UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

MARINA GAIATO MONTE

Influéncia da suplementacé&o do acido graxo 6mega 3 na atenuacao
da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos: papel da

via da ceramida

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Botucatu, para obtencédo do titulo

de Mestra em Fisiopatologia em Cinica Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Bertha Furlan Polegato

Botucatu
2021




MARINA GAIATO MONTE

Influéncia da suplementacdo do acido graxo 6mega 3 na atenuacéao
da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos: papel da

via da ceramida

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho®, Campus de Botucatu, para obtencéo do titulo

de Mestra em Fisiopatologia em Cinica Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Bertha Furlan Polegato

Botucatu
2021



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Monte, Marina Gaiato.
Influéncia da suplementacdo do &cido graxo O&mega 3 na
atenuacdo da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em

ratos : papel da via da ceramida / Marina Gaiato Monte. -
Botucatu, 2021

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de Botucatu

Orientador: Bertha Furlan Polegato

Capes: 40101002

1. Estresse oxidativo. 2. Cardiotoxicidade.
3. Doxorrubicina. 4. Esfingomielinas. 5. Acidos graxos Omega-3.

Palavras-chave: Acidos graxos 6mega 3; Cardiotoxicidade
crbnica; Doxorrubicina; Esfingomielinas; Estresse oxidativo.




EPIGRAFE



O periodo de maior ganho em
conhecimento e experiéncia € o

periodo mais dificil da vida de alguém.”

Dalai Lama



DEDICATORIA



Aos meus pais, Jorge Luiz e Maria Zenaide, pelo apoio e amor incondicional
proporcionado a mim. Vocés sao meu exemplo de carater e forgca. Serei eternamente

grata!

Ao André, meu parceiro de jornada pessoal. Vocé se tornou meu aconchego nos

dias dificeis e transformou os ventos fortes em brisas suaves.

Aos meus irmaos, Guilherme e Gustavo, pelo elo inquebravel que formamos

desde nossa infancia.

A minha cunhada, Daiane, pelo carinho e atencao sempre. E por, junto ao Gui,

me dar a felicidade de conhecer o Lucas. Irei sempre interceder por vocé€, meu afilhado.

Aos meus avos paternos, Afonso (in memorian) e Ermelinda (in memorian), os

quais sempre sentirei vontade de ter conhecido.

Aos meus avoés maternos, José Natal (in memorian) e Thereza de Jesus, por
terem participado da minha educacao, pela f¢ em Deus e na vida, e pelo amor
depositado em mim.

Aos meus tios e primos pelo amor e unido que mantemos em nosso circulo.

As minhas amigas, Débora C. Spirandelli, Thais C. P. dos Santos, Thainara Ferla,

Daiane Ribeiro, Nayane M. Vieira e Julia Souto, vocés sao especiais para mim.

Amo muito vocés!



AGRADECIMENTO ESPECIAL



A minha orientadora, Profa. Dra. Bertha Furlan Polegato, por ter sido tao presente
em cada etapa da minha jornada até aqui. Por acreditar na minha capacidade e por ter
me ensinado tanto. Vocé é meu exemplo de humanidade e profissionalismo. Obrigada

por lapidar minhas asas e me permitir algar voos mais altos.



AGRADECIMENTOS



A Fundacdo de Amparo & pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pelo

financiamento da minha bolsa de mestrado (processo n2 2018/25677-7).

Aos docentes do grupo Remodelacao Cardiaca e Nutricao (RECAN), Prof. Dr.
Leonardo A. M. Zornoff, Prof. Dr. Marcos F. Minicucci, Profa. Dra. Paula S. A. Gaiolla e,
em especial, Prof. Dr. Sergio A. R. de Paiva, integrante da banca do meu exame geral

de qualificacao, pela contribuicao no desenvolvimento desse estudo.

A Profa Dra. Silméia G. Z. Bazan e Prof. Dr. Katashi Okoshi pela colaboragao na

analise do ecocardiograma.

Ao professor Luis Fernando Barbisan pela parceira no desenvolvimento da

analise do cometa alcalino e pela contribuicdo no exame geral de qualificagao.

As minhas ex-professoras e amigas, Natdlia B. Cunha e Maria Angélica M. L.

Rezende, vocés me guiaram até aqui.

Ao meu amigo de graduacao e poés-graduacao, Anderson S. Fujimori, pela

indicacao a Bertha e pelos ensinamentos no laboratério.

Aos integrantes e ex-integrantes do RECAN, em especial, Nara A. Costa, Amanda
G. Pereira, Ana Paula Dantas, Matheus A. Callegari, Mariana Dorna e Barbara C.
Damasceno pela parceria e amizade que desenvolvemos durante esse tempo. Vocés

foram essenciais para realizacao desse estudo.
Aos funcionarios da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX), em especial,
Paulo C. Geogerte, José C. Georgete, Isabela Santos e Sara R. S. Sampaio pelo suporte

e amizade desenvolvida.

Aos funcionarios da pds-graduacdo da Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB).

Muito obrigada!



SUMARIO



N 2T0] 51000 IR 17

HIPOTESE. ..ottt eests st see s e ns st an e st anestsnsssnesnsssensssneanansansssneanensanes 24
(=N |5 1LY/ TP 26
MATERIAL E METODOS ......oviveecvieeeeceeseeeeeeseesesssessessessssesssnsssesssssssssssssessasssnsssnssnensanes 28
RESULTADOS ...t s e en s s eene s se s een s sn s s s enesenes 38
DISCUSSAD ...ttt st n ettt en s eness s s nanensanenesenassannanees 50
(610] 1] I 17X TS 58

= = =] = N (0] VX 60



Lista de tabelas

Tabela 1. Peso dos 6rgaos e tecidos dos animais .........ccccceeeeiieeeciieeeciieecciee e 40
Tabela 2. Variaveis estruturais cardiaCas ..........cccovveeriieniiinie e 41
Tabela 3. Frequéncia cardiaca e variaveis ecocardiograficas funcionais.................. 42

Tabela 4. Medida da pressao intraventricular esquerda e derivadas pressao-tempo43

Tabela 5. Dosagens biOQUIMICAS .........cocuiieiiiiiieiierie e 44
Tabela 6. Ensaio do cometa alcalino............occveiiiiiiiiiiii e 45
Tabela 7. Marcadores do dano OXidatiVO ...........ccoviieeeeiiiiiiee e 46
Tabela 8. Expressao de proteinas no coragao dos animais..........ccceeeeevveerveereeenen. 48

Lista de figuras

Figura 1. Representacéo do delineamento do estudo ...........ccoceeeiviiiiiiieecnieeeeee, 30

Figura 2. Escore para analise de imuno-histoquimica no coragao dos animais...... 37

Figura 3. Consumo de ragao e evolucao de peso Corporal.........cccooceveriveeiiieeennenn. 39
Figura 4. Atividade da enzima nSMase no soro e no tecido cardiaco.............c......... 44
Figura 5. Representacao do ensaio cometa por grupo de animais..........ccccocceveeeennne 45

Figura 6. Quantificagao de MDA e carbonilagao de proteinas no coragcao dos animais

Figura 7. Representacao das espécies reativas de oxigénio por grupo de animais 47
Figura 8. Expressao das proteinas por western blot no coracao dos animais ......... 48

Figura 9. Marcacao da nSMase por imuno-histoquimica por grupos de animais .... 49

Lista de quadros

Quadro 1. Composicao do acido graxo OmMega 3 ........ccceeierrieeniienee e 29



RESUMO



z

Introducdo: a cardiotoxicidade é o efeito colateral mais grave do tratamento com o
guimioterapico doxorrubicina. A identificacdo dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da
cardiotoxicidade permite a descoberta de estratégias de atenuacdo dessa complicacdo. As
ceramidas sdo formadas a partir da degradacao dos esfingolipideos das membranas celulares e
tem importante papel na sinalizacdo e modulacédo de processos bioldgicos, incluindo estresse
oxidativo. Ha evidéncias que a administracdo de acidos graxos 6mega 3 possa atuar junto as
membranas e interferir com essa via de dano celular. Objetivo: avaliar a influéncia da
suplementacdo de acidos graxos 6mega 3 na atenuagdo da cardiotoxicidade crénica induzida
pela doxorrubicina em ratos. Adicionalmente, avaliamos o envolvimento da via da ceramida na
patofisiologia da leséo cardiaca e no possivel efeito protetor dos acidos graxos 6mega 3. Material
e Métodos: 60 ratos Wistar machos foram alocados em 4 grupos: Controle (C), Doxorrubicina
(D), Omega 3 (W), Doxorrubicina + Omega 3 (DW). Os grupos receberam acidos graxos dmega
3 (400 mg/kg/dia, via gavagem) ou agua por 6 semanas e doxorrubicina (3,5 mg/kg,
intraperitoneal, 1x/semana) ou salina por 4 semanas. Ao final de 6 semanas, foi realizado
ecocardiograma e eutanasia para coleta do material biol6gico. Foram avaliadas a atividade da
enzima esfingomielinase (SMase), as concentracdes séricas de lipideos e creatinina, ensaio
Cometa, estresse oxidativo, nSMasel por imuno-histoquimica e determinagdo da expressao de
nSMasel (esfingomielinase neutra 1) e IkB (inibidor do fator kappa B) por Western Blot. Analise
estatistica: ANOVA de 2 vias. Resultados: houve menor ingestdo de racdo e perda de peso nos
animais que receberam doxorrubicina. Nos animais tratados com o quimioterapico observamos
aumento do atrio esquerdo e o ventriculo esquerdo (VE), dos triglicerideos e colesterol séricos,
do malonaldeido (marcador do dano oxidativo aos lipideos), da carbonilagdo de proteinas
(marcador do dano oxidativo as proteinas), diminui¢cdo da fracdo de encurtamento do VE e menor
expressao da enzima nSMasel no coracao. A suplementagdo de dmega 3 atenuou as alteracdes
estruturais e funcionais provocadas pela doxorrubicina e diminuiu a carbonilacéo de proteinas.
O 6mega 3 também diminuiu a intensidade e 0 momento da cauda no ensaio cometa e aumentou
a atividade da nSMase neutra tanto nos animais que receberam quanto nos que nao receberam
a doxorrubicina. Conclusdo: a suplementacdo de &cido graxo O6mega 3 atenuou a
cardiotoxicidade crbnica provocada pela doxorrubicina em ratos. Possivelmente, a via da
ceramida esta envolvida na fisiopatologia da cardiotoxicidade, mas nao € o mecanismo pelo qual

o acido graxo 6mega 3 atenuou a disfuncao cardiaca.

Palavras-chave: Estresse Oxidativo; Esfingomielinas; Dislipidemia;  Doxorrubicina;

Cardiotoxicidade cronica; Acidos graxos 6mega 3.



ABSTRACT



Introduction: cardiotoxicity is the most serious side effect of treatment with the chemotherapy
drug doxorubicin. The identification of mechanisms involved in the pathophysiology of
cardiotoxicity allows the discovery of mitigation strategies for this complication. Ceramides are
formed from the degradation of sphingolipids in cell membranes and play an important role in
signaling and modulating biological processes, including oxidative stress. There is evidence that
the administration of omega 3 fatty acids can act with the membranes and interfere with this
cellular damage pathway. Objective: To evaluate the influence of omega 3 fatty acid
supplementation in the attenuation of chronic cardiotoxicity induced by doxorubicin in rats.
Additionally, we evaluated the involvement of the ceramide pathway in the pathophysiology of
cardiac injury and the possible protective effect of omega 3 fatty acids. Material and Methods:
60 male Wistar rats were divided into 4 groups: Control (C), Doxorubicin (D), Omega 3 (W),
Doxorubicin + Omega 3 (DW). The groups received omega 3 fatty acids (400 mg/kg/day, via
gavage) or water for 6 weeks and doxorubicin (3.5 mg/kg, intraperitoneally, 1x/week) or saline for
4 weeks. At the end of 6 weeks, an echocardiogram and euthanasia were performed to collect
the biological material. The activity of the sphingomyelinase enzyme (SMase), serum
concentrations of lipids and creatinine, Comet assay, oxidative stress, nSMasel were evaluated
by immunohistochemistry and determination of the expression of nSMasel (neutral
sphingomyelinase 1) and IkB (inhibitor of kappa factor B) by Western Blot. Statistical analysis: 2-
way ANOVA. Results: there was less feed intake and weight loss in animals that received
doxorubicin. In animals treated with chemotherapy, we observed an increase in the left atrium
and left ventricle (LV), serum triglycerides and cholesterol, malonaldehyde (a marker of oxidative
damage to lipids), protein carbonylation (a marker of oxidative damage to proteins), a decrease
of the LV shortening fraction and lower expression of the nSMasel enzyme in the heart. Omega
3 supplementation attenuated the structural and functional changes caused by doxorubicin and
decreased protein carbonylation. Omega 3 also decreased the intensity and moment of the tail in
the comet assay and increased the neutral nSMase activity in both animals that received and
those that did not receive doxorubicin. Conclusion: Omega 3 fatty acid supplementation
attenuated chronic cardiotoxicity caused by doxorubicin in rats. Possibly, the ceramide pathway
is involved in the pathophysiology of cardiotoxicity, but it is not the mechanism by which omega

3 fatty acid attenuated cardiac dysfunction.

Keywords: Oxidative stress; Sphingomyelin; Dyslipidemia; Doxorubicin; Chronic cardiotoxicity;

Omega 3 fatty acids.
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Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as neoplasias foram
responsaveis por quase 10 milhdes de mortes no mundo em 2020 (1). S&o vistos
muitos avanc¢os na terapéutica oncolégica, que cursam com melhora da qualidade de
vida e aumento da sobrevida dos pacientes (2). Entretanto, as doencas
cardiovasculares nos pacientes com cancer tém se demonstrado mais frequentes,
devido, principalmente, aos efeitos colaterais advindos de terapéuticas como a
quimioterapia (3).

A doxorrubicina € um quimioteréapico da classe das antraciclinas, extraido do
fungo Streptomices peucetius, amplamente utilizado para o tratamento de neoplasias
malignas desde 1969, incluindo tumores sélidos, leucemias e linfomas (4,5). O efeito
antitumoral € atribuido a interacao da droga com o DNA celular, por meio da ligagédo
e consequente inibicdo das enzimas topoisomerase 2, cuja funcao é reajustar a dupla
hélice durante os processos de replicacdo e transcricdo, levando a morte da célula
neoplasica (6).

Embora seja altamente efetiva contra o cancer, a agao da doxorrubicina néo se
limita as células neoplasicas. Estudos tém sugerido que os complexos resultantes da
agressao do quimioterapico as enzimas topoisomerase 2 (top 2a/ top 2B), sdo os
agentes causadores do efeito colateral mais grave da droga, a cardiotoxicidade (7).
Essa complicacéo ocorre em 5 a 26% dos pacientes a depender da dose administrada,
levando a alteragcfes no tratamento quimioterapico, que podem limitar sua efetividade,
ou até mesmo, sua interrupcdo. Atualmente, o limite de dose para uso clinico da
doxorrubicina é de 450 mg/m2 de superficie corporal (8).

A cardiotoxicidade pode ocorrer de forma aguda, subaguda, crbnica ou tardia.
A toxicidade aguda € considerada rara, ocorrendo em menos de 1% dos pacientes e
manifesta-se, predominantemente, com arritmias supraventriculares, disfungéo
transitéria do ventriculo esquerdo e alteracdes eletrocardiograficas inespecificas
(ECG), que se desenvolvem logo apés a infusdo da droga (dois a trés dias). Ja a
toxicidade crbnica ou tardia se manifesta meses ou anos apos a conclusdo do
tratamento quimioterapico e se apresenta como cardiomiopatia dilatada e hipocinesia
ventricular, levando a insuficiéncia cardiaca, sendo a forma mais frequentes de
cardiotoxicidade e com repercussoes clinicas mais importantes. (9,10). A presenca de
insuficiéncia cardiaca ndo so interfere com o prognoéstico desses pacientes, como
também diminui a qualidade de vida do paciente e leva a relevantes limitacbes das

atividades habituais da vida diaria.
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A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina foi identificada logo apos o inicio
de sua utilizacdo na pratica clinica, contudo, apesar dos esforcos para detectar os
fatores de risco, desenvolver derivados menos toxicos e identificar a toxicidade
subclinica precocemente, ainda ndo ha uma abordagem clara para prevenir ou tratar
adequadamente essa grave complicacdo (8). Por isso, a busca por estratégias de
prevencdo se faz necessaria, sendo que para isso o entendimento da sua
patofisiologia é fundamental.

Mesmo apdés 40 anos de pesquisa, 0S mecanismos envolvidos na
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina ainda ndo foram completamente
elucidados (11). Atualmente, diversos estudos tém destacado o papel do estresse
oxidativo no mecanismo de lesédo da toxicidade. A producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) durante o
metabolismo da droga, associadas a baixa concentracdo miocardica de enzimas
antioxidantes, podem favorecer o dano ao tecido cardiaco. (12,13).

Existem diversas vias progenitoras de espécies reativas ja identificadas na
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, com destaque para a lesdo e disfuncao
mitocondrial induzida por essa droga. A lesdo mitocondrial é favorecida pela elevada
guantidade de cardiolipina presente nas membranas mitocondriais e a sua elevada
afinidade pela doxorrubicina, resultando na diminuicdo da atividade dos complexos
enzimaticos, interrupcdo da cadeia transportadora de elétrons e acumulo de elétrons
desemparelhados, aumentando, assim, a formacdo de EROs, além de diminuir a
producdo de ATP (adenosina trifosfato) (14). Outra via de formacdo de espécies
reativas é por meio da ligacdo da doxorrubicina com o dominio redutase da enzima
oxido nitrico sintase, sendo essa uma via produtora de ERNSs (3).

O aumento do estresse oxidativo esta intimamente ligado a apoptose. A
mitocondria, principal sitio formador de EROs, é também importante reguladora da
apoptose, uma vez que é responsavel pela liberacdo de citocromo c e ativagdo da via
das caspases. Assim, a administracao de doxorrubicina, além de aumentar o estresse
oxidativo, também aumenta as taxas de apoptose no miocardio (15), interferindo na
expressado de Bcl-2 e Bax, proteinas relacionadas a sobrevivéncia e morte celular (16),
inibe a serinal/treonina quinase (Akt), proteina citosélica que fornece sinal
antiapoptotico (17) e ativa caspase-3, conhecida indutora de apoptose (18).

Apesar do conhecimento da participacao do estresse oxidativo na fisiopatologia

da cardiotoxicidade, observamos insucesso dos estudos clinicos em demonstrar efeito
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cardioprotetor dos antioxidantes neste contexto. Sendo assim, compreender outros
mecanismos moleculares envolvidos na cardiotoxicidade se faz necessario para
investigar possiveis estratégias de prevencdo (19).

As membranas celulares sdo responsaveis pela manutencédo da integridade
celular, controlam o fluxo de substancias entre o interior e exterior da célula e alojam
uma infinidade de receptores que regulam todos os processos bioldgicos celulares
(20). Sao constituidas de colesterol, esfingolipideos e outros fosfolipideos. O principal
esfingolipideo da membrana é a esfingomielina. O ciclo da esfingomielina é
dependente das atividades das esfingomielinases (SMases) — familia de enzimas
conhecidas como esfingomielinase acida (aSMase), esfingomielinase alcalina
(alcSMase) e esfingomielinases neutras (nSMases) —, que, quando ativadas,
convertem a esfingomielina a ceramida (21,22).

As SMases sdo ativadas por uma grande variedade de estimulos, como
radiacdo, agentes infecciosos (virus, bactérias e parasitas), citocinas inflamatorias
(Interleucina-1p, fator de necrose tumoral-a), aumento do estresse oxidativo e
quimioterapicos, como a doxorrubicina (23, 24). Por sua vez, a ceramida e demais
metabdlitos formados (ceramida-1-fosfato, glicosilceramida e esfingosina-1-fosfato)
sdo importantes mediadores intracelulares na regulacdo da inflamacéo, apoptose,
proliferacdo, diferenciacdo celular e também estdo envolvidos na homeostase
oxidativa (25).

O aumento do estresse oxidativo celular induzido pela ceramida esta
relacionado com ativacdo da NADPH oxidase, disfuncdo mitocondrial e diminui¢éo
das enzimas antioxidantes (26). Outra via interessante possivelmente envolvida no
papel deletério das ceramidas, mas ainda controversa, é a via que envolve a ativacao
do NF-kB (fator nuclear kappa B) mediada por TNF (fator de necrose tumoral). A
ceramida induziria ativacao do receptor TNF-R55, degradacéo do fator kB, inibidor do
NF-kB, e permitiria a ativagdo do NF-kB. No entanto alguns estudos posteriores nao
conseguiram associar a sinalizagéo via TNF com a ativagao de NF-kB (23).

Em relacédo a apoptose, a ceramida € capaz de ativar a catepsina D, que € um
gatilho para desencadeamento de lesdo e morte mitocondrial e liberacéo de citocromo
c. Também parece desregular a fungdo de proteinas da familia Bcl-2, que previnem a
formacao de poros mitocondriais e a consequente liberacéo de citocromo ¢ (26) além
de aumentar Bax, relacionada a aumento de formacédo de poros mitocondriais e

aumento da apoptose (23). A lesdo mitocondrial causada pela ceramida contribui para
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0 aumento do estresse oxidativo, como ja citado anteriormente, e contribui para
formacéo de um ciclo vicioso de leséo celular.

O é&cido graxo 6mega 3 € um conjunto de acidos graxos poli-insaturados de
cadeia longa (AGPIs), cuja nomenclatura deriva da primeira instauracédo (ligacao
dupla) da molécula, que ocorre entre o terceiro e 0 quarto carbono ao contar do grupo
metilo terminal. Os principais acidos graxos do conjunto sdo o acido alfa-linolénico
(ALA 18:3), &cido eicosapentandico (EPA 20:5) e 4cido docosahexaendico (DHA 22:6)
(27). O ALA esta presente em nozes, sementes (linhaca e chia) e 6leos vegetais (soja,
azeite e canola), enquanto o EPA e o DHA podem ser obtidos por meio do consumo
de peixes oleosos e frutos do mar. Entretanto, peixes selvagens apresentam
concentracbes mais elevados de acidos graxos essenciais quando comparados aos
peixes cultivados e alimentados com gréos, pois a presenca desses acidos graxos
esta diretamente relacionada ao consumo de fitoplancton e algas marinhas (28,29).
Mesmo o ALA sendo precursor de EPA e DHA, todos séo considerados acidos graxos
essenciais (adquiridos pela dieta), pois o nivel dessa conversédo € menor que 5% no
organismo humano (30).

Sabe-se que o0s acidos graxos 6mega 3 constituem os fosfolipidios da
membrana celular, que podem ser retirados e utilizados como substrato para formacéao
de eicosanoides anti-inflamatorios pelas vias lipoxigenase e cicliooxigenase. Da
mesma forma, os acidos graxos 6mega 6 e o acido araquidénico (AA 20:4), por
exemplo, sdo utilizados como substratos para formacdo de eicosanoides pro-
inflamatorios. Apesar de competirem pelas vias enziméticas de conversao, o acido
graxo 6mega 3 possui maior afinidade quando comparado ao acido graxo dmega 6.
Por isso, € indicado o consumo de acidos graxos émega 6 e 3 na proporgdo 3:1,
respectivamente. Atualmente, nas dietas ocidentais, o0 consumo excessivo de acidos
graxos essenciais pré-inflamatérios e deficiéncia na ingestdo de acidos graxos
essenciais anti-inflamatérios pode se relacionar ao aumento de inflamacdo mesmo
entre individuos saudaveis (31,32).

Alguns estudos observaram efeitos benéficos associando o consumo alimentar
de acidos graxos 6mega 3 e a diminuicdo de complicacdes relacionadas as doencas
cardiovasculares, como prevenc¢do de arritmias, diminuicdo da agregac¢ao plaquetaria,
atenuacdo da placa aterosclerética, melhora do relaxamento vascular, menor
variabilidade da frequéncia cardiaca diurna (preditor de morte subita), normalizacéo

de triglicerideos plasmaticos e da pressao arterial. Esses efeitos podem ser explicados
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por modulacéo de funcéo proteica de vias sinalizadoras e modificacoes na expressao
génica, entretanto o papel que os acidos graxos 6mega 3 desempenham no
organismo ainda n&o sdo totalmente compreendidos (33,34,35,36,37,38). Nesse
contexto, a relagdo do acido graxo 6mega 3 e da ceramida permanece por ser
elucidada.

Héa alguma evidéncia que o acido graxo 6mega 3 poderia atuar na regulacao
da via da ceramida. Em cultura de células, a exposi¢cado ao DHA, antagonizou o efeito
do TNF- a, atuando na diminuicdo do estresse oxidativo e na formacgao de ceramidas
(39). Junfei et al. (2018), verificaram que o DHA inibiu o efeito sinérgico de
lipopolissacarideo e acido palmitico na expressédo genica pro-inflamatéria, devido
diminuicao da atividade transcricional do NF-kB, estimulou a expressao génica de IL-
10 (anti-inflamatoria) e inibiu a produgdo de ceramidas na via de sintese de ceramida
de novo (40).

Outro estudo suplementou acido graxo 6mega 3 (EPA e DHA) em
camundongos inférteis devido ao defeito da espermatogénese de esfingomielina
sintase 1, a qual restaurou a espermatogénese e a fertilidade em 50% dos mutantes
previamente inférteis (41). Kasbi-Chadli et al. (2015) observaram que a
suplementacao de acido 6mega 3 em hamsters reduziu a esfingosina, esfinganina e
ceramidas no figado e no muasculo, aumentou a tolerancia a glicose, diminuiu a
secrecdo hepética de triglicerideos e expressao hepatica de TNFa (42).

Dong et al. (2017), estudaram o efeito da suplementagcédo de acido 6mega 3
na esteatose hepatica induzida por hiper-homocisteinemia em camundongos,
mostrando que apods seis semanas de tratamento, houve a diminuicédo na producéo
de metabdlitos relacionados a ceramida, decorrente da menor expressao dos genes
de sintese de ceramida, serina palmitoiltransferase subunidade 3 de base de cadeia
longa (Sptic3) e Delta (4)-desaturase, esfingolipideo 2 (Degs2) e assim, menor
acumulo de lipidios hepaticos (43).

Em relacdo a atenuacdo da cardiotoxicidade, alguns estudos ja avaliaram o
efeito da suplementacdo de acido graxo 6mega 3 na prevencao da cardiotoxicidade
induzida pela doxorrubicina. No modelo in vitro de cultura de células tratadas com o
quimioterapico e expostas ao DHA, houve diminuicdo da expresséo proteica de TNF-
a, IL-1B (interleucina 1B) e IL-6 (interleucina 6), além de ser observado inibicdo da
ativacao da via do NF-kB, por diminuicdo da expresséao de IkB-a e NF-kB/p65 (44). No

modelo de cardiotoxicidade aguda in vivo utilizando ratos, a administracdo de dGmega
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3 diminuiu a concentracdo de malondialdeido (MDA), um marcador do dano lipidico,
além de aumentar a atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase e
superoxido dismutase (15).

No entanto, em revisdo recente e ampla sobre o tema, 0s autores mostraram
gue os resultados dos estudos relacionados a administracdo de acido graxo 6mega 3
na cardiotoxicidade sdo ainda bastante dispares, sendo que ha estudos que mostram
piora da cardiotoxicidade com a suplementacdo de acido graxo 6mega 3 (45). Até o
presente momento, n&o identificamos nenhum estudo que avaliou a relagcéo das vias
da ceramida com o possivel efeito cardioprotetor do acido graxo 6mega 3.

Interessantemente, além da perspectiva de atenuar a cardiotoxicidade, a
suplementacao de acido graxo 6mega 3 poderia constituir estratégia para prevencao
e até mesmo tratamento adjuvante contra o cancer. O acido graxo 6mega 3 teria a
habilidade de modificar a estrutura quimica e as propriedades fisicas das membranas
plasmaticas, o0 que poderia modular importantes vias de sinalizacdo do
desenvolvimento tumoral. Além disso, a incorporagédo do acido graxo 6mega 3 nas
membranas celulares e fosfolipides mitocondriais poderia sensibilizar a célula tumoral
as EROs, uma vez que € sabido que os produtos da peroxidacgéo lipidica interferem
diretamente com a sintese de DNA, crescimento celular e indice de morte da célula
tumoral (45).
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HIPOTESE
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Diante do exposto, elaboramos a hipotese que a suplementacédo de acido graxo
0mega 3 pode atenuar a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina em ratos por

sua atuacdo junto aos lipideos das membranas e na via da ceramida.
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OBJETIVO
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Avaliar a influéncia da suplementacéo de acido graxo 6Gmega 3 na atenuacédo da
cardiotoxicidade crbnica induzida pela doxorrubicina em ratos. Adicionalmente,
avaliamos o envolvimento da via da ceramida na fisiopatologia da lesdo cardiaca e no

possivel efeito protetor do acido graxo 6mega 3.
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MATERIAL E METODOS
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Célculo do tamanho amostral

O numero de animais necessarios para este estudo foi determinado por calculo
do tamanho amostral utilizando programa SigmaPlot 12.0. Foi considerada a fracao
de encurtamento do ventriculo esquerdo, com resultados obtidos em estudo prévio.
Considerando a existéncia de 4 grupos, uma diferenca das médias de 0,09, desvio-
padréao de 0,06, poder do teste de 0,90 e erro alfa de 0,05, obtivemos o resultado de
14 animais por grupo. A mortalidade durante tratamento cronico com a doxorrubicina
variou de 10 a 20% de acordo com estudo prévio de nosso grupo (dados ainda néo
publicados), por isso foi acrescentado dois animais nos grupos que receberam

doxorrubicina no delineamento experimental, sendo n=16 nesses grupos.

Acido graxo 6mega 3

O acido graxo 6mega 3 comercial utilizado nesse estudo foi o da marca
Essential Nutrition® e é constituido por EPA (acido eicosapentaenoico), DHA (acido
docosahexaneico), vitamina E (dl-alfa-tocopherol) e outros acidos graxos. As
concentracdes das substancias estao descritas no quadro 1.

Quadro 1. Composicéo do 4cido graxo 6mega 3

Composicdo Acidos Graxos Omega 3 Quantidade em 1 g do produto
Acido eicosapentaenoico (EPA) 360 mg
Acido docosahexaneico (DHA) 240 mg
Outros acidos graxos 350 mg
Dl-alfa-tocopherol (vitamina E) 1,6 mg

Fonte: Essential Nutrition. Informagdes descritas no rétulo do produto.

Delineamento experimental

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade
de Medicina de Botucatu — Unesp previamente a sua realizagdo (CEUA 1295/2019).
Foram utilizados 60 ratos Wistar machos, com peso aproximado de 300g, que ficaram
alocados em caixas coletivas (41x34x17,8 cm), com 2 animais por caixa, em ambiente
enriquecido com tubos de PVC e papel toalha amassado, com temperatura controlada
(25°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas.

Os animais receberam agua e racao comercial padréo a vontade durante todo
0 experimento. O peso e a ingestdo de ragdo foram mensurados semanalmente. Os

animais foram alocados em 4 grupos: C (controle; n=14), W (administracéo de acidos
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graxos O6mega 3; n=14), D (administracdo de doxorrubicina; n=16) e DW
(administracdo de doxorrubicina e acidos graxos 6mega 3; n=16). A diferenca entre o
namero inicial de animais nos grupos se deve ao fato da possibilidade de perdas de
animais nos grupos tratados com doxorrubicina. Os animais dos grupos W e DW
receberam durante 6 semanas 400mg/kg por dia de acidos graxos dmega 3, via
gavagem. Ja os animais dos grupos C e D receberam agua filtrada via gavagem, em
volume e frequéncia equivalente aos grupos W e DW.

Apbés 2 semanas do inicio da suplementacdo de dmega 3, iniciou-se a
administracdo de doxorrubicina nos grupos D e DW, por meio de injecéo
intraperitoneal (ip) de doxorrubicina 3,5mg/kg uma vez por semana, durante 4
semanas, chegando a dose cumulativa de 14mg/kg. Os animais dos grupos C e W
receberam injecéo de salina em volume e frequéncia equivalente aos demais grupos.
A suplementacdo de éacidos émegas 3 foi mantida durante todo o periodo de
administracéo de doxorrubicina.

Ao final de 6 semanas, todos os animais foram submetidos ao ecocardiograma
e a medida da pressao intraventricular esquerda. A seguir, foram submetidos a
eutanasia, que foi realizada com dose excessiva de tiopental (120mg/kg, ip) seguida
de decapitacdo com guilhotina para coleta do sangue (método secundéario de
eutanasia). O sangue foi coletado e armazenado para analises posteriores. O figado,
rins e coracao foram pesados e armazenados a -80°C até o momento das anélises
bioguimicas. O pulmé&o foi pesado e desprezado em seguida. A figura 1 ilustra de

maneira resumida o delineamento experimental acima descrito.

Figura 1. Representacdo do delineamento do estudo

Wistar machos (n=60)

I l I |

Agua filtrada, vg Agua filtrada, vg Ac. Gr. mega 3, vg Ac. Gr. émega 3, vg _
400mg/kg/dia 400mg/kg/dia
3 ina, i Doxorrubicina, i = L I
Solugdo salina, ip 35makg Solugzo salina, ip Doxorrubicina, ip
1x/semana 6 sem

1x/semana ‘ 3,5mg/kg

4 sem

C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos 6mega 3; DW: doxorrubicina + acidos graxos
O6mega 3. Vg: via gavagem. ip: via intraperitoneal.
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Ecocardiograma

Para a realizacdo do ecocardiograma, os ratos receberam anestesia leve com
quetamina (50 mg/kg, ip) xilazina (10 mg/kg, ip), tiveram a regido anterior do térax
tricotomizada e foram posicionados em decubito lateral esquerdo. O exame foi
realizado utilizando o equipamento Vivid S6 (General Electric Medical Systems), com
transdutor multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz. Todos os exames foram feitos pelo
mesmo examinador que desconhecia os grupos dos animais.

As variaveis estruturais do coragcdo foram obtidas por andlise bidimensional,
com o transdutor em posicdo paraesternal, eixo menor. As variaveis mensuradas
foram: espessura diastélica da parede posterior do ventriculo esquerdo (EDPP) e do
septo interventricular (EDSIV); diametro diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) do
ventriculo esquerdo (VE), da aorta e do atrio esquerdo. A massa do VE (MVE) foi
calculada pela formula [(DDVE + EDPP + EDSIV)® — (DDVE)?3] x 1,04, sendo 1,04 a
densidade especifica do miocéardio. Ja o indice de MVE (IMVE) é resultante da MVE
dividida pelo peso corporal.

As variaveis funcionais foram mensuradas com o auxilio do doppler tissular. A
funcao sistolica do VE foi verificada pela fracdo de encurtamento miocéardico [(DDVE
— DSVE) / DDVE], fracdo de ejecéo do VE [(DDVE3 — DSVES3) / DDVES3] e deslocamento
sistélico (S’). Ja a funcao diastolica, foi avaliada pelo pico de velocidade do
enchimento diastdlico inicial (onda E), pico de velocidade do enchimento diastélico
tardio (onda A), tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e tempo de
desaceleracdo da onda E (TDE). Em complemento, foram observados o
deslocamento sistélico (S’), diastdlico inicial (E’) e tardio (A’) do anel mitral na parede
lateral e septal. Ainda, foi calculada a relagdo E/A, tempo de relaxamento

isovolumétrico corrigido pela frequéncia cardiaca e relagao E/E’.

Medida invasiva da presséao intraventricular esquerda

Para a realizacdo da medida invasiva da presséo intraventricular esquerda, o
animal foi posicionado em decubito dorsal e realizada puncao transcutanea na linha
hemiclavicular, no rebordo costal esquerdo, utilizando agulha 21G, na inclinacao de
15 graus, direcionada para furcula. Um cateter heparinizado foi acoplado a essa
agulha e ligado ao poligrafo (Windograf, GOULD, Ohio, USA) para registro da presséo
sistélica, da pressao diastolica e das derivadas presséo-tempo positiva e negativa

(+dP/dt e -dP/dt), que se relacionam a funcéo sistolica e diastolica, respectivamente.
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Atividade das enzimas esfingomielinases neutras

A atividade das enzimas nSMases foi avaliada no soro e no coracdo dos
animais, por kit comercial ensaio Amplex Red (Amplex™ Red Sphingomyelinase
Assay Kit, cat. n® A12220; Invitrogen). Para analise, as amostras de soro foram
diluidas em agua pura na concentracao [1:2] e as amostras de coracdo (50mg de
tecido ventricular esquerdo) foram homogeneizadas com 500 pl de tampéo de
extracdo (Nacl 1M, Triton 1%, Deoxicolato de sodio 0,5%, SDS 0,1%, Tris base, PIC
1%, Orvanadato de sédio 1%, NaF 1M-1%), cujos homogenatos foram utilizados para
guantificacdo da atividade enzimatica. O ensaio permitiu analisar a atividade
enzimatica pela conversdo da fosfo-colina gerada pela esfingomielinase em colina
com fosfatase alcalina, e colina tobetaina e H202 (perdxido de hidrogénio) com colina
oxidase. H202 mais horseradish peroxidase age para oxidar o Amplex Red né&o
fluorescente para resofurina fluorescente. A andlise foi realizada de acordo com as

instrucdes do fabricante (46).

Dosagens Bioquimicas

Foram dosadas as concentracdes sericas de colesterol total (CT), lipoproteina
de alta densidade (HDL), triglicérides (TG) e creatinina dos animais. Utilizando kit
comercial, o CT, HDL e TG foram quantificados por método enziméatico calorimétrico
(Bioclin, Minas Gerais, BR) e a creatinina por método cinético calorimétrico (Bioclin,
Minas Gerais, BR).

Ensaio do cometa alcalino

Para o ensaio do cometa, foram coletados 5 pL de sangue do plexo periorbital
dos animais utilizando um tubo microcapilar, quatro horas apds a ultima administracao
da doxorrubicina. As amostras foram homogeneizadas em 100 yL agarose de baixo
ponto de fusdo, colocadas em laminas previamente recobertas com agarose de ponto
de fusédo normal (1,5%), cobertas com laminulas e conservadas a 4°C por, no minimo,
5 minutos para a solidificacdo da agarose. Apds, as laminulas foram removidas e as
laminas mergulhadas em solucdo de lise recém-preparada (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, pH 10; Triton X-100 a 1% e DMSO a 10%). Depois, as laminas
foram transferidas para cuba horizontal de eletroforese contendo tampéao alcalino
gelado (1mM EDTA e 300 mM NaOH, pH>13). A eletroforese foi feita a 25 V e 300

mA por 30 minutos. Ao término, as laminas foram colocadas em solucdo de
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neutralizacdo (0,4 M de Tris, pH 7,5). A auséncia de exposicdo direta a luz foi
necessaria durante os processos. Para a analise, as laminas foram coradas com
solugéo 1:10,000 de SYBR GOLD (Life Technologies, EUA) sendo necessario 80 pl
por lamina. Os “nucledides” foram visualizados em microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX60, EUA) acoplado ao sistema de analise de imagem Comet Assay IV
(Perceptive Instruments, Reino Unido). Foram analisados 50 nucledides por lamina,
sendo considerados como parametros para avaliacdo a intensidade de DNA na
“cauda” do cometa (Tail Intensity) e o produto do DNA na “cauda” pela distancia média

da migracao da cauda (Tail Moment).

Analise de estresse oxidativo
Peroxidacao lipidica no coracéo

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela concentracdo de MDA
(malondialdeido) no tecido cardiaco dos animais, pelo método TBARS (Thiobarbituric
acid-reactive substances) descrito por Flemming Nielse et al. (1997). Para
quantificacdo, foram diluidos 200 ul de sobrenadante do homogenato de cada amostra
com 500 pul de solucéo (TBA 0,67%, TCA 10%, HCI 0,25 N) e centrifugados por 5
minutos a 10000 rpm. Apds, as amostras foram incubadas, em banho maria, com agua
fervente (aproximadamente 100 °C) por 45 minutos e, posteriormente, transferidas
para microplaca (200 pl). A leitura foi realizada a 532 nm e 600 nm em leitor de
microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, EUA). Os
resultados foram expressos como concentracdo de MDA-TBAZ2 [umol/L] corrigida por

miligrama (mg) de proteina (47).

Carbonilacdo de proteinas no coracao

A carbonilacéo foi analisada pelo método adaptado de Mesquita et al. (2014).
Foi quantificada em 100 ul de sobrenadante de tecido cardiaco para 100 pl 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM em HCI 2 M). As amostras foram incubadas por
10 minutos em temperatura ambiente, depois foram adicionados 50 pl de NaOH (6 M)
e incubadas por mais 10 minutos em temperatura ambiente. A leitura foi realizada a
450 nm em leitor de microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale,
CA, EUA) e o resultado obtido da absorbéncia das amostras e do coeficiente de
extingdo molar (22000 M-1 cm-1). O resultado final foi expresso em nmol/mg de

proteinas (48).
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Analise das espécies reativas in situ no coracao

A determinacdo da producdo in situ de espécies reativas de oxigénio no
coracao foi realizada por imunofluorescéncia, utilizando dihidroetidio (DHE; Sigma).
Cortes seccionais do ventriculo esquerdo foram coletados no momento da eutanasia,
incubados em formol e, posteriormente, em bloco de parafina até o0 momento das
analises. Foram utilizados cortes de 5 um, cuja parafina foi retirada e as laminas
reidratadas com xilol e alcool etilico. Os cortes foram circulados com a caneta PAP
Pen (Biotium Super HT PAP Pen) e incubados em DHE e WGA (aglutinina de germe
de trigo) diluidos em tampé&o fosfato-salino (PBS) por 30 minutos em temperatura de
37°C. A sequir, foram lavados 3 vezes com PBS e incubado o DAPI (6-diamidino-2-
fenilindol) por 5 minutos. Os cortes foram novamente lavados com PBS e secos para
fixacdo das laminulas com agarose. As imagens foram capturadas em microscoépio de
fluorescéncia (Olympus BX51, com camera DP72 e software cell) no aumento de 40x

e analisadas no programa ImageJ (National Institutes of Health).

Determinacao de expressao proteica por Western blot

A técnica de Western blot foi utilizada para quantificar a expressao proteica das
proteinas nSMase, p-IKB e IkB no tecido cardiaco. O método foi constituido das
seguintes etapas:
e Extracdo: amostras do VE (50 mg) foram homogeneizadas com 500 pl de tampéao
de extracdo (Nacl 1M, Triton 1%, Deoxicolato de sédio 0,5%, SDS 0,1%, Tris base,
PIC 1%, Orvanadato de sédio 1%, NaF 1M-1%) no equipamento Bullet Blender
Standard® (disrupt or homogenize cells and tissue BBX24, made in EUA), durante 5
minutos. Apds, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos, a 4°C e 12.000 rpm.
Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C. Para a quantificacdo da
concentracéo proteica de cada amostra, foi realizado o método de Bradford utilizando
a curva padrao de BSA Protein Standard (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).
¢ Eletroforese em gel: apds a quantificacéo da concentracdo de proteina, as amostras
foram diluidas em tamp&o Laemmli (Tris — HCL 240mM, SDS 0,8%, glicerol 40%, azul
debromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200mM) e aquecidas a 100°C por 5 min.
Posteriormente, as amostras (contendo 30 pg de proteina total) foram separadas por
eletroforese utilizando sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA). A corrida eletroforética foi realizada em gel bifasico, de
empilhamento (Tris - HCL 240mM pH 6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de
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resolucao (Tris - HCL 240mM pH 8,9, poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a
4°C. A concentracdo do gel de empilhamento utilizada foi de 5% e a concentracéo do
gel de resolucédo variou de 10 a 15%, de acordo com o peso molecular da proteina
determinada. Em um dos pocos de cada gel foi pipetado um padrdao de peso
molecular, Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) e nos
demais pocos foram pipetadas as amostras de todos os grupos de maneira alternada.
A corrida eletroforética foi efetuada a 30 mina 50 V e 2 horas a 120 V (Power Pac HC
3.0A, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) com tampao de corrida (Tris 0,25M, glicina 192
mM e SDS 1%).

e Transferéncia e Bloqueio: ap0s a corrida, os géis foram transferidos para uma
membrana de nitrocelulose em sistema Mini - Trans Blot (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA)
utilizando-se tampéo de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e
SDS 0,1%). Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo primario a membrana
foram bloqueados mediante incubacdo com solugcéo de 5% Blotting-Grade Blocker
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) dissolvido em solucéo basal pH 8,0 (Tris 1M pH 8,0,
NaCl 5M e detergente Tween 20) por 60 min a temperatura ambiente sob constante
agitacao.

¢ Incubacdo com os Anticorpos e analise: apds o bloqueio, as membranas foram
incubadas com os anticorpos primarios especificos para cada proteina analisada,
diluidos em solucdo de 3% Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA),
dissolvido em solucéo basal pH 8,0. As membranas permaneceram incubadas durante
a noite a temperatura de 4°C, sob constante agitacdo. ApGs a incubagcdo com o
anticorpo primario, as membranas foram lavadas em solucdo basal pH 8,0 e
incubadas com os anticorpos secundarios especificos, diluidos em solucdo de 1%
Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), dissolvido em solugéo basal pH
8,0. As membranas permaneceram incubadas por 90 min, a temperatura ambiente,
sob agitacdo constante. Posteriormente, as membranas foram lavadas em solugéo
basal pH 8,0 e a imunodeteccdo foi realizada por meio do método de
quimioluminescéncia utilizando mmobilon® Classico Western HRP Substrate
(Millipore, made in the EUA). As imagens foram fotografadas no ImageQuant™ LAS
4000, GE Healthcare. A expressao de todas as proteinas analisadas foi normalizada
pela expressdo da proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH). A analise das imagens foi realizada no programa de analise
de imagens Image Pro—plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, EUA).
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Anticorpos primarios utilizados:

e GAPDH, mouse monoclonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-32233),
diluigdo [1:10000];

e nSMase, rabbit monoclonal (Abcam plc, Inc, Massachusetts, EUA, ab131330),
diluicdo [1:500];

¢ |kB total, mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-1643),
diluigdo [1:200]

¢ p-IkB, mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-8404),
diluicdo [1:200]

Anticorpos secundarios utilizados:

e Anti-mouse goat IgG-HRP (Boster, Valley Ave, Pleasanton, Califérnia, BA1050),
diluicdo [1:10000] para GAPDH e [1:1000] para IKB total e p-IKB;

e Anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-2357), diluicéo
[1:1000] para nSMase.

Andlise esfingomielinase neutra por imuno-histoquimica

A analise foi realizada para marcar a nSMase no coragdo dos animais. Para
isso, foram obtidos cortes seccionais do ventriculo esquerdo a partir de 5 mm do apice
do ventriculo, que foram incubados em formol e, posteriormente, em bloco de parafina
até o momento das analises. Foram utilizados cortes de 5 um, cuja parafina foi retirada
e as laminas reidratadas usando xilol e alcool etilico. Foi realizada a recuperacao
antigénica utilizando tampao citrato pH 6,0 em panela de pressao por 20 min. Apos,
as laminas foram lavadas em agua destilada e os cortes foram contornados com a
caneta PAP Pen (Biotium Super HT PAP Pen) ja secos. Foi realizado o blogueio da
peroxidase endogena (Hydrogen Peroxide Block, Spring Bioscience, Pleasanton,
Califérnia) por 30 minutos em temperatura ambiente e depois, os cortes foram lavados
trés vezes com tampao PBS. A seguir, foi realizado o bloqueio de proteina (Protein
Block, Spring Bioscience, Pleasanton, Califérnia) por 30 minutos em temperatura
ambiente e, apos, foi realizada a incubagdo do anticorpo priméario overnight em
geladeira (4°C). As laminas foram lavadas trés com tampédo PBS para incubacéo do
anticorpo secundario (anti-mouse and —rabbit primary antibodies, Histofine® Simple
Stain MAX PO, Tokyo, Japéo) que foi por 30 minutos em temperatura ambiente. Foram

realizadas mais trés lavagens com tampao PBS, incubado por cinco minutos o
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cromoégeno DAB (diaminobenzidina, Scytek Laboratories, Logan, Utah, EUA) e
lavadas novamente. Por fim, foi realizada a contra-coloracdo com hematoxilina e a
desidratacdo das laminas em alcool e xilol. As imagens foram capturadas no aumento
de 40x no microscépio LEICA DMLB acoplado a camera DFC 295 e software LAS 4.2.
A analise das imagens foi feita por trés observadores, que desconheciam 0s grupos,
utilizando escore de 0 a 3 referente a presenca de marcacdes, sendo: 0 auséncia de
marcacgado; 1 pouca presenca de marcacdo; 2 presenca de marcacdo; 3 muita
presenca de marcacao. O escore pode ser visto na figura 2.

Figura 2. Escore para analise de imuno-histoquimica no coracdo dos animais

(]

Cortes histolégicos do coragéo dos animais utilizando técnica de imuno-histoguimica. Escore: 0: auséncia de marcagdo. 1: pouca

presenc¢a de marcacao. 2: presenca de marcagdo. 3: muito presenca de marcagéo. Imagens no aumento de 40x.

Analise estatistica

As variaveis com distribuicdo normal foram apresentadas em média + desvio-
padrdo. As variaveis com distribuicdo ndo normal foram submetidas a transformacéao
matematica para normalizacéo e apresentadas em média + desvio-padrédo. A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias, seguida de pés-teste de Holm-Sidak.
As variaveis com distribuicdo ndo normal que apoés as tentativas de transformacdes
matematicas ndo passaram no teste de normalidade, foram analisadas por test t ou
Mann-Whitney e realizada a corre¢éo do valor de p por Bonferroni. Quando houve
interacéo entre os fatores (doxorrubicina e acidos graxos 6mega 3) foram analisadas
as comparag0des grupo a grupo. Quando nao houve interagéo entre os fatores, foram
apresentados os dados marginais (efeito isolado da doxorrubicina ou do acido graxo
Omega 3). A analise qualitativa da imuno-histoquimica foi avaliada pelo teste qui-
quadrado. Para todas as analises foi considerada significancia estatistica de 5%.
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RESULTADOS
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Durante o experimento, houve perda de um animal do grupo D e um animal do
grupo DW. O animal do grupo D foi a Obito apds anestesia para realizacdo do
ecocardiograma, e o animal do grupo DW foi a 6bito apds a terceira dose de

doxorrubicina.

Consumo de racéo, evolucao de peso e peso dos 0rgdos dos animais
Inicialmente, todos os animais apresentaram comportamento semelhante na

evolucdo de peso e consumo de ragdo. Entretanto, vimos que os animais tratados

com doxorrubicina obtiveram perda de peso e reducdo do apetite ao longo do

experimento. Esse comportamento esta representado na figura 3.

Figura 3. Consumo de racao e evolugéo de peso corporal
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Painel A: evolugdo de peso corporal durante as seis semanas de experimento. C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo &cidos graxos
6mega 3; DW: doxorrubicina + acidos graxos 6mega 3. Dados expressos em média + desvio padréo ou mediana. Valor de p: ANOVA de duas vias,
sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos 6mega 3; pi: valor de p para a interagdo entre
os fatores. * animais tratados com doxorrubicina foram diferentes estatisticamente dos animais que n&o receberam o quimioterapico, portanto, pD
<0,05. Painel B: consumo de ragdo dos animais durante as seis semanas de experimento, Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p
para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos 6mega 3; pi: valor de p para a interacéo entre os fatores. * animais
tratados com doxorrubicina foram diferentes estatisticamente dos animais que ndo receberam o quimioterapico, portanto, pD <0,05.
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Na Tabela 1 podemos verificar que o peso do figado e do pulméo corrigidos
pelo peso corporal dos animais foram maiores nos animais tratados com doxorrubicina
do que nos animais que ndo receberam o quimioterapico. J& o ventriculo esquerdo e
direito apresentaram-se mais leves nos animais tratados com doxorrubicina do que
nos animais nao tratados com a droga, porém ndo observamos diferencas tanto no
peso do ventriculo esquerdo quanto do ventriculo direito quando esses foram

normalizados pelo peso corporal dos animais.

Tabela 1. Peso dos 6rgaos e tecidos dos animais

Orgéos C(n=14) D (n =15) W (n = 14) DW (n = 15) pD pwW pi

Figado (g) * 14,0+ 1,24 11,7+2,81 14,3+1,49 13,1+1,25 0,005 0,275 0,045
Figado/peso*  32,7(32,1-34,9) 39,3+5,81 34,0+2,24 42,1 +4,07 <0,001 0,241 0,069
Rim D (g) * 1,44 £0,11 1,10 (0,97-1,40) 1,35+0,14 1,20 (1,11-1,37) 0,013 0,061 0,601
Rim D/peso * 3,562 +0,38 4,41 (3,59-5,21) 3,24 +£0,20 3,88 (3,60-4,23) 0,030 0,027 0,372
Rim E (g)* 1,47 (1,30-1,61)  1,12(0,97-1,39) 1,38 (1,17-1,45) 1,23 (1,11-1,43) 0,018 0,170 0,340
Rim E/peso * 3,48 (3,35-3,60) 4,39 (3,57-5,17) 3,15 (3,05-3,37) 3,83 (3,68-4,41) 0,036 0,022 0,479
Pulméo (g) * 1,97 (1,81-2,31) 1,61 (1,53-1,94) 1,87 (1,78-2,13) 1,59 (1,46-1,87) 0,014 0,909 0,561
Pulm&o/peso 4,94 +0,91 6,14 +1,52 4,90+1,13 5,69 +1,93 0,006 0,307 0,574
VE (g9) 0,81 +0,78 0,57 + 0,09 0,79 0,10 0,57 £ 0,07 <0,001 0,695 0,696
VE/peso * 1,89 £ 2,01 1,95 +0,24 1,88 £0,21 1,83+0,17 0,810 0,265 0,087
VD (g) 0,26 + 0,05 0,16 + 0,05 0,26 + 0,10 0,17 + 0,03 <0,001 0,392 0,171
VD/peso * 0,58 (0,55-0,67) 0,49 (0,45-0,63) 0,54 (0,51-0,70) 0,53 (0,49-0,60) 0,025 0,161 0,369

C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos 6mega 3; DW: doxorrubicina + &cidos graxos dmega 3; D: direito; E: esquerdo;
VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana (1°-3° quartil). Valor de p: ANOVA de duas
vias, sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos émega 3; pi: valor de p para a interagdo
entre os fatores. *Variaveis com distribuigdo ndo normal foram analisadas por teste-t ou Mann-Whitney; nessa situagdo, foi considerado p<0,008
como significancia estatistica, segundo correcéo de Bonferroni.

Ecocardiograma

Ao ecocardiograma, observamos aumento da massa do ventriculo esquerdo e
do indice de massa do ventriculo esquerdo nos animais tratados com doxorrubicina.
Também houve aumento do didmetro da aorta corrigido pelo peso corporal, do
diametro do atrio esquerdo, do diametro do atrio esquerdo corrigido pelo peso
corporal, do diametro sistolico do ventriculo esquerdo e do diametro diastélico do
ventriculo esquerdo nos animais que receberam doxorrubicina. Interessantemente, a
administracdo de acidos graxos 6mega associada a doxorrubicina melhorou o

diametro diastdlico e sistélico do ventriculo esquerdo corrigidos pelo peso corporal e
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o diametro do atrio esquerdo corrigido pelo peso corporal e pelo diametro da aorta
(Tabela 2).

Tabela 2. Variaveis estruturais cardiacas

Variveis C D w DW .

estruturais (n=14) (n=15) (n=14) (n=15) D pw P!

EDPP (mm) * 1,40 (1,29-1,50) 1,21 (1,13-1,45) 1,44 (1,25-1,53) 1,45(1,16-1,50) 0,159 0,543 0,559
EDSIV (mm) * 1,34 (1,26-1,50) 1,21 (1,13-1,53) 1,40 (1,26-1,54) 1,50 (1,16-1,53) 0,639 0,620 0,818
DSVE (mm) 3,17 £ 0,90 3,91+ 0,67 3,34+0,83 3,32+0,72 0,040 0,377 0,055
DSVE/peso 7,50 +£1,82 13,5 2,71 7,94 +1,82% 10,6 +2,17%#%  <0,001 0,043 0,006
DDVE (mm) 7,23 +0,92 7,26 £ 0,67 7,44 £ 0,67 7,06 = 0,60 0,368 0,984 0,290
DDVE/peso 17,2+1,85 25,0 + 3,90 & 17,8 +1,47 22,7+224%#%  <0,001 0,354 0,046
Massa VE (g) 0,66 + 0,11 0,61 + 0,09 0,68 + 0,08 0,61+0,13 0,024 0,644 0,608
IMVE (g/kg) 1,56 £ 0,25 2,10+0,43 1,63 +0,20 1,94 + 0,39 <0,001 0,751 0,183
AE (mm) 4,96 + 0,50 5,18 + 0,30 5,16 + 0,63 4,75+0,37%# 0,448 0,347 0,013
AE/peso 11,8+1,03 17,9 +3,00% 12,3+1,49 15,3+1,50%#%  <0,001 0,083 0,004
Ao (mm) 3,78 £0,15 3,568 £ 0,23 3,77 £0,20 3,75+0,20 0,044 0,111 0,091
Aolpeso 9,02 +£0,67 12,3+1,64 9,02 + 0,64 12,1+1,21 <0,001 0,752 0,747
AE/Ao0 1,31+0,11 1,45+0,11 % 1,36 + 0,11 1,27+011%# 0467 0,028 <0,001

C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos 6mega 3; DW: doxorrubicina + &cidos graxos 6mega 3. Dados expressos em
média + desvio padrdo ou mediana (1°-3° quartil). EDPP: espessura diastdlica da parede posterior; EDSIV: espessura diastélica do septo
interventricular; DSVE: diametro sistélico do ventriculo esquerdo (VE); DDVE: diametro diastélico do VE; IMVE: indice de massa do VE; AE:
diametro do atrio esquerdo; Ao: diametro da aorta. Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pW: valor
de p para o efeito dos acidos graxos 6mega 3; pi: valor de p para a interagdo entre os fatores. *Variaveis com distribuicdo ndo normal, foram
analisadas por teste-t ou Mann-Whitney; nessa situagao, foi considerado p<0,008 como significancia estatistica, segundo corregdo de Bonferroni.
&: p <0,05 quando comparado com grupo controle (C). %: p <0,05 quando comparado com grupo doxorrubicina (D). # p<0,05 quando comparado
com grupo &cidos graxos 6mega 3 (W).

Na analise das variaveis funcionais diastolicas (Tabela 3), a doxorrubicina foi
capaz de diminuir a onda E, prolongar o tempo de desaceleracédo (TDE) desta e o
tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo (TRIV), mesmo quando
corrigido pela frequéncia cardiaca (TRIV-c), evidenciando prejuizo da funcao
diastolica. No entanto, quando acidos graxos 6mega 3 foram administrados junto com
a doxorrubicina, observamos melhora da onda E quando comparado ao grupo que

recebeu apenas o medicamento, indicando melhora discreta da funcdo diastélica.
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Quanto as variaveis funcionais sistolicas (Tabela 3), os grupos tratados com o
quimioterapico mostraram piora em todos os parametros avaliados: onda S’, fragcao
de ejecao do ventriculo esquerdo e fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo.
Porém, o grupo de tratamento associado (DW) apresentou melhora na fracdo de
encurtamento quando comparado com o grupo D e valores de fracdo de encurtamento
semelhantes ao grupo C, indicando atenuacédo importante da disfuncédo sistodlica

causada pela doxorrubicina.

Tabela 3. Frequéncia cardiaca e variaveis ecocardiograficas funcionais
Variaveis C D w DW

funcionais (n=14) (n=15) (n=14) (n=15) PD pw pi

FC (bpm) 324,21+57,31 253,53+53,85 292,93+47,08 275,67+77,35 0,007 0,774 0,097
E (cm/s) 89,73+10,12 66,14+12,73& 86,04+8,89 74,62+13,3%# <0,001 0,402 0,036
A (cm/s) * 60,68+14,50 44,0 (29,0-72,0) 55,29+12,11 49,98+13,33 0,336 0,148 0,747
E/A * 1,52 (1,30-1,73) 1,42 (0,78-2,41) 1,61+0,30 1,57+0,35 0,556 0,566 0,357
TDE (ms) * 46,5 + 2,17 50,0 (39,5-60,5) 48,00+4,57 49,80+6,56 0,644 0,139 0,950
TRIV (ms) * 23(22-26) 35,5+8,75 24 (22-26) 29,1571 <0,001 0,481 0,012
TRIVc * 55,34+4,99 71,37+14,76 54,75+6,90 61,18+12,70 <0,001 0,398 0,026
E'm (cm/s)*  4,87(3,74-6,54) 3,87+0,80 4,96+1,31 4,90+1,29 0,027 0,836 0,012
A'm (cm/s)* 3,80+ 0,10 3,90 (3,55-5,3) 3,94+0,58 3,730,59 0,356 0,215 0,220
E/E' média * 18,6+3,76 17,6%4,43 18,0(14,7-21,8) 14,5(13,2-20,2) 0,264 0,765 0,369
E'/A' média 1,33%0,33 0,99+0,42 1,28+0,35 1,33+0,36 0,157 0,155 0,057
FEVE * 0,93 (0,93-0,90) 0,84+0,06 0,93 (0,85-0,94) 0,89+0,05 <0,001 0,890 0,01
FENC 0,57+0,07 0,46+0,07 & 0,56+0,08 0,53+0,08 % 0,002 0,164 0,046
S'm(cm/s)*  4,95(3,54-5,95) 3,05 (2,75-4,65) 4,57 (3,47-5,85) 3,20 (2,95-5,30) 0,014 0,679 0,337

C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos 6mega 3; DW: doxorrubicina + acidos graxos 6mega 3. FC: frequéncia cardiaca;
onda E: obtida pelo fluxo transmitral precoce do enchimento ventricular; onda A: obtida pelo fluxo transmitral tardio do enchimento ventricular; TDE:
tempo de desaceleragdo da onda E; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo esquerdo; TRIVc: TRIV corrigido pela FC; E'm:
média da onda E’ lateral e septal, obtidas pelo doppler tissular; A: média da onda A’ lateral e septal obtidas pelo doppler tissular; FEVE: fragdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo; FENC: fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo; S'm: média da onda S’ lateral e septal, obtida pelo doppler
tissular durante a sistole do ventriculo esquerdo. Dados expressos em média + desvio padrdo ou mediana (1°-3° quartil). Valor. Valor de p: ANOVA
de duas vias, sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos 6mega 3; pi: valor de p para a
interacdo entre os fatores. *Variaveis com distribuicdo ndo normal, foram analisadas por teste-t ou Mann-Whitney; nessa situacéo, foi considerado
p<0,008 como significancia estatistica, segundo corre¢cao de Bonferroni. & p <0,05 quando comparado com grupo controle (C). %: p <0,05 quando
comparado com grupo doxorrubicina (D).
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Medida da pressao intraventricular esquerda

Segundo os dados obtidos nas afericbes de pressao intraventricular (Tabela 4),
a administracdo de doxorrubicina alterou a presséo sistolica (PS) e diastdlica (Pd2),
como também, a derivada pressédo-tempo positiva (+ Dp/dt) que estd diretamente
ligada a funcéo sistolica. Nao foi observado qualquer efeito do tratamento com acidos

graxos 6mega 3 nessas variaveis.

Tabela 4. Medida da presséo intraventricular esquerda e derivadas presséo-tempo

C D W DW

Variaveis (n = 14) (n = 15) (n = 14) (n = 15) PO PW i

PS (mmHg) 1240+20,7  1028+155  117,3+953  1026+187 0011 0604 0,615
Pd2 (mmHg) 9.92+208  891+375 10,12+ 3,54 518+294 0049 0227 0,180
+dP/dt (mmHg/s) ~ 6078+1165  4165+1145 593049439 51151240 0006 0378 0,232
-dP/dt (nmHg/s)  2819+532,8  2388+4584 346848507  2737+1023 0085 0,135 0,644

C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos 6mega 3; DW: doxorrubicina + &cidos graxos 6mega 3. PS: presséo sistolica;
Pd2: presséo diastdlica final do ventriculo esquerdo; +dP/dt: derivada positiva pressdo-tempo; -dP/dt: derivada negativa pressdo-tempo. Dados
expressos em média + desvio padréo. Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o
efeito dos acidos graxos dmega 3; pi: valor de p para a interagdo entre os fatores.

Atividade das esfingomielinases neutras

Na andlise da atividade das nSMases por meio do estudo Amplex Red®
observamos que no soro dos animais, a suplementacdo de acidos graxos dmega
aumentou a atividade da enzima, tanto em animais saudaveis como em animais
tratados com doxorrubicina, quando comparada aos animais que néo receberam o0s
acidos graxos 6mega 3 (C: 10727 £+ 1922; D: 10767 + 2059; W: 13305 + 3433; DW:
13257 + 4506 unidades de fluorescéncia. pD=0,916; pwW=0,011; pi=0,866). No tecido
cardiaco, observamos aumento da atividade da enzima nos animais que receberam
doxorrubicina independentemente da administracéo do acido graxo 6mega 3 (C: 2283
+ 412; D: 2879 £ 680; W: 2461 + 639; DW: 3319 + 284 unidades de fluorescéncia
corrigidas por miligrama de proteina. pD=<0,001; pW=0,087; pi=0,461). Os resultados

podem ser vistos na figura 5.
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Figura 4. Atividade da enzima nSMase no soro e no tecido cardiaco
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Painel A: atividade da nSMase no soro. CP-Ef: controle positivo para a esfingomielinase; CP-Px: controle positivo para a peroxidade; CN: controle
negativo; C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo &cidos graxos 6mega 3; DW: doxorrubicina + acidos graxos 6mega 3. Valor de p:
ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos dmega 3; pi: valor de p
para a interacdo entre os fatores. *Animais tratados com &cidos graxos 6mega 3 foram diferentes estatisticamente dos animais que néo o
receberam, portanto, pW <0,05. Painel B: atividade da nSMase no tecido cardiaco, Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p para o
efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos émega 3; pi: valor de p para a interacéo entre os fatores. *Animais tratados
com doxorrubicina foram diferentes estatisticamente dos animais que néo receberam o quimioterapico, portanto, pD <0,05.

Dosagens bioquimicas

Foram quantificadas as concentracbes séricas de colesterol total, HDL
colesterol e triglicérides no soro dos animais. De acordo com o0s resultados
encontrados, pudemos observar que a administracdo de doxorrubicina levou a
aumento das concentracdes séricas de todas as variaveis de perfil lipidico e a
administracdo de acido graxos 6mega 3 nao teve qualquer efeito no perfil lipidico. Nao

vimos diferenca estatistica na dosagem de creatinina no soro dos animais (tabela 5).

Tabela 5. Dosagens bioguimicas

Variaveis C D W DW .
(mg/dL) (n=14) (n = 15) (n=14) (n = 15) PO pW Pl
Colesterol total 60,0 7,72 188 + 108 58,8 12,2 251+768 <0001 0372 0,088
HDL-colesterol 27,3+3,37 451+17,8 27,245,15 559+180 <0001 0241 0,200
Triglicérides 124+ 33,0 350 + 253 118+ 53,0 601+375 <0001 0170 0,050
Creatinina * 0,35 (0,32-0,06) 0,27 (0,06-0,33) 0,38 (0,07-0,02) 0,00 (0,00-008) 0015 0615 0,019

C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos 6mega 3; DW: doxorrubicina + &cidos graxos 6mega 3. Dados expressos em
média + desvio padrdo ou mediana (1°-3° quartil). Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pw: valor
de p para o efeito dos acidos graxos 6mega 3; pi: valor de p para a interagéo entre os fatores. * Variavel com distribuicdo ndo normal foi avaliada
por Mann-Whitney nessa situagdo, Nesse caso, foi considerado p<0,008 como significancia estatistica, segundo corre¢éo de Bonferroni.
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Ensaio do cometa alcalino para avaliagcdo do dano ao DNA periférico

De acordo com as variaveis analisadas pelo ensaio cometa (Tabela 6),
verificamos que os animais tratados com &cidos graxos 6mega 3 (grupos W e DW)
apresentaram menor intensidade e momento da cauda do que 0S grupos nao
suplementados (grupo C e D). Isso indica que a suplementacdo de acidos graxos
6mega 3 diminuiu o dano ao DNA das células periféricas desses animais. Imagens

representativas da anélise podem ser observadas na figura 5.

Tabela 6. Ensaio do cometa alcalino

C D W DW

Variaveis (n = 14) (n = 15) (n = 14) (n = 15) Pd pW pi
Intensidade 42,72 + 16,53 52,66 + 11,75 35,50 + 13,26 36,08 + 14,15 0,709 0,037 0,790
da cauda

g";g‘a‘z”dtg 36,72 + 22,83 52,94 + 15,36 25,64 + 15,33 26,97 + 19,05 0,398 0,017 0,510

C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo &cidos graxos dmega 3; DW: doxorrubicina + &cidos graxos 6mega 3. Dados expressos em
média + desvio padrdo. Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos
acidos graxos dmega 3; pi: valor de p para a interacéo entre os fatores.

Figura 5. Representacao do ensaio cometa grupo de animais

Imagens do ensaio cometa capturadas em microscopio de fluorescéncia no aumento de 40x. C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo
acidos graxos dmega 3; DW: doxorrubicina + acidos graxos 6mega 3.

Anélise do estresse oxidativo

Ao estresse oxidativo no coragdo, vimos que 0S animais tratados com
doxorrubicina mostraram aumento da producdo de subproduto da peroxidacao
lipidica, malondialdeido (MDA), quando comparados aos animais que nao receberam

0 quimioterapico. Entretanto, observamos diminui¢cao da carbonilacéo de proteinas no
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grupo com tratamento associado (DW) quando comparado aos grupos D e W.

Resultados apresentados na tabela 7 e figura 6.

Tabela 7. Marcadores do dano oxidativo

Variaveis C D W DwW

(nmol/mg proteina) (n =6) (n =10) (n=9) (n=8) pD pw pi
MDA 12,13 + 4,27 17,82 + 6,23 13,06 + 6,32 16,72 + 6,12 0,034 0,967 0,635
Carbonilagao total 9,95+ 5,61 12,27 = 5,87 10,28 + 2,59 7,15+ 1,37 #& 0,553 0,408 0,032

C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo &cidos graxos 6mega 3; DW: doxorrubicina + &cidos graxos 6mega 3. Dados expressos em
média + desvio padréo. Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos
acidos graxos 6mega 3; pi: valor de p para a interagéo entre os fatores. #: p <0,05 quando comparado com grupo D. &. p <0,05 quando comparado
com grupo W.

Figura 6. Quantificacdo de MDA e proteinas carboniladas no coracéo dos animais

Malondialdeido (MDA) no coragao dos animais Carbonilagao de proteinas no coragao dos animais
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Painel A: quantificagdo de MDA no tecido cardiaco. C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos dmega 3; DW:
doxorrubicina + acidos graxos 6mega 3. Dados expressos em média + desvio padrédo. Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p
para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos &cidos graxos 6mega 3; pi: valor de p para a interacéo entre os fatores. *
Animais tratados com doxorrubicina foram diferentes estatisticamente dos animais que ndo receberam o quimioterapico, portanto, pD <0,05.
Painel B: quantificagdo de carbonilagdo de proteinas no tecido cardiaco. C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo acidos graxos

6mega 3; DW: doxorrubicina + &cidos graxos 6mega 3. #: p <0,05 quando comparado com grupo D. &. p <0,05 quando comparado com grupo
W.

Determinacgao das espécies reativas in situ

Na analise para determinagdo da producdo in situ de espécies reativas de
oxigénio no coracao, observamos que nao houve diferenca entre os grupos (C: 35650
+ 10973; D: 35973 + 11619; W: 37587 = 9617; DW: 25271 *+ 4659 UA. pD=0,093;
pW=0,214; pi=0,077). Os resultados podem ser vistos na figura 7.
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Figura 7. Representacao das espécies reativas de oxigénio por grupo de animais

DAP1 DHE

FITC

MARGE

Realizadas em microscopio de fluorescéncia no aumento de 40x. DHE: dihidroetidio para marcagdo dos anions de superéxido. DAPI: 4 ', 6-
diamidino-2-fenilindol para marcagdo dos DNAs. FITC: fluoresceina para marcagdo das membranas. MARGE 2: DHE + DAPI + FITC. C: grupo
controle (n=10); D: grupo doxorrubicina (n=10); W: grupo acidos graxos dmega 3 (n=10); DW: doxorrubicina + acidos graxos 6mega 3 (n=10).

Determinacado da expresséao proteica por Western Blot

Foram determinadas as expressdes das proteinas nSMase e kB no coracéo
dos animais. Vimos que a nSMase teve menor expressao nos animais tratados com
doxorrubicina em comparac¢ao aos animais saudaveis (grupo C e W). Nao observamos
diferenca estatisticamente significante na quantificacdo das proteinas IkB total e p-
IkB, bem como na razédo entre elas. Os dados estao apresentados na tabela 8 e figura
8.
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Tabela 8. Expresséo de proteinas no coracao dos animais

c D w bW .
(n=9) (n=9) (n=7) (n = 10) PO W P
nSMase 00550034 00350020 00520022  0024%0,015 0009 0455 0275
IKB Total 10,104,153  9121+4231  8219%2,960  7,614%2177 0469 0,193 0731
p-IkB 0933£0383 09590476 09270305  0897%0251 0,940 0939 0,936
he | 111e4x2622 111848468  B8l6:1184  8612£1369 0148 0128 0314

C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo &cidos graxos 6mega 3; DW: doxorrubicina + &cidos graxos 6mega 3. Dados expressos em
média + desvio padréo. Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos
acidos graxos dmega 3; pi: valor de p para a interagdo entre os fatores.

Figura 8. Expressao das proteinas por western blot no coracdo dos animais
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Painel A: representagdo dos resultados da expressédo da nSMase. C: grupo controle; D: grupo doxorrubicina; W: grupo &cidos graxos émega 3;
DW: doxorrubicina + acidos graxos dmega 3. Dados expressos em média + desvio padrédo. Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p
para o efeito da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos acidos graxos 6mega 3; pi: valor de p para a interagéo entre os fatores. * Animais
tratados com doxorrubicina foram diferentes estatisticamente dos animais que ndo receberam o quimioterapico, portanto, pD <0,05. Painel B:
representacao dos resultados da expressdes da IkB total, p-IkB e sua raz&o. Valor de p: ANOVA de duas vias, sendo pD: valor de p para o efeito
da doxorrubicina; pW: valor de p para o efeito dos &cidos graxos 6mega 3; pi: valor de p para a interagéo entre os fatores.
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Andlise da esfingomielinase neutra no coragcdo por imuno-histoquimica

N&o observamos diferenca estatisticamente significante entre os grupos na
marcacgao da nSMase no tecido cardiaco dos animais. Os resultados podem ser vistos
na figura 9.

Figura 9. Marcacdao da nSMase por imuno-histoquimica por grupos de animais

w ow .

C: grupo controle (n=5); D: grupo doxorrubicina (n=5); W: grupo acidos graxos dmega 3 (n=5); DW: doxorrubicina + acidos graxos démega 3 (n=5).
Imagens realizadas em microscépio no aumento de 40x.
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DISCUSSAO
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Apesar de muitos estudos abordarem o uso de diversos tratamentos
associados a doxorrubicina com o objetivo de atenuar a cardiotoxicidade gerada pelo
quimioterapico (49,50), ainda ndo dispomos de tratamento estabelecido para essa
complicagdo. Bem como, ainda ndo temos o real entendimento da sua fisiopatologia.
O efeito da suplementacéo de acido graxo 6mega 3 nas doencas cardiovasculares
ainda é muito discutido e, especificamente na cardiotoxicidade, os efeitos da
suplementacdo sao controversos (45). Por isso, nosso objetivo foi avaliar o efeito da
suplementacao de acido graxo 6mega 3 na atenuacdo da cardiotoxicidade induzida
pela doxorrubicina em ratos. Adicionalmente, avaliamos o envolvimento da via da
ceramida na fisiopatologia da lesdo cardiaca e no efeito benéfico do acido graxo
Omega 3.

Os animais tratados com doxorrubicina apresentaram alteracdes estruturais
cardiacas, disfuncdo diastolica e sistélica do ventriculo esquerdo e aumento do
estresse oxidativo, que aponta o desenvolvimento de cardiotoxicidade nesses grupos.
O tratamento associado de doxorrubicina com &cido graxo 6mega 3 mostrou melhora
na estrutura cardiaca, diminuicdo do estresse oxidativo e atenuacdo da disfungéo
cardiaca causada pelo quimioterapico.

A toxicidade da doxorrubicina extrapola as células tumorais e danifica, além do
coracdo, outros orgaos e tecidos saudaveis do organismo. A desordem sistémica
causada pelo quimioterapico resulta em efeitos adversos que incluem a
cardiotoxicidade e danos ao sistema nervoso periférico, reprodutor, urinario e
digestorio (51). Sintomas como nauseas, vomitos, anorexia e alteracédo de paladar séo
recorrentes em pacientes em uso da doxorrubicina (51). Por isso, a diminuicdo da
ingestdo hidrica e alimentar que resulta em perda de massa muscular e desidratacao
€ esperada (52). Essas alteracbes podem ter contribuido para a diminuicdo do
consumo de racdo e evolugdo do peso corporal dos animais tratados com a
doxorrubicina no decorrer do experimento.

As alteracbes estruturais cardiacas observadas devido a administracdo do
quimioterapico foram aumento do diametro sistolico e diastdlico do VE corrigidos pelo
peso, do indice de massa do VE e do diametro do atrio esquerdo e da aorta corrigidos
pelo peso dos animais. O tratamento associado do acido graxo 6mega 3 com a
doxorrubicina foi capaz de melhorar os diametros sistolico, diastélico e do atrio

esquerdo corrigidos pelo peso, bem como a relagéo atrio esquerdo pela aorta.
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Quanto a funcéo cardiaca, vimos que a doxorrubicina prolongou o tempo de
relaxamento isovolumeétrico (intervalo de tempo entre o fechamento da valva adrtica e
a abertura da valva mitral sem alteracdo do volume intraventricular) cuja alteracao é
marcadora de disfungéo diastdlica (53). Ainda, o quimioterapico foi responsavel por
diminuir a velocidade do fluxo sanguineo no periodo de enchimento rapido da diastole
(onda E). A associacdo entre as alteracdes dessas variaveis, junto ao aumento do
didametro do atrio esquerdo, que também é preditor de disfungéo diastélica (54), nos
permite concluir que a doxorrubicina gerou disfuncdo diastélica nos animais.
Entretanto, a suplementacdo de acido graxo 6mega 3 concomitante ao tratamento
guimioterapico aumentou a onda E e diminuiu o diametro do atrio esquerdo corrigido
pelo peso e normalizado pela aorta, indicando melhora da diéstole.

A analise da funcdo sistélica mostrou que 0s animais tratados com
doxorrubicina apresentaram diminuicdo na fracdo de encurtamento do VE, o que
mostra contracdo ventricular insuficiente que resulta em disfuncéo sistolica (55). A
administracdo do acido graxo 6mega 3 associada melhorou a funcgéo sistélica ja que
aumentou a fracao de encurtamento do VE dos animais.

A volemia € uma das variaveis hemodinamicas responsavel por determinar a
funcdo cardiaca. A desidratacdo leva a hipovolemia e pode resultar em disfuncéo
cardiaca (56). Observamos possivel desidratacdo nos animais tratados com
doxorrubicina, podendo a hipovolemia ser a causa das alteracbes cardiacas
encontradas nesses animais. Entretanto, na hipovolemia é esperado diminuicdo do
diametro diastdlico do VE e do atrio esquerdo (57), e o que vimos foi aumento do
diametro dessas camaras nos animais. Por isso, atribuimos a disfuncdo cardiaca
encontrada em nosso estudo ao préprio efeito cardiotoxico da doxorrubicina.

O estresse oxidativo tem papel central na cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina. Ele é caracterizado pelo desequilibrio entre a producédo de ERO, ERN
e 0S mecanismos antioxidantes intrinsecos. Além da capacidade reduzida de
neutralizacéo das espécies reativas que o coracao fisiologicamente apresenta devido
a menor concentragdo de enzimas antioxidantes, o estresse oxidativo associado a
cardiotoxicidade pode ser desencadeado por diversos mecanismos como lesdo
mitocondrial, perturbacdo na homeostase do célcio, formacdo de complexo de ferro,
alteracdo no ciclo redox, dano ao DNA/RNA e peroxidagéo lipidica (58).

O malondialdeido (MDA) é formado pela decomposicdo de lipidios presentes

nas membranas celulares e sua concentracdo é utilizada para estimar a intensidade
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da peroxidacdo lipidica, bem como aumento do estresse oxidativo. O acimulo de MDA
no tecido cardiaco lesionado pela doxorrubicina é, provavelmente, decorrente da
disfuncdo mitocondrial gerada pelo quimioterapico. A alta afinidade da doxorrubicina
pela cardiolipina — fosfolipidio mitocondrial que atua na atividade da cadeia
transportadora de elétrons e geracdo massiva de EROs —, favorece a formacédo de
EROs e resulta em peroxidacao lipidica e apoptose dos cardiomidciotos (59).

Vimos em nosso estudo aumento da concentracdo miocérdica de MDA
decorrente da administracdo de doxorrubicina, entretanto, a suplementacéo com &cido
graxo 6mega 3 nao foi capaz de diminuir a producdo de MDA causada pelo
quimioterapico. Dos estudos com cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina e
suplementacdo de &cido 6mega 3, alguns observaram diminuicdo do MDA na
presenca da suplementacéo (15,60,61). Entre eles, apenas um foi com modelo de
cardiotoxicidade crénica (60) e nele, a suplementacdo foi de ALA e a dose
suplementada foi muito inferior ao nosso estudo, sendo 0,5 mg/kg em dias alternados
e 400 mg/kg diariamente, respectivamente. Em concordancia ao nosso achado, outro
estudo com cardiotoxicidade cronica e suplementacdo de acido graxo 6mega 3, ndo
observou alterac&do na concentracdo de MDA sendo que a dose da suplementacdao foi
mais proxima ao nosso estudo (370 mg/kg/ dias alternados), porém, diferentemente
do presente estudo, a via de administracdo utilizada foi a parenteral (62). Essas
comparacdes podem indicar que doses menores de acido graxo 6mega 3 podem ser
mais eficientes para regulacao da peroxidacéo lipidica na cardiotoxidade cronica.

A oxidacdo de proteinas também é considerada marcador de estresse
oxidativo. A carbonilagdo € amplamente utilizada para indicar dano oxidativo a
proteinas. A introducao de grupos carbonil em aminoacidos especificos das proteinas
marca a degradacdo de proteinas por meio de reacdo de oxidacdo dependente de
oxigénio, ferro e redutores equivalentes (63). No presente trabalho, observamos que
0 grupo de tratamento associado (grupo DW) apresentou diminui¢éo da carbonilagao
de proteinas totais. O efeito antioxidante da suplementacdo de acido graxo 6mega 3
na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, por meio da carbonilacdo de
proteinas, ainda ndo havia sido descrito na literatura.

Apesar de, numericamente, o grupo de tratamento associado apresentar menor
intensidade de marcacao de EROs por fluorescéncia, nao vimos aumento na producao
das espécies reativas de oxigénio in situ no coracdo. Porém, nessa técnica, sao

marcados apenas o0s radicais superoxidos e, como ja dito anteriormente, a
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doxorrubicina é capaz de gerar aumento do estresse oxidativo por varios mecanismos
e de diversas fontes diferentes.

O ensaio cometa é um método eficiente para quantificar danos ao DNA. O
principio da técnica é baseado na coloracdo formada no gel pelo deslocamento do
DNA fragmentado para fora do “nucledide” sob um campo elétrico. A extensao dessa
coloracdo, conhecida como cauda do cometa, € utilizada para quantificar a extensao
do dano ao DNA. As variaveis intensidade da cauda e momento da cauda
(combinacgdo do comprimento e intensidade da cauda) sao diretamente proporcionais
ao dano DNA (64). Em nosso estudo, a suplementacdo de acidos graxos émega 3
diminuiu danos ao DNA em linfécitos do sangue periférico dos animais que a
receberam independente da administragéo de doxorrubicina.

Estudos tém mostrado que &cidos graxos 6mega 3 diminuem a ocorréncia de
metilacdo de DNA — mecanismo epigenético caracterizado como modificacdo na
configuracdo do DNA sem mutacbes — e assim, 0 risco de desenvolvimento de
doencas (65).

Acreditamos que os efeitos antioxidantes observados em nosso estudo foram
atribuidos ao acido graxo 6mega 3 e ndo a vitamina E, também presente no composto
suplementado aos ratos, porque a dose de vitamina E presente na composi¢ao € muito
inferior a de EPA e DHA. Adicionalmente, estudo prévio ndo mostrou efeito da vitamina
E na cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (66).

Apesar da importancia do estresse oxidativo na cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina, estudos realizados com suplementacdo de antioxidantes ndo tiveram
muito sucesso na atenuacdo da cardiotoxicidade gerada pelo quimioterapico no
coracgao. Por isso, outras vias tém sido exploradas com o objetivo de compreender a
complexa fisiopatologia da cardiotoxicidade, como a via da ceramida.

Os esfingolipideos séo lipidios bioativos que compdem a membrana plasmatica
celular e desempenham diversas fun¢cdes em processos fisioldgicos e patoldgicos,
que incluem sobrevivéncia, estresse e morte celular. As esfingomielinas sado os
esfingolipideos mais abundante nas células (67). Sdo compostas por ceramida,
estrutura esfingdide acoplada a uma cadeia de &cido graxo, e pelo radical fosfocolina
(68). Diferentes estimulos, incluindo o uso de quimioterdpico, levam a quebra das
esfingomielinas por reacdes enzimaticas que resulta na producao de ceramidas. As
esfingomielinas e ceramidas se diferem pelo tamanho da cadeia de acidos graxos e

nivel de saturacdo presentes em sua conformacdo. Podem conter acidos graxos
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saturados, monoinsaturados ou poli-insaturados, e isso parece determinar o grau de
fluidez da membrana plasmatica. Junto ao colesterol, as esfingomielinas formam
jangadas lipidicas, que sdo microdominios com elevada concentragéo de colesterol e
esfingolipideos englobando proteinas e receptores envolvidos na sinalizagédo celular
(69).

O ciclo esfingomielina/ceramida € amplamente estudado por sua atuacdo na
diferenciacao celular, inflamagéo, estresse oxidativo e apoptose (69). Atualmente,
sabe-se que as ceramidas sao sintetizadas por trés vias distintas: via de novo, via da
esfingomielinase e via de resgate. A sintese da via de novo ocorre no reticulo
endoplasmatico por meio de reacfes enzimaticas e adicdo de cadeia de acido graxo
que resultam na formacéo de diidroceramida e, posteriormente, ceramida. Apos, a
ceramida pode ser novamente convertida em esfingomielina no complexo de Golgi e
transportada para a membrana plasmatica. Na via da esfingomielinase, a ceramida é
formada pela hidrolise da ligacao fosfodiéster que pode ser feita, principalmente, pelas
enzimas esfingomielinase acida (aSMase) e esfingomielinases neutras (nSMase),
sendo esta Ultima mais associada a condi¢cdes patoldgicas. Por fim, a ceramida
também pode ser gerada pela via resgate a partir da esfingosina que também e
precursora da esfingosina-1-fosfato (S1P), outro lipidio bioativo. A quebra da S1P em
moléculas ndo esfingolipidicas € o Unico ponto de saida do ciclo esfingolipidios e
ceramidas (70).

Até hoje, sabe-se da existéncia de quatro tipos de nSMases: nSMasel,
nSMase2, nSMase3 e nSMase mitocondrial (Ma-nSMase). Sao estimuladas por TNF-
a e outras citocinas inflamatérias, e dependem de pH neutro e ions de magnésio
(Mg2+) para serem ativadas (71). Entre elas, a nSMase2 é a mais investigada na
literatura devido a sua atividade mais pronunciada no ciclo esfingomielina/ceramida
(72). Entretanto, nenhum estudo relacionou cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina e a atividade dessas enzimas.

O uso da doxorrubicina foi capaz de promover ativacdo das nSMases em
células cancerigenas mamarias e, consequentemente, aumento da producdo de
ceramidas nas células (73). Estudos apontam que a suplementacéo de acidos graxos
Omega 3 podem atenuar estresse oxidativo e apoptose por meio da diminuigcdo da
producdo de ceramidas. (39-42). Ao investigarmos esse possivel efeito benéfico do
acido graxo 6mega 3 no tecido cardiaco e soro de animais tratados com doxorrubicina,

vimos que a suplementacdo de acido graxo 6mega 3 aumentou a atividade das
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nSMases no soro, e a administracado da doxorrubicina foi responsavel por esse efeito
no coracdo. Além disso, vimos menor expressdo da nSMasel nos animais que
receberam o quimioterapico segundo andlise por Western Blot. Entretanto, néo
observamos diferenca entre grupos na marcacdo de nSMasel por imuno-
histoquimica.

A divergéncia entre atividade e expressdo da enzima encontrada no coracao
dos animais, pode ser explicada pelo fato da andlise da atividade enzimatica englobar
todas as nSMases, enquanto o anticorpo utilizado para avaliar expresséo proteica foi
especifico para nSMasel. Entdo, podemos sugerir que a doxorrubicina foi capaz de
inibir a nSMasel e aumentar a atividade enzimatica das nSMases 2 e 3, as quais
estdo diretamente relacionadas a producdo de ceramidas. O aumento da atividade
enzimatica no soro animais causado pelo tratamento com &cido graxo 6mega 3, nos
faz acreditar que a suplementacéo serviu como substrato para as enzimas.

Ha apenas um estudo com suplementacdo de DHA e expressdo das
esfingomielinases, no qual os autores descreveram menor expressao e atividade da
aSMase e nSMase em células endoteliais retinianas humanas inflamadas (74). As
diferencas entre nossos resultados e desse estudo podem ser explicadas pelo grau
de leséo no tecido cardiaco causado pela doxorrubicina, especificidades do musculo
estriado cardiaco, modelo de estudo e dose de suplementacao ofertada.

O TNF-a tem papel fundamental na ativacdo da nSMase. Além disso, ele é
responsavel por degradar a proteina IkB — proteina que se encontra acoplada ao NF-
kB com a funcdo de manté-lo inibido — e resultar na ativacdo do NF-kB que ira
desencadear inflamacéo e apoptose (75). Entretanto, ndo vimos diferenca estatistica
na expressdo da IkB entre os grupos, hem mesmo nos animais tratados com
doxorrubicina que apresentaram aumento da atividade das nSMases.

Estudos experimentais in vivo e in vitro, descrevem hiperlipidemia como um
efeito colateral da administracdo de doxorrubicina (76-79). Aumento do HDL, LDL,
colesterol total e triglicerideos séricos foram referidos apos 14 dias da administracao
do quimioterapico. Essas alteracbes foram associadas ao desenvolvimento de
sindrome nefrética — lesédo renal caracterizada por proteindria, hipoalbuminemia,
edema e hiperlipidemia — que pode ser causada pelo uso de doxorrubicina (80). Em
nosso estudo, todos o0s animais que receberam doxorrubicina apresentaram elevagao
das concentragdes séricas do HDL, LDL, colesterol total e triglicerideos. Entretanto,

ndo observamos diferencas nas concentragdes séricas de creatinina entre 0s grupos.
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Esses resultados sugerem que a dislipidemia associada ao uso da doxorrubicina pode
ter etiologia diversa e ndo ser somente resultante da lesédo renal induzida pelo
quimioterapico. As consequéncias maléficas dessas alteragbes dos lipideos
sanguineos, como por exemplo a lipotoxicidade cardiaca, permanecem por ser
investigadas nesse modelo.

Nesse contexto, estudo com suplementacdo de acidos graxos 6mega 3 e
toxicidade cardiorrenal aguda induzida pela doxorrubicina, mostrou melhora do perfil
lipidico e da creatinina em ratos que receberam tratamento associado quando
comparados ao grupo que recebeu apenas o quimioterapico (61). As doses de

suplementacao de acido graxo 6mega 3 utilizadas foram 25, 50 e 100 mg/kg/dia.
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CONCLUSAO
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A suplementacdo de acido graxo 6mega 3 foi capaz de atenuar a disfuncao
cardiaca sistélica e diastélica e a lesdo oxidativa as proteinas induzida pela
doxorrubicina. Apesar da via das ceramidas, possivelmente, estar envolvida na
fisiopatologia da cardiotoxicidade, esse ndo € o mecanismo pelo qual o acido graxo

Omega 3 atenuou a disfuncéo cardiaca.
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