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RESUMO 
 
 

Introdução: a cardiotoxicidade é o efeito adverso mais severo provocado pelo 
quimioterápico doxorrubicina. As metaloproteinases (MMP) são enzimas proteolíticas 
que degradam a matriz extracelular e sua ativação é mecanismo importante na 
dilatação cardíaca provocada pela doxorrubicina. Sua atividade é regulada pelos seus 
inibidores teciduais específicos (TIMP). A doxiciclina é um inibidor não seletivo de MMP 
e foi capaz de impedir a remodelação ventricular em outros modelos de agressão 
cardíaca. Diante disso, investigamos a influência da inibição de MMP sobre a 
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos. Material e Métodos: foram 
utilizados 80 ratos Wistar machos que foram alocados em 4 grupos: controle, 
doxorrubicina, inibição de MMP e doxorrubicina + inibição de MMP. A inibição das  
MMP foi realizada por injeção de doxiciclina (5mg/kg, IP) uma vez por semana, por 4 
semanas. A doxorrubicina (5mg/kg, IP) foi injetada uma vez por semana, por 4 
semanas, sempre 48 horas após a injeção de doxiciclina. Após 4 semanas, foi 
realizado ecocardiograma, estudo do coração isolado e eutanásia dos animais para 
coleta do material biológico. Foi realizada análise histológica, avaliação do estresse 
oxidativo, atividade de MMP-2 e expressão proteica de TIMP-4 e colágeno I por 
Western blot. Análise estatística: ANOVA de duas vias. Resultados: observamos 
menor ingestão de ração associada à perda de peso dentre os animais que receberam 
doxorrubicina. O quimioterápico também foi capaz de induzir alterações morfológicas 
ao ecocardiograma, com aumento do diâmetro do átrio esquerdo e do diâmetro 
sistólico do ventrículo esquerdo (VE). Em relação à função diastólica, observamos 
aumento do tempo de relaxamento isovolumétrico do VE, da onda E e relação da 
relação E/E’ nos animais tratados com doxorrubicina. Houve prejuízo também da 
função sistólica nesses animais, com diminuição da fração de encurtamento do VE e da 
onda S’ ao doppler tissular. A administração do inibidor de MMP associado à 
doxorrubicina melhorou as variáveis estruturais e a função sistólica ao ecocardiograma. 
A doxorrubicina causou hipertrofia dos miócitos avaliados pela histologia. Também 
houve aumento do estresse oxidativo nos animais tratados com o quimioterápico, 
evidenciado por aumento da concentração miocárdica de malondialdeído, porém a 
inibição de MMP não influenciou esse resultado. Não houve diferenças no estudo do 
coração isolado, na atividade de MMP e na expressão de TIMP-4 entre os grupos. No 
entanto, a administração de doxiciclina diminuiu a expressão de colágeno I tanto nos 
animais tratados com doxorrubicina quanto nos não tratados. Conclusão: A inibição de 
MMP atenuou a disfunção sistólica do VE causada pela doxorrubicina, porém não foi 
efetiva em inibir a ativação de MMP, bem como não melhorou o estresse oxidativo. A 
melhora da disfunção sistólica dos animais tratados com o inibidor da MMP ocorreu por 
vias ainda a serem elucidadas. 

 
Palavras-chaves: Doxorrubicina. Cardiotoxicidade. MMP. TIMP. Estresse oxidativo. 
Matriz extracelular. 



 

ABSTRACT 
 
 

Introduction: Cardiotoxicity is the most severe adverse effect induced by 
doxorubicin. The matrix metalloproteinases (MMP), which activity is regulated by 
specific tissue inhibitors (TIMP), are proteolytic enzymes that degrade the 
extracellular matrix and its activation is an important mechanism in cardiac dilatation 
observed in cardiotoxicity. The doxycycline is a non-selective inhibitor of MMP and 
was capable to stop ventricular remodeling in other models of cardiac aggression. 
Therefore, we investigated the influence of MMP inhibition on induced cardiotoxicity 
by doxorubicin in rats. Materials and Methods: 80 male Wistar rats were classified 
into 4 groups: control, doxorubicin, MMP inhibition, and doxorubicin + MMP inhibition. 
The MMP inhibition was made by the injection of doxycycline (5mg/kg, IP) once in a 
week, for 4 weeks. The doxorubicin (5mg/kg, IP) was injected once a week, for 4 
weeks, always 48 hours after the doxycycline injection. After 4 weeks was performed 
an echocardiogram, isolated heard study, and the euthanasia of the animals to obtain 
the biological material. We evaluated histological sections, oxidative stress, MMP-2 
activity, and TIMP-4, and collagen I protein expression by Western blot. Statistical 
analysis: two-way ANOVA. Results: we observed less chow ingestion associated 
with weight loss among the animals which received doxorubicin. The chemotherapy 
was also capable to induce morphological alterations in the echocardiogram, 
increasing the left atrium diameter and left ventricle systolic diameter (LV). Regarding 
the diastolic function, was observed an increase in isovolumetric LV relaxation time, 
E wave, and wave E/E’ relationship in animals treated with doxorubicin. These 
animals also presented worse systolic function, showed by the decrease of the LV 
shortening fraction and the S’ wave obtained by tissue Doppler. The administration of 
MMP inhibitor associated with doxorubicin improved structural variables and systolic 
function in the echocardiogram. Also, the doxorubicin caused hypertrophy of the 
cardiomyocytes evaluated by histology. There was an increase in oxidative stress in 
animals treated with doxorubicin, as seen by the increased concentration of MDA. 
There was no difference between groups in the isolated heart study, the MMP-2 
activity, and in the TIMP-4 expression. However, doxycycline decreased the 
expression of type I collagen in all animals treated with doxycycline. Conclusion: 
The inhibition of MMP attenuated the LV systolic function caused by doxorubicin; 
however, inhibition of MMP was not effective to inhibit the MMP-2 activation, as well 
did not improve the oxidative stress. The systolic dysfunction improvement in animals 
treated with MMP inhibitor occurred throughs pathways to be elucidated yet. 

 
Key-words: Doxorubicin. Cardiotoxicity. MMP. TIMP. Oxidative stress. Extracellular 

matrix. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

A doxorrubicina é um quimioterápico da classe das antraciclinas, extraído do 

fungo Streptomices peucetius, sendo utilizado no tratamento de diversos tipos de 

neoplasias com altas taxas de sucesso desde a década de 60 (1). Seu efeito 

quimioterápico é atribuído, em grande parte, à sua ação junto ao DNA celular, 

principalmente por inibição da topoisomerase 2α. Apesar de ser indetectável em 

tecidos quiescentes, a topoisomerase 2α encontra-se hiperexpressa no tecido 

tumoral (2). As antraciclinas se ligam à topoisomerase 2α impedindo sua ação de 

ajuste da dupla hélice de DNA durante a replicação e transcrição que, em última 

instância, provoca a morte da célula neoplásica (3, 4). 

A despeito da sua efetividade no tratamento do câncer, apresenta diversos 

efeitos colaterais, como alopécia, neutropenia, neuropatia, náuseas e vômitos. 

Entretanto, seu efeito colateral mais grave é a cardiotoxicidade. Essa complicação 

pode ocorrer em 5 a 26% dos pacientes tratados com a medicação, a depender da 

dose total utilizada, sendo que, atualmente, o limite de dose para uso clínico da 

doxorrubicina é de 450 mg/m² de superfície corporal (4). 

A cardiotoxicidade pode ser dividida, clinicamente, em aguda, subaguda, 

crônica e tardia, a depender do tempo decorrido da administração da doxorrubicina e 

o aparecimento dos sintomas. A forma clínica mais comum é a crônica, que surge 

semanas a meses após o uso da droga e tem a manifestação clínica mais 

exuberante da cardiotoxicidade, que é a insuficiência cardíaca decorrente de 

miocardiopatia dilatada (5). A presença de insuficiência cardíaca confere ao paciente 

um prognóstico muito reservado e, mesmo quando o paciente não morre em 

decorrência da insuficiência cardíaca, este tem uma qualidade de vida muito ruim e 

importante limitação das atividades habituais da vida diária devido ao quadro 

instalado de insuficiência cardíaca. 

Mesmo a cardiotoxicidade sendo conhecida desde o início do uso da droga, 

ainda não dispomos de bons métodos de rastreio e detecção precoce e que tenham 

sensibilidade e especificidade adequadas (4). Apesar de alguns tratamentos terem 

se mostrado efetivos em reduzir a mortalidade na insuficiência cardíaca com fração 

de ejeção reduzida, como é o caso da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, 

essa redução na mortalidade não ocorre de maneira expressiva (3, 4), o que sugere 

que o ideal seria identificar estratégias que prevenissem o surgimento da 
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cardiotoxicidade. Para isso, é essencial entendermos a fisiopatologia dessa 

manifestação. 

Os mecanismos envolvidos no surgimento da cardiotoxicidade são múltiplos, 

mas, tradicionalmente, é atribuído ao estresse oxidativo papel central na sua 

fisiopatologia. O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre a 

formação e a remoção de agentes oxidantes no organismo, sendo que o acúmulo de 

espécies reativas, seja de nitrogênio ou oxigênio, é um dos principais fatores que 

contribui com esse desequilíbrio. Também pode contribuir para esse desequilíbrio a 

diminuição da atividade das enzimas antioxidantes. Agudamente, a administração de 

doxorrubicina diminui a atividade da glutationa peroxidase, superóxido dismutase e 

catalase (6). 

A doxorrubicina é capaz de gerar espécies reativas por diversas vias. Uma 

dessas vias está associada à lesão e disfunção mitocondrial, com diminuição da 

atividade dos complexos enzimáticos (6, 7) que leva à interrupção da cadeia 

transportadora de elétrons e consequente acúmulo de elétrons desemparelhados, 

aumentando a formação de espécies reativas de oxigênio e diminuição da produção 

de ATP (8,9). Outra fonte de geração de espécies reativas de oxigênio é mediada 

pela interação direta da doxorrubicina com o ferro e também pela redução 

intracelular das proteínas reguladoras desse metal, perpetuando, assim, a fonte de 

geração de espécies reativas (8). Uma terceira via de geração de espécies reativas 

é a partir da ligação da doxorrubicina com o domínio redutase da óxido nítrico 

sintase, que culmina com a formação de espécies reativas de nitrogênio (9). 

Mais recentemente, Zhang e colaboradores identificaram que o mecanismo 

primordial da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina é sua atuação junto à 

topoisomerase 2β. Diferentemente da topoisomerase 2α já citada, a topoisomerase 

2β é expressa em cardiomiócitos normais de mamíferos, sendo que a doxorrubicina 

é capaz de inibir tanto a topoisomerase 2α quanto a topoisomerase 2β. Nesse 

estudo, animais com deleção do gene que codifica a topoisomerase 2β não 

apresentaram aumento do estresse oxidativo, lesão e disfunção mitocondrial ou 

disfunção cardíaca, ao passo que os animais que expressavam normalmente a 

topoisomerase 2β apresentaram todas essas alterações. Isso nos leva a crer que o 

aumento do estresse oxidativo, as alterações mitocondriais e a disfunção cardíaca 

observada após a infusão do quimioterápico são secundários às alterações no 

transcriptoma e não da ação direta da doxorrubicina no equilíbrio redox, como se 

acreditava anteriormente (2). 
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Independentemente da origem do estresse oxidativo, é sabido que seu 

aumento leva à ativação de metaloproteinases de matriz (MMP). As MMP são uma 

família composta por mais de 25 enzimas proteolíticas zinco-dependentes, sendo 

que as MMP mais abundantes no miocárdio são as MMP-2 e MMP-9, também 

conhecidas como gelatinases. São produzidas na sua forma inativa por diversos 

tipos celulares presentes no miocárdio como cardiomiócitos, fibroblastos, células 

endoteliais e macrófagos. São exportadas para o exterior das células, onde se ligam 

a componentes específicos da matriz extracelular, mas ainda em suas formas 

quiescentes (10). 

Para que haja ativação das MMP é necessário que ocorra quebra do seu 

peptídeo terminal, que expõe o sítio catalítico das mesmas e permite que atuem na 

degradação dos componentes da matriz extracelular. A ativação das MMP é um 

processo fisiológico e é importante para a manutenção normal dos tecidos, 

principalmente aqueles com altas taxas de “turnover”. No entanto, a excessiva 

ativação das MMP pode ocorrer secundariamente a diversos estímulos patológicos, 

como sobrecargas pressóricas e volumétricas, estímulos hormonais, inflamatórios e 

aumento do estresse oxidativo (11). 

A atividade das MMP é regulada e limitada pela presença de seu inibidor 

tecidual específico, denominado TIMP. Existem quatro tipos de TIMP que tem ação 

sobre diversos tipos de MMP, mas a forma mais abundante no coração parece ser o 

TIMP-4. Esse inibidor tem efeito inibitório tanto sobre MMP-2 quanto MMP-9 (10). A 

inibição da atividade das MMP se dá pela ligação do TIMP ao sítio ativo das 

enzimas, no entanto, os TIMP podem desempenhar outras funções teciduais além 

da inibição das MMP, como estimular hipertrofia tecidual e participar da apoptose 

(11). 

Adicionalmente, interessantes estudos têm mostrado que as MMP podem ser 

parcialmente ativadas mesmo fora de seu sítio principal de atuação, que é a matriz 

extracelular. Quando ativadas no interior da célula, tem como alvo de ação proteínas 

do aparelho contrátil do cardiomiócito, o que poderia contribuir para um déficit de 

contratilidade do ventrículo esquerdo (12). O principal determinante para essa 

ativação intracelular é o aumento do estresse oxidativo (13). 

As MMP parecem ter papel fundamental na remodelação cardíaca em 

diversas situações patológicas, como hipertensão arterial sistêmica e infarto agudo 

do miocárdio. A dilatação ventricular que acompanha o processo de remodelação 

acontece em decorrência do rearranjo dos miócitos em paralelo e para que isso 
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ocorra é importante que as proteínas estruturais da matriz que sustentam os 

miócitos sejam degradadas (11). Há forte evidência científica que os aumentos da 

expressão e da atividade das MMP estão envolvidos na cardiotoxicidade induzida 

pela doxorrubicina e que a ativação de MMP-2 é evento precoce na cardiotoxicidade 

(6, 14-16). O uso de diversas drogas e substâncias, como tetrametilpirazina (17), 

curcumina (18) e quercetina (19), já se mostram efetivas em inibir MMP, inclusive no 

modelo de cardiotoxicidade (20-22). No entanto, não é possível estabelecer uma 

relação direta entre a diminuição da atividade de MMP observada nesses estudos e 

a atenuação da cardiotoxicidade, pois essas substâncias atuam em outras vias 

envolvidas no dano miocárdico. 

Por outro lado, a inibição específica, mas não seletiva, das MMP com 

doxiciclina foi capaz de impedir a remodelação ventricular após infarto do miocárdio, 

em situações de sobrecarga de volume (11, 23), e também prevenir o dano cardíaco 

induzido por hipóxia neonatal (24), o que nos leva a crer a inibição direta das MMP 

poderia constituir um importante alvo terapêutico na prevenção da cardiotoxicidade 

induzida pela doxorrubicina. 
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2 CONCLUSÃO 
 
 

A doxorrubicina induziu aumento de estresse oxidativo, acompanhado de 

alterações estruturais e funcionais cardíacas que caracterizam a cardiotoxicidade. 

Apesar de não modificar a atividade da MMP-2 neste modelo crônico, o uso do 

inibidor de MMP foi capaz de atenuar as alterações estruturais e funcionais 

induzidas pela doxorrubicina por vias ainda a serem elucidadas. 
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