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RESUMO



Introducé&o: A doxorrubicina € um quimioterapico amplamente utilizado e muito eficaz
no tratamento de neoplasias, porém pode levar a cardiotoxicidade, o que pode limitar
seu uso. Os mecanismos envolvidos no surgimento da cardiotoxicidade sao multiplos,
mas 0 aumento do estresse oxidativo tem papel fundamental. O suco de laranja contém
muitos compostos com potencial antioxidante, como os flavondides. A composicao do
suco de laranja pode diferir entre as variedades de laranja e isso pode levar a efeitos
bioldgicos diferentes, como maior atividade antioxidante.

Objetivo: Avaliar a influéncia do suco de laranja Pera (Citrus sinensis) e da Moro
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos.
Material e Métodos: Foram utilizados 120 ratos Wistar machos adultos, que foram
alocados em 6 grupos: C, LP, LM, D, DLP, DLM. Os grupos C e D receberam agua
com maltodextrina para igualar a quantidade de carboidratos dos sucos de laranja. Os
grupos LP e DLP receberam suco de laranja Pera e os grupos LM e DLM receberam
suco de laranja Moro por 4 semanas. Apd0s, 0s animais dos grupos D, DLP e DLM
receberam injecdo de doxorrubicina (20mg/kg, IP) e os animais dos grupos C, LP e LM
receberam injecdo de salina. Quarenta e oito horas ap0s a injecao de doxorrubicina, os
animais foram submetidos ao ecocardiograma, medida da pressao intraventricular
esquerda e eutanasia para coleta de material biolégico.

Resultados: Os ratos tratados com doxorrubicina ganharam menos peso que 0s ratos
nao tratados, provavelmente decorrente da diminui¢cdo da ingestédo de liquido e racéo
por esses animais. Também observamos piora da funcdo diastélica e sistélica do
ventriculo esquerdo ao ecocardiograma, piora da +dP/dt, da —dP/dt e da pressédo
sistélica maxima durante medida da presséo intraventricular nos animais tratados com
a droga. Nao observamos presenca de infiltrado inflamatério ou alteracdo da
arquitetura tecidual na histologia, bem como na expressao proteica de Bax e Nrf2. A
admistracdo de doxorrubicina também aumentou o estresse oxidativo miocéardico e
alterou a atividade das enzimas fosfofrutoquinase, B-hidroxiacil-CoA-desidrogenase,
citrato sintase e dos complexos enzimaticos da cadeia transportadora de elétrons da
mitocondria. A administracdo conjunta de suco de laranja e doxorrubicina atenuou a
disfuncéo sistolica e diastolica ao ecocardiograma, o0 estresse oxidativo e melhorou a
atividade das enzimas envolvidas no metabolismo miocardico. O suco de laranja Moro
se mostrou mais efetivo em melhorar a atividade da citrato sintase, 3-hidroxiacil-CoA-

desidrogenase e da glutationa peroxidase.



Conclusédo: A suplementacdo de ambos os tipos de suco de laranja atenuou a
disfuncdo ventricular esquerda, sistdlica e diastdlica, induzida pela doxorrubicina,
melhorou o metabolismo energético miocardico e atenuou o estresse oxidativo. No
entanto, o suco de laranja Moro foi mais efetivo que o suco de laranja Pera em
modificar a atividade da citrato sintase, B-hidroxiacil-CoA-desidrogenase e da glutationa

peroxidase.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; metabolismo energético; apoptose; remodelacéo

cardiaca; disfuncao cardiaca.



ABSTRACT



Introduction: Doxorubicin is a chemotherapy widely used and very effective in the
treatment of neoplasias, but can lead to cardiotoxicity, which may limit its use. The
mechanisms involved in the onset of cardiotoxicity are multiple, but the increase of
oxidative stress plays a fundamental role. Orange juice contains many compounds with
antioxidant potential, such as flavonoids. The composition of orange juice may differ
between orange varieties and this may lead to different biological effects such as
greater antioxidant activity.

Objective: To evaluate the influence of orange juice Pera (Citrus sinensis) and Moro
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) on cardiotoxicity induced by doxorubicin in rats.

Material and Methods: A total of 120 male adult Wistar rats were allocated to 6 groups:
C, LP, LM, D, DLP, DLM. Groups C and D received water with maltodextrin to match
the amount of carbohydrate in orange juice. The LP and DLP groups received orange
Pera juice and the LM and DLM groups received Moro orange juice for 4 weeks. After
the animals of groups D, DLP and DLM received injection of doxorubicin (20mg / kg, IP)
and the animals of groups C, LP and LM received saline injection. Forty-eight hours
after injection of doxorubicin, animals were submitted to echocardiogram, left
intraventricular pressure measurement and euthanasia for collection of biological
material.

Results: Doxorubicin-treated rats gained less weight than untreated rats, probably due
to decreased fluid and feed intake by these animals. We also observed worsening of left
ventricle diastolic and systolic function on echocardiography, worsening of + dP / dt, -dP
/ dt, and maximal systolic pressure during intraventricular pressure measurement in
animals treated with the drug. We did not observe presence of inflammatory infiltrate or
alteration of the tissue architecture in the histology, as well as in the protein expression
of Bax and Nrf2. The administration of doxorubicin also increased myocardial oxidative
stress and altered the activity of the phosphofructokinase, B-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase, citrate synthase and enzyme complexes of the mitochondrial electron
transport chain. Joint administration of orange juice and doxorubicin attenuated systolic
and diastolic dysfunction on echocardiogram, oxidative stress and improved the activity
of the enzymes involved in myocardial metabolism. Moro orange juice proved to be
more effective in improving the activity of citrate synthase, B-hydroxyacyl-CoA

dehydrogenase and glutathione peroxidase.



Conclusion: Supplementation of both types of orange juice attenuated left ventricular
systolic and diastolic dysfunction induced by doxorubicin, improved myocardial energy
metabolism and attenuated oxidative stress. However, Moro orange juice was more
effective than Pera orange juice in modifying the activity of citrate synthase, p-

hydroxyacyl-CoA dehydrogenase and glutathione peroxidase.

Keywords: Oxidative stress; energy metabolism; apoptosis; cardiac remodeling;

cardiac dysfunction.



INTRODUCAD



A incidéncia de neoplasias vem aumentando em todo o mundo e estima-se que
aproximadamente 14,5 milhdes de pessoas vivam com o diagnostico de cancer nos
Estados Unidos da América, sendo a segunda causa de morte nesse pais apos as
doencas cardiovasculares (1). Apesar da alta incidéncia e do elevado potencial de
letalidade, a sobrevida desses pacientes com céancer também tem aumentado de
maneira importante, principalmente devido aos avangos nas terapéuticas antitumorais.
Em torno de 65% dos adultos diagnosticados com cancer estarédo vivos 5 anos apoés o
diagnoéstico e 75% das criancas estardo vivas apés 10 anos do diagndstico (2). O
aumento da sobrevida esta relacionado ao aumento das chances de surgimento de
complicagbes desses tratamentos. A complicagdo mais grave do uso dos
quimioterapicos €& a cardiotoxicidade, relacionada principalmente ao uso das
antraciclinas (2).

A Doxorrubicina (Doxo) € um dos principais farmacos dessa classe de
quimioterapicos e € utilizada no tratamento de diferentes neoplasias malignas, incluindo
cancer de mama, leucemias e linfomas (3). Os mecanismos de acdo da doxorrubicina
contra células tumorais envolvem interacdo com o DNA celular, mitocondria e
membranas bioldgicas. A acdo direta da doxorrubicina junto ao DNA ocorre por
multiplos mecanismos, mas podemos destacar sua ligagdo com a topoisomerase I,
impedindo a divisdo celular. Além disso, ocorre aumento da taxa de apoptose mediada
e ndo mediada pelo aumento do estresse oxidativo, via ativacao da proteina p53 (3).

Apesar de altamente eficaz, a administracdo da doxorrubicina pode levar a
diversos efeitos colaterais, como alopécia, neutropenia, neuropatia, nauseas e vomitos.
Entretanto o uso da doxorrubicina tem sido relacionado também a cardiotoxicidade, seu
efeito colateral mais grave. A cardiotoxicidade se manifesta, mais classicamente, como
miocardiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca em semanas a meses apos a
administracdo da droga (4). Essa complicacdo pode ocorrer em 5 a 26% dos pacientes
tratados com a medicacao, a depender da dose total utilizada, sendo que, atualmente,
o limite de dose para uso clinico da doxorrubicina é de 450 mg/m2 de superficie
corporal em adultos e de 300 mg/m2 em criancas (2,5). A presenca de insuficiéncia
cardiaca piora, por si s6, o prognostico desses pacientes, além de interferir diretamente
na qualidade de vida dos mesmos.

Os mecanismos que levam a cardiotoxicidade sdo multiplos e incluem alteractes

nas proteinas de regulacéo do ferro, liberacdo de 6xido nitrico, alteracdes na estrutura
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e na funcdo mitocondrial, diminuicdo na sintese de ATP, desregulacdo do fluxo de
calcio, disfuncdo endotelial, inflamacgéo, ativacdo do sistema de ubiquitinacdo de
proteinas, autofagia e apoptose (5). Classicamente, é atribuido ao aumento do estresse
oxidativo um papel central na fisiopatologia da cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina (4). Mais recentemente, Zhang et al. evidenciaram que uma das bases
fisiopatologicas mais importantes da cardiotoxicidade envolve a ligagdo da
doxorrubicina com a topoisomerase |IB (4). Segundo Zhang et al., a inibicdo da

topoisomerase |If precederia a lesdao mitocondrial e o aumento do estresse oxidativo
(6).

O estresse oxidativo € caracterizado por desequilibrio entre a geracdo de
espécies reativas e a capacidade dos sistemas antioxidantes eliminarem essas
espécies. Uma das principais fontes geradoras de espécies reativas de oxigénio € o
metabolismo mitocondrial (7). A doxorrubicina apresenta alta afinidade pela
cardiolipina, presente na membrana da mitocondria (8). A cardiolipina é essencial para
a ativacdo de alguns complexos enzimaticos da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial e com a ligacdo da doxorrubicina, esta ativacao fica prejudicada, fazendo
com que ocorra acumulo de elétrons desemparelhados e diminuicdo da geracédo de
ATP. Aproximadamente, 90% do ATP utilizado pelo coracdo sdo provenientes da
mitocondria e os cardiomidcitos apresentam em torno de 40% mais mitocéndrias que
outros tipos celulares (5). Além disso, 0 coracdo apresenta, proporcionalmente, menor
concentracdo de enzimas antioxidantes que outros 6rgaos (8). Essas caracteristicas
fazem com que o coracdo esteja mais sujeito ao dano oxidativo induzido pela
doxorrubicina.

Além das alteracdes mitocondriais, que podem levar a um déficit energético no
miocardio devido a diminuicdo da producédo de ATP por essa organela, a doxorrubicina
também interfere em outras vias metabdlicas. Estudo prévio utilizando o modelo agudo
de cardiotoxicidade evidenciou que a administracdo de doxorrubicina aumentou a
atividade da fosfofrutoquinase e da lactato desidrogenase, enzimas envolvidas no
metabolismo da glicose, e aumentou a atividade da enzima [-hidroxiacil-CoA-
desidrogenase, envolvida no metabolismo de acidos graxos (9). Adicionalmente, a
administragéo de doxorrubicina diminuiu a atividade da citrato sintase, primeira enzima

do ciclo de Krebs (9). Em conjunto, essas modificacbes metabdlicas sugerem que o
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déficit energético miocardico possa ser um grande contribuinte para a disfungéo
cardiaca que acompanha a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.

A geracado de espécies reativas de oxigénio induzida pela doxorrubicina ocorre
também por outras duas vias, além da producéo de espécies reativas pela mitocondria:
a enzimdtica e a mediada pela ligagdo da droga ao ferro. A via enzimética é
caracterizada pela redugcéo da doxorrubicina, dando origem ao radical semiquinona,
que é convertido em superoxido e peréxido de hidrogénio (10). Ao se ligar ao Fe3*, a
doxorrubicina promove a conversdo do Fe3* em Fe?*, que reage com Oz e também da
origem ao radical superdxido (10). Outra fonte importante de espécies reativas € a
partir da reagdo do Oxido nitrico com superoxido, dando origem ao radical peroxinitrito
(11).

O sistema enziméatico € considerado o principal mecanismo de defesa
antioxidante do organismo. Um dos principais fatores de regulacdo da expresséo
génica e proteica dessas enzimas € o Nrf-2 (nuclear factor erythroid-2 related factor 2),
gue tem sua acdo modulada pela sua ligacdo com a proteina Keapl (12). Em situacbes
de dano oxidativo, ocorre dissociacdo da Keapl e da Nrf-2, que migra para o nucleo e
vai estimular a transcricdo das enzimas antioxidantes. Ja se sabe que a administracao
aguda de doxorrubicina cursa com diminuigao da expressao de Nrf-2 (13).

Além do Nrf-2, a sirtuina 1 (SIRT-1), histona desacetilase dependente de NAD,
atua como um regulador critico em resposta ao estresse oxidativo. A SIRT-1 bloqueia a
lesdo do sistema cardiovascular através do antagonismo da leséo celular induzida pelo
estresse oxidativo e da manutenc@o da homeostase metabdlica no organismo (14).

Ha uma forte relacdo entre aumento do estresse oxidativo e apoptose, porém a
doxorrubicina é capaz de induzir apoptose também por acdo direta nas proteinas
reguladoras da sobrevivéncia/morte celular. A via intrinseca de ativacao de apoptose é
mediada pelo citocromo c, que é liberado pela mitocéndria e culmina com a ativagéo da
via das caspases, que sdo as efetoras finais da apoptose. Por sua vez, a liberacédo do
citocromo c¢ é regulado, basicamente, por duas proteinas: Bcl-2 e Bax. A Bcl-2 é
considerada proteina anti-apoptética, uma vez que previne a abertura de poros
mitocondriais, e a Bax € considerada pré-apoptotica, uma vez que e estimula a
abertura desses poro. Uma das alteracdes provocadas pela doxorrubicina é a

diminuicao da expresséo de Bcl-2 e aumento da expressao de Bax (15).
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Apesar dos sintomas clinicos de insuficiéncia cardiaca aparecerem, mais
frequentemente, semanas a meses apo0s a infusdo da doxorrubicina, ha evidéncias
cientificas que o dano ao coracdo ja se inicia imediatamente apds a infusdo da droga
(16-18). Mesmo com todos 0s avancos ja obtidos em relacdo ao reconhecimento da
fisiopatologia da cardiotoxicidade, ainda ndo ha um método sensivel para a detecgéo
precoce dessa complicacdo e nem um tratamento altamente efetivo para a
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (2,19). Assim, a investigacdo de
estratégias que possam atenuar de maneira contundente o curso clinico da
cardiotoxicidade ou até mesmo prevenir seu aparecimento tem importancia
fundamental. Dentre essas estratégias, podemos destacar o consumo de produtos
naturais, como o suco de laranja, largamente consumido no mundo todo.

A composicdo do suco de laranja € determinada pelo tipo de laranja utilizada na
sua producdo. Assim sendo, os efeitos biolégicos do suco de laranja podem ser
diferentes a depender da laranja utilizada no seu preparo. A laranja mais comumente
utiizada no pais para extracdo de suco € a laranja Pera (Citrus sinensis). A
composicao do suco de laranja Pera encontra-se no quadro 1.

A administracdo de hesperidina (20) e do suco de laranja (21) provocaram
diminuicdo do estresse oxidativo por funcionarem como “scavenger” de radicais livres.
O suco de laranja também mostrou-se capaz de quelar o ferro (22), efeito bastante
interessante, pois, como Vvisto anteriormente, um dos principais mecanismos de
geracdo de espécies reativas de oxigénio pela doxorrubicina é por meio de reacdes
envolvendo o ferro. Além disso, a administracdo de hesperidina esteve associada a
aumento da expressdo génica de Nrf-2 (23), aumento da expressao proteica de Akt
(24), diminuicédo de caspase-3 e modificacdes na Bcl-2 e Bax (20), mostrando-se como
alternativa efetiva para atenuacao da apoptose.

Recentemente, variedades de laranjas sanguineas, assim denominadas por
conta de sua cor avermelhada, vém ganhando destaque. Os compostos responsaveis
pela cor vermelho-violdcea dessas laranjas s@o as antocianinas, que possuem
altissima capacidade antioxidante (25). Uma dessas variedades € a laranja Moro
(Citrus sinensis (L.) Osbeck), que possui em sua composi¢cao quantidades maiores de
hesperidina (26) que a laranja Pera e, adicionalmente, possui em torno de 30 mg/L de

antocianinas, que nao estao presentes na laranja Pera (27), conforme pode ser visto no
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quadro 1. Essas diferencas na composi¢cao conferem ao suco da laranja Moro maior
capacidade antioxidante que o suco das variedades claras, como a Pera.

Quadro 1. Composic¢éo dos sucos de laranja

Citrus sinensis Citrus sinensis L. Osbeck
(Laranja Pera) (Laranja Moro)

Calorias (kcal) 33 144
Carboidratos (g) 7,6 7,8
Vitamina C (mg) 73,3 50
Hesperidina (mg) 110 43,6
Naringina (mg) 0,025 4,8
Antocianinas (mg/L) 0 3,22
B-criptoxantina (g) 1,48 2,68
B-caroteno (mg) 28 42

Fonte: Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos — TACO, 2011. European Institute of Oncology (EIO) database at http://www.ieo.it/
bda2008/homepage.aspx. Desenvolvimento de estratégias analiticas para determinacéo de flavanonas e psoraleno por claedad em sucos de
laranjas de diferentes procedéncias,2009. Valores expressos em quantidade por 100ml.

A influéncia da hesperidina (28) e a naringinina (29), compostos flavanéides
presentes no suco de laranja, jA se mostraram eficazes para diminuir a cardiotoxicidade
induzida pela doxorrubicina, no entanto ndo identificamos estudos que avaliaram o
efeito do suco neste modelo. Adicionalmente, outro ponto a ser destacado € que o
efeito da combinacdo dos compostos bioquimicos presentes nos produtos naturais
pode ser mais importante do que o efeito de um composto isolado. Isso ocorre devido
ao efeito sinérgico ou inibitorio entre esses compostos, o que modificaria a acdo de um
deles isoladamente.

Diante do exposto, elaboramos a hipotese de que o suco da laranja Pera é
capaz de atenuar a cardiotoxicidade aguda induzida pela doxorrubicina em ratos e o
suco da laranja Moro tem um efeito mais pronunciado em atenuar essa

cardiotoxicidade que o suco da laranja Pera.

15



CONCLUSAD



A suplementagdo de ambos os tipos de suco de laranja atenuou a disfuncéo
ventricular esquerda, sistdlica e diastdlica, induzida pela doxorrubicina, melhorou o
metabolismo energético miocardico e atenuou o estresse oxidativo. No entanto, o suco
de laranja Moro foi mais efetivo que o suco de laranja Pera em modificar a atividade da

citrato sintase, B-hidroxiacil-CoA-desidrogenase e da glutationa peroxidase.
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