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Conforme dados do Instituto Nacional do Céancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), no biénio 2018-2019, para cada ano, aproxima-se um valor de 600 mil novos
casos de cancer no Brasil. Como saida terapéutica para atingir o importante niumero
populacional acometido por essa doenca, existem os antibidticos antitumorais,
agentes antineoplasicos onde esta inserida a doxorrubicina. Apesar de sua eficacia
no combate as células tumorais, sua utilizagao pode provocar reagcdes adversas como
a cardiotoxicidade. Nas abordagens farmacoldgicas uma substancia que tem potencial
no quesito protegcdo cardiaca € a Angiotensina-(1-7), um heptapeptideo enddégeno
participante do sistema renina-angiotensina. Diante disso, o objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos da Angiotensina-(1-7) na prevencgao e tratamento da toxicidade
provocada pela Doxorrubicina. Neste estudo foram utilizados 35 ratos Wistar adultos
(Rattus novergicus), pesando de 160-278g, provenientes do Biotério Prof. Thomas
George da Universidade Federal da Paraiba. Os animais passaram por um ciclo de
seis semanas de experimentag¢ao, sendo divididos em 6 grupos: Controle Solugéo
salina, Controle Ang-(1-7), Controle doxorrubicina, Preventivo 1 e 2, e grupo
Tratamento. Os animais foram submetidos a 3 avaliagdes ecocardiograficas ao longo
dessas semanas e ao final do tratamento foram eutanasiados, com posterior avaliagéo
do peso dos seguintes 6rgaos: coracgao, pulmao, rins (D e E), baco e figado, além da
analise do aspecto morfoldgico macroscépico do organismo dos animais (com registro
fotografico). Na avaliacdo da sobrevivéncia os grupos Controle Solugdo salina e
Controle Ang-(1-7) chegaram ao final do experimento com todos os animais vivos,
diferente dos grupos de tratamento que receberam Ang-(1-7) e doxorrubicina. Nos
grupos controle Doxo e Tratamento houve uma queda no valor da massa corporal dos
animais, além de caracteristicas como apatia, desidratagao e fezes diarreicas com
muco. O grupo Controle Solugao Salina na avaliagdo da necropsia apresentou uma
morfologia com focos hemorragicos nos pulmdes, manchas brancas em ambos o0s rins
e apenas em um dos ratos desse grupo foi capaz de observar a normalidade
morfolégica macroscépica. O grupo Controle Ang-(1-7) apresentou caracteristicas
morfolégicas normais. Os animais dos grupos que receberam a doxorrubicina
apresentaram rigidez caracteristica nos 6rgaos, em especial no figado, além do
acumulo de liquido na cavidade peritoneal e focos hemorragicos em pulmdes. Em
relacao a fungao ventricular esquerda os animais demonstraram um perfil semelhante
entre os grupos de tratamento comparado ao grupo Controle. No que compete a
avaliagdo da massa dos 6rgaos dos animais analisados, o grupo Controle Ang-(1-7)
se comportou igual ao grupo Controle Solugcédo salina. A massa cardiaca isolada
apresentou reducao nos grupos Controle doxorrubicina, Preventivo 1 e Tratamento,



mas em relacdo a massa corporal, verificou-se que a proporc¢ao nao foi alterada entre
0s grupos. A massa pulmonar isolada mostrou-se alterada nos grupos Preventivo 1 e
Preventivo 2 e na relagdo massa do érgdo/massa corporal do animal esse aumento
no volume pulmonar também pode ser observado nos grupos Controle doxorrubicina
e Tratamento. O bago dos animais apresentou alteragao apenas no grupo Preventivo
2. Nao encontramos diferengca na massa dos rins (D e E) entre os grupos de
tratamento, mas constatamos que se observado a relagdo massa do 6rgdo/massa
corporal houve aumento nos grupos que receberam apenas a doxorrubicina no inicio
do experimento. Por fim, a massa do figado dos animais também ndo apresentou
diferenga entre os grupos quando observado isoladamente, mas quando considerada
a massa corporal do animal os grupos Controle doxorrubicina, Preventivo 1 e
Tratamento manifestaram uma diferenca importante do grupo Controle Solugéo salina.
Diante dos resultados encontrados ndo foi possivel analisar prevencao de
cardiotoxicidade pela Ang-(1-7), e que quando administrada em associagdo com a
doxorrubicina os efeitos foram demasiadamente deletérios.

Palavras-chave: Angiotensina-(1-7), Doxorrubicina, Cardiotoxicidade.



ABSTRACT

According to data from the National Cancer Institute José Alencar Gomes da Silva
(INCA), in the biennium 2018-2019, for each year, a value of 600 thousand new cancer
cases in Brazil is approaching. As therapeutic output to reach the important population
number affected by this disease, there are antitumor antibiotics, antineoplastic agents
where doxorubicin is inserted. Despite its effectiveness in fighting tumor cells, its use
may cause adverse reactions such as cardiotoxicity. In pharmacological approaches,
a substance that has potential in the area of cardiac protection is Angiotensin- (1-7),
an endogenous heptapeptide that participates in the renin-angiotensin system.
Therefore, the objective of this study was to investigate the effects of Angiotensin- (1-
7) on the prevention and treatment of toxicity caused by Doxorubicin. In this study 35
adult Wistar rats (Rattus novergicus), weighing 160-278g, were used from the Biotério
Prof. Thomas George of the Federal University of Paraiba. The animals went through
a cycle of six weeks of experimentation, being divided into 6 groups: Control Saline,
Control Ang- (1-7), Control doxorubicin, Preventive 1 and 2, and Treatment group. The
animals were submitted to 3 echocardiographic evaluations during these weeks and at
the end of the treatment were euthanized, with subsequent evaluation of the following
organs weight: heart, lung, kidneys (L and R), spleen and liver, besides morphological
analysis macroscopic examination of the animals organism (with photographic record
execution). In the evaluation of survival, the Control Saline Solution group and Control
Ang-(1-7) arrived at the end of the experiment with all live animals, in opposition to the
treatment groups that received Ang-(1-7) and doxorubicin. In the Doxo and Treatment
control groups there was a decrease in the body mass value of the animals, besides
characteristics such as apathy and dehydration and diarrheal feces with mucus. The
control group Saline Control in the evaluation of the necropsy presented a morphology
with hemorrhagic foci in the lungs, white patches in both kidneys and only one of the
rats of this group was able to observe macroscopic morphological normality. The
control Ang-(1-7) group presented normal morphological characteristics. The animals
in the groups receiving doxorubicin had characteristic stiffness in the organs, especially
in the liver, besides the accumulation of fluid in the peritoneal cavity, hemorrhagic foci
in the lungs and in one animal there was an increase in the seminal vesicles and
gallbladder , it is noteworthy that in the groups in which Ang- (1-7) interaction with
doxorubicin also showed an increase in lung volume. Regarding left ventricular
function, the animals showed a similar profile between the treatment groups and about
the structure there was a decrease in the diastolic diameter, interventricular septum
and posterior wall of the left ventricle compared to the Control group. The control group
Ang- (1-7) behaved the same as the Control group, showing that Ang- (1-7), when
administered alone, does not promote changes in the organs. Isolated heart mass
showed a reduction in the groups Control doxorubicin, Preventive 1 and Treatment,
butin relation to the body mass, we verified that the proportion was not altered between
the groups. The isolated lung mass was altered in the Preventive 1 and Preventive 2
groups and in the organ mass/body mass ratio of the animal, this increase in lung
volume can also be observed in the Control doxorubicin and Treatment groups. The
spleen of the animals presented alteration only in Preventive 2 group. We did not find
any difference in the kidney mass (L and R) between the treatment groups, but we
observed that if the organ mass/body mass ratio was observed, there was an increase
in the groups that received only doxorubicin at the beginning of the experiment. Finally,
the liver mass of the animals did not show any difference between the groups when



observed alone, but when considered the body mass of the animal, the groups Control
doxorubicin, Preventive 1 and Treatment showed an important difference of the Control
Saline group. In view of the results it was not possible to analyze the prevention of
cardiotoxicity by Ang- (1-7), and when administered in combination with doxorubicin
the effects were too deleterious.

Key-words: Angiotensin-(1-7), Doxorubicin, Cardiotoxicity.
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1. INTRODUGAO
1.1. A doxorrubicina

1.1.1. A doxorrubicina inserida no tratamento do cancer

Responsavel por 9,6 milhdes de mortes no mundo em 2018, o cancer, que
pertence a classe de doengas e agravos nao transmissiveis, € a segunda principal
causa de morte, sendo, em nivel global, um em cada seis 6ébitos causados por essa
doencga (OMS — Organizagcdo Mundial de Saude, 2018). Conforme dados do Instituto
Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), no biénio 2018-2019, para
cada ano, aproxima-se um valor de 600 mil novos casos de cancer no Brasil. Como
saida terapéutica para atingir o importante numero populacional acometido por essa
doencga, existem os antibiéticos antitumorais, agentes antineoplasicos onde esta
inserida a doxorrubicina (Doxo), que juntamente com a daunorrubicina, epirrubicina,
mitoxantrona e idarrubicina fazem parte da classe das antraciclinas (CRUZ e col.,
2016), e estdo entre as drogas mais eficazes no tratamento de diversos tumores
sélidos, com destaque para o cancer de mama e o linfoma, e de malignidades
hematolégicas (GHEBEH e col., 2010; SMITH e col, 2010; CARDINALE e col., 2015;
MENNA e SALVATORELLI, 2017).

Ha quase 50 anos, a doxorrubicina ou adriamicina (primeira droga da classe
das antraciclinas a ser utilizada na pratica clinica) foi isolada da bactéria Streptomyces
peucetius e vem sendo alvo de novas estratégias de produgao desde entdo (WANG e
col., 2018). Atua no mecanismo anticancer por trés principais modos: 1. Inibicdo da
topoisomerase Il — principalmente na isoforma alfa, quando seu complexo téxico DNA
— TOPII — DOXO interrompe a resselagem do DNA, por sua agao nao-covalente na
interface proteina-DNA, impedindo a replicacao e induzindo a apoptose das células
malignas (MCCLENDON e OSHEROFF, 2007; CORREMANS e col.,, 2018); 2.
Intercalagao — a doxorrubicina impede a transcrigdo do RNA e a replicagdo do DNA,
devido sua ligacdo ao DNA, no nucleo da célula captada, por intercalagao
(CORREMANS e col., 2018); e 3. Estresse oxidativo — ja que em seu metabolismo
promove liberagao de radicais livres, que pode levar ao dano no DNA e morte celular
(CORREMANS e col., 2018).
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1.1.2. Principais efeitos adversos e a cardiotoxicidade

Os agentes alquilantes, antimetabdlicos, antibidticos e inibidores mitoticos,
fazem parte das principais quimioterapias utilizadas como solucido para o cancer. A
adriamicina ou doxorrubicina (agente antibiotico), assim como os outros agentes
quimioterapicos, além de combater as células neoplasicas, atuam também nas células
saudaveis, provocando efeitos adversos. Eles atingem principalmente estruturas que
se renovam regularmente, como a mucosa intestinal, a medula éssea e os pelos
(INCA, 2003).

Segundo a Sociedade Americana do Cancer (2016), os efeitos adversos
provocados pela quimioterapia envolvem desde mudangas no humor ou pensamento,
fadiga, dor, a, até mesmo, problemas de pele, ou em relagdo ao sono e etc. No caso
do cancer de mama, por exemplo, onde a doxorrubicina € usada como uma das
principais drogas para seu tratamento, os efeitos adversos mais comuns sao:
alopecia, perda de apetite, mudanca nas unhas, mucosite, nauseas e vomitos. Além
desses, existem alguns efeitos mais especificos, como mudangas menstruais e
problemas de fertilidade, neuropatia, disfuncdo mental, aumento do risco de leucemia,
sindrome méo-pé e também a cardiotoxicidade, a qual é provocada pelo uso das
antraciclinas.

A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina pode ser aguda, subaguda,
cronica ou tardia (MATSUBARA e FERREIRA, 2005). A toxicidade tardia ocorre anos
apos o término da quimioterapia, mesmo com doses de doxorrubicina consideradas
menores (inferiores a 480mg/m?) (WOJTACKI e col., 2000). Pode ocorrer insuficiéncia
cardiaca, arritmias ou alteragdes da condutividade. A morte ocorre por faléncia
ventricular, sendo rara a ocorréncia de morte subita. Conforme estudo de STEINHERZ
e col. (1991), 38% dos pacientes, acompanhados por mais de 10 anos apos o uso da
doxorrubicina, apresentavam diminui¢do da fracao de ejegdo, enquanto 18% tinham
a mesma alteracdo com menos de 10 anos do uso da droga.

A toxicidade crénica manifesta-se com quadro clinico tipico de insuficiéncia
cardiaca, o qual se desenvolve semanas a meses apos o término da quimioterapia,
principalmente nos pacientes que receberam dose total maior que 550 mg/m?. E, sem
duvida, a mais conhecida e estudada, devido as repercussdes clinicas mais
importantes (STEINHERZ e col., 1991). Nos casos de doses cumulativas de 500-550
mg/m? a incidéncia de cardiomiopatia é de 4%, para doses de 551-600 mg/m?
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demonstra-se um numero de 18%, e chega a 36%, dependendo da variabilidade dos
individuos, para as doses que excedem os 600 mg/m? (LEFRAK, 1973).

Embora mais rara, a cardiotoxicidade subaguda é descrita como ocorrendo em
dias a semanas apds o uso da doxorrubicina e manifesta-se como pericardite e/ou
miocardite (STEINHERZ e col., 1991). Ndo estd descartada que essa forma de
apresentacao tenha frequéncia subestimada em decorréncia da falta de diagnéstico.

A toxicidade aguda ocorre durante o tratamento e pode ser assintomatica.
Quando se manifesta clinicamente, sdo observadas alteragdes eletrocardiograficas
como alteragdes inespecificas da repolarizacdo ventricular, complexos de baixa
voltagem, taquicardia sinusal, extrassistoles ventriculares e supraventriculares e
prolongamento do segmento QT (VILLANI e col.,, 1985). Essas alteragbes
inespecificas ndo implicam em suspensao do tratamento. A morte subita € descrita
em menos de 1% dos casos e ndo ha relacdo direta entre dose ou forma de
administracdo e a presenca de cardiotoxicidade, em contraste ao que ocorre na
toxicidade crénica.

ICHIKAWA e col. (2014) revelam que parte da cardiotoxicidade provocada pela
doxorrubicina esta ligada ao complexo ferro-doxorrubicina no miocardio, que produz
um radical livre semiquinona pela oxidagao da porgao aglicona. Acrescentam ainda
que a doxorrubicina acumula nas mitocéndrias, e isso leva ao aumento dos niveis de
ferro nessa organela, e em consequéncia a esse aumento € que ocorrem os danos
provocados pela droga.

Acredita-se também que a ligagc&do da doxorrubicina ao DNA da célula cardiaca
promova alteragdo na sintese protéica e consequentes alteragdes funcionais e
estruturais nos miocitos (LAMBERTENGHI-DELILIERS e col., 1976). Um estudo
realizado com pacientes de alto risco, portadores de Leucemia linfoblastica aguda,
confirma a acao deletéria que a terapia com doxorrubicina apresenta sobre o numero
de DNA mitocondrial (LIPSHULTZ e col., 2016). LAMBERTENGHI-DELILIERS e col.
(1976) ja haviam demonstrado ha algum tempo, que apds 14 horas da administragcao
da droga, eram registradas areas de degeneracgao focal, caracterizadas por lesao
mitocondrial e alargamento das cisternas.

SOUZA e col. (2009) ainda complementam esses dados quando, em analises
dos efeitos agudos, observaram em seus resultados a indicagcdo de ocorréncia de
disfungao ventricular sistdlica e diastdlica induzida pela doxorrubicina.
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1.2. A angiotensina-(1-7)

1.2.1. Um heptapeptideo do sistema renina-angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem um papel vital na regulagcdo de
processos fisioldgicos do sistema cardiovascular, ndo apenas funcionando como um
sistema enddcrino, mas também com fungdes paracrinas e autocrinas nos tecidos e
orgaos (MEHTA e col., 2006). Na visao tradicional o SRA é visto como um sistema
endoécrino classico, tendo um octapeptideo, a angiotensina Il (Ang Il), como seu
horménio efetor, exercendo efeitos vasoconstritores, de reten¢ao de sédio, mitogénico
e efeitos proliferativos, em consequéncia da sua ligagao ao receptor de Ang Il do tipo
1 (AT1). A renina e a enzima conversora de angiotensina (ECA) eram conhecidas
como as unicas enzimas responsaveis pela sintese de Ang | e Ang |l respectivamente.
Entretanto, através das ultimas duas décadas, um corpo crescente de evidéncias tem
indicado uma complexidade muito maior desse sistema, particularmente em tecidos
como o coragao e o rim. As evidéncias de um SRA local completamente operacional
em tecidos especificos, com vias enzimaticas para processamento da Ang | e Ang |l
tém sido detalhadas em inumeras publicagdes (VARAGIC e col., 2008). Além disso,
os multiplos efeitos de um fragmento resultante da clivagem da Ang | ou Ang Il, o
heptapeptideo Angiotensina—(1-7) [Ang-(1-7)], tém sido gradativamente apreciados ao
longo da ultima década (MARQUES e col., 2011; VARAGIC e col., 2008).

O SRA tem mostrado ter participagcdo no surgimento de doencgas
cardiovasculares como a hipertensdo, doengas coronarianas, miocardites e
insuficiéncia cardiaca (DOSTAL e col., 1999). A Ang Il e Ang-(1-7) sdo os dois
principais peptideos ativos deste sistema, exercendo agdes, na maioria das vezes,
antagobnicas sobre a fisiologia cardiovascular (MACHADO e col, 2000; KOSTENIS e
col., 2005), com a Ang-(1-7) contrabalanceando agdes biolégicas da Ang Il. Nesse
sentido, um balango inadequado desses dois peptideos pode determinar diferentes
estados fisiopatolégicos no sistema cardiovascular (VARAGIC e col., 2008), podendo
exercer papel fundamental no surgimento da hipertensao essencial (BENTER e col.,
1995). Os mecanismos de controle e degradagao desses peptideos sao importantes
na determinacao dos efeitos fisioldgicos finais.

A Ang Il é formada da clivagem enzimatica do angiotensinogénio em Ang | pela
renina, com subsequente conversao da Ang | em Ang Il pela enzima conversora de

angiotensina (ECA). A enzima conversora de angiotensina (2) (ECA 2), uma
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carboxipeptidase, cliva a Ang Il em Ang-(1-7), e a Ang | em Ang-(1-9), que pode ser
posteriormente clivada através da ECA em Ang-(1-7) (CRACKOWER e col., 2002).
Temos ainda, as quimases e algumas endopeptidases que também fazem parte desse
sistema de clivagens do SRA. Além disso, um pro-peptideo, a angiotensina-(1-12)
também foi identificada no organismo, com expresséo local no coragao, e tem sido
sugerida como substrato alternativo ao angiotensinogénio para o SRA (JESSUP e col.,
2008; TRASK e col., 2008).

1.2.2. Angiotensina e protec¢ao cardiaca

A Ang-(1-7), na maioria das vezes, exerce agbes contrarias a Ang |l
(FERRARIO e col., 1997; SANTOS e col., 2000; KOSTENIS e col., 2005). A Ang-(1-
7) aumenta a sensibilidade do barorreceptor (CAMPAGNOLE-SANTOS e col., 1992;
BRITO e col., 1997; COUTO e col., 2002) e potencializa o efeito vasodilatador da
bradicinina (PAULA e col., 1995; ABBAS e col., 1997; FERNANDES e col., 2005) e do
Oxido Nitrico (NO) (PORSTI e col., 1994; BROSNIHAN e col., 1996; MACHADO e
col., 2000; HEITSCH e col., 2001). Também tem sido demonstrado efeitos anti-
trombodticos da Ang-(1-7), através da liberagado de NO pelas plaquetas (FRAGA-SILVA
e col., 2008), bem como em células endoteliais.

A sintese local de Ang-(1-7) no coragéao foi primeiramente detectada em cées
apos isquemia aguda do miocardio (SANTOS e col., 1990). Desta forma, surgiam as
primeiras evidéncias de que o dano tecidual cardiaco € um estimulo para formagao
local de um sistema contra-regulatério mediado pela Ang-(1-7), sendo a ECA 2, a
principal enzima envolvida na formagao deste peptideo no coragao (CRACKOWER e
col., 2002).

Diversos estudos tém mostrado que a Ang-(1-7) inibe os efeitos deletérios
locais da Ang Il (FERRARIO e col., 1997; GROBE e col., 2006; GIANI e col., 2007). A
acao local da Ang-(1-7) especificamente no coragao tem sido proposta em diversos
trabalhos. Dentre estes, GROBE e col. (2006) mostraram que a Ang-(1-7) previne o
surgimento de fibrose cardiaca sem alteragdo dos niveis pressoéricos sistémicos de
ratos hipertensos. Sendo assim, o coracédo tem sido considerado um dos principais
alvos de estudo das agdes da Ang-(1-7). DIAS-PEIXOTO e col. (2008) mostraram que
a Ang-(1-7) promove estimulagao da eNOS e aumenta a produgéo de NO diretamente
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no cardiomiécito ventricular e que além disso, animais deficientes no receptor Mas
apresentam deficiéncia na sinalizag&o intracelular de Ca?* em seus cardiomidcitos.

De um modo geral, um dos caminhos pelos quais ha comprometimento da
funcdo miocardica é pela perda de cardiomiocitos (PASUMARTHI e FIELD, 2002).
Assim, uma outra alternativa que vem sendo estudada com o intuito de restaurar essa
funcao seria por meio da proliferagcao de cardiomiécitos para repor os cardiomiocitos
perdidos.

Vale considerar ainda que a Ang-(1-7) ja vem sendo utilizada em ensaios
clinicos como farmaco anti-hipertensivo, demonstrando a viabilidade de utilizagao
deste peptideo na clinica médica.

Um ponto importante relacionado a proliferagéo de cardiomidcitos refere-se as
vias de sinalizacdo envolvidas nesse processo. KUHN e col. (2007) demonstraram
que a periostina e o fator de crescimento de fibroblastos (FCF) ativam a proliferagao
de cardiomiocitos numa via dependente da fosfatidilinositol 3 quinase (P13-K). Em
outra abordagem, BERSELL e col. (2009) observaram que a neuregulina, outro
estimulador da proliferacdo cardiaca também utiliza a via da P13-K para produzir esses
efeitos. Anteriormente, MCDEVITT e col. (2005) ja haviam mostrado que a
proliferagcdo de cardiomidcitos derivados de células-tronco embrionarias humanas
utilizavam a via da PI3-K para mediar a proliferacdo dessas células. Sendo assim, em
conjunto essas informagdes sugerem que diferentes fatores extracelulares induzem a
proliferacdo de cardiomidécitos ativando vias de sinalizagdo que convergem para a
ativacao da PI3-K.

Por outro lado, considerando-se que as quinases ativadas por mitdgeno
(MAPK) tém um papel determinante na proliferacao de diversos tipos celulares, essa
via de sinalizagao foi foco de analise de alguns estudos, contudo, demonstrou-se que
a inibicdo da MAPKK nao interferiu no processo proliferativo (MCDEVITT e col., 2005).
Corroborando esse achado, KUHN e col. (2007) viram que a inibicdo da MAP quinase
ERK 1/2 (quinase regulada por sinal extracelular) também n&o teve nenhum efeito
sobre a resposta proliferativa de cardiomidcitos induzida por periostina. Ja ENGEL e
col. (2005) observaram que a reentrada de cardiomidcitos no ciclo celular induzida
pelo fator de crescimento de fibroblastos (FCF) é potencializado com a inibigdo da
MAP quinase p38.
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Visto determinadas colocacgbes anteriores, estudos desenvolvidos por nosso
grupo de pesquisa, investigando tais efeitos cardioprotetores da Ang-(1-7),
demonstraram que esse peptideo exerce acdes protetoras diretamente no
cardiomidcito ventricular, por uma via de sinalizacdo dependente de NO, e que o
aumento de NO nessas células € consequéncia do aumento de atividade da PI3-K,
sendo a PI13-K estimulada pela Ang-(1-7) (DIAS-PEIXOTO e col., 2008; GOMES e col.,
2010). Além disso, ja é bem demonstrado na literatura que a Ang-(1-7) antagoniza a
via das MAP quinases (TALLANT e col.,, 2005; YAMAMOTO e col.,, 2006;
GALLAGHER e col., 2008), e como foi observado previamente, dependendo do
estimulo, a inibicdo das MAP quinases potencializa a atividade proliferativa dos
cardiomiécitos (ENGEL e col., 2005).

1.3.Impacto social e econébmico do estudo

Este estudo reflete a descoberta de aspectos importantes no que compete o
tratamento de doencas que aparecem de forma relevante no cenario da saude no
Brasil e no mundo, como é o caso do cancer e das doencas cardiacas. Visto isso, é
consideravel saber que os resultados dessa pesquisa ajudarao profissionais que estao
envolvidos nesse contexto, e, como consequéncia, os individuos que precisam desse
tipo de tratamento.

Ademais, o Brasil carece do desenvolvimento de novas tecnologias e produtos
de alta eficiéncia e baixo custo para tratamento de doengas crbnicas, passiveis de

utilizacdo no Sistema Unico de Satde (SUS).
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. OBJETIVOS

2.1. Geral

% Investigar os efeitos da Angiotensina-(1-7) na prevencdo e tratamento da

toxicidade provocada pela Doxorrubicina.
2.2. Especificos
% Avaliar o perfil ecocardiografico e de morfologia macroscopica dos animais

tratados com Angiotensina-(1-7) e doxorrubicina;

% Investigar o efeito da Angiotensina-(1-7) na prevengéo da toxicidade aguda ou

subaguda induzida pela doxorrubicina;

% Analisar o efeito da Angiotensina-(1-7) na reversao da toxicidade induzida pela

doxorrubicina;

% Esclarecer a repercussdo da Angiotensina-(1-7) e doxorrubicina na massa

corporal e dos 6rgaos dos animais;

«» Estabelecer, se possivel, protocolo de tratamento associado de doxorrubicina

*,

e Angiotensina-(1-7).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Para experimentacao deste trabalho foram utilizados 35 ratos adultos Wistar
(Rattus novergicus), pesando de 160-278g, provenientes do Biotério Prof. Thomas
George da Universidade Federal da Paraiba, mantidos sob condi¢des controladas de
temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e alimentacao.
O uso dos ratos foi devidamente autorizado pelo Comité de Etica em Uso Animal
(CEUA) da UFPB, por meio de aprovagao do projeto com numero de certiddo CEUA
0204/13.

3.2. Grupos experimentais e tratamento dos animais
Os animais passaram por um ciclo de seis semanas de experimentagao e foram
divididos em seis grupos: Controle solugdo salina, Controle angiotensina-(1-7),
Controle doxorrubicina, Preventivo 1, Preventivo 2 e grupo Tratamento. Cada grupo
recebeu um diferente tipo de tratamento, todos eles realizados com a administragao
intraperitoneal (IP), sendo utilizadas a Solugéo salina (NaCl 0,9%), a Angiotensina-(1-
7) sintética (Millipore) e a Doxorrubicina (Doxo) (Cloridrato de doxorrubicina — 50 mg

— Glenmark), conforme figura abaixo:

Figura 1. Delineamento experimental.

Semanas Semana Semana Semana Semana Semana Semana
ge 1 2 3 4 5 6
tratamento
Salina Salina Salina Salina
Cont. Ang- Ang-(1- Ang-(1- Ang-(1- Ang-(1-
(1-7) 7) 7) 7) 7)
Cont. Dox Doxo. Doxo. Doxo. Doxo.

Preventivo Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ang-(1-7)

1 +Doxo. +Doxo. +Doxo. +Doxo.
Preventivo Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ang-(1-7) Ang-(1-7)
Ang-(1-7 Ang-(1-7
+Doxo. +Doxo. +Doxo. +Doxo. ng-(1-7) ng-(1-7)
Ang-(1-7)
Tratamento Doxo. Doxo. Doxo. +Doxo Ang-(1-7) Ang-(1-7)

Figura 1. A administragéo de solugéo salina e Ang-(1-7) eram realizadas diariamente, com
regularidade no horario de aplicagdo, no caso da doxorrubicina os animais recebiam a aplicacdo com
a substancia apenas no primeiro dia da semana. Quantidade de animais por grupo: Controle solugdo
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salina (5 animais), Controle angiotensina-(1-7) (5 animais), Controle doxorrubicina (7 animais),
Preventivo 1 (5 animais), Preventivo 2 (5 animais) e grupo Tratamento (8 animais).
Fonte: O autor (2018).

As substancias foram administradas via intraperitoneal. A angiotensina-(1-7) na
dose de 30ug/kg (DIAS-PEIXOTO e col., 2008) sendo diluida em NaCl 0,9%, e a
doxorrubicina sem diluicdo na dose de 5mg/kg (OLIVEIRA e col., 2014; HRENAK e
col., 2013; OLIVEIRA e col., 2013).

3.2.1. Registro da massa corporal dos animais

O registro da massa corporal dos animais era realizado diariamente em balancga
analitica com precisédo de 0,01g, ao longo de todo o periodo de experimentagédo. O
registro era feito tanto para célculo da dosagem das moléculas usadas, como para

acompanhamento do ganho de massa corporal dos animais.

3.3. Ecocardiografia: Avaliagdo da fungédo ventricular

Para as analises ecocardiograficas, os animais foram pesados e em seguida
levados para o Laboratério de Biotecnologia Celular e Molecular da UFPB. Antes do
exame, 0s animais recebiam via intraperitoneal os anestésicos: cloridrato de cetamina
(50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (1 mg/kg). Em seguida era realizada a tricotomia da
porcao esquerda do torax dos ratos. Os animais, em seguida, passaram pela
avaliacao Ecocardiografica (Figura 2), onde foram avaliadas, nos modos mono (M) e
bidimensional (bi), as variaveis: didametro diastélico, didmetro sistélico, septo
interventricular, parede posterior do ventriculo esquerdo e fragdo de ejeg¢ao. Para
realizacdo do exame, os animais foram posicionados em decubito dorsal e foi utilizado
0 equipamento modelo SonoSite M-Turbo. Para avaliar as medidas estruturais do
coracgao foram obtidas imagens em modo monodimensional (modo-M) orientado pelas
imagens em modo bidimensional, estando o transdutor em posi¢cao para-esternal eixo
menor. A avaliagdo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada posicionando o cursor
do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral no nivel dos musculos papilares
(Simone e col., 1992; Plana e col., 2014). A funcao sistdlica do VE foi avaliada pela
porcentagem de encurtamento sistélico ((didmetro diastdlico — diametro sistélico) /
didametro diastdlico). No total foram realizados trés Ecocardiogramas, em diferentes
momentos do experimento, sendo o primeiro realizado pré-experimentacdo, o

segundo durante a semana 3, e o ultimo na ultima semana do tratamento.
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Figura 2. Ecocardiografia — Analise em modo Monodimensional.
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Figura 2. Representagido de imagem gerada pelo Ecocardiograma na obtencédo de medidas de
Parede Posterior do Ventriculo Esquerdo, pela analise monodimensional.
Fonte: O autor (2017).

3.4. Necropsia
3.4.1. Analise morfoldgica macroscopica
Apos as seis semanas de tratamento dos animais, os animais passaram por
um processo de analise morfolégica macroscopica por meio da necropsia. Os ratos
foram pesados e em seguida eutanasiados por decapitagcdo em guilhotina.
Posteriormente foram utilizados os instrumentais cirurgicos (pinga dente de rato, pinca
dissecgao, pingca clinica e tesoura cirurgica) para dissec¢ao e avaliagdo das

caracteristicas presentes no organismo dos animais.

3.4.2. Avaliacdo da massa dos 6rgaos

Outro procedimento da necropsia foi a retirada dos 6rgaos — coragao, pulmao,
rins (direito - D e esquerdo - E), bago e figado — os 6rgados foram pesados
individualmente, para avaliacdo da massa, e colocados em placas de Petri com
solugao salina para o registro fotografico. Os dados obtidos foram transcritos com o
valor bruto da massa de cada 6rgao, como também foi realizada a relagao da massa

do érgao com a massa corporal do animal.
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3.5. Anélise de dados
Os dados encontrados foram analisados através da média £ desvio padrao, ja que
nao foi possivel realizar analise estatistica devido ao numero elevado de morte dos

animais. Também foi realizada avaliagdo qualitativa dos registros fotograficos.
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4.1. Curva de Mortalidade
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Ao longo do experimento foi observada uma caracteristica importante: o indice

de mortalidade dos animais. Dos 35 ratos que iniciaram na experimentagéo apenas 19

permaneceram vivos até o ultimo dia de avaliacdo. Dos 19 animais vivos, apenas 4 dos

grupos de tratamento com a associagado de Ang-(1-7) e Doxorrubicina fazem parte

desse numero, conforme tabela 1:

Tabela 1. Numero de animais pré e pos-experimentagao.

Quantidade de animais no
Grupos experimento
Inicio Final
Controle Solucgao salina 5 5
Controle Ang-(1-7) 5 5
Controle Doxorrubicina 7 5
Preventivo 1 5 1
Preventivo 2 5 1
Tratamento 8 2

Fonte: O autor (2018).

Verificou-se também que apenas no caso dos grupos Controle Solugao salina e

Controle Ang-(1-7) a porcentagem de sobrevivéncia foi de 100%, como mostra o grafico

1 da curva de mortalidade representado abaixo. Os resultados de sobrevivéncia e

crescimento dos animais no grupo Controle Ang-(1-7) corroboram os achados de

WAGENAAR e col. (2013), que confirmaram nao haver alteracdo nesses dois

parametros quando injetada a Ang-(1-7) ciclica como agonista para o receptor Mas, em

comparagao ao grupo Controle Solugao salina. Adicionalmente, nos grupos Preventivo

1, Preventivo 2 e Tratamento, o numero final de animais foi inferior a 3, o que dificultou

a analise dos dados, com empecilho para realizagao de testes estatisticos.
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Grafico 1. Curva de mortalidade.
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Grafico 1. Na analise do percentual de sobrevivéncia é possivel observar que 100% dos animais dos
grupos Controle salina e Controle Ang-(1-7) sobreviveram. No grupo Doxorrubicina esse
representativo caiu para menos de 75%, e menos de 25% nos grupos Preventivo 1 e 2, e Tratamento.
Fonte: O autor (2018).

Esses dados confirmam que a Ang-(1-7) ndo promoveu efeitos deletérios no
organismo dos animais quando administrada isoladamente, permanecendo com o
mesmo numero de animais que o Controle solugédo salina, o que difere do grupo
Controle doxorrubicina, no qual ocorreu o ébito de aproximadamente 30% dos animais
ao longo do tratamento. WANG e col. (2014) ao avaliarem um protetor da toxicidade
provocada pela doxorrubicina em nivel celular neuronal, observaram uma mortalidade
de 100% das células tratadas com a Doxo, evidenciando o potencial destrutivo dessa
droga em diversos grupos celulares. Contrastando com nossas expectativas iniciais,
verificamos que em todos os grupos nos quais houve conjugagao de Ang-(1-7) e
doxorrubicina, a mortalidade foi algebricamente maior que no grupo doxorrubicina

isolada ou grupo controle, ocorrendo mortalidade de 80% nos grupos Preventivo 1 e 2

e 75% no grupo tratamento.

4.2. Massa corporal dos animais
Quando se trata da massa corporea também é possivel observar algumas
diferencas consideraveis entre alguns grupos, neste ponto os grupos de animais que
foram administrados apenas com a doxorrubicina durante algumas semanas (Doxo e
Tratamento), revelaram uma queda no valor da massa corporal desses animais,
conforme grafico 2. Essa caracteristica encontrada corrobora um estudo de MELO e

col. (2012), que obteve como resultado da aplicagao de 5 mg/kg de doxorrubicina, além
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do emagrecimento progressivo dos roedores, algumas peculiaridades sistémicas como
apatia, desidratacdo e fezes diarreicas com muco, sendo tal aspecto generalizado

também observado nos animais que participaram do nosso estudo.

Grafico 2. Massa corporal inicial e final dos animais.
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Grafico 2. Indicado em cinza o aumento da massa dos animais do grupo Cont. Ang-(1-7); em azul o
grupo Preventivo 2; em preto o grupo Cont. salina; o grupo Preventivo 1 aparece em verde; o grupo
Doxo esta demonstrado em vermelho e o grupo tratamento foi indicado em flcsia. Seguindo nesta os
valores algébricos finais de cada grupo.

Fonte: O autor (2018).

Em contraste temos o grupo Controle Ang-(1-7) com valores que superam até
mesmo os do grupo Controle Solugdo salina, e ainda que seja associada com a
doxorrubicina, é possivel observar uma preservagao no crescimento dos animais,
excluindo a possibilidade dessa substancia estar envolvida na morte por déficit

nutricional, por exemplo.

4.3. Morfologia macroscopica orgénica

Como inicialmente n&o havia expectativa de morte nos grupos com uso de Ang-
(1-7), a equipe do biotério nao foi avisada e os animais que morreram de forma mais
precoce foram descartados e nem todos passaram pela necropsia. Dos animais que
puderam ser analisados, a maioria apresentou caracteristicas morfoldgicas parecidas
em alguns 6rgaos: no coragao (Figura 3), ocorreu o acumulo de sangue nos atrios; nos
pulmdes (Figura 4), ocorreu a presenca de pontos amarelados e aumento do volume
desses 0rgaos, que pode estar associado a pneumonia por Pneumocystis carinii,
doenca provocada como reagao adversa a doxorrubicina (FALEIROS e col., 2017), que

apresenta infiltrados de linfécitos e macrofagos, assim como, em caso mais atipico, a
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presenca de cavitagdes, lesdes cisticas e multiplos nédulos nos pulmbes (BARRA e

col., 2000); e observamos a presenga de liquido na cavidade peritoneal (Figura 5).

Figura 3. Coragdo com acumulo de sangue nos atrios.

Figura 3. A) Seta evidenciando atrio direito, do coragao do animal, com acumulo de sangue. B) Seta
evidenciando o comparativo de um atrio direito sem acumulo sanguineo.
Fonte: O autor (2018).

Figura 4. Indicadas manchas brancas que confirmam a destruicdo dos pulmdes do animal.
Fonte: O autor (2018).

Figura 5. Acumulo de liquido em regiéo peritoneal.

Figura 5. Marcada a regido de concentragao de liquido observada durante a necropsia.
Fonte: O autor (2018).

Em referéncia ao coracao, esses achados confrontam com o que é discutido
entre inumeros pesquisadores, que consideram a protegdo cardiaca como acgao
resolutiva da Ang-(1-7) ou mesmo dos meios que induzem a sua produgao, como, por

exemplo, numa revisao produzida por PATEL e col. (2016), que demonstrou que o eixo
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ECA2/Ang-(1-7)/rMas tem capacidade de contrarregular o eixo ECA/Ang Il/rAT+ agindo,
portanto, na protecdo do coragdo, o que nao justificaria esse acumulo sanguineo na
cavidade atrial.

Os animais que sobreviveram apds as 6 semanas de tratamento foram avaliados
quanto a sua morfologia macroscépica organica geral, e também de seus o6rgaos
individualmente, por meio da necropsia, e essas altera¢gdes podemos verificar na Figura
6.

Figura 6. Visao geral: Morfologia macroscopica organica dos grupos estudados.
GRUPOS Sobrev. | Coracio Pulmbes Figado Rins (D e E)

LA
=1

Cont. salina 100%

B

Cont.
Ang(1-7y | 100% ‘ .
Cont. |
Doxormubicina L ‘ .

®

Preventivo 1 =25%

Figura 6. Visdo geral comparativa da Taxa de sobrevivéncia e morfologia dos érgéos: coragéo,
pulmdes, figado, rins D e E e bago nos grupos: Linha A) Cont. salina; Linha B) Cont. Ang-(1-7); Linha
C) Cont. doxorrubicina; Linha D) Preventivo 1; Linha E) Preventivo 2 e Linha F) Tratamento.
Fonte: O autor (2018).
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Constatou-se que no grupo Controle Solugdo salina, de forma inesperada,

alguns animais apresentaram uma morfologia que indica possiveis efeitos deletérios,
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como focos hemorragicos em pulmdes (em 3 animais) (Figura 7), manchas brancas em
ambos os rins (em 1 animal) (Figura 8), e apenas em um dos ratos desse grupo foi
capaz de se observar uma normalidade macroscopica morfolégica. No entanto, é
importante considerar que esses animais também contam com caracteristicas proprias
a sua genética, que podem influenciar ao passarem por esse periodo de estresse pela

administracao das substancias e manuseio diario.

Figura 7. Focos hemorragicos em pulmdes.
-

Figura 7. Manchas de sangue indicando hemorragia nos 6rgaos.
Fonte: O autor (2018).

Figura 8. Manchas brancas emrins D e E.

B W . 4NN

Figura 8. Manchas brancas observadas também nos rins, como evidenciado nas setas.
Fonte: O autor (2018).

Quando consideramos o grupo Controle Ang-(1-7) os resultados observados
foram diferentes, ja que nesse grupo os 5 animais apresentaram caracteristicas
macroscopicas morfolégicas normais (Figura 6 — Linha B).

Em relacado aos animais que receberam a doxorrubicina (Figura 6 — Linha C), os
dados registrados demonstraram uma congruéncia principalmente sobre uma rigidez
caracteristica nos 6rgaos dos animais desses grupos, em especial no figado, além do
acumulo de liquido na cavidade peritoneal. Estudos de cancerologia, como o de
SANTOS (2011), evidenciam a participacdo da quimioterapia na formacao das
Espécies Reativas do Metabolismo do Oxigénio (ERMO), que apesar de ter uma fungao
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necessaria ao mecanismo de acéo da droga, leva também a danos como a toxicidade
pulmonar, renal e hepatica, e essa caracteristica foi claramente percebida nos grupos
que receberam a doxorrubicina. Fendbmenos que sdo associados a drogas toxicas,
como a lipoperoxidacdo, por exemplo, provocam alteracbes estruturais e de
permeabilidade membranar nas células, o que pode culminar na morte celular e, por
conseguinte, nos levar a ideia de consequéncias organicas deletérias (GARDES-
ALBERT, 1991; FERREIRA, 1997), como encontrado nos resultados desse estudo. No
caso do grupo Controle doxorrubicina, além dessa rigidez e acumulo de liquido na
regiao do periténio, foram encontrados focos hemorragicos extensos nos pulmodes dos
ratos, que podem estar ligados ao efeito adverso de crescimento da formacéo de
células sanguineas no tecido pulmonar (SOCIEDADE AMERICANA DO CANCER,
2016), e é possivel observar também o crescimento das vesiculas seminais e da
vesicula biliar (Figura 9), que pode ser devido a alguma complicagédo apresentada pelo
animal antes mesmo do periodo de tratamento, ja que foi um caso unico; essa
morfologia descrita anteriormente também foi vista no grupo tratamento (Figura 10),

com excecgao do aumento das vesiculas.

Figura 9. Vesiculas seminais e biliar com fisiologia alterada (didmetros maiores que o normal).
Fonte: O autor (2018).

Figura 10. Caracteristicas morfoldgicas do grupo tratamento.
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Analisando os outros grupos que tiveram interacdo entre a Ang-(1-7) e a
doxorrubicina, os animais que foram administrados com ambas as drogas, desde o
inicio do experimento, no periodo de 4 semanas (Preventivo 1: Figura 6 — Linha D)
apresentaram, além das caracteristicas comuns aos grupos que receberam
doxorrubicina, o aumento no volume pulmonar (Figura 11). Ja € conhecido que existem
varias doencgas pulmonares induzidas pelo estresse oxidativo (que pode ser provocado
pela acdo de drogas toxicas), como € o caso da displasia broncopulmonar,
pneumoconiose, asma, enfisema, SARA, e etc., e como parte da fisiopatologia da
doenca esta a hiperplasia e a hipertrofia alveolares (BOVERIS, 1986), que podem ter
como resultado o aumento do volume pulmonar. E no grupo Preventivo 2 (Figura 6 —
Linha E), que continuou recebendo angiotensina por mais 2 semanas, o0 aumento se

deu no baco.

4.4. Fungéo ventricular cardiaca

O exame ecocardiografico contempla uma maneira avaliativa eficiente na
imaginologia cardiaca, compreende uma forma nao invasiva com boa versatilidade,
facil replicabilidade e uma interessante capacidade de analisar a fungao ventricular
esquerda e suas estruturas relacionadas (DAHER e col., 2011), sendo assim foi
incorporado como uma das metodologias deste estudo.

Os dados encontrados na ecocardiografia dos animais demonstraram um perfil
de funcdo ventricular cardiaca semelhante entre os grupos de tratamento, esse efeito
contrapde os resultados de ICHIKAWA (2014), os quais demonstraram que as medidas
de encurtamento fracional e fragao de ejecao, do grupo que recebeu a doxorrubicina,
sofreram significante deterioragdo comparado ao grupo controle. Quanto a estrutura,
apesar da impossibilidade de analise estatistica, e do problema de alguns grupos terem
apenas um animal ao final do experimento, verificou-se uma reducao algébrica dos
valores das variaveis: diametro diastélico (Grafico 3), septo interventricular (Grafico 4)
e parede posterior do ventriculo esquerdo (Grafico 5) no final do experimento, quando

comparado ao grupo Controle.



Grafico 3. Ecocardiografia — Diametro diastolico do ventriculo esquerdo.
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Grafico 4. Ecocardiografia — Septo interventricular do ventriculo esquerdo.
0.14-

Semana 0
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pré-experimentagao.
Fonte: O autor (2018).
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Fonte: O autor (2018).
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Grafico 5. Ecocardiografia — Parede posterior do ventriculo esquerdo.
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No caso do diametro sistélico (Grafico 6) esses valores se aproximaram até
mesmo do grupo Controle Solugéo salina, deixando todos os grupos com a mesma
expressao de sistole ventricular esquerda. Essa representacdo mostra que nao houve
alteracao no diametro sistolico dos animais, independente do grupo de tratamento ao
qual fizessem parte, nesse periodo de 6 semanas de experimento, concordando com
um estudo realizado recentemente por OLIVEIRA e col. (2017), que avaliou
especificamente a funcado sistdlica do ventriculo esquerdo de ratos expostos a
doxorrubicina, e também n&o encontrou diferenga em relagdo ao grupo controle. O
resultado apresentado nessa variavel, pode ser explicado também pelo tempo de
tratamento, ja que é possivel que as disfungdes cardiacas tenham seu potencial
revelado em periodos de longo prazo (FELKER e col., 2000) e sdo relacionadas ao

efeito cumulativo da droga (EWER e LIPPMAN, 2005).

Grafico 6. Ecocardiografia — Diametro sistolico do ventriculo esquerdo.
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Fonte: O autor (2018).

Quando se trata da fragao de ejecéao (Grafico 7), verificamos que todos os grupos
tém comportamento similar, corroborando achado de MELO e col. (2012), apenas
observada uma tendéncia a diminui¢do no grupo Preventivo 1 na ultima medida. Nesse
aspecto vale considerar alguns estudos como o de PLANA e col. (2014), onde esses
autores explicam que o coragao possui uma reserva cardiaca importante, que pode ser
capaz de suportar um determinado nivel de sobrecarga, fazendo com que os
indicadores diastdlicos e sistdlicos, que influenciam na variavel fragao de ejecéo, nao
sofram alteragbes até que essa sobrecarga aconteca de forma excessiva. Sendo
assim, esses dados indicam que no nosso protocolo experimental ndo foi possivel
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observar uma disfung¢do ventricular induzida pela doxorrubicina, e que a combinagao

com Ang-(1-7) ndo alterou os parametros observados.

Grafico 7. Ecocardiografia — Fragao de eje¢cao do ventriculo esquerdo.
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Fonte: O autor (2018).

4.5. Massa dos 6rgdos necropsiados

Semana &

Com a realizagdo da necropsia, além da morfologia geral do animal,

conseguimos avaliar a massa de alguns 6rgaos como o coragao, os pulmdes, o bago,

os rins direito e esquerdo e o figado. Em todos esses 6rgaos analisados o grupo

Controle Ang-(1-7) se comportou igual ao grupo Controle Solugdo salina,

comprovando que a Ang-(1-7), quando administrada de forma isolada, ndo promove

alteragbes macroscoépicas nos 6rgaos.

Quando observada isoladamente a massa do coragéo (Grafico 8 - A), houve

uma reducao nos grupos Controle doxorrubicina, Preventivo 1 e Tratamento.

Grafico 8. Massa do coracgéao isolada e a relagdo com a massa corporal do animal.
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Fonte: O autor (2018).
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Contudo, quando é feita a relacdo massa do coracdo pela massa corporal

(Grafico 8 - B), verificamos que a proporc¢ao nao foi alterada entre os grupos, indicando
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que as alteragbes observadas devem estar relacionadas ao ganho de peso dos
animais.

A massa pulmonar isolada (Grafico 9 - A), mostrou-se alterada nos grupos
Preventivo 1 e Preventivo 2 quando avaliado apenas o 6rgédo dos animais, mas na
relagdo massa do 6rgdo/massa corporal do animal (Grafico 9 - B), esse aumento no
volume pulmonar também pode ser observado nos grupos Controle doxorrubicina e
Tratamento, confirmando os resultados ja constatados provenientes da avaliagéo
morfolégica macroscopica dos 6rgaos, de que a doxorrubicina pode estar envolvida

na toxicidade pulmonar e a Ang-(1-7) n&o foi capaz de reverter.

Grafico 9. Massa do pulmao isolada e a relacdo com a massa corporal do animal.
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Fonte: O autor (2018).

Os dados que obtivemos relativos a massa do baco (Grafico 10 - A) e sua
relagdo com a massa corporal do animal (Grafico 10 - B) evidenciaram uma diferenca
importante no animal do grupo Preventivo 2, enquanto os demais grupos se
mostraram semelhantes ao grupo Controle Solugdo salina, este dado confirma a
caracteristica macroscopica alterada no 6rgdo quando analisamos os registros
fotograficos do animal. Em observagcdo a esse resultado, podemos fazer uma
consideragao importante, ja que o bago € um érgao relevante no que compete a
filtragem de patdgenos e antigenos, além de ser um érgao chave no metabolismo do
ferro (BRONTE e PITTET, 2013), e como mencionado anteriormente neste estudo, a
doxorrubicina, quando acumulada nas mitocéndrias, aumenta os niveis de ferro nessa

organela, o que pode ter levado a uma sobrecarga desse 6rgao no caso desse animal.
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Grafico 10. Massa do baco isolada e a relagdo com a massa corporal do animal.

A B
Bago Bago/Massa corporal (g)
4 0.015-
o 3-
E : = N - —
= i o N o 0.010 = b o
» 2 & z B < - S Kl =
- —r o —
o 2 c c E o = 4 E
E = @ = 0.005- <L » > = i
s 6 8 = - © : - o [ $ =
] o o = (4] (] o @ =
o
" | .

0.000-
Fonte: O autor (2018).

No que se refere aos rins direito e esquerdo, quando analisado apenas a massa
dos 6rgaos (Graficos 11 - A e 12 - A) ndo encontramos diferenga entre os grupos de
tratamento, todos apresentavam caracteristicas semelhantes ao grupo Controle
Solugédo salina, mas constatamos que se observado a massa do 6rgao em relagéo a
massa corporal do animal (Graficos 11 - B e 12 - B) houve aumento da relagao da
massa dos rins nos grupos que receberam apenas a doxorrubicina no inicio do
experimento (Controle doxorrubicina e Tratamento), 0 que ndo aconteceu nos grupos
em que os animais foram administrados com a Ang-(1-7) desde o inicio, mostrando
uma possivel atuagcdo da Ang-(1-7) na prevencao de efeitos tdxicos nos rins dos
animais. Esse achado corrobora um estudo de SIMOES-E-SILVA e col. (1997), que
esclarece o envolvimento dos efeitos bioldgicos da Ang-(1-7), quando mediados por
receptores especificos, nas importantes agbes centrais e periféricas do Sistema

renina-angiotensina, portanto com repercusséao direta na fisiologia renal.

Grafico 11. Massa do rim direito isolada e a relagdo com a massa corporal do
animal.
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Fonte: O autor (2018).
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Grafico 12. Massa do rim esquerdo isolada e a relagdo com a massa corporal do

animal.
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Fonte: O autor (2018).

A massa do figado dos animais também ndo apresentou diferenga entre os
grupos quando observado isoladamente (Grafico 13 - A), mas quando considerado a
massa corporal do animal (Grafico 13 - B) os grupos Controle doxorrubicina,
Preventivo 1 e Tratamento manifestaram uma diferenga importante do grupo Controle
Solugéo salina, sendo essa diferenga maior nos grupos que receberam apenas a
doxorrubicina no comeco do experimento. Nesta perspectiva, é valido lembrar que o
figado tem consideravel participacdo no metabolismo dos xenobiéticos (compostos
quimicos, onde estdo incluidos os farmacos, com efeitos adversos ao organismo
humano) através de suas enzimas hepaticas (REMMER, 1970; ALMAZROO, 2017),
sendo assim, € um alvo consideravel para os efeitos toxicos provocados pela
doxorrubicina. Com essa informagao € possivel considerar que a Ang-(1-7) pode
proteger (como constatado em rins e figado) ou reforgar (visto principalmente nos

pulmdes) o efeito toxico provocado pela doxorrubicina.

Grafico 13. Massa do figado isolada e a relagdo com a massa corporal do animal.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo, podemos concluir que a
doxorrubicina nao induziu disfungao cardiaca nesse periodo de tratamento, promoveu
perda de massa corporal dos animais, alterou a relagdo peso do 6rgao/peso do corpo
de alguns 6rgéos e alterou macroscopicamente aspectos da morfologia dos 6rgaos
dos animais.

Adicionalmente, considerando que n&o foi estabelecida uma disfungao
cardiaca, n&o foi possivel analisar prevencado de cardiotoxicidade pela Ang-(1-7).
Apesar disso, verificamos que a Ang-(1-7) promoveu aumento da mortalidade nos
grupos tratados com doxorrubicina, ndo sendo possivel, portanto, estabelecer
protocolo de tratamento associado de doxorrubicina e Angiotensina-(1-7),
observamos também que ha indicios de sua participacdo na preservacao do peso de
ambos os rins, 0 que pode alavancar uma certa participacdo na prevencao da
toxicidade aguda e subaguda, mas ndo podemos considerar que tenha havido
reversdo da mesma. Verificamos também que a Ang-(1-7) previne a perda de massa
corporal induzida pela doxorrubicina e que nao provocou diferencas nos parametros

de avaliacao ventricular observados no ecocardiograma.
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