (C), doxorubicin (DXO), MT group and MT + DXO. Groups C and DXO received 1.0 mL
of water by gavage for 30 days, within MT + DXO and MT groups received 40 mg/kg BW/day of
MT powder diluted in water. DXO, DXO + MT groups received a single dose of DXO (15 mg/kg,
i.p.) on 29t day of MT treatment. On 31", all animals were submitted to electrocardiogram (ECG)
before cardiac puncture. Creatine kinase (CK) and CK-MB fraction, were estimate in the plasma.
Oxidative stress parameters, as malonaldehyde (TBARS) and glutathione (GSH), total
superoxide dismutase (SOD) and isoform1 (SOD1) were quantified in the heart homogenate.
SOD1 and Akt were analyzed by western blotting. DXO group had tachycardia, QTc and PR
interval prolongation, increase on CK and CK-MB. MT pretreatment prevents these alterations.
On hart homogenate decreases on TBARS, increases on GSH, SOD, SOD1 and Akt activity. We
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conclude that MT prevents acute cardiac oxidative damage induced by DXO, as preserved heart

function.

Key words: Mate tea; Doxorubicin; Oxidative stress; Cardiotoxicity; SOD; GSH.

1. Introduction

Doxorubicin (DXO) is an anthracycline, used by chemotherapeutic agent, for treatment
of several cancer, such solid tumors, leukemia, lymphomas and breast cancer (Octavia et al.,
2012). However, a severe complication of DXO chemotherapy is an acute cardiotoxicity that
starts within 24 h of the drug application (MANTAWY et al., 2014; OCTAVIA et al., 2012) and
affects 40% of the treated patients (Octavia et al.,, 2012), such abnormalities on the
electrocardiogram (ECG). Tachycardia and QT interval prolongation are very commons in this
situation (MANTAWY et al., 2014; OCTAVIA et al.,, 2012). DOX-induced cardiac chronical
toxicity can be occurring, a cumulative dose dependent manner, which may lead to congestive
heart failure (Saeed et al., 2015). Multiple mechanisms are involved in pathogenesis of DXO-
induced cardiotoxicity, but increase in oxidative stress remains the cornerstone (MANTAWY et
al., 2014; OCTAVIA et al., 2012; Saeed et al., 2015).

DXO-induced cardiomyopathy is an important public health concern (Octavia et al.,
2012), thus, compounds that can reduce the severe side effect while maintaining and/or
enhancing its antitumor activity, will benefit the success of its use in clinic (Wang et al., 2012). In
the contest, efforts have been made to identify natural antioxidant products that can minimize
DXO-induced increase in oxidative stress. Sesamin (Su, et al., 2014), epigalocatequina-3-gallate
of green tea (Saeed et al., 2015.), resveratrol (Yun et al., 2012), salvianolic acid (Chen et al.,
2016) and ginsenoside (Wang et al., 2012) are some of the natural antioxidants that have proven
effective in this context.

The mate tea (llex paraguariensis) (MT) is a natural antioxidant product that have capacity
to neutralize reactive oxygen species (ROS) in vivo e in vitro (Matsumoto et al., 2009), it can
increase enzymatic antioxidant defense in different conditions thereby decreasing oxidative stress
(Matsumoto et al., 2009; Pereira et al., 2017;). However, there are no reports, so far, about MT
effects on acute DXO-induced cardiotoxicity. Based on the capacity offered by other antioxidant
products in reduced DXO-induced cardiac injury, our hypothesis is that MT pretreatment can
reduced acute oxidative damage in heart and so preserves heart function. To test this hypothesis,
the present study investigated the effect of pretreatment of rats, for four weeks, with MT against

acute DXO-induced cardiotoxicity.

2. Materials and methods
2.1 Chemicals

Soluble MT powder (Le&o Jr. ®, Curitiba, PR, Brazil), batch 7891098000088 was used
by animal’s treatment. Rubidox (doxorubicin chloridrate) were purchased from Bergamo Ltda
(Tabodo da Serra-SP, Brazil). Antibodies against SOD-1, Akt, phosphor-AKT Ser4’® were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Antibody against (3-actin was
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purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The other chemicals used in this study were

of analytical grade.

2.2 Animals and experimental design

The local Ethics Committee on Research Involving Animals of the S&o Paulo State
University — Unesp approved all procedures performed in this study (Permission CEUA FOA:
416/2015). Adult male Wistar rats (250 + 20 g) were housed in a sanitary and controlled room (22
+2° C; 12/12 h light/dark cycle; lights on at 7:00 h; 55 + 10 % of relative humidity) with free access
to feed and water. Body weight (BW) was followed-up weekly, and water and feed consumption,
daily. To avoid variation in antioxidant intake, the same batch of standard rodent chow (Purina-
Labina®, Brazil) was used right from the acclimation period (seven days) through to the end of
the experiment.

To screening of the potential cardio protective of MT, after the acclimation period rats were
randomly subdivided into five groups: control (C), doxorubicin (DXO), MT10 + DXO, MT20 + DXO
and MT40 + DXO. Groups C and DXO received 1.0 mL of water by gavage during 30 consecutive
days. MT + DXO groups received 10 mg/kg BW/day of MT powder diluted in water by gavage
(MT10 + DXO) or 20 mg/kg BW/day (MT20 + DXO) or 40 of MT mg/kg BW/day (MT40 + DXO) in
maximum volume of 1.0 mL, during the same period. DXO and DXO + MT groups received a
single dose of DXO diluted in water (15 mg/kg, i.p.) on 29t day of treatment (Saeed et al., 2015).
On twenty-four hours after the last MT treatment (31™ day) and after an overnight fast, the rats
were anesthetised with sodium pentobarbital (50 mg/kg BW; i.p.) and lidocain (4.0 mg/kg BW;
i.p.) and subjected to ECG recording. At the end of ECG, blood was obtained by means of cardiac
puncture and 5.0 mL were transferred to heparinized tubes, centrifuged at 1,000 x g at 4° C for
15 min. Plasma was removed and frozen at -80° C until analyses. The heart was removed
immediately after the animals were sacrificed, washed in ice-cold isotonic saline. Specimens of
the left ventricle was transferred to liquid nitrogen and frozen at -80° C.

Based on data obtained from the previous step, the optimal cardio protective dose of MT
for furthers assessment was found to be 40 mg/kg BW/day. Then, the procedures were repeat

and a new group, which received 40 mg/kg BW/day of MT in water by gavage, was added.

2.3 Electrocardiography (ECG)

ECG was recording using a Biopac ECG recorder (Biopac Student Lab, BIOPAC
Systems, Inc.). Needle electrodes were inserted under the skin for the limb lead at position I
(right forelimb to left hind limb). Every recording lasted for at least five minutes. ECG recording
speed was 50 mm/s and the voltage was 1 mv/cm. Noise was minimized by a digital filter. Analysis
of ECG waves was done to calculate QT interval (ms), which was corrected for heart rate using
the Bazett formula [QTcYQT/(square root of RR interval)], and PR interval (ms) (Mantawy et al.,
2014).

2.4 Assessment of the cardiotoxicity indices
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Plasma Creatine kinase (CK) and creatine kinase isoenzyme-MB (CK-MB) activities
were determined by enzymatic kinetics by means of UV using commercially kits (Labtest, MG,

Brazil).

2.5 Oxidative stress parameters
Immediately before the analysis, specimens of heart tissue were homogenized on ice (1.15
% KCI w/v, in the ratio of 1:5 w/v tissue/KCl) using a Potter-Elvehjem glass homogenizer (2,600
rpm for 40 seconds) and centrifuged (1,000 x g, at 4°C, 10 min.) to obtain the supernatant, named
homogenato (Kumral, et. al. 2015).
Lipid peroxidation was measuring in homogenates and plasma, by analyzing the amount
of TBARS, a thiobarbituric acid reactive substance, as previously described (Buege, Aust, 1978),
using an extinction of coefficient of 1.56 x 105> M-1 cm-1. Protein was quantified based on Lowry's
method (Lowry et al., 1951), using bovine serum albumin as standard.
To GSH determination, the heart tissue was homogenised with HCI (2 mol/L) and EDTA
(2 mmol/L) at a 1: 5 for 40 second on ice and centrifuged at 1,000 x g for 20 minutes. The
supernatant was incubated in 2 mL of 300 mmol/L phosphate buffer (pH 7.4) and 200 uL DTNB
(5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid). The change in absorbance was monitored at 412 nm and GSH
concentration calculated using an extinction of coefficient of 13.6 M1 cm! (Beutler et. al., 1963).
Antioxidant enzymes total SOD and isoform SOD1 were measured in tissue
homogenates. Total SOD activity was evaluated based on superoxide radical reaction inhibition
with pyrogallol (Marklund, 1985 adapted by Soni et al., 2014). SOD1 activity was estimated after
its inhibition by KCN (150 mmol/L).

2.6 Western blotting analysis

Heart tissue samples (10%, w/v) were homogenized in extraction buffer (100 mmol/L
Tris—HCI, pH 7.4, 150 mmol/L NaCl, 1 mmol/L EDTA, 20 mmol NaF/L, 1 mmol/L NasVOa, 0.25%
sodium deoxycholate and 0.1 mg/mL Aprotinin) and centrifuged (4°C, 4000 rpm for 15 minutes).
Protein extracts were centrifuged and the protein concentrations of the supernatants were
determined as described by Lowry et al. (1951). An equal volume of 2x sodium dodecyl sulfate
(SDS) loading buffer (100 mM Tris—HCI, pH 6.8, 200 mM DTT, 4% SDS, 0.1% bromophenol blue,
and 20% glycerol) was added to the samples that were subsequently boiled for 10 min. Aliquots
of sample (100 ug of total protein) were separated by SDS— PAGE in 12% gels and transferred
to a nitrocellulose membrane. The membranes were subsequently blocked in 1% fat-free dried
milk in Tris-buffered saline—0.05% Tween 20 (TBS-T) and incubated overnight at 4°C with
appropriate primary antibody diluted 1:1000. After washing in TBS-T, the membranes were
incubated for 1 h with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies diluted 1:10000
in blocking buffer (the same dilution for all western blots). Immunoreactive bands were detected
using enhanced chemiluminescence (ECL). Western blot signals were quantified by densitometric
analysis using Scionlmage software (Scion Corporation; available from

http://www.scioncorp.com). Protein levels were expressed relative to B-actin.
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2.7 Histopathological analysis

To investigate the existence of structural dislocations in the myocardium, resulting from
the action of DXO, a coronal section of each tissue with a thickness of 4um was performed (Saeed
et al, 2015). The cuts were fixed in 10% buffered formalin for 48 h and embedded in paraffin.
Sections 5 mm thick were cut from the blocked tissue, and stained with hematoxylin and eosin
(HE). In the pathological alterations identified by HE, myofibrillar disorder, apoptotic nuclei,
myocardial structure, and infiltrative changes were considered (Segredo et al., 2014). A light
microscope (Axiolmager Al, 400x magnification) connected to a digital video camera (DFC 450,
Leica, Wetzlar, Germany) and a personal computer equipped with an image analyzer Leica Qwin

Color/RGB software was used (Segredo, et al., 2014).

2.8 Statistical analysis

All data, presented as the mean * standard deviation of the mean (SD), showed normal
distribution (Kolmogorov-Smirnov test). Comparisons between groups were made using ANOVA
one-way followed by Tukey test. All analysis was performed using GraphPad Prism 6 program
(La Jolla, CA, USA). A value of p < 0.05 was considered significant.

3. Results
3.1 Cardiotoxicity indices
3.1.1ECG

The influence of treatment with DXO and different doses of MT on ECG parameters is
shown in Table 1. DXO group has 22.7 % of increase (p < 0.05) in the cardiac frequency (FC),
compare to control group. Doses of the 20 and 40 mg/BW of MT reduces in 13 % (p < 0.05, vs.
DXO group), normalizing this parameter. Rats in DOX group showed prolongation (p < 0.05) of
both QTc and PR intervals compared to the control group. MT pretreatment with 20 and 40 mg/kg
BW prevents PR interval decrease, however only pretreatment with 40 mg/kg BW normalizes

QTc. Measurement of plasma CK and CK-MB further confirm the choice of cardioprotective dose.

Table 1. Effect of the DXO on ECG parameters of the rats pretreated or not witch different
doses of the MT

Treatment FC (bat/min) PR interval (ms) QTc interval (ms)
Control 247,7+15,39 61.57+1.90 196.6+20.70
DXO (15 mg/BW) 304,9+26,012  81.75+2.252 234.4+15.382
MT (10 mg/BW) + DXO 302,3+11,702  80.40+2.992 230.5+12.202
MT (20 mg/BW) + DXO 265,0+17,18>¢  66.25+5.69b<¢ 217.60+£13.922
MT (40 mg/BW) + DXO 264,5+19,16¢  64.0+£3.94b¢ 204.3+£19.590¢

Mean£SD, n=7. a p<0.05 vs. C; b p<0.05 vs. DXO; ¢ p<0.05 vs. MT10 + DXO.

3.1.2 Biochemical cardiotoxicity markers
The plasma markers indicating myocardial injury, CK and CK-MB, were assessed in table

2. Activities of theses parameters were significantly elevated (p < 0.05) in plasma of DXO group,
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as compare to control. According to results MT at dose of 40 mg/kg BW was the most appropriate

cardioprotective effect, corroborant ECG, and this dose was used in further study.

Table 2. Effect of the DXO on plasmatic CK and CK-MB of the rats pretreated or not witch
different doses of the MT

Treatment CK (U/L) CK-MB (U/L)
Control 95.6+11.0 60.9+9.8
DXO (15 mg/kg BW) 147.243.92 139.6+8.02
MT (10 mg/kg BW) + DXO 143.9+16.02 132.8+1.82
MT (20 mg/kg BW) + DXO 117,8+6,620¢ 114.7+16.2abc
MT (40 mg/kg BW) + DXO 99,67+9,4b.cd 86.7+4,2ab.cd

Mean£SD, n=7. a p<0.05 vs. C; b p<0.05 vs. DXO; ¢ p<0.05 vs. MT 10 + DXO and d
p<0.05 vs. CM 20 + DXO.

3.2 Oxidative stress markers

MT pretreatment prevents DXO-induced changes in oxidative stress markers in heart
tissue. After determining the cardioprotective dose of MT, were evaluated in the heart
homogenate oxidative stress markers TBARS and GSH (Figure 1), TBARS was also analyzed
in plasma but there was no significant difference between treatments, evidencing that in plasma
this marker is not sufficient to demonstrate oxidative damage (data not show). The DXO-treated
group showed a significant increase in TBARS (83.5%, p <0.05) and depletion (33.9%, p <0.05)
of GSH compared to group C. Pretreatment with MT increased the GSH activity (50%, p <0.05)
when compared to the DXO group and when compared to group C (23%, p <0.05). MT also
decreases TBARS (56%, p <0.05) when compared to the DXO group and a reduction of was
observed (40%, p <0.05) compare to the control group.
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Figure 1. Effect of the DXO and MT on TBARS (A) and GSH (B) in heart homogenate.
Mean+SD, n=7.a p < 0.05vs. C; b p <0.05 vs. DXO; ¢ p<0.05 vs. MT 40.

3.3 Superoxide dismutase

Were evaluated in the heart homogenate total SOD and SOD1 activity (Figure 2A and B).
In Dox group there were significant reduction (p < 0.05) in total SOD and SOD1 activities by 48.5
and 45.3 % respectively, when compare to C group. The MT pretreatment with 40 mg/kg BW
increases (p < 0.05) SOD (72.4 %) and SOD1 (40.0 %) activities compare to control group.
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However, pretreatment show significant changes in only on SOD activity (80.7 %, p < 0.05)
compare to DXO group. In Western blot analysis (Figure 2 C and D) any difference between
control and DXO group was observed. SOD1 protein expression increases (40 %, p < 0.05) in
MT group compare to control group, however a 25.4 % of reduction was observed after DXO
application (MT vs. MT40 + DXO).
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Figure 2. Effect of the DXO and MT on SOD activity (A), SOD1 activity (B), SOD1 protein
expression (C) and relative density SOD1/actin (D) in heart homogenate. Mean+SD, n=7. a
p <0.05vs. C; b p<0.05vs. DXO; ¢ p<0.05 vs. MT 40.

3.4 Histopathological analysis

Control groups (Fig. 3A) and MT (Fig. 3C) showed normal architecture of the cardiac muscle
bundles and no histopathological changes were observed. The DXO group observed extensive
damage in the myocardium with hyalinization, inflammatory infiltrate associated bleeding between
the myocardial bundles (Fig. 3B). In contrast, pretreatment with MT protected the tissue structure
against pathological changes induced by DXO (Fig. 3D). The mean number of apoptotic nuclei
can be seen in Fig. 3E. DXO group presented a significant increase when compared to the control
and TM groups. MT pretreatment reduced the mean number of apoptotic nuclei by 72% when
compared to the DXO group. There was no significant difference between the Control, MT 40 and

MT 40 + DXO groups regarding this parameter.
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Figure 3. Effect of pretreatment with 40 mg / kg MT on DXO-induced histological changes in
cardiomyocytes (x400). Photomicrographs of longitudinal sections of hematoxylin and cardiac left
ventricle eosin representing the control group (A), DXO group (B), MT 40 (C) group and MT 40 +
DXO group. (A) Normal vesicular nucleus with normal ramifications and normal cardiac muscle
fibers (thin arrow). (B) Irregular apoptotic nuclei (arrowhead) and myofibrillar derangement (thick
arrows) with areas of hemorrhage (*). (C) show the normal vesicular nucleus and normal cardiac
muscle fibers with few irregularities and (D) show the normal nucleus with few irregularities. (E)
represents the mean number of apoptotic nuclei in the different treated groups. The analyzes
were performed in 3 different fields of each section taken from 10 animals of each group (total of

30 readings). Bar= 100 um. a p <0.05. Vs C; b p <0.05 vs. DXO.
3.5 Western blot analysis phospho-Akt/Akt

To obtain more insight into the possible molecular mechanism mediating MT effects against
acute DXO-induced cardiotoxicity, the phosphorylation/expression state of Akt in response to MT
was examined. As shown in Fig. 4, DOX treatment causes a significant increase of phosphor-Akt

Ser4’3 of 32.71% compared to the control group. Although there were no significant differences
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between control and MT40 groups, MT40 plus DOX treatment led to a 25.24% loss of Akt activity
compared to DOX group.
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Figure 4. Effect of DXO and MT on expression and phosphorylation of Akt Ser473. Expression of
the total Akt and Akt protein (A) and relative Akt-12 / total Akt (B) relative density in heart
homogenate. Each column represents the mean £ SD, n=8. a p <0.05 vs. C; b p <0.05 vs. DXO;
€ p <0.05vs. MT 40; d p <0.05 vs. MT 40 + DXO.

4. Discussion

The present study evaluated the potential cardioprotective effect of MT on DOX-induced
acute cardiotoxicity in rats. Cardiotoxicity was assessed by ECG, biochemical analysis of serum
cardiotoxicity indices. MT pretreatment may be direct cardioprotective effect against acute DXO-
induced cardiotoxicity.

In this paper, initially DOX-induced cardiotoxicity was assessed by ECG. Corroborant
(Saeed et al., 2015; Jiang et. al., 2008), a single DXO dose (15 mg/kg BW) induced several ECG
changes including tachycardia, prolongation of QTc and PR intervals (Saeed et. al., 2015;
Mantawy et al., 2014; Su et. al., 2014). Despite the pretreatment with 20 mg/kg/BW of MT reduce
PR change and normalizes heart beats, only the dose of 40 mg/kg/BW prevent changes also in
QTc.

Prevention of acute DXO-induced cardiac injure by MT was also demonstrated by CK
and CK-MB in plasma. CK enzymes act as modulators of the energy reservoir in muscle cells,
by converting creatine to phosphocreatine, using ATP as substrate. CK-MB isoenzyme is more
expressed in cardiac muscle, and as so as CK is used to verify muscle activity and membrane
integrity (Abu-Elsaad et al., 2015). The upregulation and released of both enzymes in plasma

observed by us in DXO group, have been described by other authors, using the same DXO-
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treatment (Jiang et. al., 2008; Saeed et. al., 2015), and associated with heart vulnerability to
oxidative stress underlying DXO-induced cardiomyopathy (Abu-Elsaad et al., 2015). MT
pretreatment with 40 mg/kg BW was the most effective in minimizing myocardial damage,
demonstrated by CK and CK-MB plasma decrease. Although there is no study showing the MT
effect on DXO-induced cardiomyopathy, other natural antioxidants such as epigallocatechin-3-
gallate (Saeed et al., 2015), salvianolic acid (Jiang et. al., 2008), green tea (Khan et al., 2014),
ginseng (Wang et al., 2012) and sesamin (Su et al.,2014) have shown similar effects.

In the next step, we investigated the cardioprotective effect of MT pretreatment (40 mg/kg
BW/day) in heart tissue of rats that received unique DOX dose. We used the left ventricle, the
most affected by DXO, due to their greater muscle and mitochondrial density, and thus more
susceptible to redox imbalance, that results in increase in oxidative stress (Li et al., 1995). Since
redox imbalance, associated with ROS generation during re-oxidation of semiquinone-DXO to
DXO (Minotti et al., 1988) is considered as the main cause of DXO-induced cardiotoxicity (Saeed
et al, 2015), and ROS can be indirectly detected by measuring of lipid oxidative damage (Abu-
Elsaad et al., 2015), TBARS levels were investigated in heart homogenate. The increase of
TBARS after single DXO administration observed in this study, had already been observed by
other authors (Saeed et al., 2015; Su et al., 2014). The reduction of TBARS after MT pretreatment
signals to lower oxidative damage and decrease of ROS production This effect had a positive
impact on cardiac function, evidenced by the improvement in ECG, CK and CK-MB. Similar
effects have been demonstrated by other natural antioxidants, like EGCG of green tea (Saeed et
al., 2015).

The existence of a DOX-induced redox imbalance in the heart can be also demonstrated
by decrease in GSH levels (Abu-Elsaad et al., 2015; Mantaway et al., 2014), a non-enzymatic
antioxidant endogenous (Minotti et al., 2004; Miyamoto et al., 2003). The DOX-induced reduction
of GSH on cardiac tissue have been seen by DANZ et al. (2009). MT pretreatment keep the level
of this antioxidant as the control group, demonstrating that MT increases the activity of
endogenous antioxidant. Similar results were observed after green tea treatment and associated
to conversion of amino acid L-thiamine in GSH (Sugiyama; Sadzuka, 2004). The presence of this
amino acid was demonstrated in all kinds of Camelia sinensis (Boros et al., 2016), but there is yet
evidence of its presence in MT.

The redox balance maintenance in the heart also depends on antioxidant enzymes,
such as superoxide dismutases, enzymes that dismutes the ROS superoxide anion (O2.-) in
hydrogen peroxide (H202). There are three SOD isoforms, and
isoform 1 (SOD1) being found in the cytoplasm (Minotti et al., 2004; Miyamoto et al, 2003). The
DXO-induced reduction on SOD and SOD1 activities observed by us, have been described in
heart tissue by other authors (Saeed et al., 2015). Exclusive treatment with MT increases the
activity of these enzymes at levels higher than the baseline, corroborant Gao et al. (2013), Pereira
et al. (2017), Matsubara et al. (1997), and increases SOD1 protein expression, effect observed
by Matsubara et al. (1997). However, this effect was not observed after DOX administration, when

we evaluated the activities of total SOD, SODL1 neither in protein expression of this isoform. DXO
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reduces the activity of these enzymes even with the pretreatment with MT, probably due to an
interaction of DXO and MT.

DXO increases Akt phosphorylation, its active form, since there was no change in total
Akt expression between the groups, probably because it triggered in the cardiac cell an intrinsic
or extrinsic survival mechanism to reduce the cardiotoxicity caused by the drug, corroborated by
histopathological analysis where many apoptotic nuclei can be seen in the cardiac tissue due to
the action of DXO. This increase of Akt-p by DXO was also found by Cao et al., 2014.

MT did not change the phosphorylation level of Akt Ser4’® in rats not treated with
chemotherapy, whereas in rats treated with DOX, MT partially suppressed the increase of
phospho-Akt Ser4’3. According to our results, DOX treatment activates and triggers Akt
phosphorylation as a protective mechanism against oxidant stress, which has been corroborated
by the suppression of DOX-induced cardiomyocyte death and cardiac dysfunction (Taniyama et
al., 2002; An et al., 2013; Kimatura et al., 2014). On MT treatment, the doxorubicin-triggered Akt
phosphorylation was markedly reduced. Like our results, experimental antioxidant compound also
demonstrates a significant reduction in Akt Ser4’® phosphorylation. The manipulation of Akt
activity by antioxidante was effective in attenuates doxorubicin-induced acute cardiotoxicity
without interfering with its anticancer effects (Deres et al., 2005). In our research, this was
confirmed by histopathological and biochemistry analyses.

We confirm the hypothesis, and conclude that pretreatment with MT prevents acute
cardiac oxidative damage induced by DXO, so the preserved heart function. As a limitation of this
study we point out the fact that we did not investigate the signaling pathways involved in the

modification of Akt activity, but we will start it.
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