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RESUMO

Introdugdo: a cardiotoxicidade é o efeito adverso mais severo provocado pelo
quimioterapico doxorrubicina. As metaloproteinases (MMP) sdo enzimas proteoliticas
que degradam a matriz extracelular e sua ativagdo é mecanismo importante na
dilatagdo cardiaca provocada pela doxorrubicina. Sua atividade é regulada pelos seus
inibidores teciduais especificos (TIMP). A doxiciclina € um inibidor nao seletivo de MMP
e foi capaz de impedir a remodelagdo ventricular em outros modelos de agressao
cardiaca. Diante disso, investigamos a influéncia da inibicdo de MMP sobre a
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos. Material e Métodos: foram
utiizados 80 ratos Wistar machos que foram alocados em 4 grupos: controle,
doxorrubicina, inibicado de MMP e doxorrubicina + inibicdo de MMP. A inibicdo das
MMP foi realizada por inje¢do 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 apos a inje¢cdo de doxiciclina. Apdés 4 semanas, foi
realizado ecocardiograma, estudo do coracdo isolado e eutanasia dos animais para
coleta do material biolégico. Foi realizada analise histologica, avaliagdo do estresse
oxidativo, atividade de MMP-2 e expressdo proteica de TIMP-4 e colageno | por
Western blot. Analise estatistica: ANOVA de duas vias. Resultados: observamos
menor ingestdo de ragédo associada a perda de peso dentre os animais que receberam
doxorrubicina. O quimioterapico também foi capaz de induzir alteragdes morfolégicas
ao ecocardiograma, com aumento do didmetro do atrio esquerdo e do diametro
sistélico do ventriculo esquerdo (VE). Em relagdo a fungdo diastdlica, observamos
aumento do tempo de relaxamento isovolumétrico do VE, da onda E e relacdo da
relacdo E/E’ nos animais tratados com doxorrubicina. Houve prejuizo também da
funcao sistélica nesses animais, com diminui¢cao da fracdo de encurtamento do VE e da
onda S’ ao doppler tissular. A administragdo do inibidor de MMP associado a
doxorrubicina melhorou as variaveis estruturais e a fungao sistélica ao ecocardiograma.
A doxorrubicina causou hipertrofia dos midcitos avaliados pela histologia. Também
houve aumento do estresse oxidativo nos animais tratados com o quimioterapico,
evidenciado por aumento da concentracdo miocardica de malondialdeido, porém a
inibicdo de MMP néo influenciou esse resultado. Nao houve diferencas no estudo do
coragao isolado, na atividade de MMP e na expressédo de TIMP-4 entre os grupos. No
entanto, a administragcdo de doxiciclina diminuiu a expressao de colageno | tanto nos
animais tratados com doxorrubicina quanto nos nao tratados. Conclusao: A inibicdo de
MMP atenuou a disfungao sistolica do VE causada pela doxorrubicina, porém nao foi
efetiva em inibir a ativacdo de MMP, bem como ndo melhorou o estresse oxidativo. A
melhora da disfuncéo sistdlica 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 | 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 | 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.



1 INTRODUGAO

A doxorrubicina é um quimioterapico da classe das antraciclinas, extraido 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
quimioterapico € atribuido, em grande parte, a sua agado junto ao DNA celular,
principalmente por inibicdo da topoisomerase 2a. Apesar de ser indetectavel em
tecidos quiescentes, a topoisomerase 2a encontra-se hiperexpressa no tecido
tumoral (2). As antraciclinas se ligam a topoisomerase 2a impedindo sua agéo de
ajuste da dupla hélice de DNA durante a replicagdo e transcrigdo que, em ultima
instancia, provoca a morte da célula neoplasica (3, 4).

A despeito da sua efetividade no tratamento do cancer, apresenta diversos
efeitos colaterais, como alopécia, neutropenia, neuropatia, nauseas e vOmitos.
Entretanto, seu efeito colateral mais grave é a cardiotoxicidade. Essa complicagao
pode ocorrer em 5 a 26% dos pacientes tratados com a medicagao, a depender da
dose total utilizada, sendo que, atualmente, o limite de dose para uso clinico da
doxorrubicina € de 450 mg/m? de superficie corporal (4).

A cardiotoxicidade pode ser dividida, clinicamente, em aguda, subaguda,
crbnica e tardia, a depender do tempo decorrido da administracdo da doxorrubicina e
0 aparecimento dos sintomas. A forma clinica mais comum é a crbnica, que surge
semanas a meses apos o uso da droga e tem a manifestacdo clinica mais
exuberante da cardiotoxicidade, que € a insuficiéncia cardiaca decorrente de
miocardiopatia dilatada (5). A presencga de insuficiéncia cardiaca confere ao paciente
um prognoéstico muito reservado e, mesmo quando o paciente nao morre em
decorréncia da insuficiéncia cardiaca, este tem uma qualidade de vida muito ruim e
importante limitacdo das atividades habituais da vida diaria devido ao quadro
instalado de insuficiéncia cardiaca.

Mesmo a cardiotoxicidade sendo conhecida desde o inicio do uso da droga,
ainda nao dispomos de bons métodos de rastreio e deteccéo precoce e que tenham
sensibilidade e especificidade adequadas (4). Apesar de alguns tratamentos terem
se mostrado efetivos em reduzir a mortalidade na insuficiéncia cardiaca com fragao
de ejecao reduzida, como € o caso da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina,
essa redugao na mortalidade ndo 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, € essencial entendermos a fisiopatologia dessa
manifestacao.

Os mecanismos envolvidos no surgimento da cardiotoxicidade sdo multiplos,
mas, tradicionalmente, € atribuido ao estresse oxidativo papel central na sua
fisiopatologia. O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio entre a
formagao e a remocgao de agentes oxidantes no organismo, sendo que o acumulo de
espécies reativas, seja de nitrogénio ou oxigénio, € um dos principais fatores que
contribui com esse desequilibrio. Também pode contribuir para esse desequilibrio a
diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes. Agudamente, a administragédo de
doxorrubicina diminui a atividade da glutationa peroxidase, superdxido dismutase e
catalase (6).

A doxorrubicina € capaz de gerar espécies reativas por diversas vias. Uma
dessas vias esta associada a lesao e disfuncdo mitocondrial, com diminuicdo da
atividade dos complexos enzimaticos (6, 7) que leva a interrupcdo da cadeia
transportadora de elétrons e consequente acumulo de elétrons desemparelhados,
aumentando a formacao de espécies reativas de oxigénio e diminuigdo da producao
de ATP (8,9). Outra fonte de geragdo de espécies reativas de oxigénio &€ mediada
pela interacdo direta da doxorrubicina com o ferro e também pela redugao
intracelular das proteinas reguladoras desse metal, perpetuando, assim, a fonte de
geracao de espécies reativas (8). Uma terceira via de geragao de espécies reativas
€ a partir da ligagdo da doxorrubicina com o dominio redutase da Oxido nitrico
sintase, que culmina com a formagéo de espécies reativas de nitrogénio (9).

Mais recentemente, Zhang e colaboradores identificaram que o mecanismo
primordial da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina € sua atuacao junto a
topoisomerase 2f3. Diferentemente da topoisomerase 2a ja citada, a topoisomerase
2[3 é expressa em cardiomidcitos normais de mamiferos, sendo que a doxorrubicina
€ capaz de inibir tanto a topoisomerase 2a quanto a topoisomerase 2. Nesse
estudo, animais com delecdo do gene que codifica a topoisomerase 2B nao
apresentaram aumento do estresse oxidativo, lesdo e disfungdo mitocondrial ou
disfuncdo cardiaca, ao passo que 0s animais que expressavam normalmente a
topoisomerase 23 apresentaram todas essas alteracdes. Isso nos leva a crer que o
aumento do estresse oxidativo, as alteracbes mitocondriais e a disfungédo cardiaca
observada apos a infusdo do quimioterapico sado secundarios as alteragdes no
transcriptoma e ndo da acgao direta da doxorrubicina no equilibrio redox, como se

acreditava anteriormente (2).
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Independentemente da origem do estresse oxidativo, € sabido que seu
aumento leva a ativagdo de metaloproteinases de matriz (MMP). As MMP sdo uma
familia composta por mais de 25 enzimas proteoliticas zinco-dependentes, sendo
que as MMP mais abundantes no miocardio sdo as MMP-2 e MMP-9, também
conhecidas como gelatinases. Sdo produzidas na sua forma inativa por diversos
tipos celulares presentes no miocardio como cardiomiocitos, fibroblastos, células
endoteliais e macréfagos. Sdo exportadas para o exterior das células, onde se ligam
a componentes especificos da matriz extracelular, mas ainda em suas formas
quiescentes (10).

Para que haja ativagdo das MMP ¢é necessario que ocorra quebra do seu
peptideo terminal, que expde o sitio catalitico das mesmas e permite que atuem na
degradagdo dos componentes da matriz extracelular. A ativagcdo das MMP & um
processo fisiologico e € importante para a manutencdo normal dos tecidos,
principalmente aqueles com altas taxas de “turnover”. No entanto, a excessiva
ativagdo das MMP pode ocorrer secundariamente a diversos estimulos patoldgicos,
como sobrecargas pressoricas e volumétricas, estimulos hormonais, inflamatérios e
aumento do estresse oxidativo (11).

A atividade das MMP é regulada e limitada pela presenga de seu inibidor
tecidual especifico, denominado TIMP. Existem quatro tipos de TIMP que tem acéao
sobre diversos tipos de MMP, mas a forma mais abundante no coragao parece ser o
TIMP-4. Esse inibidor tem efeito inibitério tanto sobre MMP-2 quanto MMP-9 (10). A
inibicdo da atividade das MMP se da pela ligagdo do TIMP ao sitio ativo das
enzimas, no entanto, os TIMP podem desempenhar outras funcdes teciduais além
da inibicdo das MMP, como estimular hipertrofia tecidual e participar da apoptose
(11).

Adicionalmente, interessantes estudos tém mostrado que as MMP podem ser
parcialmente ativadas mesmo fora de seu sitio principal de atuagéo, que é a matriz
extracelular. Quando ativadas no interior da célula, tem como alvo de agao proteinas
do aparelho contratil do cardiomiécito, o que poderia contribuir para um déficit de
contratilidade do ventriculo esquerdo (12). O principal determinante para essa
ativagao intracelular € o aumento do estresse oxidativo (13).

As MMP parecem ter papel fundamental na remodelacdo cardiaca em
diversas situagdes patologicas, como hipertensao arterial sistémica e infarto agudo
do miocardio. A dilatagao ventricular que acompanha o processo de remodelagao

acontece em decorréncia do rearranjo dos miécitos em paralelo e para que isso
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ocorra € importante que as proteinas estruturais da matriz que sustentam os
miocitos sejam degradadas (11). Ha forte evidéncia cientifica que os aumentos da
expressao e da atividade das MMP estao envolvidos na cardiotoxicidade induzida
pela doxorrubicina e que a ativacdo de MMP-2 € evento precoce na cardiotoxicidade
(6, 14-16). O uso de diversas drogas e substancias, como tetrametilpirazina (17),
curcumina (18) e quercetina (19), ja se mostram efetivas em inibir MMP, inclusive no
modelo de cardiotoxicidade (20-22). No entanto, ndo € possivel estabelecer uma
relacado direta entre a diminuicdo da atividade de MMP observada nesses estudos e
a atenuagao da cardiotoxicidade, pois essas substancias atuam em outras vias
envolvidas no dano miocardico.

Por outro lado, a inibicdo especifica, mas nao seletiva, das MMP com
doxiciclina foi capaz de impedir a remodelagao ventricular apos infarto do miocardio,
em situagdes de sobrecarga de volume (11, 23), e também prevenir o dano cardiaco
induzido por hipéxia neonatal (24), o que nos leva a crer a inibicdo direta das MMP
poderia constituir um importante alvo terapéutico na prevencao da cardiotoxicidade

induzida pela doxorrubicina.
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2 CONCLUSAO

A doxorrubicina induziu aumento de estresse oxidativo, acompanhado de
alteragdes estruturais e funcionais cardiacas que caracterizam a cardiotoxicidade.
Apesar de ndo modificar a atividade da MMP-2 neste modelo crénico, o uso do
inibidor de MMP foi capaz de atenuar as alteragdes estruturais e funcionais

induzidas pela doxorrubicina por vias ainda a serem elucidadas.
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