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RESUMO

A insuficiéncia cardiaca congestiva atinge milhdes de pessoas em todo o mundo e também ¢
uma realidade na medicina veterinaria de pequenos animais. Novas modalidades terapéuticas
sdo importantes para melhorar a qualidade de vida dos portadores dessa sindrome. Para avaliar
o potencial terapéutico dos glicosideos cardioativos oleandrina ¢ ouabaina e compara-los a
digoxina, glicosideo cardioativo com uso bem estabelecido, foram usados 20 ratos Wistar,
distribuidos em quatro grupos, com cinco animais em cada grupo. Os animais foram desafiados
com uma Unica aplicagdo intraperitoneal de doxorrubicina, na dose de 12mg/kg, e tratados com
solucdo salina e com os glicosideos oleandrina, ouabaina e digoxina, na dose de 50ug/kg,
durante sete dias. Foram submetidos a exames de ecocardiografia, eletrocardiografia,
hematologicos e bioquimicos séricos. Todos os animais apresentaram insuficiéncia cardiaca
congestiva, constatada por reducdo da fragdo de ejecdo. Oleandrina e digoxina foram capazes
de reduzir significativamente (p<0,05) o remodelamento excéntrico causado pela
doxorrubicina, porém foram significativamente inferiores (p<0,05) ao grupo controle na
manutencdo do volume sistolico e do volume do ventriculo esquerdo na diastole. Demais
parametros cardiacos avaliados ndo apresentaram diferencas significativas. Todos os animais
apresentaram aumento do numero de eritrocitos, aumento da duracdo do complexo QRS no
ECG e, necrose miocardica na analise histopatologica. Conclui-se que os glicosideos
oleandrina, ouabaina e digoxina, na posologia empregada, ndo apresentaram potencial

terapéutico para tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva causada pela doxorrubicina.

Palavras-chave: Cardenolideos, glicosideos cardioativos, digitalicos, inotropismo,

remodelamento cardiaco.



ABSTRACT

Congestive heart failure affects millions of people worldwide and is also a reality in small
animal veterinary medicine. New therapeutic modalities are important to improve the quality
of life of patients with this syndrome. In order to evaluate the therapeutic potential of
cardioactive glycosides oleandrin and ouabain, and compare them to digoxin, glycoside with
well-established use, 20 Wistar rats were used in the study, distributed into four groups with
five animals in each group. The animals were challenged with a single intraperitoneal
application of doxorubicin, at a dose of 12mg / kg, and treated with saline solution and the
glycosides oleandrin, ouabain and digoxin, at a dose of 50ug/kg for seven days. They underwent
echocardiography, electrocardiography, hematological and biochemical tests. All animals
presented congestive heart failure, which was verified by a reduction in the ejection fraction.
Oleandrin and digoxin were able to significantly reduce (p <0.05) the eccentric remodeling
caused by doxorubicin. Oleandrin and digoxin were significantly lower (p <0.05) than control
group in maintaining systolic volume and left ventricular volume in diastole. Other cardiac
parameters evaluated did not show significant statistical differences. All animals showed an
increase in erythrocyte count, an increase in the duration of the QRS complex on the ECG and
myocardial necrosis in the histopathological analysis. It is concluded that the glycosides
oleandrin, ouabain and digoxin in the used dosage, do not present therapeutic potential for the

treatment of congestive heart failure caused by doxorubicin.

Keywords: Cardenolides, cardioactive glycosides, digitalis, inotropism, cardiac remodeling
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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) ¢ uma sindrome que envolve alteragdes
funcionais e/ou estruturais que impedem que o coragdo ejete ou acomode sangue nos
valores pressoricos normais (Mangini et al., 2013). E relevante na atualidade, uma vez
que as doengas cardiovasculares s@o a principal causa de 6bitos em humanos. Em caes e
gatos, também apresentam alta prevaléncia (Rush et al., 2002; Riesen et al., 2007).

O tratamento da ICC tem o objetivo de diminuir a manifestacdo dos sintomas e
aumentar a qualidade de vida dos doentes. Tendo isso em vista, ¢ importante investir em
novas modalidades terapéuticas (Borlaug e Paulus, 2010).

Os glicosideos cardioativos (GCs) foram historicamente descritos em plantas apos
associacdo entre os sinais clinicos cardiovasculares e sua capacidade de inibir a bomba
de sodio e potassio dependente de energia (Na'/K* - ATPase) do corag@o. A digoxina foi
isolada em plantas do género Digitalis, como a D. lanata e D. purpurea (Braga et al.,
1997); oleandrina a partir da Nerium oleander (Pedroza et al., 2015) e, a ouabaina em
plantas do género Acokanthera e Strophanthus (Cassels, 1985; Strobach et al., 1986),
além de ter sido também descrita no metabolismo dos mamiferos (Hamlyn et al., 1991).

A digoxina, além de inibir a bomba Na*/K* - ATPase, possui efeito inotropico
positivo. Foi uma droga muito utilizada no tratamento da ICC. E indicada para casos
graves ou pacientes com fibrilagdo atrial (Anter et al., 2009).

Os outros GCs, oleandrina e ouabaina, assim como a digoxina, também possuem
efeito inotropico positivo e poderiam ser Uteis na terapéutica da ICC. Todavia, as
pequenas diferencas entre suas estruturas, especialmente do anel lactona e residuos de
acucares podem determinar alteracdes na farmacocinética e farmacodinamica desses
compostos, ¢ causar diferentes efeitos na fisiologia cardiovascular.

Diante desse contexto, sdo necessarios estudos para a avaliacdo do comportamento
farmacologico desses GCs na ICC, indicando a possibilidade do seu uso como parte do

tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral
Avaliar os efeitos terapéuticos dos glicosideos: oleandrina, ouabaina e digoxina na
insuficiéncia cardiaca induzida pela doxorrubicina, usando o rato como modelo

experimental.

2.2.  Objetivos especificos
- Avaliar a atividade elétrica e a morfologia cardiaca de ratos com insuficiéncia cardiaca
e tratados com glicosideos cardioativos oleandrina, ouabaina e digoxina por meio do

eletrocardiograma (ECG) e da ecocardiografia (ECO)

- Estudar o perfil sanguineo hematolégico de ratos com insuficiéncia cardiaca e tratados

com glicosideos cardioativos oleandrina, ouabaina e digoxina.

- Estudar o perfil bioquimico sérico, que compreendera aspartato aminotransferase
(AST), lactato desidrogenase (LDH), troponina cardiaca I (cTnl), ureia, creatinina e
dimetilarginina simétrica (SDMA), de ratos com ICC e tratados com os glicosideos

cardioativos oleandrina, ouabaina e digoxina.

- Avaliar lesGes cardiacas através dos exames macroscopicos e microscopicos do coragdo

de ratos com IC tratados com glicosideos cardioativos oleandrina, ouabaina e digoxina.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.  Definicdo de insuficiéncia cardiaca congestiva

A ICC ¢ uma sindrome clinica complexa que envolve disfungdo cardiaca, ativacdo
neuro-hormonal, reteng@o de soédio e 4gua e aumento das pressdes de enchimento do ventriculo
esquerdo (VE) (Schober et al., 2010).

O ventriculo tem a fun¢@o de enchimento ou esvaziamento prejudicada, o que pode ser
resultado de anormalidades estruturais ou funcionais (Figueroa e Peters, 2006). Dessa forma, o
coracdo ndo consegue atender a demanda energética do organismo quando hd uma maior
exigéncia fisica, progredindo para inabilidade em suprir as necessidades metabolicas no
repouso (Chiariello e Perrone-Filardi, 1999).

A disfungdo ¢ diastolica quando ocorre dificuldade no enchimento ou relaxamento do
VE. Ja a disfuncao sistolica ocorre quando ha dificuldade no esvaziamento do VE, representada
por uma fragdo de ejecdo reduzida (Gomberg-Maitland et al., 2001).

A ICC se apresenta de forma aguda ou cronica. E considerada aguda quando ha rapido
surgimento de sinais clinicos, o que requer hospitalizacdo imediata. Nesses casos, o paciente
apresenta sintomas de congestdo sistémica e pulmonar. O quadro congestivo pode ocorrer antes
do aparecimento de sinais, o que leva a isquemia do subendocardio; alteragdo morfologica do
VE, causando insuficiéncia mitral secundaria; deficiéncia na drenagem das veias coronarias,
culminando em disfuncdo diastolica. Por esses motivos, a insuficiéncia cardiaca (IC) aguda
pode levar a IC cronica (Gheorghiade et al., 2006).

Considera-se a IC cronica quando ha deterioracdo da performance cardiaca,
caracterizada por alteragdes mecénicas e neuro-hormonais complexas, reducdo do débito
cardiaco, desarranjos metabodlicos e morte de células miocardicas (Hoffman, 2016). Além disso,
¢ uma doenga progressiva, que dura anos e compromete a qualidade de vida do portador
(Sinescu e Axente, 2010).

Cerca de 10 a 15% dos cdes sdo acometidos por doencas cardiacas, que podem ser
congénitas ou adquiridas e levar ao desenvolvimento de ICC (Rush, 2002). Em estudos
retrospectivos realizados em gatos com doenga cardiaca de ocorréncia natural, 50% a 66%

apresentaram ICC (Rush, 2002; Ferasin et al., 2003).

3.2.  Etiologia da insuficiéncia cardiaca
A IC pode ter inumeras causas. Pode ser resultado de doencas que acometem o

miocardio, tais como cicatrizes miocardicas, microcircula¢do coronariana anormal, disfungdo
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endotelial, danos toxicos por drogas, metais pesados, medicagdes ou radiacdo. Desarranjos
metabolicos, desordens nutricionais e anormalidades genéticas também interferem no
funcionamento adequado do musculo cardiaco. Condigdes anormais de enchimento como
hipertensao, defeitos valvares ou de parede, doengas do pericardio, estados de alto débito
cardiaco (anemia grave, sepse) e sobrecarga de volume (doenga renal, iatrogénica por excesso
de fluidoterapia) também podem levar a IC. Por fim, bradiarritmias e¢ taquiarritmias sdo
possiveis desencadeantes de falha cardiaca (Ponikowski et al., 2016).

Em cades, a degeneracdo mixomatosa da valva mitral (DMVM) ¢ a afeccdo
cardiovascular mais comum que leva a IC. E observada principalmente em cdes de pequeno
porte (Borgarelli e Buchanan, 2012). A cardiomiopatia dilatada (CMD) também ¢ uma etiologia
importante e ¢ mais comum em ragas de grande porte (Oyama et al., 2008). Ja a cardiopatia
mais observada em gatos ¢ a cardiomiopatia hipertrofica (CMH) e ¢ a causa mais importante

de IC nessa espécie (Ferasin et al., 2003).

3.3. Fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca

A performance cardiaca ¢ a habilidade do cora¢do em bombear sangue para as artérias,
garantindo fluxo sanguineo adequado para os tecidos. E expressa pelo débito cardiaco (DC) ou
pelo volume sistélico (VS) e modulada por varios fatores: frequéncia cardiaca (FC), condigdes
de carga, moléculas contrateis, geometria ventricular, rigidez muscular, acomodacéo
ventricular e vascular e atividade neuro-humoral (Muir e Hamlin, 2020).

O DC ¢ a quantidade de sangue, em litros, ejetado pelo coragdo por minuto. E produto
do VS e da FC (Vincent, 2008). O VS ¢ o volume de sangue ejetado pelo VE a cada batimento
cardiaco e ¢ dependente da pré-carga, da pos-carga e da contratilidade. A pré-carga diz respeito
ao grau de estiramento das fibras miocardicas ao final da diastole; a pds-carga € representada
pela resisténcia vascular que se opde a eje¢do do sangue pelo ventriculo; a contratilidade é o
estado inotropico do coragdo (Kemp e Cont, 2012).

O DC possui quatro determinantes: FC, contratilidade, pré-carga e pds-carga (Kemp e
Cont, 2012). A FC deve operar em sua faixa fisiolégica. Aumento da FC resulta em maior DC.
Contudo, frequéncias muito elevadas podem comprometer o DC, pois hd prejuizo ao
enchimento do coragdo. Redugdo da FC leva a redugédo do DC (Vincent, 2008).

A pré-carga esta intimamente relacionada a Lei de Frank-Starling. Quanto maior o
volume de sangue no ventriculo ap6s o seu enchimento (volume diastolico final), maior o
estiramento das fibras cardiacas e maior a for¢a de contragdo, pois ha recrutamento imediato do

aparato contratil. O volume diastolico final pode sofrer aumento por elevado retorno venoso
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(Schotola et al., 2017). J& a pos-carga ¢ a forca de cada cardiomidcito durante a sistole, com o
objetivo de vencer a resisténcia aortica (Schotola et al., 2017).

A contratilidade cardiaca ¢ uma propriedade unica e intrinseca do musculo cardiaco e
pode ser definida como a tensdo e a velocidade de encurtamento das fibras miocardicas. E
independente de carga (Wijayasiri et al., 2012).

Na presenga de doenga cardiaca ou extra cardiaca que gere diminuicdo da perfusio,
inimeros mecanismos compensatorios sdo acionados para manutencdo do débito cardiaco e
prevencao da ICC. Isso ocorre antes do estabelecimento dos sintomas. De acordo com
Nelson (2003), ha cinco principais grupos patofisiologicos de ICC: faléncia do miocardio,

sobrecarga de volume, sobrecarga de pressdo, disfungdo diastolica e arritmias (Quadro 1).

QUADRO 1. Grupos patofisiologicos da ICC

Classificacio Fisiopatologia Exemplo

Faléncia do miocardio Fraqueza do musculo Cardiomiopatia dilatada,
cardiaco. Contratilidade doengas que causam
reduzida, disfungdo sistolica. | sobrecarga cronica de
Insuficiéncia valvar pode volume
estar presente

Sobrecarga de volume Doengas que sobrecarregam | Insuficiéncias valvulares,
o enchimento ventricular, shunt atrio-ventricular (AV)
causando hipertrofia (persisténcia de ducto
excéntrica. Contratilidade arterioso, defeito septal

reduz com o tempo devido ao | ventricular), anemia cronica
estresse na parede do coragdo

Sobrecarga de pressao Doengas que dificultam ou Estenose subadrtica, estenose
obstruem a ejegdo pulmonar, hipertensado
ventricular, causando sistémica, hipertensdo
hipertrofia concéntrica. pulmonar

Disfungio diastolica ocorre,
assim como isquemia

ventricular

Disfungdo diastélica Doengas que prejudicam o Cardiomiopatia hipertrofica,
enchimento ventricular. cardiomiopatia restritiva,
Complacéncia ventricular efusdo pericardica,
reduzida ¢ a anormalidade pericardite constritiva
primaria, e ndo a sobrecarga
de pressao

Arritmias Taquiarritmias ou Taquicardias
bradiarritmias persistentes supraventriculares,
causam isquemia do taquicardia ventricular,
miocardio e retengdo de bradiarritmias
fluido

Fonte: Adaptado de Nelson, (2003).
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A Lei de Frank-Starling tem papel fundamental nos estagios iniciais da ICC. Com a
redugdo da capacidade contratil do miocardio, ha uma reducdo do VS. Como a quantidade de
sangue ejetada pelo ventriculo ¢ menor do que deveria, hd um maior acumulo de sangue na
camara cardiaca, o que promove estiramento das fibras miocardicas e gera um maior VS no
batimento cardiaco subsequente, melhorando o DC (Ait Mou et al., 2015). Contudo, a acdo
desse mecanismo ¢ limitada, pois com a progressdo da doenga, ha piora da capacidade contratil,
maior acimulo de sangue e congestdo, como mostrado na figura abaixo. A ativacdo neuro-

hormonal atua conjuntamente com esse mecanismo (Delicce ¢ Makaryus, 2020).
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Figura 1. Lei de Frank-Starling. (Fonte: Adaptado de Chambergs, Huang e Mathews, 2019).

Alteracdes na hemodinamica, representadas por mudangas na pré-carga, pos-carga ou
em ambas, promovem um remodelamento estrutural do coracdo, representado principalmente
por hipertrofia do VE. A pré-carga pode estar aumentada por regurgitacdo adrtica ou mitral e
doenca renal, por exemplo. Algumas situagdes em que a pds-carga pode estar elevada sdo a
hipertensdo arterial, estenose aortica e ativacdo neuroendocrina. O remodelamento deletério €
caracterizado por disfuncéo sistolica ou diastolica, diminuigdo da vasculariza¢do do miocardio,
morte celular e fibrose de cardiomiocitos, alteragdes moleculares da contragdo cardiaca e

estresse oxidativo (Maack, 2016).
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Outra resposta organica ao baixo DC ¢ a ativacdo do sistema nervoso autdnomo
simpatico, aumentando a liberagdo das catecolaminas noradrenalina e epinefrina. Isso resulta
em maior FC, maior inotropismo e vasoconstri¢do arteriolar. O elevado tonus simpatico ativa
0 sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (Sisson, 2004).

O SRAA ¢ ativado quando ha reducdo da perfusdo e do volume circulante (Bock et al.,
1992). A renina ¢ produzida, levando a conversao de angiotensinogénio em angiotensina I (Ang
I). Ang I ¢ convertida em angiotensina II (Ang II), principal responsavel pela resposta sistémica
a deplegdo de pressdo e volume. Ang Il promove vasoconstri¢do, reabsor¢do de sddio e agua e
liberagdo de aldosterona (Sayer e Bath, 2014).

A ativacdo cronica do SRAA ¢ deletéria para o organismo, gerando efeitos adversos
como fibrose e hipertrofia do miocardio e da vasculatura, aumento da producdo de radicais
livres, efeito pro-inflamatdrio e pro-arritmico, hipertensdo arterial sistémica, disfuncdo de
endotélio vascular, disfung¢do de barorreceptores, aumento do apetite por sal, aumento da sede,
acumulo de sal e agua, congestdo, perda de potassio, lesdo renal, entre outros (Ames et al.,
2019).

Uma resposta do organismo a sua propria compensagdo ¢ a produgdo do peptideo
natriurético atrial (PNA) e do peptideo natriurético cerebral (PNC). O PNA ¢ produzido nos
atrios quando ha sobrecarga de volume e estiramento das fibras do miocardio. O PNC ¢
produzido nos ventriculos. Ambos promovem natriurese ¢ diurese, na tentativa de suplantar as
implicagcdes do SRAA (Connolly et al., 2008).

Além das alteragdes fisiologicas citadas, o coragdo com insuficiéncia cardiaca pode ter
suas propriedades elétricas modificadas e levar ao desenvolvimento de arritmias (De Ferrari e
Tavazzi, 1998).

Em condi¢des normais, os cardiomiodcitos dependem do potencial de agdo para que
ocorra a contragdo muscular. A concentragdo e o movimento de ions entre o liquido intracelular
(LIC) e o liquido extracelular (LEC) ¢ determinante para a atividade das células. Em condi¢des
normais, a concentragdo de Na* ¢ maior no LEC, ¢ a concentracdo de K é maior no LIC,
contribuindo para a manutencdo de cargas elétricas. O potencial transmembrana ¢ negativo e
varia de -80mV a -90mV. A Na'/K*- ATPase possui papel fundamental na manutengdo da
homeostase celular, atuando contra o gradiente de concentragdo, com gasto energético, ao
movimentar trés ions de Na* para o LEC e dois ions de K* para o LIC (Santili, 2017).

Existem diferencas entre o potencial de acdo das células marcapasso ¢ dos midcitos
atriais e ventriculares. Nos miocitos, o potencial se divide em 4 fases e depende do fluxo de

ions pela membrana plasmatica. E caracterizado pela fase 0, na qual ocorre, apds estimulo,
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abertura dos canais de Na* dependentes de voltagem e influxo de Na*, deixando a célula com
carga positiva, fenomeno chamado de despolarizacdo. Em seguida, acontece a fase 1, na qual
ha abertura de canais de K* e um efluxo desse ion, tornando a carga celular ligeiramente mais
negativa. Depois, vem a fase 2, denominada de platd, caracterizada pelo influxo de ions Ca*,
que se da por canais lentos e canais rapidos. A fase 3 ou repolarizacdo ocorre devido a abertura
de canais de K* e efluxo dele, tornando a célula negativa novamente. Na fase 4, a carga celular
ja voltou ao normal e é conhecida como fase de repouso (Nerbonne e Kass, 2005).

Nas células do no6 sinoatrial (NSA) e do nd atrio-ventricular (NAV), ha diferente
expressdo de canais i6nicos, resultando em potencial de agdo menos negativo, auséncia de fase

1 e despolarizagdo continua (Koeppen e Stanton, 2009).

A figura abaixo mostra o comportamento do potencial de agdo nas células cardiacas.
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Figura 2. Correlagao entre o potencial de ac¢do da célula ventricular e o eletrocardiograma (Fonte:
Santili, 2017).
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Figura 3. Comportamento do potencial de agdo nas diferentes células cardiacas. A. Potencial de agdo na
célula ventricular. B. Potencial de a¢do na célula nodal. C. Potencial de agdo na célula atrial. (Fonte:
Stanton e Koeppen, 2009).

Ainda de acordo com De Ferrari e Tavazzi (1998), as células de um coracdo insuficiente

apresentam duracdo maior do potencial de agdo, alteracdes nos canais i6nicos, reducdo da
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atividade das correntes de potassio, o que leva a uma automaticidade e condug¢do anormais. As

alteragdes eletrofisiologicas aceleram a progressao da insuficiéncia sistolica e diastolica.

3.4.  Doxorrubicina como causa de insuficiéncia cardiaca

A interface cardiologia-oncologia ¢ recente na medicina. O sucesso no tratamento de
neoplasias ¢ o aumento da sobrevida de pacientes acometidos permitiu o estabelecimento de
relagdo causa-efeito: uso de drogas antineoplasicas como causadoras de ICC (Zamorano et al,
2016).

A doxorrubicina (DOX) ¢ um glicosideo antibidtico da classe das antraciclinas. Possui
atividade antitumoral contra tumores solidos e hematologicos (Yeh e Bickford, 2009). A morte
de células cancerigenas ocorre devido a acdo inibitéria exercida pela DOX na enzima
topoisomerase 2a (Top-2a), o que promove quebra de cadeias de acido desoxirribonucleico
(DNA) e seu acimulo na célula. Ha producao de radicais livres e ativagao de vias de apoptose
celular. No cardiomidcito, o processo é o mesmo, contudo, a enzima inibida é a topoisomerase
2B (Top-2B), como mostrado na figura 1 (Henriksen, 2018).

Outros mecanismos estdo associados a cardiotoxicidade, como diminui¢do de grupos
antioxidantes e grupos sulfidrila, liberacdo de aminas vasoativas e fun¢do adrenérgica alterada.
Ha redugédo da expressdo de genes cardiacos especificos, como as proteinas contrateis, causando
perda de miofibrilas e reducdo da fungdo de contragdo do miocardio. Fungéo diastolica anormal
pode ser causada por diminui¢do da expressdo de adenosinatrifosfatases (ATPase) no reticulo
sarcoplasmatico (Pugazhendhi et al., 2018).

Os desarranjos provocados causam doenga semelhante a cardiomiopatia dilatada.
Fracdo de ejecdo e contratilidade se encontram reduzidas, com disfuncdo diastolica
concomitante (Chatterjee et al., 2010).

Em humanos, os fatores que aumentam o risco de cardiotoxicidade sdo: doses
cumulativas acima de 300mg/m?, idade avangada (mais de 70 anos) ou muito jovem (abaixo de
15 anos), administracdo de radiagdo no torax, aplicacdo concomitante com drogas citotoxicas
(em especial a ciclofosfamida), doenga cardiaca preexistente, diabetes mellitus, hipertensao,
historico de infarto ha menos de 1 ano (Abeloff et al., 2004). Em cées, os fatores que aumentam
o risco de cardiotoxicidade sdo menos definidos. A cardiotoxicidade ¢ incomum com doses
acumulativas inferiores a 240mg/m?, e a maioria dos centros de tratamento ndo ultrapassa
180mg/m? (Hallman et al., 2018).

Em gatos, pouco se sabe sobre os fatores de risco, e os efeitos toxicos sao menos

associados ao sistema cardiovascular. De acordo com O’Keefe e Schaeffer (1993), gatos podem
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apresentar arritmias cardiacas, anorexia, mielosupressio e doenca renal. Em estudo
retrospectivo realizado por Reiman et al., (2008), as principais complicagdes em gatos foram
sinais do trato gastrointestinal e azotemia. Apenas um dos gatos apresentou doenga cardiaca, e
nao houve relacdo com o tratamento com DOX. Reiman et al. (2008) ainda pontuam que as
doses cumulativas usadas em gatos devem ser menores do que as usadas em caes.

Algumas drogas apresentam efeito cardioprotetor frente 8 DOX, como a dezraroxane
(DRZ), que pode ser administrada antes do quimioterapico (Hallman et al., 2019). Age
competindo pelos sitios de ligagdo da Top-2P (Lyu et al., 2007). A coenzima Q10 também
previne alteragdes eletrocardiograficas e histologicas ocasionadas pela DOX (Botelho et al.,
2020). Além disso, as estatinas ja foram associadas a cardioprote¢@o, no entanto, mais estudos

s80 necessarios para confirmar os efeitos clinicos (Chatterjee et al., 2010).
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Figura 4. A¢do da doxorrubicina nas células cancerigenas e nos cardiomidcitos.

A DOX esta representada pelo tridngulo com a letra “A”, no interior, referente a antraciclina. Nas células
cancerigenas, a DOX se liga a Top 2a e promove quebra das cadeias de DNA. Nos cardimiocitos, a
DOX se liga a Top 2P e promove a quebra das cadeias de DNA, prejudica o metabolismo mitocondrial
e aumenta a produgdo de radicais livres (RL). A dezraroxane (DRZ) compete com a DOX pelo sitio de
ligagcdo na Top 2PB. LV: do inglés, Left Ventricle, Ventriculo Esquerdo. cTnl: troponina cardiaca L.
(Adaptado de Henriksen, 2017).
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3.5.  Sinais clinicos

Em caes, as principais manifestacdes compativeis com doenga cardiaca sdo: diminuigao
de apetite, dificuldade respiratoria, tosse, piora de tosse cronica associada a esforgo respiratorio,
diminuigdo de atividades fisicas (Saunders e Gordon, 2015). Ao examinar o animal, podem ser
observadas alteracdes como sopros cardiacos, mucosas cianoticas, edema de membros,
abddémen abaulado, cansaco, posigdo ortopneica e crepitagdo pulmonar (Borges et al., 2016).

De acordo com Coté (2017), as principais manifestacdes de doenga cardiaca em gatos
sdo taquipneia em repouso e dispneia, que podem estar associadas a edema pulmonar ou efusdo
pleural. Podem ser observadas alteragdes na ausculta como sopros, som de galope e arritmias.
Os animais podem apresentar sinais de baixo débito, como hipotermia e azotemia pré-renal.
Diferente do cdo, a taquicardia ¢ a tosse dificilmente estdo relacionadas a doenga cardiaca, ¢ a
bradicardia pode ocorrer em alguns casos. O animal pode chegar ao atendimento veterinario
com sinais de tromboembolismo aoértico. A morte subita pode ser a Uinica apresentagdo da

doenca cardiaca em gatos (Abbott, 2010).

3.6.  Diagnostico

Além do histérico, exame fisico e sinais clinicos, outras ferramentas podem ser
empregadas no diagndstico da IC (Erling e Mazzaferro, 2008).

A radiografia toracica ¢ muito utilizada e ¢ considerada um bom método diagnodstico.
As principais alteracdes sdo padrdo pulmonar intersticial que pode evoluir para padrio
pulmonar alveolar, dilatagdo das veias pulmonares, aumento do atrio esquerdo e deslocamento
dorsal da traqueia. Pode ser observada efusdo pleural (Buchanan, 2000).

O ECG ¢ importante no paciente cardiopata, pois as arritmias podem causar ou piorar a
insuficiéncia cardiaca (Karaye e Sani, 2008). Disturbios eletroliticos, hipertrofia do miocardio,
estiramento atrial, fibrose do miocardio e cardiomiopatia dilatada sdo alguns fatores que podem
alterar o ritmo do coracdo (Singh, 1997).

A ECO ¢ um exame ndo invasivo que permite avaliar a estrutura e fungdo do coragao,
além de permitir estudo preciso da sua anatomia. A ecocardiografia identifica alteracdes
hemodinamicas e morfologicas, dando subsidios para a terapéutica do paciente (Kirkpatrick et
al., 2007). A IC pode ser caracterizada como sistolica ou diastolica e com fracdo de ejegdo
preservada ou diminuida nesse exame (Omar, 2016).

Os peptideos natriuréticos sdo encontrados em concentracdes séricas elevadas em
pacientes humanos portadores de insuficiéncia cardiaca e podem ser marcadores precoces de

doenca cardiaca (MacDonald et al., 2008). Estudos tém sido realizados para definir a
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importancia desses marcadores em cdes e gatos com doengas cardiovasculares. Esses peptideos
sdo liberados apoOs estiramento e tensdo do miocardio, ¢ seus niveis elevados indicam a
severidade da doenga em varias espécies (Oyama, 2015).

Troponinas cardiacas (cTn) sdo marcadores sensiveis e especificos de lesdao do
miocardio. E uma forma confiavel de avaliar a satide dos cardiomidcitos em cies e gatos.
Concentragdes séricas normais se correlacionam com bom prognostico, enquanto as

concentragdes elevadas sdo associadas a maior risco de morte (Langhorn ¢ Willesen, 2016).

3.7.  Tratamento

O objetivo do tratamento da IC difere entre pacientes agudos e cronicos. No caso agudo,
deve-se priorizar otimizagdo da funcdo hemodinamica, enquanto no crénico, ¢ importante
modular a ativa¢do neuro-hormonal (Fuentes, 2009).

O tratamento de cdes com IC varia com o grau de insuficiéncia, avaliado pela
classificacdo proposta por Keene et al. (2019). Outro sistema de classificacdo é usado para
cardiomiopatias felinas (Fuentes et al., 2020).

O quadro 2 exemplifica o tratamento da IC de acordo com o seu grau e a apresentagdo

clinica do animal.

Quadro 2. Classificagdo e tratamento da ICC

Grau de IC Apresentacio clinica Tratamento

A Animal com risco de Sem tratamento
desenvolver IC.

B Dividido em B1 e B2. B1 sem tratamento, apenas
Animais com alteragdo acompanhamento. B2 pode
cardiaca estrutural. B1 ¢é fazer uso de ECALI,
assintomatico e B2 ¢ betabloqueadores
assintomatico com
repercussao hemodinamica.

C Animal com sinais clinicos ECAIi, pimobendan,
de IC. furosemida, espironolactona

D Animal com sinais clinicos C + digoxina, centeses,
de IC e refratario ao oxigénio, nitroglicerina,
tratamento dobutamina

Fonte: Adaptado de Keene et al., (2019).

O uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECAi) ¢ bem estabelecido
em humanos e animais portadores de IC. A supressao do SRAA melhora a condic@o clinica e

promove longevidade de pacientes (Kvart et al., 2002). Ha diminui¢do da resisténcia periférica,
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prevengdo de vasoconstrigdo e relaxamento da musculatura (Shah et al., 2017). Os ECAI sdo
drogas bem toleradas por cées e gatos, sendo seguros e eficientes a longo prazo (Lefebvre,
2007). Em cées, o enalapril ¢ capaz de retardar o remodelamento cardiaco, diminuindo as
dimensdes do atrio esquerdo (AE) e da parede do VE em diastole, além de aumentar o tempo
de ejecdo do VE e a velocidade de encurtamento circunferencial das fibras miocardicas
(Allworth, 1995). O uso parece apresentar maiores beneficios em caes portadores de IC por
DMVM e nos estagios II, 1l e IV de IC (Lefebvre, 2007). Em gatos, ha menos estudos
comprovando os beneficios do uso de ECAi na IC, mas eles podem aumentar o tempo que a
doenca permanece controlada, e seu uso concomitante com diuréticos ¢ importante nesta
espécie, para reduzir os efeitos do SRAA, que ¢ potencializado na presenca de furosemida
(Gordon e Cotg, 2015).

Os beta bloqueadores bloqueiam os receptores B1-adrenérgicos do coragdo, prevenindo
o remodelamento. Alguns bloqueiam os receptores P2-adrenérgicos e ol-adrenérgicos,
promovendo vasodilatacdo (Packer et al., 2001). Essas drogas diminuem os efeitos do sistema
nervoso simpatico no coragdo, sdo antioxidantes e antiarritmicos. Por serem inotropicos
negativos, ndo devem ser usados em pacientes com doenga avangada (Atkins, 2007). Em gatos,
sdo prescritos em cenarios especificos, como em obstrugdo da via de saida do VE com alto
gradiente pressorico e em arritmias supraventriculares ou ventriculares (Gordon e Coté, 2015).

A aldosterona ¢ um mineralocorticoide que aumenta retengdo de sodio e pode ter efeitos
deletérios como fibrose do miocardio e injuria vascular. O uso de antagonistas da aldosterona
previne o remodelamento cardiaco e o desenvolvimento de arritmias (Weber, 2001). De acordo
com estudo realizado por Bernay et al. (2010), o uso da espironolactona em conjunto com o
tratamento para DMVM diminui a mortalidade dos caes afetados. Macdonald et al. (2008) ndo
observaram efeitos antifibroticos da espironolactona em gatos com IC por cardiomiopatia
hipertrofica, e um terco dos animais do estudo desenvolveu ulceragdes faciais com a medicagao.
Seu uso ¢é reservado para casos em que os gatos estdo com hipocalemia devido ao uso cronico
de furosemida (Gordon e Coté, 2015).

Os diuréticos sao utilizados para controlar a retengdo de fluidos observada na
insuficiéncia cardiaca e tém efeito anti-hipertensivo (Shah et al., 2017). A furosemida ¢ a droga
de escolha para tratar edema pulmonar, efusdo pleural e ascite (Fuentes, 2009). E também a
unica medicacdo com beneficio comprovado em gatos com IC e deve ser usada em todos os
casos (Abbott, 2010).

O pimobendan ¢ um medicamento muito utilizado para o tratamento de caes com ICC.

Possui efeito inotropico positivo e € inodilatador. Melhora a capacidade contratil do miocardio
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e reduz a resisténcia vascular sistémica e pulmonar (Fuentes, 2004). Seu uso ndo ¢é estabelecido
em gatos, pois ndo ha seguranca. Pode ser empregado em casos de ICC refratarios ao tratamento

padrdo (Gordon e Coté, 2015).

3.8.  Glicosideos cardioativos no tratamento da insuficiéncia cardiaca

A Na'/K*-ATPase ¢ uma enzima da superficie celular que mantém o gradiente idnico
entre o fluido intracelular e o fluido extracelular. Possui um sitio de ligagdo especifico para os
glicosideos digitalicos (Buckalew, 2015).

Os GCs sao componentes semelhantes a esteroides de ocorréncia natural. Sdo isolados
principalmente de plantas, oriundos de seu metabolismo secundario. Também estdo presentes
no veneno de sapos (Melero et al., 2000). Sdo compostos por uma por¢do aglicar (glicosideo) e
uma por¢do ndo-agucar (aglicona-esteroide). O grupo R na posicdo 17 define a classe de
glicosideo cardiaco. Digoxina (DIG), oleandrina (OLE) e ouabaina (OUA) sdo consideradas
cardenolideos por possuirem um anel de butirolactona na posicdo 17 (Figura 5). Pequenas
diferengas na estrutura quimica alteram a toxicocinética e a toxicodinamica dessas substancias
(Schonfeld et al., 1985; Prassas ¢ Diamandis, 2008). Possuem efeito inotropico positivo, em
fun¢do do seu mecanismo de agdo que envolve a inibigdo da Na*/K*-ATPase, o que aumenta os
niveis intracelulares de sodio ionico (Na*) e eleva a atividade do trocador de sodio/célcio
(Na*/Ca*), promovendo saida de Na* para o meio extracelular e um maior influxo de célcio
ionico (Ca™) na célula cardiaca, fortalecendo a contragdo muscular (Ahmed et al, 2009).

A DIG foi descrita pela primeira vez em 1785 e ¢ um metabolito cardiotonico isolado
da planta Digitalis purpurea (Whayne Jr, 2018). Além do bloqueio da Na’/K*-ATPase, em
doses baixas, tem efeito inibitorio sobre o sistema nervoso simpatico e aumenta o tonus vagal,
reduzindo a atividade no no sinoatrial e a conducdo na juncao atrioventricular (Formiga e Ariza,
2018). Foi o GC mais utilizado no tratamento da IC, mas com o surgimento dos moduladores
neuro-hormonais, passou a ser uma droga de segunda escolha em pacientes sem arritmias. Nos
casos de fibrilacdo atrial com alta resposta ventricular, a DIG ¢ a primeira escolha terapéutica

(Campbell e Macdonald, 2003).
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DIGOXINA OUABAINA

Figura 5. Estrutura quimica dos cardenolideos (Fonte: Botelho et al., 2019).

A OLE ¢ um glicosideo isolado da planta Nerium oleander. Todas as partes da planta
sdo consideradas toxicas. Atua inibindo a Na/K*-ATPase, o que aumenta o inotropismo
cardiaco e produz efeitos pro-arritmicos. Por aumentar o contetido intracelular de calcio,
apresenta uma atividade citotoxica elevada, induzindo apoptose em células tumorais, além de
inibir a liberagdo do fator de crescimento de fibroblasto-2. E usada no tratamento de alguns
tipos de cancer. A intoxicagdo por esse composto pode ser letal, e os animais podem apresentar
sintomas como diarreia sanguinolenta ¢ alteragcdes cardiovasculares, em especial arritmias
(Kumar et al., 2013).

OUA ¢ outra substancia cardiotonica que foi descrita como metabolito secundario das
plantas Strophantus sp. e Acokanthera sp., porém, posteriormente, foi identificada como
produto do metabolismo de mamiferos (Hamlyn et al., 1991). E encontrada no plasma de
diferentes espécies, como bovinos, roedores e foi isolada no plasma humano por Hamlyn et al.
em 1991. De acordo com Hamlyn et al (1991) e Schneider et al (1998), as glandulas adrenais
apresentam a maior concentragdo de OUA no organismo. Estudos indicam que a OUA é um
hormoénio do estresse, e sua concentragdo sérica se eleva em diferentes situacdes fisiologicas e
patologicas, como na insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia renal, gravidez e pré-
eclampsia, hipertensdo, hiperaldosteronismo (Manunta et al., 2009; Blaustein e Hamlyn, 2020).
Além da atuacdo inibitoria na Na*/K*-ATpase, a OUA pode ter efeito pro-inflamatorio ou anti-
inflamatério, de acordo com a sua concentracdo sérica (Cavalcante-Silva et al., 2017).

O mecanismo de agdo dos GCs esta exemplificado na figura 6.
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Figura 6. Mecanismo de agdo dos glicosideos cardioativos. (Fonte: Adaptado de Ganpisetti et al.,
2014).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Animais e medicamentos

O experimento realizado obteve aprovacdo no Comité de Etica do Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), protocolo n® 74/2017, e todos os
animais tiveram o seu bem-estar respeitado durante a realizacdo do projeto.

Foram usados 20 machos Wistar adultos e higidos da espécie Rattus norvegicus, com
peso médio de 200g, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
UFMG. Os ratos foram alocados no Laboratorio de Toxicologia do Departamento de Clinica e
Cirurgia da Escola de Veterinaria (EV) da UFMG, sob condi¢des ambientais controladas:
temperatura de 25°C, regime de 12h de luz e 12h de escuriddo, racdo e agua ad libitum, como
mostrado na figura 7.

A DOX utilizada foi a versdo comercial presente em hospitais para quimioterapia

(Fauldoxo®). Os glicosideos DIG, OUA e OLE foram adquiridos da Sigma®.

Figura 7. Rato Wistar adaptado ao ambiente apds a chegada ao laboratorio.
Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2.  Delineamento experimental

Apbs a ambientacdo dos animais no laboratério foi realizado o desafio: a aplicagdo
intraperitoneal (IP) de DOX (Figura 8). Utilizou-se a dose de 12mg/kg, e foi considerado o peso
médio dos ratos, o que resultou num volume de 0,48mL do quimioterapico por animal.

No dia seguinte, os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (G)
experimentais (n = 5) e receberam o seguinte tratamento por inje¢do subcutanea (SC): G1 foi
tratado com solug@o salina e denominado controle (CON); G2, com OLE; G3, com OUA; e G4,
com DIG. O controle negativo foi obtido em estudos prévios do grupo (Oliveira et al., 2013).
A dose foi de 50ug/kg de glicosideo por animal, o que resultou num volume de 0,14mL. Os
animais do Gl receberam apenas 0,14mL de solucdo fisiologica 0,9%. O tratamento foi
realizado todos os dias, no mesmo horario, por sete dias consecutivos.

Antes do desafio proposto, momento chamado de tempo zero (T0), foram realizados os
exames ECG e coleta de sangue para hematologia e bioquimica sérica, sob anestesia inalatoria
em circuito fechado, com o aparelho VetCase, Brasmed®. O anestésico utilizado foi o
isoflurano, 2,5% para inducéo e 1,5% para manutencgao.

No dia seguinte, apds o TO, foi aplicada DOX em todos os animais. E, no dia seguinte,
iniciou-se o tratamento com DIG, OLE ¢ OUA que perdurou por sete dias consecutivos.

No final do tratamento (T1), os animais foram novamente anestesiados (conforme
protocolo descrito anteriormente) e realizados exames de ECG, ECO e coleta de sangue para
hematologia e bioquimica sérica.

A figura 9 mostra o aparelho de anestesia usado e um dos animais passando pelo

procedimento anestésico.
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Figura 8. Rato Wistar recebendo aplicagdo intraperitoneal de doxorrubicina.
Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 9. A. Aparelho de anestesia inalatéria utilizado no experimento. B. Rato Wistar recebendo
anestesia inalatoria.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.3.  Ecocardiografia

Morfologia e funcdo cardiacas foram avaliadas in vivo, de forma ndo invasiva, no T1.
Foi utilizado um sistema de ecocardiografia transtoracica de alta resolugdo, equipado com
transdutores setoriais bifrequenciais de 24 a 30MHz e de 32 a 40MHz (VEVO 2100

VisualSonics, Toronto, Canada®). Foram avaliados os seguintes indices: didmetro do
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ventriculo esquerdo na didstole (DIAMA), didmetro do ventriculo esquerdo na sistole (DIAMs),
volume do ventriculo esquerdo na didstole (VOLd), volume do ventriculo esquerdo na sistole
(VOLs), FC, VS, DC, fracdo EF ¢ FS.

A avaliagdo foi feita no modo brilho (modo B) e modo movimento (modo M). As
mensura¢des foram realizadas no modo M, e a fracdo de ejecdo foi obtida pelo método de
Teicholz. Os ratos foram posicionados em decubito dorsal, ¢ as imagens foram obtidas pelas

janelas paraesternal esquerda, paraesternal direita e apical.

4.4.  Eletrocardiografia

A atividade elétrica do coracdo foi avaliada in vivo, de forma ndo invasiva, por meio do
Eletrocardiografo ECGPCVVET-Tecnologia Eletronica Brasileira S.A®. Os animais foram
colocados em decubito lateral direito, e os eletrodos foram posicionados nos membros: eletrodo
amarelo no membro anterior esquerdo, eletrodo verde no membro posterior esquerdo, eletrodo

vermelho no membro anterior direito, e eletrodo preto no membro posterior direito (figura 10).

Figura 10. Rato Wistar anestesiado, em decubito lateral direito e com eletrodos posicionados para
realizagdo do eletrocardiograma.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Dessa forma, foi possivel estudar o ECG em seis derivagoes: aVF, aVL, aVR, D1, D2 e D3.
Foi feita avaliagdo durante 5 minutos, na velocidade de 25mm/s, sensibilidade IN. O ECG foi

realizado no TO e no T1.

4.5.  Exame hematologico

Foram realizadas laparotomia e coleta de sangue via artéria aorta abdominal. Foram
coletados 3,0mL de sangue, dos quais 0,5mL foram usados para realizagdo de hemograma. O
material foi acondicionado em tubo micro com écido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a
10%. O exame hematoloégico foi composto por eritrograma, leucograma e contagem de
plaquetas e foi realizado no aparelho PocH-100i® e por contagem diferencial em esfregagos

sanguineos corados com Pandtico.

4.6. Exames bioquimicos

Foram coletados 3,0mL de sangue, dos quais 2,5mL foram destinados a obtengdo de
soro e realizagdo de exames bioquimicos. O material foi acondicionado em tubo com ativador
de coagulo e centrifugado.

O exame bioquimico compreendeu a dosagem de aspartato aminotransferase (AST),
lactato desidrogenase (LDH), troponina I (cTnl), ureia, creatinina ¢ SDMA. Os exames
bioquimicos foram realizados no aparelho semiautomatico TP Analyser®, utilizando-se kits
comerciais da Bioclin®. A c¢Tnl foi avaliada por meio de teste rapido imunoenzimpatico,
semiquantitativo da marca Biocon®, com sensibilidade <0,5 ng/mL. A dimetilarginina

simétrica (SDMA) foi avaliada com kit da IDEXX® em equipamento proprio.

4.7.  Avaliagdo histopatoldgica

Apds a laparotomia e coleta de sangue, os animais foram eutanasiados por
aprofundamento da anestesia inalatoria, em circuito fechado, com o gas isoflurano, com
aparelho VetCase, da marca Brasmed®. Em seguida, foram submetidos a necropsia.
Fragmentos de coragdo foram coletados para analise macroscopica ¢ histologica. No
Laboratorio de Patologia Animal da EV-UFMG, foram feitos cortes de 4um de espessura, ¢ as

laminas foram coradas com hematoxilina-eosina.

4.8.  Analise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, os dados obtidos
foram apresentados na forma de médias e desvio-padrao. Em relacdo as variaveis quantitativas,

foi feito teste de normalidade de distribuigdo (Kolmogorov-Smirnov), seguido de teste de
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analise de variancia (ANOVA) e Tukey (p<0.05). Em caso de n3o normalidade, foram
utilizados o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e comparagdes multiplas de Dunn. Os
dados foram avaliados por meio de GraphPad Prism 9. O nivel de significancia estabelecido

foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Selecdo dos animais ¢ das doses de medicamentos

Os ratos Wistar foram escolhidos para o experimento, pois sdo bons modelos para
o estudo de doengas cardiovasculares, além de terem baixo custo, curto ciclo reprodutivo
e facil acomodag@o no ambiente de laboratério. Com esse modelo animal, foi possivel
estudar o mecanismo patofisiologico de alteracdes cardiacas e os efeitos de tratamentos
medicamentosos experimentais concordando com Doggrell ¢ Brown (1998).

Foi escolhida a DOX para indug¢do de ICC, devido ao seu efeito direto no
miocardio. A dose utilizada foi de 12mg/kg numa tinica aplicagdo e, foi baseada no estudo
de Oliveira (2013).

Existem varios métodos possiveis para indugdo de ICC em ratos, como o uso de
animais geneticamente modificados, meios farmacoldgicos, procedimentos cirargicos,
exercicios, entre outros (Hasenfuss, 1998). O uso da DOX como indutora de ICC ja esta
bem estabelecido na literatura, ¢ existem diferentes abordagens, em que variam as doses
usadas, o tempo ¢ a frequéncia de aplicagdo. De acordo com O’Connell et al. (2017), a
inducdo pode ser feita por protocolos de curto ou longo prazo, em que animais recebem
doses cumulativas diferentes. Como o objetivo do trabalho era o rapido estabelecimento
da ICC para avaliar os efeitos terapéuticos dos GCs, foi realizada uma tnica dose de
12mg/kg, semelhante a outros estudos (Polegato et al., 2015; Zhu et al., 2008).

Botelho (2018) realizou um trabalho que avaliou os efeitos dos glicosideos DIG,
OLE e OUA na fisiologia cardiorrenal de ratos Wistar higidos. De acordo com esse
estudo, a dose de 50ug/kg, aplicada uma vez ao dia por 21 dias, ndo foi capaz de ocasionar
arritmias ou sinais clinicos nos animais tratados. Sendo assim, essa dose foi escolhida
para continuar a investigagdo quanto ao potencial terapéutico desses glicosideos, bem

como estudos a respeito de sua toxicocinética.

5.2.  Quadro clinico dos animais

Os animais foram avaliados clinicamente durante todo o periodo do experimento.
No segundo dia de tratamento com os GCs, os animais tratados com OLE apresentaram
sangramento nasal, o que sugere um quadro de vasculite periférica 48h apos a aplicacdo
da DOX.

A partir do terceiro dia de tratamento, foram observadas alteragdes clinicas em

todos os quatro grupos. Os animais apresentaram diarreia, sangramento nasal e ocular,
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presenga de petéquias e equimoses nos membros, pelos opacos ¢ arrepiados, prostragdo,
diminui¢do do consumo de agua ¢ alimento. As lesdes mais intensas foram vistas nos
animais tratados om OLE, seguido pelo grupo CON. Os animais dos grupos OUA ¢ DIG
apresentaram lesdes mais brandas e estavam mais ativos quando comparados aos demais.

No quarto dia de tratamento, um dos animais tratados com DIG veio a 6bito. Foi
submetido a necropsia e coleta de 6rgdos.

No quinto dia de tratamento, um dos animais tratados com OLE faleceu e sofreu
canibalismo, o que impediu a coleta do coragdo para avaliacdo. A partir desse dia, os ratos
desse grupo (G2) foram separados.

Apds a realizacdo do ecocardiograma, no sétimo dia de tratamento, um dos
animais tratados com OUA nao retornou da anestesia e faleceu.

Como no experimento realizado por Botelho (2018), a dose de 50u/kg dos
glicosideos OLE, OUA ¢ DIG nio foi capaz de causar alteragdes clinicas ou 6bito, ¢ ja se
conhece o perfil toxico da DOX, supde-se que as manifestagdes observadas sejam devidas
a esse quimioterapico (Figura 11). Contudo, é importante observar que alguns sinais
manifestados, em especial referentes ao trato gastrointestinal, podem ter sido ocasionados
pelos GCs, uma vez que sdo achados comuns na intoxicagao por digitalicos. Além disso,
a propria ICC causa pela DOX pode ter agravado esses sinais clinicos.

De acordo com Rangel et al. (2009), a toxicidade da DOX pode se manifestar no
sistema gastrointestinal ocasionando vomitos, diarreia do intestino delgado e, em casos
mais graves, colite hemorragica. Nos ratos desse estudo, foi observada diarreia
sanguinolenta, com presenca de muco, o que pode ser um quadro de colite hemorragica.
Stein et al. (2010) relatam que a diarreia pode ser induzida por quimioterapia.

Além disso, a trombocitopenia € um efeito colateral observado com frequéncia em
pacientes tratados com DOX e ocorre tanto por supressdo medular como por lise
plaquetaria (Kim et al., 2009). O menor nimero de plaquetas pode ser responsavel pelas
petéquias, equimoses e sangramentos espontaneos observados. Aharon et al. (2013)
demonstraram que a DOX também apresenta efeitos toxicos na vasculatura, promove
ativacdo da coagulagcdo e agregacdo plaquetaria, contribuindo para o consumo desses
fatores e desordens hemostaticas, como foi observado clinicamente. Os achados clinicos
sdo compativeis com os exames hematologicos dos animais, nos quais houve

trombocitopenia acentuada.
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Figura 11. Apresentagdo dos sinais clinicos em ratos Wistar utilizados no experimento: A:
Sangramento ocular. B. Equimose no membro anterior direito. C. Sangramento nasal. D. Diarreia.
Fonte: Arquivo pessoal.

A partir das alteragdes observadas, ¢ possivel perceber que houve sucesso na
inducdo da ICC, o que foi comprovado posteriormente por meio dos exames

hematolédgicos, bioquimicos, ECG e ECO.

5.3.  Ecocardiografia

No presente experimento, os valores de referéncia utilizados a titulo de
comparagdo sdo de 15 ratos Wistar saudaveis submetidos a8 ECO em estudos prévios do
grupo (Oliveira, 2013), como mostrado na tabela 1.

Comparando os resultados médios obtidos com os valores de referéncia, ndo
houve alteracdo da FC, do DIAMs e do VOLs. Percebe-se que houve redugéo da EF, da
FS, do VS e do VOLd em todos os grupos avaliados. O DC foi menor em todos os grupos,
exceto no G2, tratado com OLE. O DIAMd também foi menor do que o valor de
referéncia, com exce¢do do CON, tratado com salina, embora proximo do limite inferior.
Houve diferenca estatistica entre os grupos para os indices de DC, DIAMd, VOLs e VS,

mostrando que a distribui¢ao desses parametros ndo foi uniforme entre os tratamentos.
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Tabela 1. Intervalo de referéncia dos parametros ecocardiograficos de ratos Wistar higidos

Parimet

arame‘ ro ; Intervalo de referéncia
ecocardiografico
Débito cardiaco (DC) 68,42 +7,90
Fracio de ejeciao (EF) 65,49 + 4,25
Fracio de encurtamento

37,34 +3,17

(FS)
FC (bpm) 345,00 + 20,00
Volume sistélico (VS) 197,95 £ 22,59
Diimetro do ventriculo
esquerdo em diastole 7,55+0,51
(DIAMd)
Diimetro do ventriculo
esquerdo em sistole 4,74 + 0,52
(DIAMS)
Volume do ventriculo
esquerdo em diastole 304,66 + 46,31
(VOLJd)
Volume do ventriculo
esquerdo em diastole 106,71 +£ 27,31

(VOLs)

Por meio dos resultados obtidos, percebe-se que a IC foi induzida com sucesso,
uma vez que todos os animais apresentaram valores de EF e FS abaixo do normal. Os
diferentes tratamentos propostos nao foram capazes de otimizar esses pardmetros. Como
amplamente difundido na literatura, a ICC induzida pela DOX ¢ capaz de causar reducao
da EF e da FS (Neto et al., 2006; Gava et al., 2016; Giorgiadis et al., 2020),

Nessa pesquisa ficou evidenciado que a DOX causa alteragdes morfologicas e
funcionais no corac¢do que se assemelham a CMD. Pode haver dilatagdo das camaras
cardiacas, com paredes mais finas, diminui¢do da EF do VE e redugdo da contratilidade
(Chatterjee et al., 2010). A ecocardiografia ¢ uma forma precoce de avaliar as alteragdes
cardiacas induzidas pela DOX (Hanai et al., 1995; Gava et al., 2016). Mensurar a EF do
VE ¢ a principal estratégia para monitorar os danos causados por antineoplasicos,
especialmente por ser um método acessivel e ndo invasivo. As antraciclinas sdo capazes

de causar injuria a0 miocardio imediatamente apos a exposi¢ao (Plana et al., 2014).
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A FC observada em todos os ratos esteve dentro da faixa de normalidade. Embora
a inducdo da ICC tenha sido feita com uma dose cumulativa de DOX elevada em unica
aplicacdo, o objetivo foi de mimetizar a ICC cronica. A ICC reduz a atividade vagal e
eleva o tonus simpatico, aumentando a FC. Pacientes com FC elevada em repouso
possuem pior prognostico. Contudo, o incremento da FC s6 ocorre nas fases mais
avancadas da ICC (Hori e Okamoto, 2012), o que explica uma FC média normal
observada nos animais do estudo. De acordo com levantamento realizado por Lourenco
et al. (2016) que avaliaram a FC de 564 pacientes humanos hospitalizados por IC aguda,
portadores ou ndo de ICC, a FC ndo se eleva em todos os casos.

O DIAM(A foi menor nos animais tratados com OLE, OUA e DIG. Apenas os
animais do grupo CON mantiveram o DIAMd com valores dentro do limite de
normalidade. O esperado ¢ que o DIAMA esteja maior apds o tratamento com DOX, o
que ¢ compativel com as alteragdes provocadas pela CMD. Os grupos tratados
apresentaram diminui¢do dos parametros em relagdo ao controle, ¢ possivel que os
glicosideos OLE, OUA e DIG tenham contribuido para diminuir o remodelamento
excéntrico. A diferenga (p<0,05) observada em ter os grupos CON x OLE e CON x DIG
mostram que esses dois GCs tiveram um efeito de hipertrofia mais acentuado, o que
sugere um possivel efeito protetivo a dilatacdo do miocardio apos a aplicagdo de DOX.

O DIAMSs se manteve dentro dos valores de normalidade. A DOX age diretamente
nos cardiomiocitos, deprimindo a fungdo cardiaca e resultando num fenétipo de CMD. O
DIAMs e o DIAMd tendem a estar aumentados (Mathew et al., 2017). Ocorre hipertrofia
excéntrica do coragdo, resultando em redug@o da espessura das paredes e dilatagdo das
camaras (Ferreira Filho, 2012). De acordo com Marchandise et al. (1989), o
remodelamento ¢ a disfungdo cardiaca ocorrem num periodo variavel, o que pode explicar
o DIAMs sem alteragdes. Além disso, Mathew et al. (2017), colocaram o aumento do
DIAMd como um critério diagnostico, no guia da Sociedade Britanica de Ecocardiografia
para diagndstico da CMD. Quanto maior o valor do DIAMd, maior a sensibilidade para
o diagnoéstico. Ressalta-se que os autores ndo mencionaram a importancia do DIAMs.
Contudo, Wess et al. (2017) colocaram o DIAMd como pardmetro importante para
diagndstico da CMD em caes da raca Doberman, o que pode indicar uma diferenca entre
as espécies com relagdo a essa variavel. Num estudo que avaliou o ECO de 30 pacientes
humanos apds quimioterapia com DOX, ndo houve alteracdes no DIAMs, quando se
comparou os exames antes € apos o tratamento (Markiewiez et al., 1980). No trabalho de

Polegato (2011), que induziu IC em ratos com uma Unica dose de 20mg/kg de DOX e
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realizou o ECO 48 horas apds, também foi encontrada redugo das dimensdes do VE na
diastole. Pondera-se que os resultados sdo variaveis na literatura.

Outro indice que ndo sofreu variagdes foi o VOLs. Os grupos OLE e DIG
apresentaram VS e VOLd significativamente inferior ao CON, demonstrando que essas
drogas prejudicaram a capacidade de ejecdo e o enchimento do VE. Como esses grupos
apresentaram DIAMA significativamente menor do que o CON, isso pode ter contribuido
para uma redugdo do volume comportado na cavidade ventricular, afetando o VOLd e,
consequentemente, o VS. Além disso, o VS é um parametro intimamente relacionado a
EF e ao DC, que também estavam reduzidos. Num trabalho realizado por Silva e
Camacho (2005), que avaliou o ECO de cées submetidos ao tratamento com DOX ao
longo de 168 dias, observou-se alteragdes no VOLs apenas a partir da 10* semana de
tratamento, o que demonstra que esse ¢ um parametro que demora a sofrer modificagdes.
Além disso, a reducdo do volume ejetado pode ter aumentado o volume residual no
coracdo (Polegato, 2011).

A FS, a espessura da parede do ventriculo esquerdo e a massa ventricular esquerda
se encontraram dentro da normalidade no grupo tratado com OUA, o que permitiu
concluir que essa dose foi capaz de prevenir ou retardar o remodelamento cardiaco. Esse
grupo também apresentou diminui¢do do DIAMd, porém ndo foi significativo.
Apresentaram valores de EF e FS mais elevados do que os demais grupos, o que sugere
que a contratilidade ¢ a capacidade de ejecdo tenham sido menos afetadas nesse grupo.
Isso também ¢ respaldado pela melhor apresentacdo clinica desses animais quando
comparados aos demais grupos. O G3 apresentou valor maior de VS, porém, sem
diferenga significativa em relacdo ao CON, OLE e OUA, demonstrando que as condi¢des
de pré-carga, pés-carga e contratilidade, determinantes do VS, ndo foram diferentes das
de um animal que ndo recebeu tratamento.

Nas figuras 12 e 13, esta a representagdo grafica dos resultados ecocardiograficos

obtidos.



100

mL/min

DC

| =

I T ] T
CON OLE OUA DIG

DIAMs

0

T T T
CON OLE OUA DIG

DIAMd

HH

0

T T T T
CON OLE OUA DIG

EF

HH

T

T
CON O

LE OUA DIG

49

Figura 12. Média e desvio-padrao dos pardmetros ecocardiograficos de ratos desafiados com
doxorrubicina e tratados com salina, oleandrina, ouabaina e digoxina.
A. Débito cardiaco (DC) em mL/min. B. Diametro do ventriculo esquerdo na diastole (DIAMd)
em mm. C. Didmetro do ventriculo esquerdo na sistole (DIAMs) em mm. D. Fragdo de ¢jecdo

(EF) em %.
* p<0,05.
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Figura 13. Média e desvio-padrdo dos pardmetros ecocardiograficos de ratos desafiados com
doxorrubicina e tratados com salina, oleandrina, ouabaina e digoxina

A. Fragdo de encurtamento (FS) em %. B. Frequéncia cardiaca (FC) em bpm. C. Volume sistélico
(VS) em pL. D. Volume do ventriculo esquerdo na diastole (VOLd) em pL. E. Volume do
ventriculo esquerdo na sistole (VOLs) em pL.

* p<0,05.
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A OUA ¢ um glicosideo que se apresenta em concentragdes séricas elevadas na
hipertensdo arterial sistémica e estd implicada no aumento da resisténcia vascular
periférica (Pierdomenico et al., 2001). Essa acdo pode ser explicada pelo efeito inibitorio
que exerce na bomba de so6dio e potassio a nivel do endotélio vascular ou por estimular o
sistema nervoso simpatico. Esses efeitos podem contraindicar a droga para seu uso na
ICC, uma vez que pode levar a hiperatividade simpética e aumento da pos-carga. E uma
substancia que parece estar diretamente envolvida na disfun¢do cardiaca, mas seu
mecanismo exato ainda ndo foi elucidado (Jiang, et al. 2007). Diversos estudos que
avaliaram os efeitos da OUA, de forma isolada, nos parametros ecocardiograficos,
encontraram resultados semelhantes tanto em seres humanos como em animais. Niveis
elevados de OUA implicam redugdo da dimensdo do ventriculo esquerdo em diastole,
redugdo do VS, redugido do DC, reducdo das EF e FS, como observado nos animais do
G3. Em contrapartida, causam aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo
(Pierdomenico et al., 2001; Jiang et al. 2007; Simonini et al., 2015), também observado
nos animais do G3. Isso pode se dever ao aumento da pos-carga. Os trabalhos citados
utilizaram doses cumulativas elevadas ou avaliaram pacientes com disfung@o cardiaca
avancada, que esta correlacionada a niveis maiores de OUA. Wu et al. (2015) conduziram
um experimento no qual ratos foram submetidos a constricdo adrtica e consequente
sobrecarga de pressdo e foram tratados com 50u/kg/dia de OUA por quatro semanas.

O DC encontrado no G2 foi normal, o que mostra que a OLE pode ter efeitos
terapéuticos para a manutengdo do DC em individuos com ICC, quando comparada a
DIG, pois a diferenca estatistica foi encontrada entre esses dois grupos. O CON
apresentou o segundo maior valor de DC, mas abaixo do valor de referéncia. OUA e DIG
apresentaram valores baixos de DC. A administracdo de OLE ¢ superior ao tratamento
com DIG para manuten¢do do DC na ICC. O incremento da contratilidade promovido
pela OLE pode ter sido responsavel pelos resultados obtidos.

Poucos trabalhos relatam na literatura os efeitos da OLE no ECO de animais e
humanos. A maioria dos trabalhos se refere aos efeitos pro-arritmicos da droga. O
experimento realizado por Deavers et al. (1979) avaliou os efeitos da OLE na
contratilidade cardiaca de cées higidos, e observou aumento da pressdo de enchimento do
VE e aumento da contratilidade, dose-dependente. Ja Smith, Aldridge e Kittleson (2003),
ao realizarem ECO num muar acidentalmente intoxicado por extratos de OLE,

observaram apenas diminui¢cdo do diametro do VE.
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No grupo tratado com DIG, ndo houve melhora da EF, da FS, do VS ou do DC.
Foi observada redugdo do DIAMd, o que provavelmente se deve a hipertrofia. Embora
seja uma droga amplamente utilizada e com efeitos benéficos comprovados, ndo se
mostrou eficaz frente a ICC induzida por DOX. Possivelmente, pelo fato de os animais
estarem em estagio inicial da doenga, ndo se beneficiaram da DIG, apresentando maiores
efeitos deletérios.

A DIG ¢ uma droga com o uso bem estabelecido na IC causada por disfungao
sistolica. E indicada para pacientes com persisténcia dos sintomas apos o tratamento com
outras drogas e em casos de fibrilagdo atrial com alta resposta ventricular. E capaz de
melhorar a EF, reduzir a resisténcia vascular sistémica e diminuir a pressdo de enchimento
do VE (Dec, 2003). Num estudo randomizado que comparou a DIG ao placebo em
pacientes com ICC (Lee et al., 1982), demonstrou- se que a DIG diminuia as taxas de
hospitalizacdo, reduzia os sintomas, mas nao melhorava a mortalidade dos pacientes.
Zhou et al. (2020) ponderam que estudos desse porte foram realizados antes do
estabelecimento de drogas mais apropriadas para o tratamento da ICC, como os
moduladores neuro-humorais e os betabloqueadores. Ao avaliar 372 pacientes humanos
com EF reduzida e tratados com DIG, Zhou et al. (2020) observaram pior progndstico e
maior mortalidade. Ja no trabalho de Malik et al. (2019), pacientes com EF reduzida que
pararam de receber a DIG, apresentaram maior taxa de hospitaliza¢cdo e mortalidade. Os
dados sao conflitantes. Em experimento realizado por Neves et al. (2017), ratos higidos
tratados com DIG apresentaram espessamento das paredes do VE, demonstrando que essa
droga, de forma isolada, pode causar hipertrofia cardiaca.

A figura 14 demonstra as imagens do modo B e do modo M da ecocardiografia

realizada durante o experimento.
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Figura 14. Imagem ecocardiografica de um rato desafiado com doxorrubicina e tratado com
oleandrina. A imagem acima da figura dp modo B, mostra corte longitudinal do ventriculo
esquerdo. A imagem abaixo, ¢ do modo M, do corte longitudinal do ventriculo esquerdo.

5.4. Eletrocardiografia

Antes de tratamento com DOX e indugdo de ICC, todos os animais apresentaram
ECG sem alteracdes, com ritmo sinusal, ondas e complexos dentro da morfologia,
duracdo e amplitude esperadas para a espécie (Botelho et al., 2019), como mostrado na
tabela 2 e na figura 15.

Para fins de comparagdo, foram considerados os valores de ECG determinados
por Botelho et al. (2019). No referido estudo, a FC mais elevada foi de 378bpm. Contudo,
héa grande variagdo desse parametro na literatura. Dessa forma, a FC apos o tratamento
com os GCs foi comparada a FC antes do tratamento.

Houve prejuizo na avaliagdo dos ECGs por limitagdes do método usado, o que
impossibilitou a realizacdo de analise estatistica dos mesmos. Sendo assim, os dados estao
apresentados na forma de média e desvio-padrao e foram comparados entre si.

Ap6s a indugdo da ICC e o tratamento com 0os GCs OLE, OUA ¢ DIG, ndo foram
observadas arritmias. Contudo, comparando os exames antes e ap6os o uso das drogas, ¢é
possivel perceber que houve aumento da duragdo do complexo QRS em todos os grupos

(figura 16). A amplitude da onda T e a duracdo do intervalo QT estavam acima do normal
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apenas no grupo CON (figura 17). A FC média foi maior do que o intervalo de referéncia
nos tratados com DIG, o que sugere que esse GC ndo apresentou um bom efeito
neuromodulador, ou seja, ndo foi capaz de aumentar a atividade parassimpatica no
coragdo. Os grupos tratados com OLE e OUA apresentaram FC média dentro da
normalidade, semelhante ao CON. O efeito neuromodulador de OLE ¢ OUA nio parece
satisfatorio, uma vez que o comportamento da FC nesses grupos foi igual ao do grupo
que ndo recebeu tratamento.

A OLE ¢ capaz de reduzir a FC por agdo direta do GC no coragdo (Langford e
Boor, 1996) e também por meio de efeitos autonomicos (Rezhakani e Mahan, 1992), o
que pode ter contribuido para a manutengdo da FC dentro da normalidade nesse grupo.
De acordo com Wallick et al. (1984), a OUA ¢é capaz de acentuar os efeitos
parassimpaticos no coragdo, o que pode ter ocasionado a FC dentro do intervalo de
referéncia.

O aumento da duracdo do intervalo QT e amplitude da onda T apenas no CON
demonstram que houve maior prejuizo a func¢do ventricular nesse grupo. O
prolongamento do intervalo QT pode ocorrer em condicdes de hipoxia ou na
hipercalemia, assim como o aumento da amplitude da onda T. E possivel que as lesdes
miocardicas tenham dificultado o suprimento de oxigénio para os tecidos e para o proprio
coragdo, impactando o ECG. Como os niveis séricos de K* ndo foram mensurados, ndo ¢
possivel definir a real causa da anormalidade observada. Além disso, efeitos diretos da
DOX nos cardiomiécitos podem levar a aumento do intervalo QT e do QRS (Villani,
1986).

Embora o exame eletrocardiografico ndo seja o mais indicado para a avaliacao de
sobrecarga de camaras, ele ¢ capaz de sugerir essas alteragdes. Aumento na duracdo do
complexo QRS pode sugerir sobrecarga do VE, além de bloqueio de ramo direito,
alteragdes compativeis com isquemia e ICC. A ICC foi confirmada pelo exame
ecocardiografico realizado nos ratos e por sua apresentacao clinica. O prolongamento do
QRS também tem correlagdo com redugdo da fungio sistolica do VE (Murkosfky, et al.,
1998). De acordo com Greig et al. (2014), intervalo QRS prolongado é uma alteragdo
eletrocardiografica que se correlaciona positivamente com o desenvolvimento de ICC.

A normalidade do intervalo QT nos ratos dos grupos OLE, OUA e DIG pode ser
explicada pelo efeito direito dos GCs na atividade elétrica do coragdo. O uso dos
digitalicos foi capaz de manter o tempo de atividade ventricular dentro do normal.

Intervalo QT prolongado predispde a ocorréncia de arritmias ventriculares, o que torna o
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quadro clinico mais grave. Sendo assim, houve um efeito benéfico no ECG com o uso
das drogas digitalicas. Os GCs, ao inibirem a Na“/K*-ATPase, aumentam o contetido
intracelular de Ca™, alterando o potencial de acdo e, consequentemente, o ECG. O
potencial de agdo apresenta encurtamento da fase 2 ou platd. Ja no ECG, é possivel
observar encurtamento do segmento QT (Stemmer e Tai Akera, 1988). Woodbury e Hecht
(1952) observaram os efeitos da DIG no potencial de agdo das células ventriculares de
sapos e relataram importante redugdo das fases 2 e 3. Os autores sugerem que a redugéo
na duragdo do potencial de ag¢do ndo interfere no tempo de contragdo do ventriculo, mas
se correlaciona com o infradesnivelamento do segmento ST. Aumento nas doses de DIG
intensificam os achados relatados.

Muitos estudos avaliam os efeitos dos GCs no potencial de agdo e na contragdo
muscular. Os trabalhos afirmam que existem outros mecanismos pelos quais os GCs sdo
capazes de agir no coracdo, sem necessariamente bloquear a Na*/K*-ATPase. Le Grand
et al. (1990) demonstraram que a OUA ¢ capaz de agir exclusivamente nos canais de Ca™
rapidos e nos canais de Ca™ lentos. Ruch et al. (2003) isolaram midcitos ventriculares de
gatos ¢ avaliaram o efeito elétrico de diferentes GCs, dentre eles, a OUA, que foi capaz
de reduzir a duragdo do potencial de agdo. Ainda de acordo com Ruch et al. (2003), o
aumento de inotropismo pelos GCs ocorre até certo ponto, no qual o excesso de Ca* se
torna toxico, pois supera a capacidade de armazenamento do reticulo sarcoplasmatico, o
que leva a contragdes espontaneas e incoordenadas.

Os estudos acerca dos medicamentos digitalicos e seus efeitos no ECG séo antigos
e recorrentes na literatura. Pick (1957) ponderou que os digitalicos podem ocasionar
praticamente qualquer disturbio na geragdo ou propagagdo do impulso e classificou os
seus efeitos como terapéuticos, excessivos e toxicos. A reducdo da frequéncia ventricular
em fibrilagdo atrial ¢ a conversdo de arritmias atriais em ritmo sinusal sdo os
desdobramentos terapéuticos. Dissociagdo AV e bloqueios do NSA sdo excessivos. Ja os
toxicos compreendem complexos ventriculares prematuros, bigeminismo ventricular,
taquicardia ventricular e fibrilagdo ventricular. Os efeitos toxicos sdo esperados quando
ha uso de doses elevadas dessas drogas. Os GCs também causam alteragdes no segmento
ST, uma vez que causam vasoconstri¢do e reducdo do fluxo coronario, gerando disturbios
de oxigenacao (Dhein et al., 1990). Tais alteragdes ndo foram observadas no presente
experimento.

Camplesi et al. (2017), ao avaliarem cdes intoxicados com extratos de OLE,

observaram diminui¢do da FC, bloqueio atrioventricular (BAV) de primeiro e de segundo
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grau, complexo ventricular prematuro e taquicardia ventricular. As mesmas arritmias sdo
observadas com OUA e DIG (Small et al., 1971; Rosen et al., 1973; Pincus, 2016;
Menezes-Filho et al., 2019).

Botelho (2018), ao tratar ratos higidos com OLE, OUA e DIG na dose de 50pg/kg,
observou diminui¢do da amplitude da onda T nos individuos tratados com DIG. Arritmias
¢ demais alteragOes significativas na amplitude e duragdo das ondas eletrocardiograficas

nao ocorreram.

Tabela 2. Parametros eletrocardiograficos de ratos Wistar higidos no tempo zero

Média = Desvio-

Parametros padrio Min. Max.
FC (bpm) 401,1+ 13,18 344 467
P (ms) 28,49 + 2,85 23 38

P (mV) 0,030 + 0,005 0,02 0,051
PR (ms) 42,83 +£3,74 30 68
QRS (ms) 40,43 +£7,51 28 65

R (mV) 0,130+ 0,014 0,011 0,191
T (mV) 0,023 + 0,008 0,012 0,051
QT (ms) 73,14 £ 8,434 57 88

Frequéncia cardiaca (FC), durag¢@o da onda P (Pms), amplitude da onda P (PmV), duracdo do segmento PR
(PRms), duragdo do complexo QRS (QRSms), amplitude da onda R (RmV), amplitude de onda T (TmV),
duragdo do intervalo QT (QTms), valores minimos (Min.) e valores maximos (Max).

Figura 15. Eletrocardiograma de um rato antes do desafio com doxorrubicina e tratamento com
os glicosideos cardioativos. ECG mostrando ritmo sinusal, na derivagdo D2, a 25mm/s,
sensibilidade N.

Os valores obtidos apds o tratamento estdo detalhados na Tabela 3.
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Tabela 3. ParAmetros eletrocardiograficos de ratos Wistar desafiados com doxorrubicina e
tratados com salina, oleandrina, ouabaina e digoxina.

Parametros G1 (CON) G2 (OLE) G3 (OUA) G4 (DIG)

FC (bpm) 369,25 + 23,82 361,25+ 31,55 391,40+ 35,38 406 + 27,88

P (ms) 30,75 +£5,110 33,75+ 1,299 32,80 £4,16 32+5,83
P (mV) 0,0485 + 0,0175 0,061 +0,0170 0,042 +£0,014 0,055+0,015
PR (ms) 44+ 291 51,50+10,80 50,40 £5,12 50+ 6,67

QRS (ms) 53,75 +£20,35 49,25+ 10,42 47,20+ 9,45 46,25+ 9,28

R (mV) 0,176 £ 0,078 0,084 = 0,049 0,093 £ 0,025 0,191 + 0,085
T (mV) 0,12 +0,055 0,042 + 0,025 0,030 + 0,009 0,068 £0,021
QT (ms) 106,25 + 20,47 91,50+ 11,58 94 + 13,007 87,75+ 11,32

Frequéncia cardiaca (FC), duragao da onda P (Pms), amplitude da onda P (PmV), duragdo do segmento PR
(PRms), duragdo do complexo QRS (QRSms), amplitude da onda R (RmV), amplitude de onda T (TmV),
duracdo do intervalo QT (QTms).

Figura 16. Eletrocardiograma de um rato Wistar apds desafio com doxorrubicina e tratamento
com ouabaina. Observa-se ritmo sinusal, alargamento do complexo qrs, na derivagdo d2,
velocidade de 25mm/s, sensibilidade n.

doxorrubicina. Observa-se ritmo sinusal, com aumento da amplitude da onda t e prolongamento
do intervalo qt, na derivagdo d2, a 25mm/s, sensibilidade n.
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5.5.  Hematologia

Os parametros hematolégicos foram alterados pela DOX em todos os grupos. Os
G2, G3 ¢ G4 também sofreram influéncia da administracdo de OLE, OUA e DIG,
respectivamente.

Para efeitos de comparacédo, os valores de normalidade do hemograma utilizados
foram retirados de Thrall et al. (2015). De acordo com essa referéncia, as redugdes nos
parametros de hemograma de ratos so sdo consideradas relevantes quando maiores do que
10%. Todavia, ndo foi relatado o mesmo para os aumentos dos pardmetros. Logo,
aumentos discretos foram considerados importantes.

A contagem de eritrécitos (ERI) e o hematodcrito (Ht) estavam dentro dos valores
normais, com exce¢do do G3, tratado com OUA, que apresentou valor médio de Ht acima
do intervalo de referéncia. Nenhum dos animais desenvolveu quadro de anemia. A
hemoglobina (Hb) e a concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) estavam
maiores em todos os grupos. O volume corpuscular médio (VCM) também se encontrou
normal, estando reduzido apenas no G4, tratado com DIG. A hemoglobina corpuscular
média (HCM) se elevou no CON e G4, tratado com DIG.

A DOX causa peroxidacdo das células vermelhas e da membrana lipidica de varios
tipos celulares. Também pode causar oxidagdo da hemoglobina e ter efeito hemolitico
(Shinohara e Tanaka, 1980). Além disso, liga-se ao DNA das células, produz radicais
livres e induz apoptose (Richardson e Johnson, 1997). Sua administragdo esta associada
a mielossupressdo, ocasionando principalmente granulocitopenia, anemia e
trombocitopenia. As alteragdes sdo proporcionais a dose ¢ ao tempo de exposicdo
(Carvalho et al., 2009).

Botelho (2018), ao avaliar e comparar os efeitos de DIG, OLE e OUA no
hemograma de ratos Wistar higidos, observou aumento de Hb e presenca de hemadcias
microciticas em todos os grupos. Os animais desafiados com a DOX e, em seguida,
tratados com os glicosideos também apresentaram elevacao da Hb, e apenas o G4, tratado
com DIG, apresentou redugdo do VCM. Concentragdes elevadas de CHCM, que mensura
a concentracdo de Hb por ERI e Hb livre, estdo associadas a hemolise. A hemolise pode
ter sido induzida previamente pela DOX, uma vez que o grupo CON, que ndo recebeu
tratamento, também apresentou elevacdo dos mesmos parametros.

Akthar et al. (2014) ofereceram extrato de folhas de Nerium oleander para dois

grupos de ratos, ad libitum, por trés e por sete dias, respectivamente. Ao avaliarem os
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parametros hematoldgicos e compara-los ao grupo controle, houve elevagio na contagem

de ERI, Hb, Ht e VCM. Isso ndo foi observado no G2, pois apenas a Hb estava elevada.
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Figura 18. Média e desvio-padrdo dos parametros hematologicos de ratos Wistar desafiados com
doxorrubicina e tratados com salina, oleandrina, ouabaina e digoxina.

A. Hemoglobina corpuscular média (HCM) em picogramas (pg). B. Concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) em gramas por decilitro (g/dL)
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Figura 19. Média e desvio-padrao dos pardmetros hematologicos de ratos desafiados com
doxorrubicina e tratados com salina, oleandrina, ouabaina e digoxina.

A. Eritrocitos (ERI). B. Hemoglobina (Hb). C. Hematocrito (Ht). D. Volume corpuscular
médio (VCM).

Os ERI também possuem Na"/K*ATpase em sua membrana, o que permite que os
GCs consigam se ligar a ela. No estudo realizado por Smith et al. (1972), OUA e DIG
mostraram grande capacidade de ligacdo com os eritrocitos. Outros estudos também
demonstram que existe essa afinidade (Post et al., 1960; Lindenmayer et al., 1974). De
acordo com Hou et al. (2004), a ligacdo dos glicosideos pode causar danos oxidativos aos
ERL
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O HCM mensura a quantidade média de Hb nos eritrocitos. O seu aumento nos
grupos CON e DIG mostra que houve maior dano oxidativo as hemacias desses grupos.
Os danos nos animais do CON sdo explicados pela agdo da DOX. DIG apresentou maior
valor de HCM, assim como foi o unico a apresentar redu¢do do VCM. Hinderling (1984)
demonstrou que ha importante capacidade de ligagdo da digoxina as células vermelhas e
a Hb e consequente dano celular, o que pode ser responsavel por ruptura de hemaécias e
diminui¢do do seu tamanho. Van Boxtel et al. (1985) mensuraram o sddio e o potassio
dos ERI de pacientes tratados com digoxina e observaram altos niveis de sodio e baixos
niveis de potassio, que se correlacionaram com pacientes com sinais de toxicidade da
droga. E possivel inferir que OUA e OLE nio agravaram os danos ocasionados pela DOX.

OUA apresentou elevagdo do Ht, assim como relatado por Botelho (2018).
Embora a OUA iniba a Na"/K*ATpase e bloqueie a sintese celular, em determinados tipos
celulares, ela € capaz de estimular a proliferacdo, como em células nervosas (Cone et al.,
1977) e células eritroleucémicas (Bernstein et al., 1976). Outra possibilidade para o
aumento do Ht ¢ a desidratacdo e a ma oxigenacao acarretada pela ICC, que estimula a
producdo de células vermelhas.

Nao houve alteragdo no desvio da amplitude de ERT (RDW-SD) ou no coeficiente
da variagdo da amplitude de ERI (RDW-CV).

As PLT sofreram redugdo drastica em todos os grupos, o que ¢ explicado pela
aplicagdo de DOX. Os ratos tratados com OLE, OUA e DIG apresentaram menor
contagem plaquetaria quando comparados aos CON, o que sugere um efeito negativo
desses glicosideos ou sinergismo com a DOX. No presente estudo, a OLE ndo foi capaz
de elevar as concentracdes plaquetarias, e os animais desse grupo tiveram o menor
numero de plaquetas, sugerindo uma acdo deletéria nessas células. Botelho (2018)
encontrou valores elevados de PLT em ratos tratados apenas com OLE. Taheri et al.
(2012) trataram coelhos com doses subletais de extrato de Nerium oleander e observaram
reducdo na contagem de PLT. Ja Abdou et al. (2019), ao tratarem dois grupos de ratos
com 100mgkg e 200mg/kg, respectivamente, relataram elevacdo nas contagens
plaquetarias em ambos os grupos. Os autores ponderam que o aumento do nimero de
PLT pode ter ocorrido por estimulo inflamatorio. As diferengas entre as contagens
observadas na literatura podem se dever a diferenca entre as doses aplicadas.

A OUA ¢ capaz de aumentar a capacidade de agregacdo das PLT com o colageno
e trombina, tendo um efeito de ativacdo sobre essas células in vitro e in vivo (Prodouz et

al., 1987; Lees et al.,, 1989; Roevens ¢ Courcelles, 1990). Botelho (2018) observou
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redu¢do no numero de PLT em animais tratados exclusivamente com OUA. Néao foram
encontrados outros trabalhos a respeito da contagem de PLT sob o efeito de OUA. A
redu¢do da concentragcdo de PLT no plasma pode ser explicada pelo deslocamento para
interacdo com os tecidos.

Young et al. (1966) relataram o terceiro caso de trombocitopenia induzida por
DIG. Medenica et al. (1972) também observaram trombocitopenia numa paciente idosa
intoxicada por DIG e o retorno a contagem normal de PLT apos tratamento da
intoxica¢do. A DIG possui potencial para ativar PLT in vitro e em pacientes com
fibrilagdo atrial (Chirinos et al., 2005; Pastori et al., 2018). Esses fatores, associados a
aplicacdo prévia de DOX, podem ter contribuido para a trombocitopenia acentuada.

Em todos os grupos foi observada redugdo do volume médio de plaquetas (VPM)
e diminui¢do do percentual de plaquetas grandes (P-LCR). Esses achados sdo explicados
pelos efeitos dos GCs nas plaquetas, citados acima, e pelo efeito oxidante da DOX nas
suas membranas celulares, promovendo lesdo e redugdo do tamanho. A amplitude de
variacdo do tamanho plaquetario (PDW) foi normal nos grupos CON e OLE, contudo,
maior no CON. Nos grupos OUA e DIG, houve redu¢do do PDW, indicando maiores
danos as PLT nesses grupos. Botelho (2018) também encontrou niveis menores de PDW
em ratos tratados apenas com DIG, na dose de 50pug/kg.

Houve redugdo na contagem total de leucécitos (LEU) em todos os grupos, o que
se deve aos efeitos da DOX. Neutrofilos (NEU) se encontraram abaixo dos valores de
referéncia em todos os grupos. O mesmo aconteceu com os linfocitos (LINF), com
diminuigdo em todos os grupos. Com relacdo aos eosindfilos (EOS), houve redugéo da
contagem em todos os grupos, com diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo CON ¢
OLE.

De acordo com De Vasconcelos et al. (2011), a OUA ¢ capaz de aumentar a
migracdo de LEU para os tecidos, em especial os NEU, e reduzir sua concentragao sérica.
Também ¢ capaz de reduzir a produgdo de LINF, o que explica a redugdo significativa
desses tipos celulares no grupo tratado com OUA. Além disso, OUA apresenta efeito
sinérgico com a hidrocortisona, induzindo apoptose de LINF do tipo T (Rodrigues-
Mascarenhas et al., 2003) e ¢ capaz de diminuir a produgdo de LINF tipo B na medula
6ssea (de Paiva et al., 2011). A OLE reduz a expressao de interleucinas (IL) responsaveis
pela produgdo de ciclo-oxigenase 2 (COX-2), tendo acdo anti-inflamatdria e reduz o
estimulo mitdtico para a produgdo de LIF (Dey, 2020), o que explica a redugdo mais

significativa de NEU e LINF nesse grupo.
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Esposito (1985) demonstrou que ratos tratados com DIG na dose de 4pg/kg e
desafiados com patogenos pulmonares apresentaram pior resposta imunoldgica por terem
sua capacidade de migracdo de LEU reduzida. Em outro estudo realizado posteriormente,
em pacientes humanos, Esposito et al. (1988) observaram resultados diferentes: ndo
houve redugdo da capacidade dos polimorfonucleares em responder a substancias
quimiotaxicas. McGill et al. (2019) observaram que a DIG ¢ capaz de reduzir a expressao
de uma IL responsavel por migra¢do de LEU em bovinos infectados pelo virus sincicial
respiratorio, o que reduziu a inflamagdo pulmonar nesses animais. Os dados sdo
conflitantes, e pode haver variagdo de resposta do sistema imunologico a DIG em
diferentes espécies.

Perez et al. (1988) relataram que o fator ativador de plaquetas (PAF) causa
eosinofilia em ratos ¢ que a DOX ¢ capaz de diminuir a magnitude dessa eosinofilia.
Como os GCs OLE, OUA e DIG tém capacidade de modular e ativar plaquetas, poderiam
aumentar a contagem de EOS. Contudo, o efeito da DOX foi preponderante ¢ houve
redugdo do nimero desse tipo celular. A diferenca foi significativa apenas entre a OLE e
o CON, mostrando que esse GC ¢ capaz de reduzir de forma expressiva a contagem de
EOS absolutos (abs) quando comparado a animais que ndo receberam nenhum
tratamento. Pode ter havido efeito sinérgico entre a DOX e a OLE na diminuig¢do de
eosinofilos.

Resultados dos indices plaquetarios e leucocitarios estdo representados nas figuras

20 e 21, respectivamente.
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Figura 20. Média e desvio-padrao dos parametros hematologicos e plaquetarios de ratos
desafiados com doxorrubicina e tratados com salina, oleandrina, ouabaina e digoxina.

A. Numero de plaquetas (PLT). B. Desvio-padrdo da amplitude de destrui¢@o dos eritrdcitos
(RDW-SD). C. Coeficiente da amplitude de destrui¢ao dos eritrocitos (RDW-CV). Amplitude
de variagdo do tamanho das plaquetas (PDW). E. Volume plaquetario médio (VPM). F.
Percentual de plaquetas grandes (P-LCR).
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Figura 21. Média e desvio-padrao do leucograma de ratos desafiados com doxorrubicina e
tratados com salina, oleandrina, ouabaina e digoxina.

A.Nu mero total de leucécitos (LEU). B. Linfocitos absolutos (LINF abs). C. Neutrofilos
absolutos (NEU abs). D. Eosindfilos absolutos (EOS abs).

*diferenga estatistica em que p<0,05.



66

5.6. Bioquimica sérica

Alguns resultados da bioquimica sérica foram afetados pela DOX e pelos GCs.

Os niveis séricos de creatinina estavam normais em todos os grupos, bem como
os niveis de SDMA. A ureia estava com concentragdes elevadas em todos os grupos,
assim como as enzimas AST e LDH, importantes marcadores de lesdo miocardica e de
musculatura esquelética. Apenas um animal do grupo tratado com DIG apresentou
resultado positivo para cTnl. O teste utilizado no presente experimento para detecgdo de
cTnl acusa resultados positivos quando as concentragdes da proteina sdo superiores a
0,5ng/mL, o que pode explicar os resultados negativos. O animal tratado com DIG pode
ter apresentado valores maiores por uma varia¢ao individual.

Nao houve diferenga estatistica dos parametros bioquimicos avaliados entre os
grupos, como mostrado na figura 22.

Como os animais foram avaliados por um curto periodo, com doses terapéuticas
dos GCs, talvez ndo tenha havido tempo suficiente para o desenvolvimento de alteragdes
renais detectaveis pela creatinina, por exemplo, pois os niveis séricos estavam dentro do
normal. Entretanto, sabe-se que variagdes na estrutura renal ja sdo indicativas de insulto
no 6rgdo, e ndo necessariamente se correlacionam com variagdes nos niveis séricos de
creatinina. Os valores de SDMA também n3o se alteraram.

A ureia elevada pode ser um indicativo de injiria renal, pois € excretada pelos
rins. No entanto, sua excre¢do ndo ¢ totalmente renal e é um marcador que também
depende de outros fatores, como o estado volémico do paciente, doencas hepaticas,
alteragOes gastrintestinais e idade. Sua elevacdo por causa renal ocorre quando ha
comprometimento de 75% da func¢do do 6rgdo, assim como a creatinina. Quando ocorre
elevagdo de ureia, sem aumento de creatinina, o mais provavel é que haja um quadro de
desidratacdo, que promove maior reabsorc¢do de ureia, sem alteracdo significativa da TFG,
mantendo os niveis de creatinina dentro da normalidade (Higgins, 2016). Nos animais do
estudo, é provavel que o aumento da ureia sérica se deva a desidratagdo, que foi
constatada clinicamente.

Nos ratos desafiados com DOX e tratados com salina, OLE, OUA ¢ DIG, a
creatinina sérica se encontrou dentro dos valores de referéncia. Botelho (2018),
empregando a dose de 50pg/kg dos glicosideos OLE, OUA, DIG, uma vez ao dia, por
trés semanas, em ratos higidos, encontrou elevagdo nos valores de creatinina sérica. Isso
nao foi observado no presente estudo. Se houve qualquer tipo de dano renal, o mesmo

ndo pdde ser identificado pela mensuragdo da creatinina.
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Embora a DOX tenha efeitos toxicos mais deletérios ao coragdo, ela é capaz de
causar danos a outros 6rgaos em decorréncia de sua atividade oxidativa. Alteracdes renais
tém sido observadas em pacientes tratados com essa droga (Nagai, 2017). Elsherbiny e
El-Sherbiny (2014) trataram ratos com DOX por trés semanas, oferecendo uma dose
cumulativa de 21mg/kg, e encontraram valores elevados de ureia e creatinina, assim como
em outros estudos (Ayla et al., 2011; Su et al., 2015; Afsar et al., 2020). Contudo, a
nefrotoxicidade ndao ocorre em todos os casos ¢ esta associada ao uso crénico da droga
(Yemm et al., 2019).

Em casos de intoxicagdo por DIG, a fungo renal pode estar comprometida. Os
niveis de séricos de creatinina de pacientes intoxicados tendem a ser mais elevados (Marik
¢ Fromm, 1998; MacLeod-Glover et al., 2016). Contudo, nem sempre disfungdes renais
estdo presentes (Kirilmaz et al., 2012). A DIG ja foi correlacionada com melhora da
func¢do renal em pacientes tratados a longo prazo (Testani et al., 2013). Poucos trabalhos
correlacionam a OLE diretamente a fungdo renal. A maioria dos relatos de efeitos do
glicosideo ou de intoxicagdo retratam alteracdes em outros sistemas. Dey (2020)
descreveu que a OLE ¢ capaz de causar alteragdes cardiacas, inflamagdo pulmonar,
necrose hepatica e desordens circulatorias. A OUA esté relacionada a excregdo de sddio
a nivel renal e estd envolvida na patofisiologia da hipertensdo essencial em humanos
(Manunta et al., 2010). Ainda de acordo com Hamlyn ¢ Manunta (2015), a OUA, além
de causar hipertrofia cardiaca, ¢ capaz de induzir fibrose renal na doenga renal cronica
(DRO).

SDMA ¢ uma molécula oriunda do metabolismo intracelular de proteinas e ¢é
excretada majoritariamente pelos rins. Acredita-se que sua excre¢do seja 90% renal.
Possui correlagdo negativa com a taxa de filtragdo glomerular (TFG) e correlagdo positiva
com a creatinina. Elevagdes nos niveis séricos de SDMA indicam dano renal e sdo um
marcador mais precoce do que a creatinina (Relford et al., 2016).

Speranza et al. (2013) correlacionaram a reducdo da enzima responsavel pela
sintese de 0xido nitrico com piora da funcdo renal e niveis mais elevados de SDMA em

pacientes com ICC aguda apos o tratamento.
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Figura 22. Média e desvio-padrdo dos parametros bioquimicos de ratos desafiados com
doxorrubicina e tratados com salina, oleandrina, ouabaina e digoxina.

A. Creatinina. B. Ureia. C. Aspartato aminotransferase (AST). D. Lactato desidrogenase (LDH).
E. Dimetilarginina simétrica (SDMA).

Uma tnica aplicacdo de DOX ¢ capaz de reduzir a quantidade de citocromo P-450
e glutationa no figado de ratos, o que favorece lesdes hepaticas (Marchand e Renton,
1984). AST e LDH siao enzimas de extravasamento presentes nos hepatocitos e nas
células musculares esqueléticas e cardiacas. H4 aumento da sua concentragdo sérica
quando algum desses tipos celulares ¢ lesionado (Thrall et al., 2015). Bethesda (2018)

afirma que os danos hepaticos ocasionados por DOX costumam ser moderados e
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autolimitantes e que os aumentos de AST ocorrem em cerca de 40% dos pacientes. De
acordo com Nishimura et al. (1986), a meia-vida da AST em ratos ¢ de cerca de 13 horas.
Nos grupos CON e OLE, ndo houve alteragdes nos valores de AST, o que pode ser
decorrente da curta meia-vida dessa enzima. Apesar de ser um dado conflitante com a
literatura, Dey (2020) observou efeitos hepatoprotetores da OLE.

Botelho (2018) relatou niveis elevados de AST em ratos tratados com OUA. Logo,
o aumento observado pode ser um efeito direto do glicosideo. Graf e Peterlik (1976)
demonstraram que a OUA ¢ capaz de aumentar a produgdo de bile no figado de ratos, o
que indica uma agao direta dessa substancia no 6rgdo. Bethesda (2018) afirmou que ha
pouca metabolizacdo hepatica de DIG e que essa droga praticamente ndo afeta a atividade
de citocromo P-450. Niveis maiores de AST podem indicar também maior dano ao tecido
cardiaco.

De acordo com Hrelia et al. (2002), a DOX causa elevacdo nos niveis de LDH
quando cerca de 1/3 da defesa antioxidante da célula cardiaca ¢ consumida. Holmgren et
al. (2015) observaram elevacdo de LDH dois dias apds sua aplicagdo em pacientes
humanos. A DOX pode ser a responsavel pelos aumentos em todos os grupos. Botelho
(2018), comparando os efeitos de OLE, OUA e DIG, encontrou LDH acima do valor de
referéncia apenas nos grupos tratados com OLE e OUA. No presente trabalho, os
aumentos foram mais expressivos no grupo da OUA e da DIG. Por ter efeitos toxicos no
coracdo e no figado, OLE ¢ implicada no aumento de LDH em varios trabalhos (Abdou
et al., 2019; Zhou et al., 2019; Ceci et al., 2020). Ren et al. (2006) observaram que a OUA
¢ capaz de lesionar o endotélio vascular e causar aumento de LDH. E, Karadeniz et al.
(2008) observaram elevagdo de LDH em caes intoxicados por DIG.

A troponina cardiaca (¢cTn) ¢ uma proteina presente no musculo cardiaco e
esquelético, que medeia a interacdo entre o calcio e o complexo actina-miosina na
contragdo muscular (Sharma et al., 2004). Existem pequenas diferencas entre
aminoacidos das troponinas cardiacas e das de musculatura esquelética, o que permite sua
distingdo em exames laboratoriais. Também existe mais de uma isoforma dessa proteina.
A isoforma avaliada foi a I (cTnl), exclusiva da musculatura cardiaca. A cTnl ¢ liberada
pelo miocardio ap6s um periodo de isquemia e morte celular (Park et al., 2017). De acordo
com Polena et al. (2005), os niveis de ¢cTnl sofrem pouca alteragdo apds a administragdo
de DOX, sendo um indicativo ruim de cardiotoxicidade nessas circunstancias. Apds
mensurar ¢cTnl em 31 pacientes humanos tratados com DOX, os valores obtidos foram

inferiores a 0,3ng/mL. Adamcova et al. (2019) também observaram que a DOX ocasionou



70

pouca elevacdo de c¢Tnl na corrente sanguinea, embora tenha sido responsavel por
alteracdes histoldgicas nos cardiomiocitos.

Botelho (2018), utilizando a dose de 50pg/kg de OLE, OUA e DIG, também nao
encontrou resultados positivos de cTnl. A OLE pode causar aumento de cTnl em ratos,
porém, com doses mais elevadas do glicosideo (Khordadmehr e Nazifi, 2018). A DIG
ndo causa aumento de cTnl (Tharwat e Al-Sobayil, 2014). Moseley et al. (2004)
avaliaram os efeitos da OUA na contratilidade cardiaca e também ndo encontraram niveis

elevados de c¢Tnl.

5.7.  Avaliacdo histologica do coragdo

Os ratos desafiados com DOX e tratados com OLE, OUA E DIG apresentaram
lesdes semelhantes entre si, havendo diferenca com relagéo a gravidade.

Macroscopicamente, foi possivel observar liquido hemorragico na cavidade
abdominal, assim como congestdo no coragdo, pulmdes, figado e bago (figura 23). Em
todas as laminas, observou-se areas de palidez nas miofibrilas, desorganizagao do tecido,
fragmentacdo dos cardiomidcitos, vacuolos intracitoplasmaticos, edema no miocardio,
citoplasma eosinofilico e amorfo (indicando necrose), nlicleos picnoticos e presenga de
hemacias livres (figuras 24 ¢ 25). Os individuos tratados com OLE tinham maior nimero
de lesoes, dispostas de forma multifocal a coalescente, o que pode ser explicado pelos
efeitos toxicos mais pronunciados da OLE na musculatura cardiaca. Como vactiolos
estavam presentes em todos os grupos avaliados, ¢ provavel que a maior parte dos danos
histologicos seja em decorréncia da DOX, uma vez que, de acordo com a literatura, OUA
¢ DIG ndo ocasionam esse tipo de lesdo.

A DOX ¢ capaz de causar alteragdes macroscopicas ¢ histologicas no coragao.
Pontes et al. (2010), ao tratarem ratos com DOX por seis semanas ¢ compara-los ao grupo
controle, observaram aumento do peso do orgdo e dilatagio das suas camaras.
Microscopicamente, relataram vacuolizagdo citoplasmatica, fibrose, necrose, variagdo no
tamanho dos nucleos e presenga de infiltrados polimorfonucleares. Shivakumar et al.
(2012) submeteram ratos a dose cumulativa de 8mg/kg de DOX e observaram os mesmos
achados de Pontes et al. (2010), além de hemorragia interfibrilar, congestao focal e areas
de ruptura das fibras musculares. Shivakumar et al. (2012), diferentemente de Pontes et
al. (2010), observaram reducdo do peso do cora¢do em relagdo ao seu grupo controle.

Banco et al. (2011) avaliaram o coragdo de um cdo que teve morte subita apds tratamento
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com DOX. Os achados foram semelhantes aos ja citados, acrescidos de irregularidade
entre os tamanhos dos vacuolos e edema dos cardiomidcitos.

A OLE tem efeitos diretos no tecido cardiaco. Galey et al. (1996) realizaram
necropsia em gado de corte e leiteiro e em equinos criados a pasto intoxicados por OLE.
Constataram hemorragia, edema, degeneragdo e necrose no miocardio desses animais.
Botelho (2015), ao tratar cobaios com extratos de OLE, observou vacuolizacdo
citoplasmatica, hemorragia e congestdo. Wu et al. (2015), ao tratarem ratos com 50ug/kg
de OUA antes de induzir ICC por constricdo adrtica, observaram aumento do peso do
cora¢do nesses animais e lesdes como fibrose e hipertrofia cardiaca. Jaafar, Yahya e
Humadi (2019) dividiram ratos em dois grupos e os trataram com 5pg/kg e 10pug/kg de
DIG, respectivamente. Os pesquisadores demonstraram que doses baixas de DIG sdo
capazes de causar hemorragia, edema e hialinizacdo dos cardiomiécitos. Bourdois et al.
(1986) observaram hemorragia subendocardica em cdes que receberam baixas doses de

DIG.
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Figura 23. Alteracdes macroscopicas causadas em rato Wistar apds desafio com doxorrubicina e
tratamento com digoxina.

A. Da esquerda para a direita: baco, coragdo, pulmdes, figado e rins apresentando congestio
intensa. B. Abdomen com grande quantidade de liquido hemorragico.



Figura 24. Cortes histoldgicos do coragdo de ratos Wistar desafiados com doxorrubicina e
tratados com salina e oleandrina.

A. Histologia do coracdo de um rato Wistar desafiado com doxorrubicina e tratado com salina.
Observam-se inumeros vacuolos citoplasmaticos da eosinofilia (HE, 50x). B. Histologia do
coracdo de um rato Wistar desafiado com doxorrubicina e tratado com oleandrina. Observa-se
uma area extensa de hemorragia no miocardio (HE, 200x). C. Histologia do cora¢do de um rato
Wistar desafiado com doxorrubicina e tratado com oleandrina. Observa-se citoplasma
eosinofilico e presenca de material amorfo, evidenciando necrose (HE, 50x). D. Histologia do
coracdo de um rato Wistar desafiado com doxorrubicina e tratado com oleandrina. Observam-se
nucleos picnoticos e inimeros vactolos citoplasmaticos (HE, 100x).
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Figura 25. Cortes histoldgicos do coragdo de ratos Wistar desafiados com doxorrubicina e
tratados com ouabaina e digoxina.

A Histologia do coracdo de um rato Wistar desafiado com doxorrubicina e tratado com ouabaina.
Observa-se desorganizacdo das fibras musculares cardiacas e niicleos de diferentes tamanhos
(HE, 50x). B. Histologia do cora¢do de um rato Wistar desafiado com doxorrubicina e tratado
com ouabaina. Observam-se vactolos citoplasmaticos (HE, 50x). C. Histologia do cora¢do de um
rato Wistar desafiado com doxorrubicina e tratado com digoxina. Observam-se nticleos normais
e nucleos picndticos, além de vactolos citoplasmaticos (HE, 50x). D. Histologia do coracdo de
um rato Wistar desafiado com doxorrubicina e tratado com digoxina. Observa-se intensa
desorganizagdo do tecido muscular cardiaco, nucleos picnéticos e vacuolos citoplasmaticos (HE,
100x).
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6. CONCLUSOES

Nas condi¢des em que esse experimento foi realizado € possivel concluir que os
GCs OLE, OUA e DIG nao apresentam potencial terapéutico no tratamento da ICC
induzida pela DOX.

Os farmacos ndo foram capazes de otimizar os parametros avaliados na ECO, no
ECG e causaram alteragoes deletérias nos indices hematologicos e bioquimicos dos ratos.
Além disso, ocasionaram lesdes necroticas ao tecido cardiaco.

Com base nos resultados, pondera-se que mais estudos sdo necessarios para

avaliar a farmacocinética e farmacodinamica desses GCs.
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