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RESUMO
ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA E CARDIOPROTETORA DO ALFA-

BISABOLOL SOBRE A CARDIOTOXICIDADE INDUZIDA POR
DOXORRUBICINA EM CAMUNDONGOS C57BL/6

Introducdo: A cardiotoxicidade é um efeito colateral decorrente do tratamento de
pacientes oncoldgicos com antraciclinas. A doxorrubicina é um dos farmacos mais
frequentemente utilizados em diferentes tipos de cancer, adultos e pediatricos, incluindo
o cancer de mama, o mais prevalente em mulheres. Infelizmente, apesar de sua eficacia,
o significado clinico da incorporacdo da doxorrubicina € prejudicado por seus efeitos
adversos, que geralmente se manifestam como cardiotoxicidade em até anos apos a
interrupcao do tratamento. Nesse sentido, € especialmente importante na pesquisa cardio-
oncologica a identificacdo de terapias para retardar ou prevenir a ocorréncia de
complicaces cardiovasculares. O alfa-bisabolol € um alcool sesquiterpénico com
importante acdo anti-inflamatoria descrita. Assim, o presente trabalho objetivou
investigar o papel do alfa-bisabolol sobre a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.
Metodologia: Camundongos C57BL/6 machos (25-25g) foram divididos em grupos
(n=6/grupo) e tratados com Salina 0,9% (6 ml/kg + tween 20 2% i.p 1xdia/19 dias),
doxorrubicina (4 mg/kg nos dias 0, 7 e 14) isoladamente ou 1 h antes de alfa-bisabolol
(50 mg/kg, 1xdia/19 dias) ou alfa-bisabolol isoladamente por 19 dias. A variacdo ponderal
foi avaliada diariamente. No dia 20, avaliaram-se parametros eletrocardiograficos (ECG)
e obteve-se uma amostra de sangue para analise bioquimica. Apos a eutanasia, amostras
de coracdo foram extraidas para estudos histopatoldgicos e inflamatérios. Resultados: A
Doxorrubicina induziu uma significativa perda de massa corp6rea dos animais,
acompanhada de perda de massa cardiaca, alteragdes histopatoldgicas caracterizadas pela
reducdo da area de cardiomidcitos, parametros parcialmente atenuados de forma dose-
dependente pelo tratamento com alfa-bisabolol (p<0.05 vs. grupo doxorrubicina).
Ademais, essas alteracbes foram acompanhadas por alteracbes no ECG provocando
prolongamentos das ondas ST, QRS, QTc, junto a uma diminuicdo na onda T. Tais
alteracdes que foram moduladas pelo tratamento com alfa-bisabolol. Adicionalmente, a
doxorrubicina aumentou os niveis séricos de creatino-fosfoquinase fracdo MB (CK-BM),
que esta associada a lesdo e morte dos cardiomiocitos. A resposta inflamatéria é marcada
pelo aumento de neutréfilos no tecido cardiaco e acompanhada pelo aumento da
expressao de receptores Toll like receptor 9 (TLR-9) e Fosfoinositide 3 quinase gamma
(PI3K-gamma), culminando com a producéo de citocinas interleucina (IL-1beta, IL-6 e
IL-10). Todos esses parametros foram significativamente modulados pelo tratamento com
alfa-bisabolol (p<0.05 vs. grupo doxorrubicina). Concluséo: O alfa-bisabolol apresentou
atividade anti-inflamatoria, atenuando o desenvolvimento da cardiotoxicidade associada
a doxorrubicina.

Palavras-chave: Cardiotoxicidade, inflamacédo, PI3K-gama, TLR-9, IL-6, IL-1beta



ABSTRACT

ANTI-INFLAMMATORY AND CARDIOPROTECTIVE EFFECT OF ALPHA-
BISABOLOL ON THE DOXORUBICIN-INDUCED CARDIOTOXICITY IN
C57BL/6 MICE

Introduction: Cardiotoxicity is a side effect resulting from the treatment of cancer
patients with anthracyclines. Doxorubicin is one of the most frequently drugs used for the
management of several types of cancer in adults and pediatrics, including breast cancer,
the most prevalent in women. Unfortunately, despite its effectiveness, the clinical
significance of incorporating doxorubicin in cancer therapy is undermined by its
toxicities. It is which usually manifested as cardiotoxicity up to years after
discontinuation of treatment. It is then especially important in cardio-oncology research
to identify therapies to delay or prevent the occurrence of doxorubicin-related
cardiovascular complications. Alpha-bisabolol is a sesquiterpene alcohol with an
important anti-inflammatory action described. The present study aimed to investigate the
role of alpha-bisabolol on doxorubicin-induced cardiotoxicity. Methods: C57BL/6 male
mice (25-25g) were divided into groups (n=6/group) and injected with 0.9% saline (6
ml/kg + 2% tween 20 2% i.p 1xday/19 days, i.p.), doxorubicin (4 mg/kg on days 0, 7, and
14, i.p.) alone or 1 h before alpha-bisabolol (50 mg/kg, once daily/19 days, p.0.) or alpha-
bisabolol alone for 19 days. Body mass change was assessed daily. On day 20,
electrocardiographic (ECG) parameters were evaluated and a blood sample was obtained
for biochemical analysis. After euthanasia, heart samples were extracted for
histopathology and measuring inflammatory markers. Results: Doxorubicin induced a
significant loss of body and cardiac masses, histopathological alterations characterized
by the reduction of the cardiomyocyte area, parameters partially attenuated by the
treatment with alpha-bisabolol (p<0.05 vs. doxorubicin group). Additionally, these
alterations were accompanied by alterations in the ECG causing prolongation of the ST,
QRS, and QTc waves, together with a decrease in the T wave, alterations that were
prevented by alpha-bisabolol. Besides, doxorubicin increased serum levels of creatine
phosphokinase MB fraction (CK-BM), which was associated with cardiomyocyte injury
and death and neutrophilic infiltrate. Inflammation response was marked by increased
expression of neutrophils in cardiac tissue, accompanied by increased expression of Toll
like receptors (TLR9) and phosphoinositide 3 kinase gamma (P13K-gamma), culminating
with the production of cytokines (IL-1beta, IL-6 and IL-10). All these parameters were
significantly attenuated by alpha-bisabolol treatment (p<0.05 vs. doxorubicin group).
Conclusion: Alpha-bisabolol demonstrated an anti-inflammatory activity, attenuating the
development of doxorubicin-associated cardiotoxicity.

Keywords: Cardiotoxicity, inflammation, PI3K-gamma, TLR-9, IL-6, IL1 Beta.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer

O céncer é uma doengca de alta incidéncia e mortalidade, sendo a segunda causa
principal de mortes no mundo, o que representa um continuo desafio a profissionais de
salde (SIEGEL et al., 2021). Os tipos de cancer mais comuns em relacéo ao sexo sao: em
homens — prostata, pulmé&o, brénquios e cancer colorretal (CCR), os quais representam
42% de todos os casos; e em mulheres — mama, pulmédo e CCR, que coletivamente
representam metade de todos os novos diagndsticos. O cancer de mama, por sua vez, é
responsavel por 30% de todos os novos diagndsticos de cancer em mulheres (Figura 1).
De acordo com os Ultimos dados estatisticos, estima-se que a carga global de cancer se
apresenta em torno de 28,4 milhdes de casos em 2040, com um aumento de 47% a partir
de 2020 (SUNG et al., 2021).

Figura 1- Os tipos de cancer mais comuns em homens e mulheres

Estimated New Cases

Males Females

Prostate 248,530 26% Breast 281,550 30%

Lung & bronchus 119,100 12% Lung & bronchus 116,660 13%
Colon & rectum 79,520 8% Colon & rectum 69,980 8%
Urinary bladder 64,280 7% Uterine corpus 66,570 7%
Melanoma of the skin 62,260 6% Melanoma of the skin 43,850 5%
Kidney & renal pelvis 48,780 5% Non-Hodgkin lymphoma 35,930 4%
Non-Hodgkin lymphoma 45,630 5% Thyroid 32,130 3%
Oral cavity & pharynx 38,800 4% Pancreas 28,480 3%
Leukemia 35,530 4% Kidney & renal pelvis 27,300 3%

Pancreas 31,950 3% Leukemia 25,560 3%

All Sites 970,250 100% All Sites 927,910 100%

Fonte: American Cancer Society, Cancer statistics, 2021
1.2 Tratamento do cancer

Muito se discute acerca da importancia do tratamento do cancer em rela¢éo ao
risco-beneficio quando se fala em qualidade de vida do paciente. Dependendo do tipo de
cancer e do estadio, encontram-se entre as opg¢des de tratamento: radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal, terapias alvo direcionada e imunoterapia (WANG,; LEI,
HAN, 2018). A quimioterapia é geralmente considerada um método eficaz no manejo

clinico do cancer e inclui farmacos derivados de plantas ou de origem semissintética ou



18

sintética. Dependendo do mecanismo de acdo, encontram-se agentes alquilantes, como
ciclofosfamida, ifosfamida e compostos platinicos; antimetabdlitos, a exemplo do 5-
fluorouracil, gemcitabina, capecitabina; os inibidores do fuso mitético, como os taxanos,
vimblastina e vincristina; inibidores da topoisomerase | (irinotecano e topotecano) e 11
(etoposideo, teniposideo e antraciclinas como idarrubicina, daunorrubicina e
doxorrubicina) (BUKOWSKI; KCIUK; KONTEK, 2020).

Independentemente do claro avango terapéutico em termos de aumento de
sobrevida, os pacientes sdo acometidos com incontaveis efeitos colaterais graves
relacionados a quimioterapia, uma vez que o tratamento nao é especifico para células
tumorais em proliferacdo, mas, também, geram impacto sobre as células normais, como
0 bulbo capilar, pele, medula 6ssea e células epiteliais do trato gastrointestinal. De forma
interessante, os efeitos colaterais causados pelo tratamento quimioterapico dependem do
tipo de droga utilizada, o tipo de cancer e sua localizacdo, além de fatores individuais dos
pacientes (WANG; LEI; HAN, 2018). Entre as toxicidades mais comuns podem-se citar:
alopecia, nduseas e vOmitos, anemia, fatiga, anorexia, dispepsia, mielossupressao.
Entretanto, a quimioterapia classica pode, também, levar ao surgimento de uma série de
efeitos adversos caracteristicos de determinados farmacos. Nesse contexto, podemos
citar: mucosites gastrintestinais associadas ao uso de 5-fluorouracil e irinotecano; esteato-
hepatite consequente ao irinotecano; osteonecrose de mandibula induzida por acido
zoledrdnico; neuropatias sensitivas periféricas ligadas ao uso de oxaliplatina e vincristina;
cistite hemorrégica por ciclofosfamida e ifosfamida; além de cardiomiopatia dose-
dependente, uma complicacdo frequente em pacientes em uso das antraciclinas
(HENRIKSEN, 2018).

1.3 Antraciclinas

As antraciclinas séo derivadas de pigmentos do fungo Streptomyces peucetius
var. Caesius. A doxorrubicina junto com epirrubicina, daunorrubicina e idarrubicina,
pertencem a familia das antraciclinas (OCTAVIA et al., 2012). A mais utilizada das
antraciclinas € a doxorrubicina, cujas propriedades citotoxicas foram identificadas no ano
1950, tendo sido clinicamente aprovada como um medicamento anticancer no ano 1963
(WENNINGMANN et al., 2019). E considerada um potente agente antineoplasico,

estando entre os quimioterapicos mais utilizados no tratamento de diferentes tipos de
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tumores solidos, como cancer de mama, pulméo, cancer de ovario, testicular e tumores

hematoldgicos, linfomas e leucemias (NAJAFI et al., 2020).

A despeito da sua eficacia, a cardiotoxicidade é um dos efeitos colaterais mais
graves (HENRIKSEN, 2018). A cardiotoxicidade relacionada a antraciclicos ¢ uma
complicacao dose-dependente que pode afetar 9% dos pacientes tratados, manifestando-
se em praticamente todos 0s pacientes no primeiro ano do tratamento quimioterapico

(CARDINALE et al., 2015) e cuja patogénese ainda envolve grande debate.

As manifestacdes clinicas toxicas induzidas por doxorrubicina podem ser
cardiotoxicidade aguda e cardiomiopatia cronica (MA et al., 2020). A administracdo da
antraciclina esta associada a lesdo de cardiomidcitos dose-dependente, levando a
disfuncdo do ventriculo esquerdo (VE) e alteracBes graves na conducgdo elétrica.
(OCTAVIA et al., 2012) (HENRIKSEN, 2018) (SILVA et al., 2018).

A remodelacdo elétrica € um processo que acontece nas fases iniciais da
patologia cardiaca e as arritmias geralmente acontecem como suas manifestacoes tardias.
A remodelacdo elétrica esta interrelacionada com a remodelagdo estrutural em diversas
patologias cardiacas e a identificacdo dessas alteracdes no ECG € de grande importancia
diagnostica e prognéstica (BACHAROVA, 2007). As alteracdes no ECG induzidas pela
doxorrubicina em modelos de camundongos incluem: prolongamentos do complexo
QRS, intervalo QT, segmento ST, diminuicdo da onda P e T (WARHOL et al., 2021)
(DANESI; DEL TACCA; SOLDANI, 1986).

As manifestacdes cardiotoxicas associadas ao tratamento do cancer de mama
incluem pericardite, isquemia miocardica, hipertensdo, anormalidades de conducdo e
doenca tromboembdlica (CARON; NOHRIA, 2018). A incidéncia de insuficiéncia
cardiaca ¢ de aproximadamente 3 a 5% com uma dose cumulativa de 400 mg/m? de
doxorrubicina e a incidéncia de complicagdes € de 48% com o aumento da dose total do
farmaco resultante para 700 mg/m? (ZAMORANO et al., 2016). Além disso, tem sido
mencionada a diferenga de género como um dos fatores de risco aumentado, relatando-se
que mulheres desenvolvem toxicidade mais grave do que homes. Outros fatores de risco
tém sido mencionados, como a idade, idosos e criancas Sd0 mais suscetiveis, e
administracdo simultdnea com outros medicamentos cardiotoxicos (OCTAVIA et al.,
2012).
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1.4 Mecanismo de acao e patogénese da cardiotoxicidade das antraciclinas

A acdo descrita para as antraciclinas envolve sua ligacdo aos pares de bases de
DNA e topoisomerase Il (Top2) para formar um complexo ternario Top2-doxorrubicina-
DNA. Tal mecanismo desencadeia a morte celular, por impedir a sintese de DNA e RNA
(TEWEY et al., 1984). A inibicdo da top2 o e B causa 0 acimulo de quebras em ambas
as fitas de DNA e causa disfuncdo mitocondrial, levando a ativacdo das vias de morte
celular e ao acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (HENRIKSEN, 2018)
(Figura 2). O mecanismo antineoplésico chave da doxorrubicina é, consequentemente, a
inibicdo da top2 o, altamente expressa em células tumorais em proliferacdo rapida
(OCTAVIA et al., 2012). No caso da inibi¢do da top2 B, observa-se uma ativacao da via
supressora tumoral p53, além de uma disfuncdo mitocondrial e aumento da apoptose
(MCGOWAN et al., 2017). Este segundo mecanismo contribui para a cardiotoxicidade.

Figura 2- Mecanismo de lesdo celular e morte em células tumorais
e cardiomidcitos.
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Mecanismo de les&o de células cancerosas e cardiomiccitos induzido por antraciclinas. O efeito terapéutico
das antraciclinas contra as células cancerosas é mediado pela inibi¢do de Top 2a. No caso da inibicdo Top
2P leva a lesdo nos cardiomidcitos. A inibicdo da Top2 em ambos tipos celulares induz a acumulagdo de
quebras de DNA em ambas fitas e disfungdo mitocondrial que leva a ativacdo de vias de morte e acumulacao
de EROS.

Adaptado de (HENRIKSEN, 2018)
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Os mecanismos patogénicos da cardiomiopatia por doxorrubicina ainda ndo foram
totalmente elucidados, porem além de danos ao DNA mitocondrial pela inibi¢&o de Top2
B, os mecanismos que envolvem as vias intrinseca e extrinseca da apoptose séo criticas
nesse processo de desenvolvimento da cardiotoxicidade. A formacdo de EROS pode ser
induzida na presenca de enzimas oxirredutoras como P450 redutase, NADH
desidrogenase e xantina oxidase. Por sua vez, 0 grupamento quinona da doxorrubicina
pode sofrer reagdes redox (PODYACHEVA et al., 2021).

A NADPH é uma co-enzima importante que promove a formacdo de EROS no
ciclo redox. As NOX ajudam a converter a fracdo quinona em um radical semiquinona
que pode reagir com o oxigénio para formar peréxido de hidrogénio e oxidases de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH). Foi, ainda, demostrado que a
isoforma NOX2 que é uma das sete diferentes isoformas de NADPH oxidase é o principal
mediador de EROS derivados de NOX (SILVA et al., 2018).

O papel do 6xido nitrico (NO) na formacdo de EROS também ja foi descrito. O
NO é um vasodilatador que medeia funcGes cardiovasculares em condi¢cdes homeostaticas
normais. Por outro lado, um nivel aumentado de NO é observado na cardiomiopatia por
doxorrubicina (SILVA et al., 2018). Um estudo demonstrou que a exclusdo ou
superproducdo de eNOS em camundongos pode melhorar ou piorar a fungdo cardiaca
apo6s uso de doxorrubicina em comparacdo com animais selvagens cuja expressao €
normal (NEILAN et al., 2007)

Em paralelo, o estresse oxidativo provoca a ativacao dos reguladores do apoptose,
proteina associada a familia BCL-2 (BAX), que ativa a liberacdo do citocromo ¢ pelos
poros da membrana mitocondrial, e esse processo induz a cascata de caspases de ativagao
das vias intrinseca e extriseca do apoptose, que acaba levando a morte dos cardiomidcitos
e ao comprometimento da fungdo contratil (OCTAVIA et al., 2012) (Figura 3). Nos
modelos de cardiotoxicidade, o estresse oxidativo ativa o HSF-1, que produz uma
proteina do choque térmico, a Hsp25, que contribui estabilizando a p53 e aumenta a
producéo de proteinas pro-apoptoticas (OCTAVIA et al., 2012) (Figura 3).

Um estudo realizado em células H9C2 demostrou os eventos sequenciais de
mecanismos moleculares mediado pelo NADPH/EROS, destacando a importancia do
fator nuclear-kB (NF-kB), além da sinalizagdo de quinases reguladas por sinais
extracelulares (ERK1/2) e outras quinases ativadas por mitdgeno desencadeando apoptose
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dos cardiomidcitos (ZHAO; ZHANG, 2017). A sinalizacdo por NF-kB é o ponto
convergente no qual as cascatas de sinal subsequentes sdo ativadas, incluindo
interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina 1-beta (IL-
1beta), além de outras citocinas inflamatdrias criticas na resposta inflamatoria da
doxorrubina (VYAS; LAPUT; VYAS, 2014).

Figura 3- Mecanismos patogénicos de cardiotoxicidade induzida
por doxorrubicina
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Interacdo da doxorrubicina com diferentes mecanismos patogénicos e vias apoptéticas do cardiomiécito. O
comeco da formagdo de EROS é mediante a interagcdo com eNOS e nas mitocondrias a doxorrubicina causa
a liberagdo de citocromo C oxidase e também induz o prolongamento do tempo de abertura dos canais de
calcio no reticulo sarcoplasmatico. A fosforilagdo de Akt inibe a ativagdo de Bad que é uma das principais
vias antiapoptoticas. O aumento da geracdo de EROS também ativa HSF-1 e produz mais Hsp25, o que

causa 0 aumento de proteinas pro-apoptéticas.
(OCTAVIA et al., 2012)

As mitocondrias sdo as organelas intracelulares mais prejudicadas pela
exposicdo a doxorrubicina. Um dos fatores mais contribuintes para o acumulo de



23

doxorrubucina na membrana mitocondrial interna é sua alta afinidade a cardiolipina,
formando um complexo quase irreversivel, rompendo a interface cardiolipina-proteina e
resultando em maior formagdo de radicais superoxido. A cardiolipina é um fosfolipidio
presente na membrana mitocondrial, tendo um papel de estabilizar a estrutura
mitocondrial, funcdo, metabolismo energético cardiaco e sobrevivéncia celular
(SCHLAME; RUA; GREENBERG, 2000).

Em um modelo de cardiomiopatia cronica induzida por doxorrubicina em ratos,
foi demonstrada uma transicdo geral do metabolismo aerdbico para anaerébico do
musculo cardiaco. 1sso esta ligado a uma diminuicdo na oxidacdo de acidos graxos de
cadeia longa nas mitocondrias cardiacas e um aumento no metabolismo da glicose
(PODYACHEVA et al., 2021).

A ferroptose é outro mecanismo descrito envolvido na cardiotoxicidade
induzida pela doxorrubicina e que ocorre como consequéncia da oxidacao lipidica. E uma
morte celular dependente de ferro, que pode ser evitada mediante quelacdo de ferro
(STOCKWELL et al., 2017). Estudos mostraram que o metabolismo do ferro é mediado
por proteinas que sequestram e se ligam ao ferro intracelular. A formag&o do complexo
FE-S é uns dos mecanismos descritos da aconitase citoplasmatica/ IRE-BP (proteinas de
ligacdo aos elementos responsivos ao ferro), aumentando a estabilidade do mRNA da
transferrina e impedindo a tradugdo de proteinas de sequestro de ferro (MINOTTI et al.,
2004)

A desregulacao do calcio como mencionado anteriormente € outro mecanismo
conhecido. O doxorrubicinol, metabdlito hidroxilico da doxorrubina, é conhecido por
afetar a homeostase do calcio por varios mecanismos, incluindo a modulagdo da bomba
Ca?*-ATPase (SERCA) do reticulo sarco/endoplasmatico (MITRY; EDWARDS, 2016).
A diminuicdo os niveis de expressdo génica das proteinas do reticulo sarcoplasmatico,
responsaveis pelo transporte de calcio é considerada a causa basica da homeostase
alterada do calcio (KALIVENDI et al., 2005).

Outros estudos mostraram a implicacdo da autofagia na cardiotoxicidade
induzida pela doxorrubicina. InvestigacGes conduzidas em celulas H9C2 indicaram que
a doxorrubicina aumenta a producdo de vacuolos autofagicos. O mesmo acumulo de
vaclolos autofagicos também foi mostrado em coracbes de ratos expostos a
doxorrubicina (KOLEINI; KARDAMI, 2017).
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O conhecimento dos mecanismos patogénicos da cardiotoxicidade associada a
doxorrubicina tem aberto uma pléiade de potenciais alvos terapéuticos. Um estudo
recente relatou que a ativacdo enzima fosfoinositide 3-kinase gamma (P13Ky) tem uma
acdo importante na cardiotoxidade induzida por doxorrubicina. Nesse sentido,
camundongos nocaute para a porcdo catalitica da PI3Ky (Pi3ky kinase-dead) ou que
receberam inibidores seletivos de PI3Ky e que foram submetidos a tratamento crénico
com doxorrubicina apresentaram uma protecdo contra o desenvolvimento da
cardiotoxicidade (LI et al., 2018). Tal efeito foi acompanhado por uma menor autofagia
e resposta inflamatoria. Um ponto relevante acerca da sinalizacdo celular, foi a
demonstracdo de que receptores toll-like tipo 9 (TLR-9) sdo importantes intermediarios
na ativacao da fosfoinositideo 3-quinase gamma (P13Ky) (LI et al., 2018). Em paralelo, a
inibicdo deste alvo enzimético contribuiu para a potencializacdo da reducdo do
crescimento tumoral (LI et al., 2018). De forma translacional, amostras de biopsia de
pacientes com cardiotoxicidade consequente ao uso de doxorrubicina apresentaram alta
expressao de PI3Ky (LI et al., 2018).

De maneira complementar, Guo e colaboradores, (2020), mostraram que a
deficiéncia de TLR-9 alivia a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina através da
regulacdo da autofagia in vivo e in vitro. O papel de TLRs parece ser bem amplo, visto
que outro estudo demostrou que a delecdo do TLR-5 leva a efeitos protetores similares
em camundongos (MA et al., 2020).

De forma interessante, alguns compostos terpenos como o nerolidol tem
mostrado um importante papel na protecdo da cardiotoxicidade induzida com
doxorrubicina, atenuando estresse oxidativo, inflamagéo e apoptose modulando as vias
de sinalizacdo Nrf2/MAPK (ARUNACHALAM et al., 2021), além do geraniol
modulando negativamente a sinalizacdo NF-kB e ativando a sinalizacdo da via Nrf2/OH-
1(YOUNIS et al., 2021).

Como evidenciado anteriormente, uma importante e potencial alternativa para
diminuir a cardiotoxixidade causada por doxorrubicina envolve a modulagdo de vias
inflamatdrias e oxidativas. Produtos naturais com essas propriedades, como 0s terpenos,
tém grande perspectiva. Nesse sentido, o alfa-bisabolol, um éalcool sesquiterpénico, é uma
substancia que é caraterizada pelos seus efeitos anti-inflamatérios ja descritos (JAVED
et al., 2020).
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1.5 alfa-bisabolol

O  alfa-bisabolol alfa,4-dimetil-alfa-(4-metil-3-pentenil)-3-ciclohexeno-1-
metanol, também referido como levomenol, com uma massa molecular de 222,37 g/mol
(C15H260), foi isolado pela primeira vez em 1951 por Isaac (BRUNKE;
HAMMERSCHMIDT, 1985), é um alcool sesquiterpeno monociclico. Os sesquiterpenos
(C15) séo formados biossinteticamente a partir de trés unidades de isopreno de cinco
carbonos (KAMATOU; VILJOEN, 2010) (Figura 4).

O sesquiterpeno alfa-bisabolol é obtido de plantas incluindo camomila
(chamomilla recutita L), que é uma das fontes mais exploradas. O 6leo essencial desta
pode conter até 50-90% de a-bisabolol em sua constituicdo (ORAV; RAAL; ARAK,
2010). Outras plantas que contém uma menor porcentagem de bisabolol sdo: Salvia
(Salvia runcinata) >60%, e Salvia stenophylla até 46,5% (KAMATOU; VILJOEN,
2010), Plinia cerrocampenesi, 48,8% (ORAV; RAAL; ARAK, 2010), e madeira de
candeia Eremanthus erythropappus, até 85% (KAMATOU; VILJOEN, 2010a). O alfa-
bisabolol, gerou interesse devido ao seu potencial terapéutico e a suas mdaltiplas
propriedades farmacoldgicas que ja foram identificadas como anti-inflamatorio,
antioxidante, anti-infeccioso, anticancer, cardioprotetor (NAGOOR MEERAN et al.,
2020).

Figura 4- Estrutura quimica do alfa-bisabolol
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O efeito anti-inflamatério do alfa-bisabolol tem sido muito investigado. Foi

evidenciado que pode estar ligado a inibicdo de algumas proteinas, como oxido nitrico
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sintase induzivel (iNOS), ciclooxigenase-2 (Cox-2) e os fatores de transcricdo NF-kB,
ERK e p38 (MUNOZ-PEREZ et al., 2018). Além disso, foi estudada sua atividade
analgésica e anti-inflamatdria induzida por carragenina, além de ser capaz de diminuir a
migracdo de leucdcitos e a producdo de TNF-alfa em cavidade peritoneal estimulada por
carragenina (ROCHA et al., 2011).

O alfa-bisabolol também foi estudado em modelos de doengas neurodegenerativas
como doenca de Parkinson, mostrando resultados significativos na modulagéo do estresse
oxidativo, neuroinflamacdo, e apoptose (JAVED et al., 2020). Em outros estudos o alfa-
bisabolol também mostrou efeitos citotoxicos em células de cancer de pulméao A459,
mediante a inducdo da parada do ciclo celular, a apoptose, disfuncdo mitocondrial e
inibicdo das vias de sinalizacdo da PI3K/Akt (WU et al., 2018). Em células de cancer
endometrial demonstrou um aumento da sensibilidade das células a radioterapia, sendo
uma alternativa para superar a radioresisténcia (FANG et al., 2019). Além disso,
apresentou atividade anti-amiliodogénica em células PC12 (SHANMUGANATHAN et
al., 2018).

Em um estudo que avaliou o potencial de toxicidade do alfa-bisabolol obtido do
6leo da camomila, observou-se a auséncia de manifestacfes toxicas desse sesquiterpeno
quando administrado a ratos gravidos por gavagem em doses de até 1000 mg/kg
diariamente por 6 a 15 dias. Contudo, em concentragoes superiores houve uma redugéo
significativa do nimero de fetos implantados. Além disso, houve uma reducdo do
consumo de racdo (HERNANDEZ-CERUELOS et al., 2007).

Alem disso, tem sido relatada a sua baixa toxicidade oral. Em um estudo, foi
mostrado que a administracdo da dose de 2.000 mg/kg confirmou a auséncia de toxicidade
apos administracao oral aguda do alfa-bisabolol (Registration Dossier- ECHA). Ademais,
é aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) e listado como sustancia
reconhecida como segura para uso em alimentos e bebidas (KAMATOU; VILJOEN,
2010).

Em modelos de infarto de miocardio, o alfa-bisabolol mostrou uma potente
resposta inflamatdria, disfuncao lisossomal, e reduzir a ativacéo do inflamassoma NLRP3
e da via TLR-4-NF-kB/MAPK, além de modular a disfuncdo do fluxo autofagico
(NAGOOR MEERAN et al., 2020) e, de inibir os canais de calcio dependentes de
voltagem (DE SIQUEIRA et al., 2014).
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Esses achados nos motivaram a avaliar o potencial antiinflamatorio e
cardioprotetor do alfa-bisabolol no modelo de cardiotoxicidade induzida por

doxorrubicina.
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2. JUSTIFICATIVA

As antraciclinas estdo entre os quimioterapicos mais utilizados e mais potentes,
para diferentes tipos de céncer incluindo o céncer de mama. A epirrubicina,
daunorrubicina, idarrubicina e doxorrubicina sdo as antraciclinas mais utilizadas. No
entanto, essa familia de antineoplasicos acarreta um efeito cardiotoxico dose-dependente
que pode ndo apenas trazer complicacBes e intercorréncias durante o tratamento
quimioterapico, mas também apos o término do tratamento.

Estudos recentes evidenciaram a capacidade de monoterpenos, como o geraniol,
e sesquiterpenos, como o nerolidol, em atenuar a cardiotoxicidade relacionada a
doxorrubicina. Um mecanismo potencial envolvido na cardioprotecdo demonstrada por
esses terpenos envolve o aumento da expressdo das vias PI3K/Akt, Nrf2/HO-1, da
capacidade antioxidante total, redugdo da sinalizacdo de NF-kB e dos niveis de citocinas
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1p)
e interleucina-18 (IL-18), além de reduzir a expressao de 6xido nitrico sintase induzida e
de ciclooxigenase-2. Com base nessas evidéncias, moléculas estreitamente relacionadas,
como o alfa-bisabolol, um alcool sesquiterpénico, e que ja demonstraram atividade anti-
inflamat6ria em outros modelos, como o de infarto do miocérdio induzido por agonistas
beta-adrenérgicos, sao candidatos promissores para prevenir a cardiotoxicidade induzida

por doxorrubicina. Este, portanto, é o objetivo principal do presente trabalho.
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OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliacdo do efeito anti-inflamatorio e cardioprotetor do alfa-bisabolol em
modelo de cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina em camungongos
C57BL/6.

3.2 Especificos

e Caracterizar a indugdo da cardiotoxicidade experimental induzida por

doxorrubicina segundo parametros eletrofisioldgicos e bioquimicos.

e Caracterizar os efeitos eletrofisioldgicos cardiacos do alfa-bisabolol

isoladamente.

e Determinar a influéncia do alfa-bisabolol sobre as alteracfes morfoldgicas

cardiacas e eletrocardiogréaficas associadas a cardiotoxicidade.

e Avaliar o perfil de expressdo de marcadores inflamatorios durante a
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina, bem como o efeito do alfa-

bisabolol sobre esses parametros.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos e instrumentos

Agitador magnético TE 089

Agitador vordex cetormart MV

Balanca analitica de precisdo, FA2104N
Balanca Filiozola MF

Capela de exaustdo de gases

Centrifuga refrigerada Eppendorf 5804-R
Espectrofotometro Biotek ELX800
Estufa shel lab

Freezer -80°C Thermo Scientific

Homogenizador de solu¢Ges AP 22 Phoenix Luferco

Baldo volumétrico (50,100,1000 ml)
Beaker (50, 100, 200, 500 ml)

Cassetes de histologia

Cubeta 1mi

Funis de vidro

Lamina lisa para microscopia 26x76 mm
Laminula 24x32mm

Lamina com xilano da dako

Microtomo Leica

Magquina de inclusdo em parafina Leica
Material Cirdrgico

Micropipeta multicanal Gilson (200 pl)
Micropipetas eppendorf (2, 10, 20,200 €1000 pl)
Microscopio optico Olympus BX41
Placa estéril de 96 pocos

Tubos falcon (15, 50ml)

Proveta (10, 25, 50,100, 1000 ml)
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4.2 Drogas e solucdes

4.2.1 Drogas

Cloridrato de doxorrubicina (Evorubicin®, 50 mg/frasco-ampola, Farmarin,
Montevidéu, Uruguai).

alfa-bisabolol (Codigo do produto #14462, Sigma-Aldrich, Séo Paulo, Brasil)
Tribromoetanol 2,5% (T48402, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil)

Cloridrato de quetamina (Quetamina, 10 g/100 mL, ampolas contendo 10 mL,
Vetnil, Sdo Paulo, Brasil)

Cloridrato de xilazina 2% (Xilazin®, 2 g/100 mL, ampolas contendo 10 mL,
Syntec, Séo Paulo, Brasil)

Heparina sodica (HEMofol®, 5000 U/mL, ampolas com 5,0 ml, Cristalia, S&o
Paulo, Brasil)

4.2.2 Solugdes

Formol tamponado 10%

Acido sulfdrico 100%

Alcool Etilico 50%, 70%, 90%, 100%

Perdxido de hidrogénio 30%

Solucéo salina estéril (NaCL 0,9%)

Tampéo 1 para MPO (NaCl, EDTA dissadico e tampao fosfato de sédio)
Tampao de lise (NaCl a 0,2%)

Tampéo fosfato de sddio (Tampdo HTAB — hexadeciltrimetilamonio-brometo)

4.2.3 Corantes

Hematoxilina (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil)

Eosina (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil)
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4.3 Animais
Os protocolos foram realizados no Laborat6rio de Farmacologia da Inflamacéo e

do Céncer (LAFICA), localizado no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM), Universidade Federal do Ceara (UFC). Os experimentos foram
conduzidos conforme as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo
Animal (CONCEA) e aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara (CEUA-UFC), protocolado sob o CEUA N° 9897291019.

Para 0 modelo experimental in vivo foram utilizados camundongos machos
isogénicos da linhagem C57BL/6, com peso entre 20 e 25g. Os animais foram fornecidos
pelo biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de
Medicina da UFC. Em cada grupo experimental foram utilizados 6 camundongos que
permaneceram em gaiolas em um ambiente com temperatura de 22 + 2°C em um ciclo de
12h claro /12h escuro, com livre acesso a dgua e ragdo padrdo ad libitum, respeitando o
ndmero maximo de animais por gaiola.

4.3.1 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos

experimentais, conforme a seguir:

1. Veiculo: Camundongos tratado com solucéo tween 80 a 2% em salina 0,9%, v.o.

2. Doxorrubicina (Dox): Para simular os regimes terapéuticos humanos em doses
que cursam com cardiotoxicidade (dose cumulativa de 450 mg/m?, o que equivale
a aproximadamente 12 mg/kg em humanos), administrou-se aos camundongos
uma dose cumulativa total de 12 mg/kg da doxorrubicina escalonada em trés
injecBes por via i.p. Cada injecdo aplicada nos dias 0, 7 e 14 correspondente a uma
dose de 4 mg/kg/dia (ZHAO et al., 2010). A doxorrubicina foi diluida em solucdo
fisioldgica 0,9%.

3. Dox + alfa-bisabolol: Para padronizagdo da melhor dose, administrou-se alfa-
bisabolol (5, 10 ou 50 mg/kg, uma vez ao dia por 19 dias. v.0.). Nos dias em que
a Dox foi administrada, a administracdo do alfa-bisabolol foi realizada 1 h antes
da injecdo do quimioterapico. O alfa-bisabolol foi dissolvido em Tween 80 a 2%
em solucéo fisiologica 0,9%.

4. alfa-bisabolol: Camundongos tratados somente com o a-bisabolol (50 mg/kg,

uma vez ao dia por 19 dias v.0.).
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Figura 5- Resumo do protocolo experimental
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Esquema do protocolo experimental. No dia 0, 7 e 14 injetou-se doxorrubicina 4 mg/kg, i.p. Alfa-

bisabolol foi administrado diariamente do dia 0 até o dia 19. Nos dias de injecdo de doxorrubicina, o alfa-

bisabolol foi administrado 1h antes do quimioterdpico. No dia da eutandsia, 0s animais foram pesados e,

apos a anestesia, realizou-se o eletrocardiograma (ECG) e foi coletado sangue (20 ul) para andlise

bioguimica. Realizou-se, ainda, a coleta do coracdo para posteriores anélises de marcadores de lesdo

cardiaca, andlise histopatoldgica, imunofluorescéncia e dosagem de citocinas.

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3.2 Eletrocardiograma

As leituras do eletrocardiograma (ECG) foram obtidas ao final do tratamento para
cada um dos grupos experimentais. O ECG foi realizado em camundongos sob anestesia
I.p, utilizou-se a mistura de quetamina (80mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) (Chaves et al,
2003). O registro foi realizado com o aparelho Power Lab 8SP/AD Instruments
(Laboratorio Escola Professor Luis Capelo — LELC) e, analisado pelo software
LabChard/AD Instruments. Cada canal foi amplificado a uma taxa de 20Hz e uma
velocidade de 2k/s, usou-se a configuracdo de derivacdo Il. A andlise dos
eletrocardiogramas envolveu os parametros QT(s), QRS (s), R-R (s), R (mV), T(mV).

Figura 6- Registro do ECG em camundongos C57BL/6

Resumo do protocolo experimental do eletrocardiograma. A) Imagem dos eletrodos DEN-12SAF:
12mm x 29 gauge, 487, para medigdo dos parametros eletrocardiograficos. B) Os animais foram
anestesiados e para cada um deles realizou-se uma estabilizagdo durante um tempo de 10 min.
Posteriormente, o animal foi posicionado em uma base plana, deitado em posi¢do supino e imobilizados
com fita para colocacdo dos eletrodos. O registro eletrocardiogréfico foi realizado por 15 min para cada

animal.

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3.3 Indice cardiaco e analise histoldgica

Apos o registro ECG, os camundongos foram eutanasiados para coleta do coracéo,
o qual foi pesado em balanca de preciséo. Posteriormente, extraiu-se a tibia para medida
do comprimento e realizacdo do célculo do indice cardiaco determinado pela seguinte
férmula: [peso do 6rgdo/comprimento da tibia] x 100.

Para a andlise histoldgica, o ventriculo esquerdo foi coletado, fixado em formol
tamponado 10% e incluido em parafina para obtencdo de sec¢fes de 3 pm em micrétomo
(Leica RM 2235) do Departamento de Patologia e Medicina Legal da UFC. Os cortes
foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) e visualizados em microscopio na
objetiva 50 x (Nikon DS-Ril). A area dos cardiomidcitos foi medida utilizando o Sofware

ImageJ com barra de escala de 30 pm.

4.3.4 Dosagem de creatinofosfoquinase — fracdo MB (CK-MB)

O principio da técnica se baseia na reacdo da amostra com o reagente contendo
anticorpo especifico para a subunidade CK-M. A atividade do monémero CK-B é medida
pela sequéncia de reacbes onde a CK-B catalisa a desfosforilacdo da creatina fosfato para
produzir adenina trifosfato (ATP), que reage com a glicose em presenca de hexoquinase
(HK), formando glicose-6-fosfato. A glucosa-6-fosfato, em presenca de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PDH), é oxidada a 6-fosfogluconato (6-PG) e reduz o NAD a NADH.
A velocidade da reacdo ao comprimento de 340 nm é proporcional a atividade da CK-B
na amostra (SCHUMANN et al., 2002).

Para a dosagem, coletou-se sangue do plexo retro-orbital via um capilar
hematoldgico em tubo eppendorf heparinizado, seguido de centrifugacéo para separacéo
do plasma. Foi utilizado o kit da Labtest Liquiform para Creatinofosfoquinase-MB (CK-
MB), conforme recomendacdes do fabricante. Realizou-se a leitura no comprimento de

onda de 340 nm em espectrofotdmetro termostatizado.

4.3.5 Mieloperoxidase

A quantificacdo do infiltrado neutrofilico no coracdo dos camundongos apos a
inducdo da cardiotoxicidade foi determinado pelo ensaio da atividade de MPO, uma
enzima encontrada nos granulos azurdéfilos de neutroéfilos e utilizada como marcador da

infiltrag&o de neutrdfilos no tecido inflamado.
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Um fragmento do ventriculo esquerdo foi coletado de cada animal, pesado e
incubado com 200 pL de tampé&o gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,015
M; pH: 4,7). Posteriormente, os tecidos foram homogeneizados com o auxilio do aparelho
tissue lyser e centrifugados a 1.600 g durante 15 min a 4°C. O pellet formado foi
ressuspenso com 1000 pL de solucdo NaCl 0,2%. Apds nova centrifugacdo, o pellet foi
ressuspenso em tampdo NaPOs 0,05 M (pH: 5,4) contendo 5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB). Em seguida, 0 homogenato foi centrifugado a 18.000
g por 15 min a 4°C. Em seguida, coletaram-se 50 pL do sobrenadante, o qual foi
plaqueado em placa de 96 po¢os para 0 ensaio. Em cada um dos pocgos foram, ainda,
adicionados 25 pL de TMB (3,3,3,3-tetramethylbenzidine; 406 mM) e 100 pL H202 (0,5
mM) e a placa foi incubada na estufa por 5 min a 37 °C. Por fim, a reagdo foi parada com
75 L de &cido sulfurico 4M (ALVES-FILHO et al., 2006).

A quantificacdo foi realizada a partir da curva padrdo de neutréfilos (75000
neutrofilos/50 pL, no primeiro pogo). A leitura foi registrada em espectrofotbmetro ao
cumprimento de onda de 450 nm, e os resultados foram expressos como ndmero de

neutréfilos/ mg de tecido.

4.3.6 Imunohistoquimica para TLR-9

As amostras de coracdo foram fixadas em formol tamponado 10% e posteriormente
incluidas em parafina, cortadas com micrétomo (4 um) e dispostas em laminas silanizadas
para microscopia Dako (Ref. K8020, Agilent Technologies do Brasil, Dako Dinamarca,
Dinamarca). Posteriormente, o tecido foi desparafinado em estufa a 60 °C por 60 min,
seguido de xileno e reidratado em uma série graduada de alcool etilico. O tampao citrato
10 mM pH:6 foi utilizado para a recuperacdo antigénica (incubacdo por 30 min em
temperatura de 95°C em banho-maria). A atividade do perdoxido de hidrogénio foi
bloqueada com H202 3% por 30 min. O bloqueio de liga¢des inespecificas foi realizado
com BSA 5% por 30 min antes da incubagdo com o anticorpo primarios anti-TLR-9 (cat
N: IMG-305B, monoclonal mouse antibody), em dilui¢gdes de 1:100 a 4°C por 12 h em
uma camara umida com PBS. Ap0s esse periodo, as laminas foram lavadas com PBS e
incubadas com anticorpo secundario Dako Envision + Dual Link system-HRP por 30 min
a temperatura ambiente. O método estreptavidina-peroxidase foi usado para detectar os
complexos antigeno-anticorpo, e diaminobenzidina (DAB) foi usada como cromogeno.

Finalmente os cortes foram corados com hematoxilina e todas as se¢des foram analisadas
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pela contabilizacdo do nimero de células marcadas por campo em aumento de 200 x
(YUJING FAN; BINGRONG LIU,2015).

4.3.7 Imunofluorescéncia para TLR-9 e PI3Kgamma

As amostras de coracdo foram fixadas em formol tamponado 10% e
posteriormente incluidas em parafina, cortadas com micrétomo (4 um) e dispostas em
laminas silanizadas para microscopia Dako (Ref. K8020, Agilent Technologies do Brasil,
Dako Dinamarca, Dinamarca). Posteriormente, o tecido foi desparafinado em estufa a 60
°C por 60 min, seguido de xileno e reidratado em uma série graduada de alcool etilico.
Em seguida, foi realizada a recuperacdo antigénica em tampéo citrato de sédio 10 mM
(pH: 6), a temperatura de 95 °C, por 18 min, seguida de resfriamento a temperatura
ambiente durante 20 min. Depois, realizou-se a permeabilizagdo da membrana por 10
min utilizando o triton X-100 0,1% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e o bloqueio
de ligacdes inespecificas utilizando glicina 0,3% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA)
diluida em albumina sérica bovina BSA 5% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA),
durante 30 min. Em seguida, os tecidos foram incubados com anticorpos primarios rabbit
anti-mouse PI3K-y (1:200, Cell Signaling Technology® , Danvers, MA, EUA) ou anti-
mouse TLR9 (1:100, cat N: IMG-305B, monoclonal mouse). Posteriormente, foi
realizada a incubagdo com o anticorpo secundario donkey anti-igG de rabbit Alexa Fluor
568 (1:400, Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) ou donkey anti-igG de mouse (1:200, Invitrogen®, Life Technologies, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) durante 90 min. Apés incubacdo com DAPI
(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) durante
30 min, realizou-se a montagem das laminas com Prolong Gold Antifade Mountant
(Invitrogen® , Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Para
obtencdo das fotomicrografias foi utilizado o aparelho Cytation 3 Biotek (sala
multiusuério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos — NPDM). As
fotomicrografias foram analisadas utilizando o software de imagem Fiji image J (National
Institutes of Health, Washington, DC, EUA) e a intensidade de fluorescéncia medida em

percentual de area marcada.
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4.3.8 Dosagem de citocinas por ELISA

Para a avaliar os niveis de citocinas no tecido cardiaco (IL-1beta, IL-6 e IL-10),
utilizou-se o kit ELISA R&D Systems, conforme as instru¢cbes do fabricante.
Resumidamente, placas para ELISA de 96 pogos foram incubadas por 12h a 4°C com
anticorpo anti-1L-1, IL-6 ou anti-1L10. Apo6s bloqueio das placas, as amostras e a curva
padrdo foram adicionadas em duplicata e incubadas por 24h a 4°C. As placas foram,
entdo, lavadas trés vezes com solucdo tampéo e incubadas com anticorpo monoclonal
biotinilado anti-I1L-1, IL-6 ou anti-1L-10 (diluidos 1:1000 em tamp&o de ensaio com BSA
1%). Apos o periodo de incubacdo a temperatura ambiente por 1h, as placas foram lavadas
e 50 pL do complexo HRP-avidina diluido 1:5000 foram adicionados. O reagente de cor
o-fenilenodiamina (OPD, 50 pL) foi adicionado (15 min de incubag&o no escuro a 37°C)
e a reacdo enzimatica parada com H2SOs 2M. A absorbancia foi medida a 490 nm e o

resultado foi expresso em pg/mg proteina.

5. ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prisma®, versio 6.0.
A normalidade dos dados foi previamente avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk para, em
seguida, serem empregados os testes One-way ou Two-way ANOVA, seguido pelo pds-
teste de Bonferroni, ou Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunn, conforme
propriedade respectivamente para dados paramétricos e ndo paramétricos. Os resultados
foram expressos como média + E.P.M (erro padrdo da média) para varidveis com
distribuicdo normal, ou pela mediana (minimo-maximo) para variaveis sem distribui¢do

normal, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacdo do efeito cardioprotetor do alfa-bisabolol.

A administracdo da dose cumulativa de 12 mg/kg de doxorrubicina nos
camundongos induziu uma significativa perda de massa corp6rea a partir do dia 7 (Figura
7A) e se manteve até o dia da eutanasia, o que foi parcialmente prevenido pela
administracdo do alfa-bisabolol. Adicionalmente, a doxorrubicina reduziu a razdo entre o
peso do coracdo e o comprimento da tibia (HW/TL). Por outro lado, o tratamento com
alfa-bisabolol preveniu a alteracdo deste indice cardiaco de forma dose-dependente

(Figura 7B) em comparacdo com o grupo da doxorrubicina (p<0,05).

Estd bem estabelecido que entre as principais anomalias da cardiotoxicidade
relacionada a doxorrubicina sdo a lesdo em midcitos cardiacos, caracterizado por fibrose
tecidual e apoptose celular. Notavelmente, esse padréo foi bem caracterizado em nosso
estudo, visto que a doxorrubicina induziu uma reducdo na area dos cardiomidcitos,
ilustrado de forma representativa na (Figura 8A) e cuja mensuracao € representada na
(Figura 8B). De forma dose-dependente, o pré-tratamento com o alfa-bisabolol, que foi
administrado em doses de 5, 10 ou 50 mg/kg, na dose de 50mg/kg preveniu tais alteracdes

(Figura 8A e 8B), quando comparado com o grupo tratado com doxorrubicina (p<0,05).
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Figura 7- Efeito do alfa-bisabolol sobre a variacdo da massa corporea e indice cardiaco

em camundongos injetados com doxorrubicina.
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(A) Variacdo da massa corporal de camundongos C57BL/6 (n=6/grupo). A doxorrubicina induz uma

significativa perda da massa corpdérea em funcdo do tempo em comparagdo com o grupo controle. O

tratamento com o alfa-bisabolol atenua essa perda versus o grupo doxorrubicina. (B) Medida do indice

cardiaco (Razdo entre o peso do coracdo e o cumprimento da tibia). Em resposta a injegdo com

doxorrubicina, o indice cardiaco reduz significativamente em relagdo ao grupo controle, o que é prevenido

pelo tratamento com alfa-bisabolol. Os valores séo expressos como média + E.P.M, sendo consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de P<0,05. No gréfico, de esquerda para direita, a barra

branca é o grupo veiculo, a preta é o grupo tratado com a doxorrubicina, as cinzas sdo 0s grupos pre-tratados

com o alfa-bisabolol nas doses de 5 e 10 mg/kg, a cinza escuro € o pré-tratamento com o alfa-bisabolol na

dose de 50 mg/kg, e o0 a Ultima barra de cinza claro é o grupo tratado s6 com o alfa-bisabolol.
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Figura 8- Efeito do alfa-bisabolol sobre a morfologia dos cardiomidcitos de animais

injetados com doxorubicina.
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(A) Imagens representativas da area dos cardiomidcitos de animais tratados com veiculo, doxorrubicina
administrada isoladamente ou associada ao alfa-bisabolol. Realizou-se uma coloracdo por H&E e a area
quantificada pelo software Image J. As setas brancas estao sinalizando o cardiomidcito. (B) Quantificacéo
da area dos cardiomiécitos. Os valores sdo expressos como média + E.P.M, sendo consideradas
estatisticamente significativas quando o valor de P<0,05. (Barra de escala = 30 um). No gréfico de esquerda
para direita, a barra branca é o grupo veiculo, a preta é o grupo tratado com a doxorrubicina, as cinzas sdo
0s grupos pre-tratados com o alfa-bisabolol nas doses de 5 e 10 mg/kg, a cinza escuro é o pré-tratamento
com o alfa-bisabolol na dose de 50 mg/kg, e o a Gltima barra de cinza claro é o grupo tratado sé com o alfa-
bisabolol.
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6.2 Avaliacdo da atividade Eletrocardiogréafica

O resultado das alteracdes eletrocardiograficas associadas a administracdo de
doxorrubicina é apresentado nas Figuras 9 e 10. Como demonstrado na Figura 9, a
injecdo de doxorrubicina reduziu a frequéncia cardiaca (Figura 9A), com valor médio de
(167,5+2,5), comparado com o veiculo que tem um valor médio de frequéncia cardiaca
de (180,7+6,47). Além disso, a doxorrubicina aumentou o intervalo R-R (Figura 9B),
complexo QRS (Figura 9C), e causou alongamento do intervalo QT (Figura 9E) e
apresentou uma diminuigédo da altura da onda T (Figura 9E) e da onda R (Figura 9F) se
comparado ao grupo veiculo (p<0,05). No caso do tratamento isolado com o alfa-
bisabolol, apresentou-se um comportamento semelhante ao veiculo nos parametros
eletrocardiograficos complexo QRS, intervalo QT, e da amplitude T e R, demonstrando
que o tratamento isolado ndo produz alteragdes na condutividade. Contudo, no intervalo
R-R apresentou um prolongamento significativo comparado com o veiculo (p<0,05), que
foi acompanhado com reducéo da frequéncia cardiaca (169,0+3,28). De forma consistente
ao descrito sobre as alteracbes morfoldgicas, o pré-tratamento com o alfa-bisabolol ndo
induziu alteragcdes graves nos parametros ECG apresentando uma frequéncia cardiaca
(181,8+10,30), e uma diminuicdo dos parametros QRS, QT, e aumentou a amplitude da
onda R versus ao grupo doxorrubicina (p<0,05), sugerindo uma preservacéo da funcao da
condutividade, porém de forma paralela foi observada uma diminuicdo significativa da

onda T quando comparado com o veiculo (p<0,05).

A Figura 10 indica tracados representativos dos achados no ECG em cada grupo
experimental. O tracado do grupo tratado com o alfa-bisabolol + doxorrubicina (Figura
9c) mostra uma diminuicdo dos alongamentos do complexo QRS e intervalo QT
acompanhado de um aumento na amplitude nesses intervalos quando comparado com o
tracado do grupo tratado com doxorrubicina (Figura 9b), reproduzindo os achados nas
mensuragdes. No tracado, pode se observar que o tratamento isolado com o alfa-bisabolol
ndo mostrou alteracdes na condutividade, porém observou-se alteracdo na ritmicidade do
musculo cardiaco evidenciado com um prolongamento no intervalo R-R (p<0,05), e

representado no tragado ECG (Figura 9d) comparado com o tragado (Figura 9a).
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Figura 9- Efeito do alfa-bisabolol sobre as alteracdes eletrocardiograficas induzidas pela

doxorubicina.
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A cardiotoxicidade foi induzida mediante administracdo de doxorrubicina (4 mg/kg, i.p., nos dias 0, 7 e

14). Adicionalmente, um grupo de animais foi tratado diariamente com alfa-bisabolol (50 mg/kg, v.0.). (A)

Frequéncia cardiaca, (B) intervalo R-R, (C) complexo QRS, (D) intervalo QT, (E) amplitude da onda T,

(F)amplitude da onda R foram monitorados. Os dados indicam que a doxorrubicina altera todos esses

pardmetros, o que é prevenido pelo alfa-bisabolol de forma parcial. Os resultados sdo expressos como média
+ E.P.M. *p<0.05 ** p<0.01 ***/****p<0.001.
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Figura 10- Imagens representativas do tracado eletrocardiografico de animais

submetidos a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.
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Os animais foram tratados com veiculo (Salina 0,9% 5,60 ml/kg + tween 20 2% i.p 1xdia/19 dias),
doxorrubicina (4 mg/kg, dias 0, 7, 14) isoladamente ou associado com alfa-bisabolol (50 mg/kg, 1xdia/19
dias) ou alfa-bisabolol isoladamente por 19 dias. Apds anestesia dos animais, realizou-se o registro ECG.
Os tracados foram obtidos por 15 min. (A) ECG do grupo controle; (B) ECG do grupo doxorrubicina com
alongamento do intervalo R-R, alongamento do intervalo QTc, alongamento do intervalo ST em
comparagdo com o grupo controle; (C) Evidencia o0 ECG do grupo tratado com doxorrubicina + alfa-
bisabolol, indicando melhora no intervalo R-R e QTc, e uma diminuicdo do intervalo T; (D) ECG do grupo
de alfa-bisabolol isolado que apresenta um alongamento do intervalo R-R versus o grupo controle e uma
diminuicdo na frequéncia cardiaca. Os valores numéricos representam as médias estatisticas dos

pardmetros.

6.3 Avaliacao do dano cardiaco.

O dano cardiaco sob o tratamento com a doxorrubicina foi evidenciado pelo
aumento da concentracao serica de queatinofosfoquinase fracdo MB (CK-MB) (Figura
11A), a sua concentracdo elevada correlaciona-se com o desenvolvimento da

cardiotoxicidade.
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6.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do alfa-bisabolol

A cardiotoxicidade associada a doxorrubicina é marcada por um processo
inflamatorio. Nesse sentido, observamos que a doxorrubicina induziu cardiotoxicidade
marcada pelo aumento da atividade de mieloperoxidase em tecido cardiaco (Figura 11B).
Ambos esses parametros de dano cardiaco foram atenuados pelo pré-tratamento com alfa-
bisabolol (Figura 11A e B). O tratamento com alfa-bisabolol per se ndo induziu
inflamacéo.

O dano tecidual na cardiotoxicidade relacionada a doxorrubicina é acompanhado
pela liberacdo de padrGes moleculares associados ao dano (DAMPS), que leva a ativacao
de receptores toll-like e as vias de sinalizacdo associadas. Ao medirmos a expressao de
TLR9 por imunohistoquimica, observamos que a doxorrubicina aumentou
significativamente o nimero de células marcadas com TLR9 (Figura 12A e B) quando
comparado ao grupo veiculo (p<0,05). Adicionalmente, o alfa-bisabolol reduziu a
imunoexpressao desse receptor versus o grupo doxorrubicina (Figura 12A e B, p<0,05).
Esses achados foram confirmados por imunofluorescéncia (Figura 13), cuja expressdo
foi quantificada e expressa em termos de percentual de area fluorescente (Figura 15A).
De forma interessante, a PI3K-y, uma enzima downstream a ativacdo do TLR9 durante a
manifestacdo da cardiotoxicidade da doxorrubicina, apresentou-se aumentada no grupo
que recebeu o quimioterapico (ilustrado na Figura 14 e o resultado da quantificacdo
representado na Figura 15B) versus uma baixa expressdo no grupo veiculo (p<0,05). De
maneira consistente, o tratamento dos animais com alfa-bisabolol reduziu essa expressao
(Figura 14 e 15B).

Esse processo foi acompanhado pelo aumento significativo dos niveis de citocinas
pré-inflamatorias IL-1p (Figura 16A) e IL-6 (Figura 16B) e da citocina anti-inflamatéria
IL-10 (Figura 16C) comparado ao grupo controle tratado com veiculo (p<0,05).
Alinhado as evidéncias anteriores, o pré-tratamento com o alfa-bisabolol preveniu o
aumento dessas citocinas quando comparado ao grupo que recebeu apenas
doxorrubicina (Figura 16 A-C, p<0,05).
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Figura 11- Expressdo de marcadores de dano cardiaco em animais submetidos a

cardiotoxicidade por doxorrubicina.
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Os animais foram divididos em grupo controle (Salina 0,9% 5,60 ml/kg + tween 20 2% i.p 1xdia/19 dias),
doxorrubicina (4 mg/kg dias 0, 7 e 14) isoladamente ou associado ao alfa-bisabolol (50 mg/kg 1xdia/19
dias) ou alfa-bisabolol isoladamente por 19 dias. A doxorrubicina induz (A) um aumento sérico de CK-MB
e (B) acimulo de neutréfilos no tecido cardiaco. Esses achados sdo inibidos pelo alfa-bisabolol (painéis A
e B). Os valores sdo expressos como média + E.P.M sendo consideradas estatisticamente significativas

quando o valor de P<0,05.
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Figura 12- Expressdo de TLR-9 em camundongos submetidos a cardiotoxicidade por

doxorrubicina e efeito do a-bisabolol sobre a expressao deste receptor.
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O tecido cardiaco foi coletado no dia experimental 20 e colocado em formol tamponado para posterior
confeccdo de blocos de parafina. Os cortes foram feitos em sec6es de 3 um em lamina silanizada para
verificagdo da expressao de TLR9 por imunohistoquimica. (A) Imagens representativas do efeito do alfa-
bisabolol sobre a expressdo do TLR-9. Aumento: 200 x. Escala: 50 um. (B) Quantificacdo do niumero de
células marcadas para TLR9, indicando a capacidade da doxorrubicina em aumentar a expressdo desse
receptor e do alfa-bisabolol em prevenir tal efeito. Os valores sdo expressos como média + E.P.M, sendo

consideradas estatisticamente significativas quando o valor de P<0,05.
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Figura 13- Expressdo de TLR-9 em camundongos submetidos a cardiotoxicidade por

doxorrubicina e efeito preventivo do alfa-bisabolol sobre essa expressao.
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blocos de parafina e seccdo de 3 um para a realizagdo do ensaio de imunofluorescéncia. Fluorescéncia
vermelha representa o0 TLR-9 (Donkey-anti-mouse 1Gg, vermelho, 568), azul DAPI (marcador nuclear).

Aumento: 200 x. Escala:100 pm.
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Figura 14- Expressdo de PI3K-y em tecido cardiaco de animais submetidos a

cardiotoxicidade por doxorrubicina e efeito protetor do a-bisabolol.
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O tecido cardiaco foi coletado no dia 20 e disposto em formol tamponado para posterior confeccdo dos
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DOX + alpha-Bisa 50mg Doxorubicin

alpha-Bisabolol 50mg

blocos de parafina e secgcdo de 3 um para a realizacdo do ensaio de imunofluorescéncia. Fluorescéncia
vermelha representa o PI3K-y (Donkey-anti-mouse 1Gg, vermelho, 568), azul DAPI (marcador nuclear).

Aumento: 200 x. Escala:100 pm.
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Figura 15- Quantificacdo da area fluorescente relativamente a expressao de TLR-9 e PI3K-y em

coragdo de camundongos submetidos a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina.
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O tecido cardiaco foi coletado no dia 20 e disposto em formol tamponado para posterior confec¢do dos
blocos de parafina e sec¢do de 3 um para a realizacdo do ensaio de imunofluorescéncia. Os gréaficos
representam a porcentagem da area fluorescente positiva para TLR9 ou PI3K-y. Os valores sdo expressos

como média £ E.P.M sendo consideradas estatisticamente significativas quando o valor de P<0,05.
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Figura 16- Efeito do alfa-bisabolol sobre os niveis cardiacos de citocinas em animais
submetidos a cardiotoxicidade associada a doxorrubicina.

50+ p<0.001
p<0.01
'—‘
~_ 40- ]
)
=
@ g 30
=
=E 20 —
[sd
=
10
0 T T
Veiculo = 50
alfa-Bisabolol M9/k9
Doxorrubicina(4 mg/kg)
40+ p<0.05 p<0.01
P
S 304
=
3
© =
Jp2 T
£
2
= 104
0 T
Veiculo & 50
- mg/kg
alfa-Bisabolol
Doxorrubicina(4mg/kg)
150+
p<0.05
5 p<0.05 F——H
S 100+
o3
=)
=E
g 50
0 T
Veiculo - 50 mg/kg

alfa-Bisabolol

Doxorrubicina(4 mg/kg)

Niveis de citocina IL-1beta, IL-6 e IL-10 em tecido cardiaco. Os animais foram divididos em grupo controle
(Salina 0,9% 5,60 ml/kg + tween 20 2% i.p 1xdia/19 dias), doxorrubicina (4 mg/kg dias O, 7 e 14)
isoladamente ou associado ao alfa-bisabolol (50 mg/kg 1xdia/19 dias) ou alfa-bisabolol isoladamente por
19 dias. A doxorrubicina aumenta os niveis de (A) IL-1B, (B) IL-6 e (C) IL-10, o que é reduzido pelo
tratamento dos animais com alfa-bisabolol. Os valores sdo expressos como média + E.P.M sendo

consideradas estatisticamente significativas quando o valor de P<0,05
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, foi avaliado o potencial efeito do alfa-bisabolol em modular
a cardiotoxidade induzida pela doxorrubicina em modelo experimental usando
camundongos da linhagem C57BL/6. Os resultados deste trabalho mostraram uma
melhora das alteragdes histopatoldgicas, eletrocardiograficas e inflamatorias em animais
tratados com o sesquiterpeno alfa-bisabolol.

Embora os mecanismos celulares e moleculares da cardiomiopatia induzida pela
doxorrubicina ainda ndo tenham sido completamente esclarecidos, estudos prévios
demonstraram que a cardiotoxicidade é mediada pela inibicdo da Top2o/f em
cardiomidcitos, levando a quebra da fita dupla do DNA e alteracdes no transcriptoma.
Tais efeitos sdo os responsaveis da disfuncdo mitocondrial e geracdo de EROS e
desregulacdo do célcio (ZHANG et al., 2012)(OCTAVIA et al., 2012). Além disso, a
formagéo do complexo Dox-Fe** é outro mecanismo descrito que leva a um aumento de
ROS, com o subsequente desenvolvimento de cardiotoxicidade (PODYACHEVA et al.,
2021).

Nas tentativas iniciais de estabelecer modelos de cardiomiopatia para investigar
0S mecanismos envolvidos na patogénese da cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina, utilizou-se, predominantemente, a administracdo do quimioterapico por
via intravenosa, através da veia cauda (FORSSEN; TOKES, 1981)(KANTER et al.,
1985). Essa abordagem visava a reproduzir a via de administracdo classicamente
empregada em contextos clinicos. Assim também, a via intraperitoneal foi testada e aceita
na pratica, sendo atualmente bastante utilizada (JOHANSEN, 1981)(MOSTAFA et al.,
2000). Devido ao sucesso observado para essa Via, optamos por emprega-la em nosso
estudo.

No nosso trabalho, a inducdo da cardiotoxicidade foi realizada de acordo com os
protocolos utilizados no estudo de Zhao et al., (2010). Eles trabalharam com um modelo
de cardiotoxicidade induzido com uma dose 4 mg/kg de doxorrubicina aplicada por via
intraperitoneal por trés semanas, com um total de 3 doses e representando uma dose
cumulativa de 12 mg/kg, dose que ndo compromete a sobrevida dos camundongos e que
eficientemente induz a cardiotoxicidade. Outros modelos de cardiotoxicidade aguda
demonstraram que uma dose Unica de 30 mg/kg tem um impacto alto na reducédo da

sobrevida dos animais, enquanto que doses de 15 — 20mg/kg demostraram afetar menos
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a sobrevida dos camundongos, sendo, assim, o perfil de doses mais utilizado em modelos
agudos (MA et al., 2020) (MIZUTA et al., 2020).

Como mencionado anteriormente, observa-se na pratica clinica que para pacientes
oncolégicos uma dose cumulativa de 400-450 mg/m? é muito associada ao
desenvolvimento de cardiotoxicidade (VON HOFF et al., 1979) (SHEIBANI et al., 2022).
Esta dose de pacientes equivale a 12 mg/kg em camundongos, uma dose ainda um pouco
maior para garantir que o 100% dos camundongos desenvolveriam a cardiotoxicidade,
por esta razdo foi utilizada tal dose.

Atualmente, o Unico farmaco aprovado pela agéncia americana Food and Drug
Administration (FDA) para reduzir a lesdo miocéardica induzida por doxorrubicina é o
agente cardioprotetor dexrazoxano, um quelante de ferro (ICHIKAWA et al., 2014). O
dexrazoxano melhora a cardiotoxicidade induzida pelas antracilinas ao se ligar ao ferro
livre, diminuindo assim a formacdo de complexos antraciclina-ferro e, dessa forma, a
producdo de EROS na mitocdndria que sdo prejudiciais ao tecido cardiaco. Além disso,
descobriou-se que produz protecdo ao atenuar apoptose e necroptose atraves da
interferéncia nas vias p38MAPK/NF-kB (YU et al., 2020). Contudo, muitos efeitos
colaterais estdo associados ao uso desse cardioprotetor, como o aumento do risco de
leucemia mieloide aguda e sindromes mielodisplasicas (TEBBI et al., 2007). Nesse
sentido, a busca por novos agentes cardioprotetores é fundamental visando abrirem-se
perspectivas de manutencao dos regimes de doses dos pacientes oncolégicos.

Compostos tém sido testados, porém apresentando resultados variaveis (KOSS-
MIKOLAJCZYK et al., 2021). Uma classe candidata e com potencial terapéutico é a dos
terpenos (DENG; HUANG; WU, 2021) (DENG; HUANG; WU, 2021). Um estudo
conduzido por Nagoor meeran et al., (2018) evidenciou que 0 sesquiterpeno alfa-
bisabolol (25mg/kg) administrado por 10 dias, foi capaz de inibir as sequelas do infarto
de miocardio induzido por isoproterenol ao inibir a disfuncdo mitocondrial e a via
intrinseca de apoptose em ratos. Outros achados experimentais em outro estudo utilizando
0 mesmo modelo de infarto de miocardio, incluiram uma melhora das anormalidades
morfoldgicas, além de o alfa-bisabolol ser capaz de atenuar o estresse oxidativo e a
inflamac&o ao inibir o inflamassoma NLRP3 e as vias de sinalizacdo TLR4-NFkB/MAPK
e reduzir a disfuncédo lisossomal (NAGOOR MEERAN et al., 2020). Com isso, 0

mecanismo farmacoldgico e molecular subjacente a cardioprotecdo mediada pelo alfa-
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bisabolol foi atribuido a suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (NAGOOR
MEERAN et al., 2020).

Baseado na capacidade do alfa-bisabolol em modular estresse oxidativo e
inflamacdo em doses de 25 mg/kg nesses modelos mencionados anteriormente e, em
modelos de sepse induzida por ligadura e puncédo cecal (CLP) em dose de 50, 100, 200
mg/kg (CAVALCANTE et al., 2020), no presente estudo, foram testadas doses de 5
mg/kg, 10 mg/kg e 50 mg/kg. De forma consistente, a dose de 50 mg/kg de alfa-bisabolol
apresentou-se como a mais efetiva em melhorar alteracGes histopatoldgicas, sendo, por
conseguinte, a dose utilizada para avaliar o impacto sobre parametros morfoldgicos e
inflamatorios.

O surfactante tween 80 foi utilizado para dissolver o alfa-bisabolol. E comumente
utilizado em muitas preparacfes farmacoldgicas. Contudo, alguns estudos em cées
relataram efeito hipotensor dependente da dose via intravenosa (PICKOFF; SINGH;
PICKOFF, 1984). No caso de estudos em camundongos, mostraram baixa toxicidade oral
ou intraperitoneal, recomendando-se que o tensoativo pode ser empregado com seguranga
em doses ndo superiores a 1 ml/kg (R K VARMA, 1985). No caso do nosso trabalho foi
empregada uma dose muito baixa de apenas 2%.

Normalmente os pacientes submetidos a quimioterapia tém um alto risco de perda
de peso devido a desnutricdo e caquexia secundaria a doenga ou tratamento. Estima-se
que entre 40-80% dos pacientes com cancer sofrem com diferentes graus de desnutrigéo
qgue aumentam o risco de infeccdo, custo de saude e afetam a qualidade de vida
(SANCHEZ-LARA et al., 2013). Nossos resultados mostraram uma significativa perda
de massa corporea nos camundongos expostos ao quimioterapico doxorrubicina, além de
uma reducgdo do indice cardiaco, tal como evidenciado em outros estudos (MA et al.,
2020)(LI et al., 2018). De forma marcante, o tratamento dos animais com alfa-bisabolol
atenuou esses parametros. LI e colaboradores, (2018) demonstraram, no mesmo modelo
experimental do presente estudo, algumas altera¢cdes morfolégicas como uma diminuicéo
da area do cardiomiocito. Tais achados foram adequadamente reproduzidos no nosso
trabalho. A evidéncia aqui apresentada de que o alfa-bisabolol preveniu tais alteraces,
reforga o beneficio deste terpeno em atenuar as alteracfes de massa corporea e de indice
cardiaco.

Estudos em pacientes adultos sugeriram que as antraciclinas causam Varias

anormalidades cardiovasculares. A queixa de falta de ar aos esforcos e dor toracica, 0s
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achados de edema nas pernas e ganho de peso sdo exemplos de alteracGes sugestivas de
cardiotoxicidade (KUBOTA; HARA; HIROI, 2021). Outros estudos relataram que 0s
efeitos cardiotoxicos da doxorrubicina afetam tanto a condutividade como a ritmicidade
do musculo cardiaco (MUSTAFA et al., 2017). AlteracGes sdo verificadas no ECG,
incluindo inversdo da onda T, elevacdo ou depressdo do segmento ST, diminui¢do da
voltagem do complexo QRS, prolongamento do intervalo QT e arritmias, incluindo
arritmias supraventriculares e ventriculares (KILICKAP et al., 2005). O exame fisico
didrio cuidadoso também é importante para a deteccdo precoce desses sinais de
manifestacdo da cardiotoxicidade.

A forma do potencial de acdo ventricular entre humanos e camundongos pode
resultar em algumas diferencas importantes na morfologia do ECG, a diferenca mais
proeminente é a presenca de uma onda J no final do complexo QRS e a auséncia de um
segmento ST isoelétrico em camundongos (BOUKENS et al., 2013). De forma
interessante, essa onda J também poderiam se apresentar em tracados em humanos devido
a complicacdes como hipotermia, repolarizacdo precoce, doenga dos canais ibnicos como
a sindrome de Brugada (MERENTIE; LOTTONEN-RAIKASLEHTO; YLA-
HERTTUALA, 2018).

No nosso trabalho, a analise do ECG mostrou um prolongamento do intervalo QT,
R-R e complexo QRS. A duracdo QRS prolongada provavelmente poderia estar associada
a disfuncdo do VE e alteragdes patoldgicas incluindo infarto agudo do miocardio (IAM)
(KARAHAN et al., 2016). De forma interessante, essas alteracbes na conducgdo e
atenuacdo da funcdo ventricular esquerda sdo mudancas ja relatadas em outros estudos
em camundongos (CH; JAGETIA; VENKATESH, 2015)(WARHOL et al., 2021) e
também em ratos (SALEH et al., 2020)(HEKMAT et al., 2021). Além disso, a diminui¢do
da onda T correlaciona-se com o desenvolvimento de cardiotoxicidade induzido pela
doxorrubicina (DANESI; DEL TACCA; SOLDANI, 1986). De forma consistente, o alfa-
bisabolol conseguiu modular essas alteracfes, em quase todos os parametros. Por outro
lado, no caso da altura T, o sesquiterpeno mostrou uma diminui¢do ainda menor que a
observada no grupo injetado com a doxorrubina, além disso, nossos resultados apontaram
para bradicardia significativa no grupo alfa-bisabolol em comparagéo ao grupo controle.

Inclusive nossos resultados também mostraram uma progressao pobre na
amplitude da onda R pelas siglas em inglés (PRWP). Ha anos autores relataram que a
progressao pobre da onda R pode ser causa de (IAM), hipertrofia ventricular esquerda,
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hipertrofia ventricular direita tipo C ou pode ocorrer em sujeitos normais (ZEMA;
KLIGFIELD, 1979), porém outro estudo mostrou que ndo é um parametro preditivo
positivo para o diagndstico de IAM (ZEMA, 2010). De forma interessante, outros autores
relatam que existe uma correlacdo direta entre a amplitude da onda R e o tamanho da
massa do ventriculo esquerdo (FELDMAN et al., 1985), esses achados apoiam a hipétese
de um estudo mais recente que mostrou que um indice cardiotoracico mais baixo esta
associado a PRWP (KIM et al., 2009).

A bradicardia, muito provavelmente, pode estar associada a um efeito de ativacéo
do sistema vagal induzida pelo sesquiterpeno. Essa ativagdo normalmente afeta os
nodulos sinusais e atrioventriculares e, no ECG, a ativacdo resulta em manifestacdes que
incluem desaceleracao da frequéncia sinusal, parada sinusal e graus variados de blogqueios
do né AV (SUGGS; TONNESSEN; PAVRI, 2020).

Embora seja mais preferivel a leitura do ECG em camundongos conscientes para
melhorar a qualidade e aumentar a quantidade dos dados, 0 manuseio € movimentacao
dos animais dificultam o uso da técnica. No presente trabalho, realizaram-se as
mensuracGes em camundongo anestesiado, selecionando o anestésico que potencialmente
acarretaria menos efeitos cardiovasculares, gerando medidas mais estaveis e
reprodutiveis. Utilizou-se, portanto, a mistura quetamina/xilazina durante a leitura do
ECG. Algumas das alteracdes decorrentes do uso desse anestésico sdo bradicardia e
hipotensdo (ROTH et al., 2002). Contudo, por termos uma resposta de referéncia do grupo
controle, dose, tempo de experimento que foram analogos em todos 0s grupos
experimentais, esses interferentes sdo dissipados quando da analise.

O alfa-bisabolol tem gerado consideravel interesse por sua propriedade anti-
inflamatoria demonstrada em modelos experimentais diversos. Maurya et al., (2014)
avaliaram o perfil terapéutico do alfa-bisabolol in vitro, indicando que este sesquiterpeno
diminui a capacidade de macrofagos estimulados por lipopolissacarideo (LPS) e 12-o-
tetradecanol-forbol-13-acetato (TPA) em produzir citocinas pro-inflamatdrias (TNF-alfa
e IL-6).

O potencial anti-inflamatorio do alfa-bisabolol também foi explorado in vivo em
modelos de inflamagdo da pele induzida por TPA em camundongos (MAURYA et al.,
2014), em modelos de edema de pata induzido por carragenina ou dextrano e de
contorcdo abdominal induzida por acido acético (ROCHA et al., 2011)(DE O. LEITE et
al., 2011).
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A referida atividade anti-inflamatoria foi, também, testada um modelo de sepse
induzida por ligadura e puncéo cecal (CLP), indicando que o alfa-bisabolol (100 mg/kg)
reduz o recrutamento de leucdcitos para a cavidade peritoneal e a taxa de mortalidade dos
animais (KIM et al., 2011)(CAVALCANTE et al., 2020).

Outros achados também mostraram que o alfa-bisabolol interfere na via de NO,
via que esta envolvida no desenvolvimento de cardiotoxicidade induzida por
doxorrubicina. Foi relatado que o sesquiterpeno induz inibig&o da producdo da iNOS e
COX2 durante a inflamacdo induzida por LPS em Células RAW264.7 (EGBUTA et al.,
2022). Observou-se, ainda, que a exclusdo de eNOS melhora a funcdo cardiaca em
camundongos (NEILAN et al., 2007).

Siqueira e colaboradores no 2012 levantaram a hip6tese de que o alfa-bisabolol
pode atuar como um inibidor de canais de calcio dependentes de voltagem.
Posteriormente, 0 mesmo grupo evidenciou que o alfa-bisabolol causa vasorrelaxamento
em artérias isoladas de rato pela inibi¢do de canais de calcio dependentes de voltagem
(DE SIQUEIRA et al., 2014).

Do mesmo modo, a modulagéo do calcio em mecanismos antinociceptivo e anti-
inflamatdrio pelo alfa-bisabolol foi indicada estar envolvida nos modelos pré-clinicos de
dor cronica induzida pelo adjuvante completo de Freud (ACF) ou lesdo parcial do nervo
ciatico (PLSN). Outro estudo mostrou a reducdo da glicose e inflamacéao crénica por um
mecanismo que envolve a diminui¢do da expressdo de IBA-1, uma proteina adaptadora
de ligacdo ao calcio ionizado (FONTINELE et al., 2019). Todas essas evidéncias nos
levaram a crer no potencial protetor do alfa-bisabolol sobre a cardiotoxicidade associada
a doxorrubicina, visto que muitos desses mecanismos sdo compartilhados quando da
manifestacdo dessa toxicidade.

Muitos estudos tém demonstrado que a doxorrubicina ativa varios mecanismos
moleculares e vias de sinalizacdo cursando com estresse oxidativo, inflamacdo e
apoptose, culminando com a lesdo cardiaca (ZHANG et al., 2020)(CHENG et al.,
2020)(L1 et al., 2018)(KOLEINI; KARDAMI, 2017)(KHAFAGA; EL-SAYED,
2018)(BIN JARDAN et al., 2020; BIRARI et al., 2020; TIMM; TYLER, 2020).

Os papéis da inflamacdo sistémica, lesdo endotelial e recrutamento de neutréfilos,
todos induzidos pela doxorrubicina, sdo cada vez mais reconhecidos como 0s mecanismos
que desencadeiam o desenvolvimento e progressdo da cardiomiopatia induzida pela
doxorubicina (TODOROVA; WEI; MAKHOUL, 2021). Corroborando tais achados,
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nosso estudo demonstrou que a doxorrubicina induz acumulo de neutréfilos no tecido
cardiaco e que o alfa-bisabolol suprime de forma significativa a resposta inflamatoria ao
diminuir a atividade da MPO.

H& fortes indicios de que a lesdo de cardiomidcitos induzida por este
quimioterapico é precedida por lesdo endotelial vascular associada a degranulacdo de
neutrofilos e liberacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos, NETs (do inglés,
neutrophil extracelular traps). As caracteristicas mais marcantes dos NETS sdo fitas de
DNA ligadas com pré-interleucina-1a (pro-1L-1a) que podem ativar células endoteliais e
produzir mais citocinas inflamatorias (CHENG; CONTRERAS; YEH, 2022). Os NETs
também sdo compostos de muitos componentes de proteinas/enzimas e produtos
quimicos, como mieloperoxidase, elastase de neutrdfilos, fatores teciduais que podem
ativar o Fator VII para iniciar a trombose e &cido hipocloroso (HOCI), uma espécie
altamente pré-oxidante (CHENG; CONTRERAS; YEH, 2022). Em pacientes com
cancer de mama recebendo quimioterapia a base de doxorrubicina, os altos niveis
plasmaticos de NETs foram associados a cardiotoxicidade relacionada & doxorrubicina
(TODOROVA; PENNISI; MAKHOUL, 2018). Assim, ndo sabemos se o alfa-bisabolol
inibiu a migracdo direta de neutrofilos para o tecido lesado ou se este inibiu 0s
mecanismos lesivos derivados da presenca do proprio neutrofilo, o que ainda carece de
mais investigagoes.

As consequéncias da presenca de neutréfilos durante o desenvolvimento da
cardiotoxicidade muito provavelmente leva a liberacdo de padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPs) que deflagram uma sinalizacdo celular essencial nesse
processo. As proteinas granulares de neutréfilos participam da ruptura da estrutura da
matriz extracelular, levando a inflamacdo endotelial, amplificando a transmigracdo de
neutrdfilos e apoptose. NETs fornecem suporte para todo esse mecanismo de ativacéo e
deposicdo de plaquetas, promovendo assim a formacdo de trombose (TODOROVA;
WEI; MAKHOUL, 2021). Em paralelo, a doxorrubicina se acumula na mitocondria por
esta apresentar topoisomerase Ila/p (Toplla/B) (WALLACE; SARDAO; OLIVEIRA,
2020), atenuando a defesa antioxidante das células, via a reducdo da atividade de
superdxido dismutase (SOD) e o conteudo ou atividade da catalase, prolongando o dano
mitocondrial (TODOROVA; WEI; MAKHOUL, 2021). Tal mecanismo é percebido
pelas células via receptores de reconhecimento de padrées moleculares, como o TLR-9,

que reconhece a mitocéndria lesada (LI et al., 2018). Meeram e colaboradores no 2018
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mostraram que o alfa-bisabolol promove atividade antioxidante ao reduzir a peroxidacao
lipidica. Também relataram que o alfa-bisabolol apresenta atividade protetora ao reduzir
significativamente atividades elevadas da CK sérica e CK-MB em ratos tratados com
isoproterenol, achados reproduzidos em nosso estudo.

Estudos prévios, em condi¢cBes in vivo e in vitro, demonstraram que a
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina € atenuada pela deficiéncia de TLR-9,
verificando-se uma melhora na funcéo cardiaca e reducéo da apoptose, estresse oxidativo
e regulacdo dos mecanismos autofagicos anormais (GUO et al., 2020)(GHIGO; LI;
HIRSCH, 2016). Outros estudos relataram o efeito benéfico da inibicdo da fosfoinositol-
3-quinase gamma (P13Ky) em algumas doencas cardiovasculares com um componente
inflamatorio (DAMILANO et al., 2011) (CARNEVALE et al., 2012).

Além disso, dados consistentes obtidos in vitro, in vivo e em bidpsias cardiacas de
pacientes oncoldgicos expostos a doxorrubicina indicam que a ativagdo do PI3Ky é
mediada pelo TLR-9 (LI et al., 2018). Nos cardiomiocitos, a doxorubicina lesa a
mitocondria, liberando o DNA mitocondrial, o qual ativa a sinalizacdo PI3Ky
downstream ao receptor TLR-9. Tal mecanismo inibe a autofagia e gera reprogramacéo
metabolica com formacdo de EROS, o que leva a morte dos cardiomiécitos (LI et al.,
2018). Esses achados pdem o TLR-9 e a PI3Ky como sinalizadores cruciais na génese da
cardiotoxicidade, visto que a modulagdo genética ou farmacoldgica desses alvos previne
0 estabelecimento deste efeito colateral (LI et al., 2018). Nossos resultados indicaram
uma expressdo aumentada tanto de TLR9, como de PI3Ky. Muito provavelmente, o efeito
protetor mediado pelo alfa-bisabolol foi devido, em parte, a inibicdo desta expressao.

A insuficiéncia cardiaca congestiva é uma condi¢do consequente ao dano gerado
pela doxorrubicina (SHEIBANI et al., 2022). Evidéncias crescentes suportam a relacdo
entre a inflamacdo e a patogénese da insuficiéncia cardiaca consequente a exposicao a
este quimioterapico. Como mencionado anteriormente, a sinaliza¢do da PI13K tem papel
crucial, contribuindo para a lesdo de isquemia/reperfusdo do miocardio e infarto do
miocardio, insuficiéncia cardiaca, hipertrofia cardiaca, cardiomiopatia e lesdo cardiaca
(GHAFOURI-FARD et al., 2022). Ha relatos de que a doxorrubicina induz apoptose
celular com o consequente influxo de neutréfilos e a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1 e IL-6, um processo envolvendo a sinalizagdo de TLR-9
(KRYSKO et al., 2011). Os dados aqui apresentados corroboram tais observaces, visto

que se verificaram aumentos consistentes de citocinas pro-inflamatérias IL-1 e I1L-6 e,
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em paralelo, houve um aumento concomitante da citocina anti-inflamatéria 1L-10, todos
reduzidos pela administracdo de alfa-bisabolol.

O papel pleiotrépico que o mediador anti-inflamatério 1L-10 desempenha durante
a resposta imune € motivo de debate. Esta citocina pode, em alguns casos, limitar o dano
tecidual (GUPTA et al., 2020), um tipico efeito anti-inflamatorio, mas em outros
contribuir para a lesdo tecidual, exatamente por limitar a extensao da resposta inflamatdria
protetora (NASCIMENTO et al., 2017). Porém; esses efeitos contraditorios dependem do
tipo tecido envolvido e do tipo de doenga (SARAIVA; VIEIRA; O’GARRA, 2020).

No contexto do presente estudo, o fato de a cardiotoxicidade cursar com um
aumento dos niveis de IL-10 em paralelo ao aumento de citocinas pré-inflamatorias, pode
ser explicado como uma resposta homeostatica de se restringir a extensdo do dano
mediado pela quimioterapia, o que €, per se, limitado até certo ponto.

Assim, o presente estudo pos luz ao potencial do sesquiterpeno, alfa-bisabolol,
como alternativa para 0 manejo da cardiotoxicidade consequente a quimioterapia. O exato
mecanismo de protecdo ainda ndo esta claro. Contudo, a modulacdo da acumulagdo de
celulas inflamatorias, como os neutréfilos, prevenindo a ativagéo da via TLR-9/PI3Ky/IL-

1 e IL-6, parece uma plausivel explicacdo para a reducdo da lesdo cardiaca.
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8. CONCLUSAO

O alfa-bisabolol previne a cardiotoxicidade induzida pela doxorubicina em
camundongos por inibir a acumulacdo de neutréfilos, por reduzir a expressao de TLR9 e
PI3KYy, e por modular os efeitos prejudiciais da sinalizacdo que levam a cardiotoxicidade
manifestada por alteracbes morfoldgicas e bioquimicas.
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