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Abreviagdes de varidveis ecocardiograficas

VE = ventriculo esquerdo.

VEs = diametro sistélico do VE.

VEd = didmetro diastdlico do VE.

PPd = espessura diastélica da parede posterior do VE.

PPd/VEd = espessura relativa da parede do VE.

AE = diametro dntero-posterior do dfrio esquerdo, durante a sistole
ventricular.

Ao = didmetro da aorta.

AE/Ao = didmetro do dtrio esquerdo corrigido pelo didmetro da aorta.

%AD = porcentagem de variagdo do didmetro ventricular ou fragdo de
encurtamento do ventriculo esquerdo (VE).

FE = fragdo de ejegdo do VE.

VAo = velocidade mdxima do fluxo na aorta.

FC = frequéncia cardiaca.

E = velocidade mdxima de enchimento ventricular no inicio da didstole.

A = pico mdximo de velocidade de fluxo transmitral durante a contragdo atrial.

E/A = razdo entre E e A.



RESUMO

Introdugdo e Objetivos - O mecanismo da cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina (DOX) tem sido freqiiente objeto de pesquisa. Dentre os vdrios
mecanismos, destaca-se o estresse oxidativo. O objetivo do estudo foi avaliar o
efeito de antioxidantes (a-tocoferol e do licopeno), isolados ou associados, ha
cardiotoxicidade induzida pela DOX.

Materias e Métodos - Ratos machos Wistar (h, 132 ratos) foram divididos
aleatoriamente em 8 grupos: G1 (controle), 62 (licopeno), G3 (a-tocoferol), G4
(licopeno + a-tocoferol), G5 (DOX), 66 (DOX + licopeno), 67 (DOX + o-
tocoferol) e 68 (DOX + licopeno + a-tocoferol). Os animais foram tratados via
gavagem com licopeno [(4 mg/Kg/dia) G2, G4, G6, G8], a-tocoferol [(250
mg/kg/dia) 63, G4, G7, G8] e dleo de milho [(volume apropriado) 61, G5] por 7
semanas. Eles também foram tratados intraperitonealmente com DOX [(4
mg/Kg/semana), dose cumulativa de 16mg/Kg] na 3%, 4%, 5%, e 6* semana e na
7% semana eles foram sacrificados para coleta de dados apds a avaliagdo
ecocardiografica. Foram também analisados: peso corpdreo, peso cardiaco,
cardio-histologia, niveis cardiacos de o-tocoferol e licopeno por HPLC e niveis
séricos de colesterol e LDL-colesterol.

Resultados - A DOX induziu lesdo cardiaca caracterizada por alteragdo nos
valores entre os grupos controle (61) e DOX (65) (61, média + desvio padrdo vs
G5, média + desvio padrdo) das sequintes varidveis: 1) disfungdo sistdlica (%Ad:
53,6 + 2,67 vs. %Ad: 45,6 + 4,86, FE: 89,9 + 1,85 vs. FE: 83,5 + 4,24; VAo:
90,45 + 7,01 vs. VAo: 64,42 + 14,17); 2) diastélica (E: 75,1 + 7,9 vs. E: 60,9 +
7.9: A: 57,3 +14,3 vs. A: 43,7 + 6,45) e 3) remodelacdo excéntrica (PPd: 1,64 +
0,26 vs. PPd: 1,35 + 0,19; PPd/VEd: 0,23 + 0,05 vs. PPd/VEd: 0,18 + 0,02), o que
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foi compativel com as lesdes miocdrdicas observadas na histologia. A DOX
também levou ao aumento dos niveis séricos entre os grupos controle (G1) e
DOX (65) (61, mediana vs 65, mediana) das sequintes varidveis: 4) colesterol
total (54,50 vs. 315,00) e 5) LDL-colesterol (11,50 vs. 88,50), além de perda de
peso corpdreo e cardiaco. Todas as alteragdes referidas ndo foram atenuadas
pela suplementagdo isolada ou associada com licopeno e o-tocoferol. A
associagdo de licopeno nos animais que receberam o-tocoferol e DOX, foi
vantajosa em relagdo ao VEs e VEd (67 vs. G8). A suplementagdo isolada com a-
tocoferol induziu cardiotoxicidade (/7 vivo e in ex vivo) comportando-se de
maneira semelhante a agdo da DOX. Além disso, sua suplementagdo naqueles
animais tratados com a droga acentuou as alteragdes ecocardiogrdficas
induzidas pela mesma. Este efeito foi atenuado pela associagdo do licopeno ao
a-tocoferol. Os niveis cardiacos (mediana) de licopeno (62: 64,93 vs. Gé6:
86,23) e de a-tocoferol (63: 109,91 vs. 67: 108,60) ndo se modificaram em
fungdo da DOX. Os niveis cardiacos de licopeno foram consumidos quando em
presenga de a-tocoferol tanto nos animais que receberam (G8: zero) como nos
que ndo receberam DOX (G4: zero).

Conclusées - 1) DOX induziu alteragdes cardiacas e alteragbes séricas das
lipoproteinas que ndo foram atenuadas pela suplementagdo isolada ou associada
de licopeno e o-tocoferol; 2) a suplementagdo com o-tocoferol levou a
cardiotoxicidade que, foi parcialmente atenuada pela associagdo com licopeno;
3) os niveis cardiacos de licopeno e de a-tocoferol ndo foram depletados pela
agdo da DOX; 4) os niveis cardiacos de licopeno foram depletados pela agdo do
a-tocoferol. Os resultados indicam que as alteragdes induzidas pela DOX ndo
sdo atenuadas com a suplementagdo com antioxidantes e que a suplementagdo

com a-tocoferol induziu a cardiotoxicidade e ao consumo cardiaco de licopeno.
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ABSTRACT

Introduction - Doxorubicin is an excellent chemotherapeutic agent utilized for
several types of cancer but the irreversible doxorubicin-induced cardiac
damage is the major limitation for its use. Oxidative stress seems fo be
associated with some phase of the toxicity mechanism process. The aim of
this study was to evaluate the effect of antioxidants (o-tocopherol and
lycopene) alone or in association on doxorubicin-induced cardiotoxicity.
Materials and Methods - 132 male Wistar rats were randomly distributed into
eight groups: 61 (control), 62 (lycopene), G3 (a-tocopherol), G4 (lycopene + -
tocopherol), 65 (DOX), 66 (DOX + lycopene), 67 (DOX + a-tocopherol) or G8
(DOX + lycopene + o-tocopherol). The animals received lycopene [(4
mg/Kg/day) 62, 64, G6 and G8)], a-tocopherol [(250 mg/kg/day) G3, G4, G7
and G8)] and corn oil [(appropriate volume) G1 and 65)] by gavage for a 7- week
period. Intraperitoneal injections of DOX were also administered [(4
mg/kg/week), cumulative dose of 16 mg/kg] at 3", 4™ 5™ and 6™ weeks. Rats
were killed at the 7™ week after echocardiographic analysis. Body weight,
heart histology, cardiac levels of a-tocopherol and lycopene by HPLC and
serum levels of cholesterol and LDL-cholesterol were also analysed.

Resul/ts - DOX induced heart damage characterized by systolic (%Ad (61): 53.6
+ 2.67 vs %Ad (6D): 45.6 + 4.86; FE (61): 89.9 + 1.85 vs FE (65): 83.5 + 4.24;
VAo (61): 90,45 + 7.01 vs VAo (65): 64.42 + 14.17) and diastolic dysfunction (E
(61): 75.1+ 79 vs E (65): 60.9 +7.9; A (61): 57.3 + 14.3 vs A (GB): 43.7 + 6.45)
and excentric remodelling (PPd (61): 1.64 + 0.26 vs PPd (65): 1.35 + 0.19;
PPd/VEd (61): 0.23 + 0.05 vs PPd/VEd (65): 0.18 + 0.02). These data were
compatible with myocardial injury observed on histology. DOX also led to body

weight and cardiac weight loss and increase of total cholesterol (G1: 54.50
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14.00 vs G5: 315.00 + 165.00) and LDL-cholesterol (61: 11.50 + 4.00 vs Gb:
88.50 + 48.00) serum levels. These changes were not attenuated by lycopene
and / or o-tocopherol supplementation. a-tocopherol supplementation induced
cardiotoxicity (/n vivo and ex vivo) in a similar way when compared to DOX
action. Besides, its supplementation to those animals treated with the drug
emphasized DOX induced echocardiographic changes. This effect was
attenuated by the association with lycopene. Lycopene (median + semi range)
(62: 64.93 + 32.28 vs Gb6: 86.23 + 125.10) and a-tocopherol (63, 109.91 + 18.43
vs 67: 108.60 + 34.50) cardiac levels did not change with DOX use. Lycopene
cardiac levels were consumed when a-tocopherol was present in the groups
that received (68: zero) or not DOX (G4: zero).

Conclusions -1) DOX induced cardiac and serum lipoprotein changes, which were
not attenuated by supplementation with lycopene and a-tocopherol (alone or in
association); 2) a-tocopherol supplementation induced cardiotoxicity that was
partially attenuated by lycopene association; 3) Lycopene and o-tocopherol
cardiac levels were not depleted in DOX treated animals; 4) Lycopene cardiac
levels were depleted in a-tocopherol supplemented animals. The study shows
that DOX induced cardiotoxicity, which was not prevented by antioxidants
supplementation and that a-tocopherol supplementation resulted in

cardiotoxicity and cardiac lycopene consume.
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INTRODUCAO

A doxorrubicina (DOX) representa um dos mais importantes agentes
antitumorais, desempenhando fundamental papel no tratamento de diversas
neoplasias humanas e animais desde a década de 60. Trata-se de um antibiético
da classe das antraciclinas produzido pelo fungo Streptomyces peucetius
variedade caesius (Chabner, 1996; Singal et al, 2000), podendo ainda ser
sintetizado quimicamente a partir da daunorrubicina (Singal et a/, 2000). A
estrutura da DOX é composta por um aminoactcar ligado a quatro anéis de
antraquinonas através de uma ligagdo glicosidica (Tlustragdo 1). Um dos
principais mecanismos anti-tumor das antracicinas é desempenhado pelos anéis
B e C das antraquinonas, que funcionam como doadores e receptores de

elétrons (Tallarico et al, 2003; Chabner, 1996).

14
COCH2OH

HO

MH2 H

Tlustragdo 1. Estrutura quimica da doxorrubicina

Apesar de ser excelente quimioterapéutico, a aplicagdo da DOX tem
sido limitada pelo seu potente efeito cardiotéxico dose-dependente capaz de

levar a insuficiéncia cardiaca congestiva irreversivel.
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Sdo vdrios os mecanismos pelos quais a DOX leva d lesdo cardiaca, mas
a geragdo de espécies reativas do metabolismo do oxigénio favorecida pela sua
estrutura quimica dnica (Singal et a/., 2000) tem sido objeto fregiiente de uma
gama de estudos. As antraciclinas reagem com o citocromo P4s0 redutase, na
presenga de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato reduzido (NADPH),
para formar as semiquinonas que, por sua vez, reagem com o 0Xigénhio para
produzir os superdxidos. Estes podem gerar tanto perdxidos de hidrogénio
como radicais hidroxilas que sdo altamente destrutivos para as células (Young
et al,, 1981, Olson & Mushlin 1990, Chabner 1996, Luo et al, 1997, Morishima
et al., 1998, Tokudome et a/, 2000, Silva 2001, Quiles et a/, 2002, Dudnakova
et al, 2003), além de iniciarem a peroxidagdo lipidica (Olson & Mushlin 1990,
Morishima et al, 1998), levando a perda progressiva de miofibrilas e
vacuolizagdo mitocondrial, alteragées tipicas da cardiomiopatia induzida pela
DOX (Singal & TIliskovic 1998). Acredita-se que o ciclo de oxidorredugdo e a
ruptura de membrana celular, resultante da lipoperoxidagdo, sejam eventos
chaves no desenvolvimento da toxicidade irreversivel (Bagchi et a/, 1995). O
processo de toxicidade parece estar relacionado com a interagdo de DOX com
ions ferro (Chabner 1996) ou cobre (Bagchi et al, 1995) o que estimula, de
forma significativa, a produgdo de radicais livres (Bagchi et al, 1995, Chabner
1996). Além disso, as reacdes moleculares de transferéncia de elétrons das
semiquinonas resultam na formagdo de outros radicais e, portanto, de potentes
agentes alquilantes (Chabner 1996). A sensibilidade do miocdrdio ds
antraciclinas deve-se, entre outras razdes, ao seu metabolismo oxidativo
elevado (Quiles et al/, 2002) e ao nivel reduzido de catalase e superéxido
dismutase (SOD) presentes nos cardiomidcitos (Olson & Mushlin 1990, Chabner
1996, Sawyer et al, 1999, Silva 2001, Abou El Hassan et al, 2002, Quiles et
al, 2002,). A DOX ainda reduz a disponibilidade de outros antioxidantes
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enddgenos, como por exemplo, a glutationa (6SH), responsdveis pela eliminagdo
dos radicais livres, resultando em um aumento do estresse oxidativo seguido
por cardiomiopatia e faléncia cardiaca (Singal et al., 1987, Singal & Iliskovic
1998, Luo et al, 1999). As antraciclinas podem interagir diretamente com os
lipideos da membrana celular gragas a sua natureza lipofilica e devido a sua
estrutura quimica, onde o anel B é de especial interesse devido ao seu potencial
gerador de radicais livres (Young et al,, 1981, Singal et al., 2000, Tokudome et
al, 2000, Quiles et al, 2002). Tal estrutura lhe confere meia-vida longa no
organismo (Singal et al., 2000), alterando suas fungdes em concentragdes iguais
ou abaixo das concentragdes que afetam a fungdo do DNA (Van Fleet &
Ferrans, 1980). A peroxidagdo lipidica resulta na produgdo de uma grande
variedade de aldeidos, incluindo o malondialdeido (MDA) e o hexanal, que sdo
introduzidos na fase hidrofdbica da membrana alterando sua permeabilidade e,
conseqiientemente, a fungdo celular (Singal et al., 1987, Luo et al., 1999). Ao
contrdrio da grande maioria dos radicais livres, os produtos citotéxicos da
lipoperoxidagdo sdo extremamente ativos e capazes de se difundir pelo
organismo, atingindo alvos distantes, agindo como mensageiros citotdxicos
secunddrios (Luo et a/, 1999). Células miocdrdicas de ratos tratados com DOX
apresentaram aumento hos hiveis de MDA e aumento nas atividades da
glutationa peroxidase (6SHPx), SOD e catalase (Iliskovic et al, 1995, Dziegel
et al,, 2003). A DOX leva a reducdo da atividade da GSHPx e ao aumento de
MDA. (Tliskovic et al, 1999, Li & Singal 2000). Além disso, foi descrita inibigdo
da oxidagdo dos dcidos graxos em ratos tratados com DOX, prejudicando a
fungdo miocdrdica (Yoon et al., 2003). A administracdo cronica de DOX a ratos
causou aumento significante nos niveis de dcidos graxos livres e de glutationa
oxidada (6556G), enquanto que os niveis de albumina sérica e GSH encontraram-

se significativamente reduzidos (Iliskovic et al, 1998). O mecanismo de

16



toxicidade da DOX pode ser descrito como o resultado de um distdrbio no
balango proé e antioxidante na célula devido a produgdo de espécies reativas do
oxigénio e ao consumo de GSH intracelular durante o ciclo de oxidorredugdo da
quinona (Pascoe & Reed 1987). A disfungdo ventricular também pode ser
observada pelo aumento significativo dos hiveis séricos de desidrogenase latica
(DHL) e creatina quinase (CK), indicando lesdo miocdrdica (Singal et a/., 2000).
Devido ao seu sucesso como agente quimioterdpico, vdrias estratégias
tém sido tentadas para atenuar os efeitos téxicos da DOX. Assim, hd grande
ndmero de estudos que utilizaram antioxidantes, incluindo quelantes de metal,
bilirrubina, melatonina, dcido drico, o-tocoferol ascorbato, vitamina A,
carotendides, flavondides, coenzima Q, e antioxidantes naturais (Myers et al.,
1976, Alberts et al, 1978, Bieri et al, 1983, Lu et a/, 1995, Pastori et al,
1998, Amann et al, 2002, Kalender et al, 2002, Balestrieri et al, 2004,
Limpens et al., 2004). Recentemente, nosso grupo mostrou o efeito protetor do
licopeno na cardiotoxicidade induzida pela DOX em ratos, tanto ao nivel
histologico (Ferreira et al, 2007¢) como ao nhivel molecular com diminui¢do da

lesdo oxidativa do DNA (Ferreira et al,, 2007").

Manifestagoes da Cardiotoxicidade
Sdo descritas trés formas de cardiotoxicidade induzida pela DOX que

podem se desenvolver: a aguda, a crénica e a tardia.

Em sua forma aguda, os efeitos desenvolvem-se dentro de minutos a
horas da administragdo intravenosa de DOX e caracterizam-se por hipotensdo,
taquicardia e arritmias podendo-se ainda observar disfungdo ventricular (Singal
et al., 1987) e aumento significativo dos nhiveis séricos de DHL (Aversano et al,
1983, Abou El Hassan et a/, 2003) e CK, indicadores bem conhecidos de danos

miocdrdicos (Aversano et al., 1983, Singal et al, 2000). Entre os efeitos
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precoces da cardiotoxicidade induzida pela DOX estdo a distensdo do reticulo
sarcoplasmdtico e dos tilbulos T, edema de mitocdndria e dilatagdo perinuclear
(Kapelko et al, 1999). Esta forma de cardiotoxicidade pode causar arritmias
transitérias, sindrome pericardite-miocardite ou insuficiéncia aguda do
ventriculo esquerdo (VE). Pode-se observar anormalidades eletrocardiogrdficas
que resultam em alteragdes ndo especificas do segmento ST e onda T, redugdo
da voltagem de QRS e prolongamento do intervalo QT (Chabner 1996, Singal et
al, 1998; Braunwald et a/, 1999). A taquicardia sinusal é o distirbio ritmico
mais comum, mas outras arritmias tém sido descritas como as taquicardias
ventriculares supraventriculares e juncionais, além de bloqueios de ramo e
atrioventriculares (Chabner 1996, Singal et a/, 1998; Braunwald et al., 1999,
Tallarico et al, 2003). Muitos sinais de infoxicagdo aguda pela adriamicina sdo
mais significantes nas primeiras horas apds sua administragdo e desaparecem
em duas a trés semanas (Kapelko ef al, 1999). Seus efeitos agudos como
mielossupressdo, ndusea, vomitos e arritmias sdo reversiveis ou passiveis de

serem tratados clinicamente (Singal et a/, 2000).

Os efeitos cronicos geralmente se desenvolvem apés semanas a meses
de terapia e, algumas vezes, apés o término do tratamento com a DOX. A
cardiomiopatia, resultante de danos a célula miocdrdica, freqiientemente
culmina com insuficiéncia cardiaca congestiva (Singal et a/, 1987, Tallarico et
al., 2003), grave hipotensdo, taquicardia, redugdo significativa da voltagem do
complexo QRS, dilatagdo cardiaca e insuficiéncia ventricular associada a
depressdo de contratilidade (Singal et al/, 1987). O comprometimento da
contratilidade se deve a uma variedade de defeitos subcelulares como perda de
miofibrilas e vacuolizagdo citoplasmdtica devido ao edema do sistema
sarcotubular (Singal ef al,, 1987). A vacuolizagdo sarcoplasmdtica observada em

cardiomidcitos de ratos tratados com DOX deve estar relacionada a faléncia
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do sistema microtubular e subseqiente alteragdo da arquitetura
citoesquelética (Dudnakova et al, 2003). Estas alteragées sdo acompanhadas
por anormalidades nhas mitocondrias, aumento do nimero de lisossomos e
aclmulo de lipideos (Singal et al., 1987). O tratamento prolongado com a DOX é
seguido, ainda, por perda de peso corporal e cardiaco além de alteragdes focais
das membranas nuclear, sarcoplasmatica e mitocondrial (Kapelko et a/, 1999). A
recuperagdo completa da fragdo de encurtamento pode ocorrer se a terapia
for interrompida em uma fase precoce, mas isto ndo exclui futuras redugdes na
reserva funcional (Shan et al, 1996). A detecgdo precoce da cardiomiopatia
cronica pode se dar por meio de bidpsia endomiocdrdica cuja aplicagdo é
limitada, da angiografia cardiaca por radionuclideos e da ecocardiografia
bidimensional onde a fragdo de ejegdo do ventriculo esquerdo e a fragdo de
encurtamento sdo os pardmetros mais comumente utilizados. Entretanto, a
compensagdo cardiaca mantém normal a fragdo de ejegdo no ventriculo
esquerdo até que as alteragdes miocdrdicas estejam bem estabelecidas.
Redugdes no pico da velocidade de enchimento ventricular ocorrem antes da
redugdo na fragdo de ejegdo do ventriculo esquerdo induzida pelas
antraciclinas, sugerindo disfungdo diastdlica (Shan et a/., 1996). Normalmente,
trata-se de insuficiéncia cardiaca esquerda ou biventricular. Entretanto,

insuficiéncia cardiaca direita isolada tem sido relatada (Tallarico et a/., 2003).

A forma tardia pode se manifestar apds anos ou décadas do término da
quimioterapia. Ocorre em pacientes assintomdticos, mas com ja com disfungdo
ventricular, insuficiéncia cardiaca e arritmias. Estas anormalidades parecem
ser progressivas e resultam na descompensagdo clinica futura cuja
probabilidade aumenta de acordo com a magnitude da dose recebida, com o
aumento da velocidade de administragdo da droga e ainda com a associagdo com

radioterapia mediastinal. Da mesma forma que na cardiomiopatia cronica, a
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detecgdo precoce de lesdo cardiaca conta com a ecocardiografia bidimensional
em repouso ou associada d administragdo de dobutamina o que permite revelar

disfungdes de contratilidade ainda ndo aparentes (Shan et al., 1996).

Antioxidantes nutrientes e prevengdo da toxicidade pela DOX

Efeitos gerais do a-tocoferol

A vitamina E foi utilizada, pela primeira vez, em 1922, para descrever
um fator lipossolidvel, essencial na dieta de ratos, responsdvel pela manutengdo
da reprodugdo normal. Trabalhos posteriores mostraram que a vitamina E é
essencial na dieta de todos os animais (Halliwell & Gutteridge 1999). Esta
vitamina pertence a uma familia de oito moléculas (o, B, Y e & - tocoferdis e a,
B, Y e 8 - tocotriendis). A molécula mais importante é o o-tocoferol e,
comumente os termos "o-tocoferol" e "vitamina E" sdo utilizados de forma
indiscriminada (Halliwell & Gutteridge 1999, Quiles et a/, 2002), o que é
incorreto. A vitamina E sintética (dl-o-tocoferol, algumas vezes denominada
all-rac-a-tocoferol) contém cerca de 12,5% de a-tocoferol, com mais sete
outros isdmeros do tocoferol que sdo biologicamente menos ativos (Halliwell &
Gutteridge 1999). A produgdo e a secregdo de sais biliares sdo essenciais para
a absorgdo de o-tocoferol que é transportado principalmente pela B-
lipoproteina. Os niveis plasmdticos do tocoferol correlacionam-se diretamente
aos niveis de lipideos totais, colesterol total e LDL plasmdticos (Bieri et al,

1983).

O mecanismo de protegdo da vitamina E ainda é desconhecido, mas a
eliminagdo de radicais livres e a estabilizagdo de membrana constituem agdo
inerente a este agente (Herman & Ferrans 1983). Encontram-se entre as

fungbes deste agente, a inibicdo da formagdo tumoral, o estimulo da resposta
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imune, a inibicdo da conversdo de nitritos em nitrosaminas (Quiles et a/., 2002)
e, a mais importante delas, a fungdo antioxidante por meio da protecdo de
células e tecidos dos danos oxidativos, principalmente contra a peroxidagdo
lipidica induzida pelos radicais livres (Milei et al., 1986, Halliwell & Gutteridge
1999, Quiles et al., 2002). Os tocoferdis tanto eliminam como reagem com o
oxigénio singlet, protegendo as membranas contra estas espécies (Halliwell &
Gutteridge 1999). A vitamina E parece, ainda, exercer um efeito anti-
hipertensivo por meio da redugdo da retengdo de dgua e sédio (Washio et al,
1994). E importante ressaltar que altas doses de vitamina E podem levar a
distirbios gastrintestinais, como nduseas, flatuléncia ou diarréia, aumentar o
tempo de protrombina e reduzir a absorgdo das vitaminas A e K (Bieri et a/,
1983). O acumulo de a-tocoferol nas membranas celulares de mamiferos tende
a ser logaritmicamente relacionado aos niveis de a-tocoferol na dieta (Pyke et

al., 1990).

Um estudo duplo-cego ndo encontrou evidéncia convincente sobre a
eficdcia do tratamento com doses massivas de vitamina E (Bieri et a/., 1983). A
administra¢do de uma Unica dose de a-tocoferol a ratos, 24 horas antes da
administracdo de DOX, diminuiu a mortalidade, além de reduzir
significativamente as alteragdes em midcitos e a perda de peso cardiaco

(Myers et al., 1976).

Acoes do o-tocoferol na toxicidade causada pela DOX

Estudos com a vitamina E na prevengdo de toxicidade causada pela DOX

em diversas espécies animais produziram resultados conflitantes,
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provavelmente devido ao modo e ao tempo de utilizagdo da mesma (Bieri et al,

1983). (Legha et a/., 1982, Herman & Ferrans 1983, Quiles et a/., 2002).

Toxicidade aguda. A administragdo intraperitoneal de 1000 mg/kg de
a-tocoferol (divididos em duas aplicagdes) reduziu os niveis de MDA em porcos
da India tratados com dose (nica de DOX, sugerindo a diminuigdo da
peroxidagdo lipidica com a suplementagdo. Além disso, constatou-se melhora
das alteragdes bioquimicas e ultraestruturais conseqiientes da nefrotoxicidade
induzida pela DOX (Gorgiin et al., 1999)., in vivo e in vitro, A administracdo de
100 mg/kg de vitamina E reduziu o nimero de aberragdes cromossémicas
provocadas pelo fratamento agudo com DOX em ratos (Antunes & Takahashi
1998). Constatou-se que o a-tocoferol bloqueou a diminuigdo da GSH resultante
da administragdo aguda de DOX, reduzindo a gravidade e a incidéncia das

lesdes histoldgicas cardiacas (Legha et al,, 1982).

Toxicidade crénica. A administracdo oral das vitaminas E e A a coelhos
tratados cronicamente com DOX, levou a nheutralizagdo do radical superéxido,
melhora das alteragdes eletrocardiogrdficas, diminuigdo da extensdo e
gravidade dos danos miocdrdicos, redugdo da incidéncia de lesdes
mucocutdneas, diminuigdo da lipoperoxidagdo, redugdo dos danos de membranas
por meio do aumento das defesas antioxidantes endégenas do miocdrdio (Milei

et al., 1986).

Foram observados aumento da atividade da SOD e redugdo da produgdo
de MDA circulante, em ratos fratados cronicamente com DOX e, que
receberam 10, 45 ou 200 mg/kg de vitamina E, por via oral (Thabrew et al,

1999).
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Existem relatos que mostram que o a-tocoferol ndo atenua as lesdes
induzidas pela administragdo crdnica da DOX em animais, como os efeitos
mielossupressivos (Herman & Ferrans 1983), a toxicidade gastrintestinal e a
alopecia (Legha et al, 1982). O oa-tocoferol ndo compromete a atividade
antitumoral do tratamento crdonico com DOX (Breed et al, 1980, Van Fleet &
Ferrans 1980, Herman & Ferrans 1983), embora tenha sido relatado piora da
toxicidade da DOX quando a este quimioterdpico foi associado ao a-tocoferol
(Albert et al., 1978). Foi detectado aumento da atividade antitumoral da DOX
utilizando a dose de 250 mg/kg/dia/30 dias de vitamina E em ratos. Em quinze
dias de tratamento foi constatado aumento nos niveis de proteina total e na
atividade do 6SH e SOD, além de redugdo dos niveis de MDA no coragdo
destes animais (Wahab et a/, 2000). Um dos mecanismos da prevengdo da
toxicidade provocada pela DOX, pela utilizagdo de o-tocoferol, deve-se a
manutencdo dos tidis de proteina celular durante a deplegdo de GSH pelo

quimioterdpico (Pastori et al., 1998).

As lesdes cardiacas provocadas pela DOX sdo muito semelhantes
dquelas observadas em quadros de deficiéncia de o-tocoferol em ratos e
coelhos como, por exemplo, a perda de miofilamentos, a vacuolizagdo

citoplasmadtica, a necrose celular e a perda de miécitos (Legha et a/,, 1982).

Associacdo do a-tocoferol com outros antioxidantes

A comparagdo ou a associagdo do a-tocoferol a outras substancias com

agdo antioxidante também tem sido objeto de estudos.

Ratos que receberam idarrubicina (uma antraciclina com
cardiotoxicidade reduzida quando comparada a DOX ou a daunorrubicina) por

via endovenosa apresentaram redugdo da contratilidade cardiaca e queda de
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peso cardiaco e corporal menos pronunciadas com a administragdo concomitante
de vitamina E ou catequina (substancia pertencente a familia dos flavondides,
com agdo cardioprotetora, diurética e hipotensora). Além disso, a
administragdo isolada de catequina levou a um aumento na atividade da SOD e
GSHPx. Quando associada a idarrubicina, a catequina também resultou em
aumento de atividade, tanto da catalase como da GSHPx e reducdo da atividade
do MDA. Apenas a administracdo de idarrubicina, catequina ou vitamina E,
também levou a aumento do MDA, sendo o aumento mdximo observado no grupo

tratado somente com vitamina E (Kalender et a/, 2002).

O licopeno é um carotendide derivado de produtos do tomate que tem
mostrado forte interagdo com espécies reativas do oxigénio como, por exemplo,
H20: e radical hidroxil (Lu et al, 1995). Tais espécies sdo envolvidas na
cardiotoxicidade provocada pela DOX. Recentemente, foi mostrado que a
suplementagdo de licopeno atenuou a necrose de cardiomidcito (Ferreira ef al,
2007?), protegendo contra a lesdo oxidativa de DNA, bem como contra os sitios
dlcali-ldbeis do DNA (Ferreira et al, 2007°). Entretanto, em ambos os estudos
acima citados, ndo foi observado efeito do licopeno na alta taxa de mortalidade
provocada pela DOX. Atualmente, a combinagdo do licopeno com a vitamina E
tem sido motivo de destaque em estudos que envolvem estresse oxidativo. De
fato, tal associagdo mostrou efeito sinérgico na desaceleragdo do cdncer de
préstata (Pastori et al, 1998) e na inibigdo da sintese de fator ativador de
plaguetas (FAP) (Balestrieri ef al/, 2004). Os resultados do Ultimo estudo
citado sugeriram que o a-tocoferol ou os componentes lipofilicos presentes no
tomate potencializam os efeitos do licopeno na modulagdo dos FAP e na
biossintese de acil-FAP nas células endoteliais durante o estresse oxidativo

(Balestrieri et al,, 2004).

24



Apesar de relatos prévios apontarem para possivel efeito benéfico da
associagdo entre licopeno e a-tocoferol, ndo ha até a presente data estudos

que tenham avaliado tal efeito na cardiotoxicidade induzida pela DOX.

HIPOTESE

Diante do exposto sugere-se que a cardiotoxicidade induzida pela DOX
pode estar relacionada ao aumento do estresse oxidativo e que a
suplementagdo com antioxidantes de forma isolada ou em associagdo diminuem

a lesdo cardiaca.

OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos avaliar histoldgica e funcionalmente:

1. O efeito do a-tocoferol na prevengdo da cardiotoxicidade induzida pela DOX.
2. O efeito do licopeno na prevengdo da cardiotoxicidade induzida pela DOX.
3. O possivel efeito sinérgico do o-tocoferol e licopeno na prevengdo da

cardiotoxicidade induzida pela DOX.
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MATERIAIS e METODOS

O presente trabalho foi realizado nas dependéncias do Laboratério de
Experimentagdo do Departamento de Clinica Médica - FMB - UNESP - Botucatu

com a devida aprovagdo do Comité de Etica em Experimentagdo Animal.

Produtos gquimicos. A doxorrubicina foi obtida da Pharmacia (Mildo,
Itdlia). All-trans-p-caroteno (tipo IV), licopeno e acetate de amdhio foram
adquiridos de Sigma Chemical (St. Louis, MO). A Iuteina foi obtida das
Inddstrias Kemin (Des Moines, TA). Zeaxantina, criptoxantina, 13-cis-p-
caroteno, 9-cis-p-caroteno, equinenona e DL-a-tocoferol foram gentilmente
cedidos por Hoffmann-La Roche (Nutley, NJ). O licopeno tfomato oleoresina,
Lyc-O-Mato, foi um presente de LycoRed Natural Products Industries (Beer-
Sheva, Israel). a-tocoferol (acetato de dl-o-tocoferol) foi doado por Relthy
Labs (Indaiatuba, SP, Brasil). As solu¢des de carotendide e a-tocoferol foram
preparadas sob luz vermelha imediatamente antes de sua utilizagdo. As grades
de metanol e dgua para o HPLC foram obtidas de J. T. Baker Chemical
(Philipsburg, NJ). Eter metileter-butil foi adquirido de Aldrich Chemical
(Milwaukee, WI). Todos os solventes do HPLC foram filtrados em uma
membrana de 0.45-mm e degaseificados antes de serem utilizados. Os padrdes
do carotendide e do o-tocoferol foram estocados a -70°C até o uso.
Pentobarbital sédico (Cristdlia, Paulinia, SP, Brasil), cloridrato de quetamina
(Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil) e xilazina (Bayer, Sdo Paulo, SP, Brasil) foram

utilizados para anestesia.

Ratos Wistar (n=132), adultos machos, com peso médio de 400g,

provenientes do CEMIB (Centro Multidisciplinar de Investigagdo Bioldgica,
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UNICAMP, Campinas, SP) foram randomizados em oito grupos: G1 (controle,
n=11), 62 (licopeno, n=11), 63 (a-tocoferol, n=11), G4 (licopeno + a-tocoferol,
n=11), 65 (doxorrubicina, n=22), G6 (doxorrubicina + licopeno, n=22), G7
(doxorrubicina + o-tocoferol, n=22) ou 68 (doxorrubicina + licopeno + o-

tocoferol, n=22) (Ilustragdo 2).

Volumes de 1 mL de solugdo salina (61, 62, 63, G4) ou de 4mg/Kg de
DOX (65, 66, 67, G8) foram administrados por injegdes via intraperitoneal
(IP) semanalmente na 3%, 4°, 5% e 6% semanas. Os animais dos grupos 61 e G5
receberam 6leo de milho como placebo e os ratos dos demais grupos (62, G3,
G4, G6, G7 e G8) foram suplementados com antioxidantes via gavagem, cinco
vezes/semana por 7 semanas. Desta forma, os grupos G2 e G6 receberam
solugdo de licopeno (5mg/Kg), 63 e G7 receberam solugdo de a-tocoferol (250
mg/Kg), e G4 e G8 receberam a associacdo de licopeno (5mg/Kg) + a-tocoferol
(250 mg/Kg). Para evitar diferengas de energia fornecida, todos os grupos
receberam o mesmo volume de éleo de milho (~ 0,5 mL/Kg peso corpdreo/dia).
Segundo informagdo do fabricante (Mazola), cada mL de éleo de milho contem
0,15 mg de Vitamina E. Desta maneira, os animais dos grupos 61, e G5

receberam 0,075 mg de Vitamina E/Kg peso corpéreo/dia.

A duragdo total do experimento foi de sete semanas e, neste periodo os
animais foram observados e pesados semanalmente. Os ratos foram mantidos
sob uma temperatura média local de cerca de 24°C, umidade relativa de 55% e
12 horas didrias de exposigdo d luz; receberam dgua e foram alimentados com

ragdo comercial descrita por Paiva et al., (2005) ad /ibitum.
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Ilustragdo 2. Protocolo experimental.

61 (controle)

62 (licopeno)

63 (a-tocoferol)

64 (licopeno + a-tocoferol)

G5 (doxorrubicina)

66 (doxorrubicina + licopeno)

G7 (doxorrubicina + a-tocoferol)

68 (doxorrubicina + licopeno + o-todp)

| Ecocardiografia _

s4 s5 s6 s7 s8

| S, semanas de tratamento;
| Aplicagdes de licopeno (5 vezes por semana);
| Aplicagdes de a-tocoferol (5 vezes por semana);

| InjegSes IP administradas nas 3%, 4°, 5% e 6 semanas (Solugdo salina
ou de DOX);

¥ Eutandsia, coleta de tecido cardiaco e plasma.
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Uma semana apds o final do tratamento com DOX, os ratos foram submetidos a
ecocardiografia e, posteriormente sacrificados sob anestesia (com
pentobarbital sddico 4%, na dose de 1 mL/kg de peso vivo) por via IP,
procedendo-se desta forma a eutandsia com posterior coleta e registro do

peso dos coragoes.

Andlise de Licopeno e a-tocoferol na solugdo de suplementagdo.
Solugdo de suplementagdo de licopeno. Lyc-O-Mato 6% (LycoRed) foi misturado
com 6leo de milho e estocado a 4°C sob luz vermelha até o uso. Uma boa
mistura foi obtida apds aquecer a solugdo por 20 min em banho-maria a 54°C.
Para checar a concentracdo de carotendides na solugdo, a mesma foi esfriada
naturalmente até atingir a temperatura ambiente. Os carotendides foram
monitorizados a 450 nm cuja metodologia estd detalhada neste relatério (item
denominado Andlise por HPLC). A extragdo dos carotendides consistiu em
adicionar 100 pL da solugdo de licopeno em 900 pL de etanol. Para dissolver o
licopeno a solugdo foi triplamente sonicada em banho-maria a 4 °C (1 min) e
também vortexada (30 segundos). A seguir, 20 pL desta solugdo foram
injetados no HPLC. Apds o término da leitura a concentragdo do licopeno foi
obtida por meio de quantificagdo dos cromatogramas onde se utiliza cdlculo da
drea de cada carotendide dividido pela drea do padrdo interno (equinenona)
corrigido pela magnitude da diluigdo entre a solugdo e etanol. A solugdo foi
oferecida diariamente aos animais via gavagem com o cuidado em manter a dose
5 mg licopeno/Kg Peso corpdéreo/dia. A concentragdo de licopeno foi
confirmada por espectrofotometria no momento do preparo e apds 9 semanas
(ANEXO 1). Solugcdo de suplementagdo de a-tocoferol A metodologia para
aferigdo de a-ftocoferol seguiu os mesmos passos descritos acima para solugdo

de licopeno com a diferenga de que a monitorizagdo ocorreu a 294 nm, além de

29



utilizar acetato de DL-a-tocoferol como padrdo interno. A solugdo foi
oferecida diariamente aos animais via gavagem com o cuidado em manter a dose
250 mg a-tocoferol /Kg peso corpéreo dia. A concentracdo de a-tocoferol foi

também confirmada por espectrofotometria (ANEXO 2).

Andlise de carotendide na dieta. A dieta foi analisada segundo o
descrito por Ferreira et al, 2000. Para cada 10 g de dieta, 5 mL de H.O foram
adicionados e misturados por meio de movimentos giratérios durante 1 min. A
solugdo de extragdo [30 mL; hexano/acetona/etanol/tolueno (50:35:30:35)] foi
adicionada e misturada por 1 min, seguido por 16 horas de repouso sob luz
vermelha a temperatura ambiente; 4 mL de 40% KOH metandlico e hexano (30
mL) foram adicionados e a mistura foi deixada no escuro a temperatura
ambiente. Apds 1 hora, 10% Na;SO4 (30 mL) foi adicionado, agitado e deixado
foi deixada no escuro a temperatura ambiente. Apés 1 hora, a camada de
hexano foi coletada e o volume foi registrado. Aliquotas de 200 pL foram
evaporadas completamente sob Nz, e o residuo foi dissolvido novamente em 100
uL etanol, vortexado e sonicado por 30 segundos. Aliquotas de 50-uL do

extrato final foram injetadas no sistema HPLC.

Preparagdo do tecido para andlise de carotendide e alfa-tocoferol.
Utilizou-se o dpice do ventriculo esquerdo (VE) assumindo que essa amostra é
representativa do miocdrdio total do VE. O VE (150g) foi submetido a
saponificagdo e posterior aferigdo cromatogrdfica dos carotendides. O VE foi
fragmentado antes da adi¢do de pirogalol, hidréxido de potdssio e etanol. Apds
a solugdo ter sido misturada (vortex), esta foi incubada a 37°C em banho-maria
e agitada por 2 h continuadamente, enquanto os tubos foram cobertos com

parafilme. Apds a incubagdo, os tubos foram resfriados a temperatura
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ambiente e posteriormente foi adicionada H>O e a mistura foi novamente
agitada (vortex). Foram adicionados entdo, equinenona e DL-o-tocoferol, como
padrdes internos, e a mistura foi novamente agitada com éter anidroso e
hexano. Apés centrifugagdo a 800 X g a 4°C, a camada superior foi removida,
reservada e, posteriormente, combinada com a outra camada superior
resultante da segunda extragdo. As duas camadas combinadas foram
misturadas com HzO e, posteriormente, com etanol. Apds nova centrifugagdo a
800 X g a 4°C, a camada de hexano foi evaporada completamente em banho-
maria sob Nz. O residuo foi dissolvido em etanol e duplamente vortexado e
sonicado, sendo posteriormente centrifugado a 800 X g a 4°C por 2 min.
Cinglienta microlitros foram utilizados para andlise no HPLC. Todo o
procedimento de preparo das amostras foi realizado sob luz vermelha

(Ferreira et al., 2000).

Andlise de carotendide e a-tocoferol em HPLC. Foram utilizados
cromatégrafo e bomba Alliance - Waters 2695 (Waters, Wilmington, MA,
USA) acoplados a um detector fotodiodo 2996 e detector de fluorescéncia
2475 Waters. Um software, Empower, foi utilizado para decodificar o sistema.
As condigdes operacionais para determinagdo de carotendides e o-tocoferol
estdo descritas a seguir. A coluna utilizada foi a €30 (4.6 um x 150 mm, YMC,
Wilmigton, MC), e o comprimento de onda do detector foi fixado em 455nm e
292nm para leitura de carotendides e a-tocoferol, respectivamente. Este
método usou duas solugdes, cada uma infundida por uma bomba de infusdo, com
a finalidade de se estabelecer um gradiente: solvente A - metanol: éter
metilico: dgua (83:15: 2, v/v/v, com acetato de amonio 1,5% diluido em dgua;
solvente B-metanol: éter metilico: dgua (8:90:2, v/v/v, com acetato de amonio

1% diluido em dgua). O fluxo total de 1 mL/min foi utilizado durante todo o
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procedimento analitico a temperatura de 16°C. 1) inicialmente, apés a injegdo
da amostra, do tempo zero até cinco minutos, foi bombeada a fase mével na
seguinte proporgdo: 90% do solvente A e 10% do solvente B; 2) ao fim do
quinto minuto ocorreu aumento de infusdo da bomba "B", mantendo-se o
aumento linear do solvente B por 12 minutos. Neste intervalo de tempo, a
concentragdo do solvente B passou a ser 45%; 3) aos 17 minutos ocorreu outro
aumento linear do solvente B por 12 minutos; neste tempo, a concentragdo do
solvente B chegou a 95%; 4) esta concentragdo (95% do solvente B) foi
mantida por mais cinco minutos; 5) apds estes Udltimos cinco minutos ocorreu
aumento linear de 2 minutos do solvente A para retornar a concentragdo de
90% do solvente A e 10% do solvente B. A corrida terminou ao fim de 36
minutos. Aguardou-se, entdo, mais quatro minutos, correspondentes ao periodo
suficiente para estabilizar novamente a coluna para possibilitar novas
determinagdes. Carotendides como luteina, zeaxantina, criptoxantina, a-
caroteno, 13-cis-p-caroteno, all-trans-p-caroteno, 9-cis-p-caroteno/-
caroteno e as formas trans e cis licopeno foram adequadamente separadas por
este método (Yeum et al, 1995). Os cromatogramas foram quantificados pela
comparagdo entre as relagbes drea da substdncia/drea do padrdo interno
(equinenona ou acetato de DL-a-tocoferol), obtidas ha andlise da amostra em
estudo (solugdo de suplementagdo ou dieta) e da amostra da solugdo padrdo. Os
valores das substdncias da solugdo padrdo foram corrigidos por seus

coeficientes de extingdo molar.

Avaliagdo do efeito da DOX
Estudo Ecocardiografico. Uma semana apds a Ultima dose de DOX, todos os
animais foram avaliados /n vivo por meio da ecocardiografia transtordcica, para

a qual utilizamos um ecocardiografo SONOS 2000 (Hewlett-Packard Medical
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Systems, Andover, MA, USA) equipado com um fransdutor de 7.5 MHz. As
imagens foram obtidas com um dngulo setorial de 60° e profundidade de 3 cm.
Os ratos receberam anestesia superficial através de injegdo intramuscular
com solugdo de quetamina (50mg/kg) e xilazina (Img/kg). Para os ratos que
receberam DOX, foi administrada metade da dose anestésica. Apds a
tricotomia da regido peitoral, os ratos foram colocados em decubito lateral
esquerdo em base de madeira apropriada. Imagens bidimensionais e em modo-
M foram obtidas nos planos do eixo curto do ventriculo esquerdo (VE) na
extremidade dos folhetos da vdlvula mitral, e ao nivel da vdlvula aértica.
Imagens em modo-M do VE, dtrio esquerdo (AE) e da aorta foram registradas
em impressora térmica em branco e preto (Sony Up-890MD) na velocidade de
varredura de 100 mm/s. Todos os exames foram executados pelo mesmo
examinador e obtidos de acordo com as recomendagdes da Sociedade
Americana de Ecocardiografia (Sahn et al, 1978). As aferigdes representaram
a média de pelo menos cinco ciclos cardiacos consecutivos. O didmetro
diastélico final (VEd) e a espessura da parede posterior (PPd) foram medidas
no maior didmetro diastélico, e o didmetro sistélico final (VES) foi obtido
durante o maior movimento anterior da parede posterior. O AE foi medido em
seu maior didmetro e a aorta teve suas medidas tomadas ao final da didstole. A
espessura relativa da parede foi calculada pela razdo PPd/VEd. As velocidades
mdximas de fluxo diastélico transmitral (velocidades E e A) foram obtidos no
plano apical 4 camaras. A razdo E/A foi usada como um indice de fungdo
diastélica ventricular esquerda. O intervalo de tempo entre dois ciclos
cardiacos consecutivos foi medido para o cdlculo da frequéncia cardiaca (FC). A
fungdo sistélica ventricular foi avaliada por meio dos seguintes indices: fragdo
de ejecdo (FE) = (VEd® - VEs®) / VEd® e fragdo de encurtamento (%AD ) =
[(VEd -VEs) / VEd] x 100.
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Estudo Morfologico. O estudo morfoldgico do ventriculo esquerdo (VE)
incluiu o histolégico geral (Hematoxilina & Eosina). A secgdo coronal de VE (3
mm de espessura, a partir de sua porgdo média) foi fixada por 48 h em solugdo
de formalina famponada a 10% e parafina. Apds sua fixagdo, o bloco de tecido
foi submetido a cortes histoldgicos (5 micras) para posterior coloragdo com
hematoxilina & eosina (HE). O Quadro 1 mostra o método de Billingham
modificado (Billingham et a/,, 1978) que foi adotado para graduagdo do nivel de
gravidade patoldgica identificado por HE, em uma escala de zero (normal) a

trés (marcada anormalidade).

Quadro 1. Graduagdo do nivel de gravidade histoldgica cardiaca pela

coloragdo Hematoxilina-Eosina.

6rau Caracteristicas morfoldgicas
0 Morfologia normal
1 Poucas células afetadas com alteragdes

precoces miofibrilares (perda) e

vacuolizagdo citoplasmdtica

2 Grupos de células afetados com perda de
elementos contrdteis (perda miofibrilar

marcante) e vacuolizagdo sarcoplasmdtica

3 O tecido encontra-se difusamente
afetado por alteragdes mais severas

incluindo morte celular

Este procedimento foi avaliado utilizando andlise semiquantitativa
(ANEXO 3). Foram avaliadas as seguintes varidveis: 1) vacuolos citoplasmdticos

(VC), 2) necrose nuclear (NN), 3) degeneragdo miocitica (DM), 4) infiltrado
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inflamatério (II) e 5) desorganizagdo celular (DC). A necrose nuclear foi
identificada por picnose, cariorrexis e cariélise, correspondendo a redugdo do
tamanho, fragmentagdo e desaparecimento do nlcleo, respectivamente. A
degeneragdo miocitica pdde ser reconhecida pela identificagdo de células
menores, reduzidas e com citoplasma pdlido e homogéneo. Esse estudo
histoldgico foi realizado usando equipamento da Carl Zeiss - Alemanha, e
consistiu de um microscépio de luz (Axio Imager Al; magnification X400)
conectado a cdmera digital (Zeiss Vision) e a um computador equipado com

programa analisador de imagem (Axio Vision software rel., versdo 4.3).

Andlises de Colesterol e Fragdes

No momento da eutandsia, foram coletados (via pungdo cardiaca)
aproximadamente 3 a 5 mL de sangue para andlise dos niveis séricos de
colesterol total, triglicérides, lipoproteinas de alta (HDL) e de baixa (LDL)
densidade. As amostras sangiiineas foram enviadas para a Segdo de
Laboratérios de Andlises Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu -
Setor de Bioquimica, onde foram submetidas ao sistema de automagdo Vitros
950 - Johnson & Johnson.

Para a obtengdo dos valores de colesterol total e triglicérides utilizou-se
o método colorimétrico de ponto final - quimica seca. O método utilizado para
aferigdo dos niveis séricos de HDL foi o colorimétrico magnético - quimica
seca.

Para determinagdo direta dos niveis de LDL, utilizamos kit especifico da
DiaSys (Diagnostic Systems International) - C LDL Select FS, cujo método

também baseou-se na colorimetria enzimdtica.
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Andlise estatistica

O estudo das varidveis ecocardiogrdficas e pesos corpdreo e cardiaco
nos diferentes grupos experimentais foi realizado pela técnica da andlise de
variancia paramétrica complementada com o teste de comparagdes multiplas de
Tukey. Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo (Zar,
1999).

Quanto as varidveis histologicas, laboratoriais e concentragdo total dos
suplementos no tecido cardiaco, foi utilizada a técnica da andlise de variancia
ndo paramétrica, complementada com o teste de comparagdes miltiplas de
Dunn (Zar, 1999) e os resultados apresentados como mediana e semi-amplitude
total.

Todas as discussdes ho presente estudo foram realizadas no nivel de 5%

de significancia.
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RESULTADOS

Consideragoes gerais

Evolugdo clinica e Mortalidade Os animais dos grupos G1, G2, G3 e G4

apresentaram-se em bom estado geral durante todo o periodo de estudo e
apenas um animal (do grupo G4) foi a ébito por causa indeterminada. Por outro
lado, os animais tratados com DOX (65, G6, 67 e G8) apresentaram a partir da
terceira dose da droga, progressiva hipotrofia muscular, redugdo do peso
corpéreo e da atividade fisica, além de aumento do volume abdominal com
conteldo liquido e erigamento dos pélos. Ainda foi observado nos grupos que
receberam o-tocoferol (63, G4, G7, G8) comportamento agressivo, menor
aceitagdo a suplementagdo por gavagem e manifestagdo hemorrdgica em regido
facial préxima as narinas e boca. A frequéncia de mortalidade total foi de 6%
(8 animais) tendo evoluido para ébito animais dos grupos G4 (n=1), G5 (n=1), G6

(n=2), 67 (n=1) e 68 (n=3).

Avaliacdo macroscopica. A ascite esteve presente em ratos que

receberam DOX (65 a G8). Palidez renal bilateral tfambém foi observada em

animais que receberam DOX.

Evolucdo de peso corpéreo. As Figuras 2 e 4 mostram que os animais
tratados com DOX sofreram perda progressiva de peso a partir do inicio da
série de aplicagdes de DOX (4? semana). Esta perda de peso ndo foi prevenida

pelas suplementagdes isoladas ou em associagdo. Foi observado também que, os
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ratos suplementados com a-tocoferol mostraram desaceleragdo significativa
no ganho de peso (63 < G1), que ndo foi prevenida pela associagdo com licopeno
(64 < G1). Esse comportamento foi confirmado no momento final do estudo pela
andlise estatistica pareada (p < 0,05) que, mostra 61>65, 62>G6, 63>67, G4>G8,
G1>G3 e G1>G4 (Figuras 2 e 4).

Avaliacdo do peso cardiaco

A Figura 5 mostra que a DOX induziu perda de peso cardiaco ndo
prevenida pelas suplementagdes isoladas ou em associagdo. Da mesma forma, a
suplementagdo com a-tocoferol (63) levou a redugdo do peso cardiaco global
que ndo foi atenuada pela associagdo com o licopeno (G4).

A varidvel peso cardiaco ndo foi corrigida pelo peso corpdreo do animal
em decorréncia do acentuado emagrecimento identificado nos animais tratados

com DOX.

Avaliacdo de Licopeno e a-tocoferol

Dieta - Segundo informagdo do fabricante, a ragdo (Nuvilab CR;)
utilizada continha 30 mg de vitamina E por Kg de dieta. Ndo foi detectado
licopeno na dieta. Os niveis de luteina e zeaxantina foram 4 e 2 mg por Kg de
dieta, respectivamente.

Solucdo de suplementacdo com licopeno - Os animais (62, G4, G6 e G8)

receberam a solugdo de licopeno via gavagem por 7 semanas. Esta solugdo
continha 13-c¢is-B-caroteno, todo-trans-p-caroteno e licopeno total em
concentragdes equivalentes a 0,77, 2,02 e 50 mg/kg de peso corpéreo,
respectivamente. A denominagdo licopeno total corresponde a soma dos
isomeros de licopeno (todo trans - licopeno + cis - licopeno). A solugdo foi

aquecida por 20 min em banho-maria a 54°C antes de ser oferecida via
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gavagem aos ahimais. A concentragdo de licopeno foi também checada por
espectrofotometria fixando-se o comprimento de onda em 450 nm (Anexo 1).
O licopeno na solugdo de dleo de milho permaneceu estdvel por no minimo 9
semanas a 4°C.

Solugdo de suplementacdo com o.-tocoferol. Os animais (63, G4, G7 e

G8) receberam solugdo de a-tocoferol, via gavagem, por 7 semanas. Esta
solugdo continha a-tocoferol em concentragdo equivalente a 250 mg/Kg peso
corporeo. A concentragdo de o-tocoferol foi também checada por
espectrofotometria fixando-se o comprimento de onda em 294 nm (Anexo 2).
A solugdo foi aquecida por 20 min em banho-maria a 54°C antes de ser

oferecida via gavagem aos animais.

Niveis de antioxidantes no tecido cardiaco
Niveis de licopeno no tecido cardiaco. Apds sete semanas de suplementagdo
com tomato oleoresina, o nivel de licopeno miocdrdio apresentou mediana de
64,93 nmol/kg (62) e 86,23 nmol/kg (66). Ndo existiu licopeno detectavel nos
demais grupos (61, 63, G4, G5, 67 e G8). Destaca-se que o carotendide ndo foi
detectado inclusive nos grupos suplementados com a associagdo de licopeno e

o-tocoferol (Tabela 2).

Niveis de a-tocoferol no tecido cardiaco. Apés sete semanas de suplementagdo

observamos que em relacdo ao grupo controle (61), a suplementagdo com

licopeno (62) ndo alterou os niveis de a-tocoferol presentes no miocdrdio. Por
outro lado, como esperado, os ratos suplementados com a-tocoferol (G3) e
também aqueles suplementados com a associagdo de licopeno e a-tocoferol
(64) mostraram niveis elevados desta substdncia no miocdrdico. Ndo foi

identificada diferenga nos niveis de a-tocoferol entre os grupos G3 e G4. O
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tratamento com DOX (65) ndo modificou os niveis do suplemento em questdo
no tecido cardiaco. Os niveis de a-tocoferol ndo foram influenciados pelo
tratamento com DOX (65 vs G1; P > 0,05). Esta observagdo se manteve
independente da suplementagdo utilizada (66 vs 62, 67 vs G3, G8 vs G4, P >
0,05). Quando os animais tratados com DOX foram comparados entre si (G5,
G6, G7 e G8) foi observado que a mediana dos niveis de a-tocoferol dos grupos
G5 (52.326,98 nmol/kg) e G6 (49.860,79 nmol/kg) apresentaram niveis de a-
tocoferol semelhantes. O mesmo ocorreu na comparagdo entre os grupos G7
(108597,15 nmol/kg) e 68 (106644, 94 nmol/kg). Foi também identificado que
os animais suplementados com o-tocoferol (67 e G8) apresentaram niveis
deste suplemento maiores do que os animais ndo suplementados (G5 e G6)

(Tabela 2).

Avaliagdo da andlise histoldgica

A andlise histoldgica por HE mostrou que o tratamento com DOX (G5)
foi seguido por distribui¢gdo multifocal de lesdes e os principais destaques sdo
apresentados na Figura 3. As diferencas estatisticas entre os grupos sdo
apresentadas na Tabela 3. Primeiramente, destacamos que ndo foi observado
infiltrado inflamatério em quaisquer dos grupos experimentais, exceto pela
rara presenca de células mononucleares ou polimorfonucleares isoladas, ndo
caracterizando infiltrado propriamente dito. Desta forma tal varidvel ndo foi
avaliada estatisticamente.

Em relacdo ao grupo controle (61), a graduagdo destas lesdes mostrou

que a DOX (65) levou a uma exacerbagdo significativa das lesdes cardiacas
identificadas pelas varidveis NN, DM e DC. Os ratos do grupo controle (G1) e
aqueles suplementados com licopeno (62) ndo apresentaram lesdes cardiacas,

embora tenha sido observada a presenga de poucos vactolos citoplasmaticos.
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Por outro lado, a suplementagdo de a-tocoferol (63) e de sua associagdo com o
licopeno (G4) levou a uma piora do grau de lesdo miocitica determinada pelas
varidveis NN, DM e DC, sendo que ambos os grupos comportaram-se de forma
semelhante entre si. A administra¢do de a-tocoferol (63) exacerbou ainda a
visualizagdo de vaclolos citoplasmdticos, o que ndo foi observado com a
associagdo de ambos os suplementos (G4). Em relacdo ao grupo que recebeu

DOX (65), a suplementagdo de licopeno (66), de o-tocoferol (67) ou da

associagdo de ambos (68) ndo interferiu no grau das lesdes histoldgicas
observadas neste estudo.

Em resumo, pode-se afirmar que o modelo utilizado no presente estudo
resultou em cardiotoxicidade histoldgica. Os grupos comportaram-se de modo
muito parecido em relagdo ds varidveis NN, DM e DC, mostrando que, na
auséncia de DOX, a suplementagdo com licopeno isoladamente ndo provoca
lesdo histologica. Ao contrdrio, a suplementacdo com o-tocoferol induziu
cardiotoxicidade que ndo foi atenuada quando associada ao licopeno. Além
disso, os resultados também mostraram que a suplementagdo com licopeno,
isolada ou em associagdo com a-tocoferol, ndo atenuou as lesdes induzidas pela

DOX.

Avaliagdo de Colesterol e Fragées

Colesterol (COL) e HDL colesterol (HDL). Em relagdo ao grupo
controle (G1), a suplementagdo com licopeno (62), o-tocoferol (63) e com a
associagdo de ambos (64), ndo influenciou os niveis de COL e HDL. Contudo, o
tratamento com DOX (65, G6, G7 e G8) levou a um aumento significativo nos
niveis destas varidveis quando comparado aos seus respectivos controles (61,
G2, 63 e 64). Quando os grupos 65, G6, G7 e G8 foram comparados entre si,

foi observado que a suplementagdo com licopeno, com o-tocoferol ou com a
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associagdo de ambos ndo atenuou a alteragdo induzida pela DOX (Tabela 4 e

Anexo 6).

Triglicérides (TG). Em relacdo ao grupo controle (61), a suplementagdo

com licopeno (62), a-tocoferol (63) e com a associagdo de ambos (64) ndo
influenciou os niveis de TG. Contudo, o tratamento com DOX (G5, G6, e G8)
levou a um aumento significativo nos nhiveis destas varidveis quando comparado
aos seus respectivos controles (61, 62 e 64). Destaca-se que o fratamento com
a DOX ndo aumentou os niveis de TG nos animais suplementados com a-
tocoferol (67) em relagdo ao seu respectivo controle (63). Quando os grupos
Gb, 66, G7 e 68 foram comparados entre si, foi observado que a
suplementagdo com licopeno, com a-tocoferol ou com a associagdo de ambos

ndo atenuou a alteragdo induzida pela DOX (Anexo 6).

LDL colesterol (LDL). Em relacdo ao grupo controle (Gl), a

suplementagdo com licopeno (62), com oa-tocoferol (63) e com a associagdo de
ambos (64) ndo modificou os niveis séricos de LDL. Em relagdo ao grupo
tratado com licopeno (62) verificamos que o grupo suplementado com a
associagdo de licopeno com o-tocoferol (G4) apresentou niveis maiores de LDL.
O tratamento com DOX (65, G6, e G7) levou a um aumento significativo nos
niveis desta varidvel quando comparado aos seus respectivos controles (61, 62
e G3). Destaca-se que o tratamento com a DOX ndo aumentou os niveis de LDL
nos animais suplementados com a associagdo de licopeno com o-tocoferol (68)
em relagdo ao seu respectivo controle (64). Quando os grupos G5, 66, G7 e 68
foram comparados entre si, foi observado que a suplementagdo com licopeno,
com o-tocoferol ou com a associagdo de ambos ndo atenuou a alteragdo

induzida pela DOX (Tabela 4).
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Avaliagdo ecocardiografica
Os resultados das varidveis morfoldgicas sdo apresentados na Tabela 5,

Figura 6 e Anexo 4. Em relacdo ao grupo controle (61), a DOX (65) levou a um

aumento significativo de VEs e AE/Ao e redugdo de PPd, Ao e PPd/VEd. Por
outro lado, as varidveis VEd e o AE ndo foram influenciadas pela tratamento
com DOX. Ainda em relagdo ao grupo controle (G1), a suplementagdo com
licopeno (62) ndo interferiu em qualquer das varidveis morfoldgicas analisadas.
Por outro lado, a suplementagdo com a-tocoferol (63) reduziu PPd e Ao, ao
passo que a suplementagdo com a associagdo licopeno e a-tocoferol (G64) induziu
a um aumento de VEs e AE/Ao e a uma redugdo de PPd e PPd/VEd,

comportando-se, portanto, de forma semelhante a agdo da DOX. Em relacdo ao

grupo DOX (G5), a suplementagdo com licopeno ndo interferiu na lesdo
provocada pela droga (G6). Ja a suplementagdo de a-tocoferol (67) amplificou
o aumento induzido pela droga isolada sobre o VEs. Embora a DOX tenha
apenas mostrado uma tendéncia em aumentar o VEd em relagdo ao grupo
controle (61), quando analisamos o grupo 7 (suplementado com o-tocoferol)
verificamos que ocorreu uma amplificagdo do aumento de VEd induzido pela
droga (65) [embora esta varidvel ndo tenha mostrado diferenca em relagdo ao
grupo controle (61 vs 65)]. Quando comparamos 67 com G8, identificamos que
a VEd e a VEs estavam reduzidas em 68, indicando que o licopeno pode ter
infroduzido um efeito protetor em relagdo a estas varidveis. Em relagdo a
varidvel Ao foi observado que a suplementagdo com licopeno (G6) e com o-
tocoferol (67) ndo modificou tal varidvel. Contudo, a associagdo de licopeno e
o-tocoferol (68) induziu um aumento de Ao.

Em resumo, o tratamento utilizado nos grupos 63 (PPd, Ao), G4

(PPd/VEd), 65 (PPd, Ao, PPd/VEd), e 67 (VEd) induziu a uma remodelagdo
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excéntrica identificada pela alteragdo de pelo menos uma das varidveis AE,

VEd, PPd e PPd/VEd.

As varidveis funcionais sdo apresentadas na Tabela 6. A Figura 7 e

Anexo 5 destacam as diferengas estatisticas entre os grupos. Em relacdo ao

grupo controle (61), a DOX reduziu de forma significativa as varidveis

funcionais A, E, Ad, FE, VAo e FC, mas ndo interferiu na relagdo E/A (Figura
7). A suplementagdo com licopeno (62) ndo alterou nenhuma varidvel funcional.
Por outro lado, a-tocoferol (63) e sua associagdo com licopeno (G4)

interferiram de forma negativa nas varidveis E, Ad e FE. Em relacdo ao grupo

DOX (65), pode ser observado que o tratamento com qualquer um dos tipos de
suplementagdo (66, G7 e 68) ndo interferiu na agressdo funcional induzida pela
DOX.

As varidveis ecocardiogrdficas também ndo foram corrigidas pelo peso
corpéreo dos animais em decorréncia emagrecimento exagerado verificado nos
animais tratados com DOX.

Em resumo, observamos que o tratamento dos grupos G3 (E, Ad, FE), G4
(E, Ad, FE) e G5 (E, A, VAo, Ad, FE), induziu & disfungdo ventricular sistélica

e/ou diastélica.
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DISCUSSAO

A doxorrubicina (DOX) € um dos mais importantes agentes antitumorais
utilizada no tratamento de diversas neoplasias humanas e animais. Contudo, sua
aplicagdo tem sido limitada pelo seu potente efeito cardiotéxico dose-

dependente capaz de levar a insuficiéncia cardiaca congestiva irreversivel.

No presente estudo, a DOX foi injetada por quatro vezes na dose de 4
mg/kg de PC, resultando numa dose cumulativa de 16 mg/kg, equivalente a 500
mg/m? de DOX em ser humano de 50 kg (Hiroe et al, 1992). O protocolo
experimental utilizado simula situagdes clinicas onde mdltiplas doses de DOX
sdo administradas aos pacientes. A alta dose da droga levou a cardiotoxicidade
evidencidvel tanto histologicamente como por meio da ecocardiografia. Estes
achados estdo em acordo com resultados prévios obtidos pelo nosso grupo
(Ferreira et al., 2007°). Esta alta dose foi selecionada para suportar a hipétese
de uma possivel protegdo pela suplementagdo antioxidante.

A dose de licopeno para suplementagdo foi escolhida (5 mg/kg/dia)
baseada em estudos experimentais prévios que mostraram um efeito protetor
do licopeno na cardiotoxicidade induzida pela DOX (Karimi et a/ 2005, Yilmaz
et al,, 2006, Ferreira et al., 2007 *°).

A dose de a-tocoferol foi selecionada (2560 mg/kg/dia) tendo em vista
outros estudos que mostraram protegdo cardiaca (Thabrew et a/., 1999, Wahab

et al.,, 2000, Giakoustidis et al., 2002).
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O presente estudo mostra que a DOX induziu a redugdo progressiva do
tonus muscular, da atividade fisica e do peso corpdéreo dos animais. Estas
alteragdes ndo foram prevenidas com a suplementagdo tanto com licopeno (G6),
como com oa-tocoferol (G67) ou com a associagdo de ambos (68). Interessante
notar que mesmo ha auséncia do tratamento com DOX, a suplementagdo com a-
tocoferol isolada (63) ou em associagdo com o licopeno (64) induziu discreta
desaceleragdo do ganho de peso corpéreo dos ratos. A suplementagdo de

licopeno ndo induziu tal efeito.

Foi surpreendente a baixa (6%) frequéncia de mortalidade observada no
presente estudo, uma vez que haviamos identificado taxas de mortalidade de
50% em outros estudos de nosso grupo (Ferreira et al, 2007°°), onde se
utilizou modelo semelhante. Além de nossa experiéncia anterior, tem sido
descrita frequéncia de mortalidade entre 50-60% (Abdel-aleem et al, 1997;
Danelisen et al, 2002) em estudos experimentais. Alguns cuidados como a
adequada posi¢do com elevagdo de patas traseiras previamente a aplicagdo IP
(droga ou salina) associada aos cuidados com a assepsia do local com dlcool, com
o uso de seringas/agulhas descartdveis e o ndo compartilhamento das mesmas,

podem explicar a redugdo expressiva da mortalidade.

Palidez renal e serosite foram identificadas nos animais que receberam
DOX. Estes sinais patoldgicos sdo caracteristicas comuns tanto na toxicidade
cardiaca como na renal. Desta maneira, embora ndo tenhamos realizado a
andlise histoldgica do tecido renal, é possivel que a serosite identificada tenha
sido decorrente de hipoalbuminemia, tipicamente relatada em pacientes com
insuficiéncia renal induzida pela DOX (Deepa et al., 2003). A serosite também

poderia ser decorrente da faléncia cardiaca que foi confirmada pelas andlises
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histoldgica e ecocardiogréfica. E importante ser mencionado que, usualmente, o
quadro clinico de insuficiéncia cardiaca é acompanhado por aumento
compensatorio da FC o que ndo ocorreu neste estudo. No entanto, a queda de
FC observada no presente estudo ndo deve ser interpretada como auséncia de
faléncia cardiaca, mas sim como provdvel alteragdo induzida pela agdo do
anestésico utilizado no procedimento ecocardiografico. Esta afirmagdo é
suportada por prévios estudos que mostraram que a DOX retarda o
metabolismo dos fdrmacos (Bachi et al, 1995; Iliskovic et al., 1999) levando &
depressdo cardiaca causada pela xilazina (Massone, 1994). Este efeito jd havia
sido observado em trabalhos anteriores de nosso grupo e, por isso, tomamos o

cuidado de reduzir pela metade a dose dos anestésicos, conforme descrito em

material e métodos. Contudo, esta decisdo ndo foi suficiente para impedir a

redugdo da FC. Desta forma, ndo foi possivel usar esta varidvel para esclarecer
a causa da serosite. Qualquer uma das suplementagdes com antioxidantes (66,

G7 e 68) ndo atenuou a serosite induzida pela DOX.

Peso cardiaco

A DOX induziu uma redugdo do peso cardiaco. Esta redugdo pode ser
decorrente da morte celular miocdrdica induzida pela DOX (65) a qual foi
confirmada histologicamente pela marcada necrose miocitica. Este resultado
estd em concorddncia com prévios relatos (Van Boxtel et al,, 1978, Olson et al,
1990, Singal et al, 1998, Quiles et al, 2002). A suplementagdo com qualquer
um dos antioxidantes ndo preveniu a redugdo de peso cardiaco induzida pela
DOX, o que também foi confirmado pela histologia. Contrariamente ao
descrito, estudo prévio identificou atenuagdo da perda de massa cardiaca apds
a suplementagdo com vitamina E de animais tratados com DOX (Myers et al.,

1976). Concomitantemente, hd descrigdo de aumento relativo do peso cardiaco

47



de ratos Wistar apés tratamento com dose inferior de vitamina E (Yang &
Desai, 1977) a empregada no presente estudo. De fato, o estudo de Yang &
Desai (1977) utilizou 10.000 UI e 25.000 UT de vitamina E/kg de dieta/8
meses, o que corresponde a aproximadamente 90 UL e 225 UI da
vitamina/animal/dia/8 meses, respectivamente. Este cdlculo foi realizado
considerando-se que a ingestdo didria de dieta de um rato Wistar (peso
corpéreo, 400g) seja de aproximadamente 9 g. Em relagdo ao licopeno, ndo hd
até o presente momento relatos na literatura consultada sobre o efeito deste
carotendide no peso cardiaco de animais tratados ou ndo com DOX, o que

impossibilita comparagdes com outros estudos.

A redugdo de peso cardiaco identificada em nosso estudo também
poderia ter sido influenciada pela perda de peso corporal ocorrida nos animais
que receberam DOX (65, G6, G7 e G8) e também naqueles que receberam o-
tocoferol isoladamente ou associado ao licopeno (63 e G4). Embora ndo tenha
sido aferido o consumo didrio de dieta pelos ratos, podemos supor que houve
redugdo da ingestdo protéico-calérica nos grupos acima citados o que,
comprovadamente, restringe o ganho de peso corporal e do VE (Cicogna et al.,

1999).

Efeito dos suplementos em suas respectivas concentragées totais no
tecido cardiaco

O tratamento oral com 5 mg/kg/dia/7 semanas de licopeno resultou na
detecgdo de licopeno no tecido cardiaco saponificado. Embora poucos estudos
tenham avaliado o nivel de licopeno cardiaco, os niveis encontrados nos animais
do grupo 62 sdo consistentes com estudos prévios (Ferreira et al, *°). Outro

estudo usando coragdes humanos adultos obtidos de autdpsias mostrou maior
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valor de niveis de licopeno cardiaco. Contudo, a histéria de suplementagdo de

licopeno nesta populagdo era desconhecida (Kaplan et a/., 1990).

O tratamento oral com 250 mg/kg/dia/7 semanas de o-tocoferol levou a
detecgdo deste antioxidante no tecido cardiaco saponificado. Existem poucos
relatos na literatura sobre o nivel de o-tocoferol cardiaco. Estudo prévio
identificou maior concentracdo de a-tocoferol cardiaco (93000 nmol/kg tecido
cardiaco) em ratos ndo suplementados. Os autores, contudo, ndo referem o

valor de a-tocoferol na composigdo da dieta (Danelisen et a/., 2002).

Uma vez que ndo foi detectado qualquer nivel de licopeno na dieta dos
animais, a observagdo de concentragdes elevadas deste carotendide no tecido
cardiaco de ratos suplementados com este carotendide era esperada (62 vs G1
e G6 vs G5), confirmando sua absorgdo. De forma semelhante, esperdvamos que
0s grupos que receberam a associagdo de licopeno e a-tocoferol (64 e G8),
também mostrassem niveis elevados do carotendide no miocdrdio.
Surpreendentemente, na presenca de o-tocoferol e, independente da
administragdo de DOX, ndo foi detectado qualquer nivel de licopeno no tecido
cardiaco analisado. A causa da auséncia de detecgdo de licopeno no tecido
cardiaco de ratos suplementados com a associagdo licopeno e o-tocoferol é
desconhecida. Nés especulamos que o a-tocoferol pode, de alguma maneira, ter
acelerado o metabolismo do licopeno diminuindo, portanto, os niveis de licopeno
todo-trans- e cis- que, sdo os isdmeros habitualmente detectados pelo sistema
HPLC. E no entanto, descrito o oposto em relagdo ao B-caroteno. Estudo /n
vitro mostrou que o metabolismo do B-caroteno é retardado ha presenga do a-
tocoferol (Yeum et a/, 2000). Uma outra questdo a ser levantada é a de que a

fonte de licopeno (“tomato oleoresina”) utilizada neste estudo é composta por
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vdrios outros antioxidantes (y-tocoferol, a-tocoferol, B-caroteno, fitoflueno, e
fitoeno) (Richelle et al, 2002). Desconhecemos, no entanto, o comportamento
de tais componentes da oleoresina na vigéncia de dose adicional de a-tocoferol.
A literatura consultada apresenta estudos que destaca o efeito sinérgico
benéfico entre o licopeno e outros antioxidantes como o a-tocoferol (Pastori
et al, 1998, Fuhrman et a/. 2000, Shi et al, 2004), B-caroteno, flavondides
como a glabridina, entre outros (Fuhrman et a/. 2000). Ndo encontramos, no
entanto, dados que suportassem a hipétese de possiveis efeitos antagdnicos
entre o licopeno e os antioxidantes presentes na solugdo de fomato oleoresing,
impossibilitando assim qualquer discussdo. Outra possibilidade é estar
ocorrendo algum fendmeno oxidativo induzido pela suplementagdo com o-
tocoferol que, preferencialmente tenha consumido mais licopeno do que o-
tocoferol. Esta é uma possibilidade relevante, uma vez que foi identificada uma
toxicidade induzida pela suplementagdo com a-tocoferol. Em sintese, a ndo
detecgdo do licopeno no coragdo de ratos suplementados com a associagdo pode
pelo menos em parte ser resultado de: 1) alto consumo preferencial de licopeno
via estresse oxidativo, e/ou; 2) aceleragdo do metabolismo de licopeno
estimulado pela presenga de a-tocoferol. Nenhum outro marcador de estresse
oxidativo foi utilizado, mas a possibilidade de lesdo induzida pelo a-tocoferol
foi confirmada tanto histoldgica como ecocardiograficamente, e este podera

ser assunto de um futuro projeto.

Efeito da DOX nos niveis de licopeno e a-tocoferol no tecido
cardiaco

Os niveis de licopeno no miocdrdio ndo diminuiram com o tratamento com
DOX (62 vs G6). Estes resultados estdo de acordo com prévio estudo que

mostrou a manutengdo do nivel de licopeno cardiaco em modelo de
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cardiotoxicidade induzida pela DOX (Ferreira et a/, 2007). A terapia com DOX
também ndo diminuiu os niveis de a-tocoferol no miocdrdio de ratos
suplementados com tal substdncia (63 vs G7). Ndo hd dados na literatura
mostrando o efeito da suplementagdo com o-tocoferol tanto nos niveis
cardiacos deste antioxidante como na cardiotoxicidade induzida pela DOX, o
que impede comparagdes. Contudo, coragdo de ratos ndo suplementados e
tratados com DOX apresentou manutengdo dos niveis de a-tocoferol (oriundo

da dieta) (Danelisen et al. 2002).

A razdo da manutengdo dos niveis de a-tocoferol e licopeno é
desconhecida. Contudo, estudo prévio mostrou que animais tratados com DOX
apresentaram um retardo do metabolismo de licopeno. Este retardo se
traduziu por um aumento do licopeno intacto (todo-trans- e cis-) e redugdo dos
subprodutos do metabolismo do licopeno (produtos de clivagem e produtos de
oxidagdo) (Ferreira et al., 2007°).

Estudos relacionados a toxicidade induzida pela DOX tém descrito tanto
aumento (Quiles et al. 1999) como diminuigdo da lipoperoxidagdo apds a infusdo
da droga (Minotti et al, 1996). Esta controvérsia sobre o estado do estresse
oxidativo € possivelmente devido ao potencial de dois diferentes mecanismos
patoldgicos, um para toxicidade aguda e outro para toxicidade crénica. Alguns
estudos usando suplementagdo antioxidante falharam em mostrar efeitos
protetores sobre a cardiomiopatia induzida pela DOX (Van Vleet et al, 1980,
Legha et al., 1982). Por outro lado, desenhos experimentais agudos (dose Unica
de DOX) tém apontado para o comprometimento de componentes antioxidantes
hidrofilicos (Deepa et al., 2003, Yilmaz et al., 2006) e lipofilicos (Deepa et al.,
2003) em tecidos cardiacos. Estes estudos sugerem que a cardiotoxicidade

aguda provocada pela DOX estd relacionada ao estresse oxidativo, ao passo que
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a administragdo crénica do quimioterdpico estd associada a outros mecanismos
de toxicidade, tais como redugdo da produgdo de energia no miocdrdio. Desta
forma, foi recentemente sugerido que a terapia crénica com DOX deve
exercer pelo menos parte da sua cardiotoxicidade pelo retardo do metabolismo
dos dcidos graxos de cadeia longa no coragdo (Abdel-aleem et al, 1997), que é
acompanhado pelo aumento sérico do colesterol total, triglicérides e LDL
(Tliskovic et al., 1997). Este fenomeno foi observado no presente estudo uma
vez que todos os animais que receberam DOX isolada ou em associagdo com os
suplementos, exibiram aumento dos niveis séricos de colesterol e de suas
fragdes (Tabela 4 e Anexo 6). Devido aos dcidos graxos de cadeia longa
constituirem os principais substratos para produgdo de energia no miocdrdio
adulto aerédbico (Neely ef al, 1974), a inibigdo do metabolismo dos dcidos
graxos de cadeia longa poderia levar a cardiomiopatia pela deficiéncia no

suprimento de energia (Corr et al., 1985).

Sabe-se que a maior parte do licopeno (Krinsky et al, 1958) e do -
tocoferol (Esterbauer et a/., 1987) é transportada via LDL. Uma vez que a DOX
pode aumentar os niveis de LDL, especulamos que uma maior disponibilidade de
LDL poderia ser um mecanismo importante para explicar a razdo da manutengdo
dos niveis de tais antioxidantes no coragdo. A manutengdo de licopeno jd havia
sido observada previamente, por nosso grupo, em figado, plasma e coragdo de
ratos suplementados com este carotendide e tratados com DOX (Ferreira et
al., 2007°). Esta afirmagdo € suportada por outro estudo que reportou hiveis de
a-tocoferol hepdtico maiores em ratos tratados com DOX quando comparados

aos animais do grupo controle (Danelisen et al,, 2002).
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Avaliagdo histoldgica

Acdo da DOX

As alteragées identificadas por andlise histoldgica semiquantitativa e
duplamente cega de miocdrdio (vacuolizagdo citoplasmdtica, necrose nhuclear,
degeneragdo miocitica, infiltrado inflamatério e desorganizagdo miofibrilar) de
animais submetidos a DOX, valida o protocolo experimental utilizado para

indugdo de cardiotoxicidade pelo quimioterdpico em questdo.

Acdo dos suplementos

A suplementagdo isolada com licopeno (62) ndo alterou quaisquer das
varidveis histoldgicas estudadas. Por outro lado, foi observada uma
exacerbagdo da perda miocitica (NN e DM) e da desorganizagdo celular em
ratos suplementados com a-tocoferol (61 vs 63) mostrando um efeito agressor
deste suplemento sobre a cardiomidcito. Ndo foi observada atenuagdo destas
lesdes histologicas quando utilizamos a associagdo de licopeno e o-tocoferol
(63 vs G4), sugerindo, desta maneira, que o licopeno ndo foi capaz de proteger
a célula cardiaca das alteragdes provocadas pelo o-tocoferol. A perda de
miofilamentos, a vacuolizagdo citoplasmdtica, a necrose celular e a perda de
miocitos também foram observadas em estudo prévio (Legha et a/,, 1982), onde
animais foram submetidos a deficiéncia de a-tocoferol.

Na presenga de DOX (65, G6, 67 e G8), nenhuma das suplementagdes
interferiu no sentido de acentuar ou atenuar a lesdo induzida pelo
quimioterdpico. De fato, o licopeno ndo interferiu nas alteragées histoldgicas
(necrose nuclear, degeneragdo miocitica e desorganizagdo celular) induzidas
pela DOX o que também foi observado nas demais varidveis estudadas (pesos

cardiaco e corpéreo, e varidveis ecocardiogrdficas a excegdo da varidvel
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PPd/VEd). Quando comparamos os resultados histolégicos com os dados
morfoldgicos obtidos pelo ecocardiograma, observamos que o o-tocoferol
acentua a remodelagdo excéntrica (VEd e VEs) apenas ha presenga de DOX (65
vs G7), o que ndo ocorre na auséncia da droga (61 vs G3). Houve atenuagdo da
remodelagdo induzida pelo a-tocoferol quando associado ao licopeno (67 vs
G8), sugerindo que o licopeno preveniu o agravamento da lesdo induzida pelo o-
tocoferol na presenga da DOX. Esta protegdo conferida pelo licopeno, no
entanto, é evidente apenas quando a DOX estd envolvida na lesdo miocitica. De
fato, quando analisamos somente os grupos Gl, G2, 63 e G4, pudemos
identificar que a agdo protetora do licopeno ndo ocorreu. A falta de
consisténcia entre os dados histolégicos e morfoldgicos (em relagdo ao
licopeno) verificada neste estudo impede a afirmagdo de que o licopeno exerga
de fato um efeito protetor sobre o miocdrdio de ratos tratados com DOX,
embora nosso estudo anterior tenha detectado atenuagdo significante da
fragmentagdo de DNA com a suplementagdo do carotendide em cardiomiécitos
de ratos tratados com o quimioterdpico (Ferreira et al, 2007°). Jd o papel
agressor do o-tocoferol é evidente tanto quando analisamos as varidveis
histolégicas como quando interpretamos as varidveis ecocardiogrdficas
(morfoldgicas e funcionais). Por outro lado, constatou-se que o a-tocoferol
diminuiu, /7 vivo e in vitro, a gravidade e a incidéncia das lesGes histoldgicas
cardiacas induzidas pela administragdo aguda de DOX em decorréncia do
melhora de niveis de GSH (Legha et a/,, 1982). Ndo hd na literatura consultada,
contudo, estudos mostrando que esta alta dose de o-tocoferol (250 mg/kg),

pode levar a alteragdes histoldgicas em cardiomidcitos.

A variagdo observada nestes resultados pode indicar ainda que, o modelo

experimental adotado pode ter interferido na magnhitude das lesdes
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miocdrdicas. Dentre as diferencas de modelos devemos destacar a espécie e
linhagem do animal, o fracionamento da DOX, as doses de antioxidantes e o
periodo de avaliagdo apés o tratamento com a DOX. Uma semana apés o fim do
tratamento pode corresponder a um periodo de transigdo onde a recuperagdo
de lesGes poderia ser evidente com uma andlise histoldgica mais acurada e
sensivel, como a microscopia eletronica. Nossa decisdo por avaliar os animais
apos um curto periodo (1 semana) apés a DOX foi baseada na alta mortalidade
(50%) apds a Ultima dose de DOX identificada em estudo anterior (Ferreira et

al, 2007°).

De qualquer maneira, estudos prévios tém apontado para a utilidade da
histologia como andlise progndstica da cardiotoxicidade induzida pela DOX
(Billingham et al, 1978; Petit et al, 2004). A evidéncia histopatolégica
inequivoca de les6es miocdrdicas identificadas no G5 estd em acordo com
estudos anteriores que submeteram animais (Saad et al, 2001; Koh et al.,
2002; Yagmurca et al., 2003; Yilmaz et al., 2006) e pacientes humanos (Lefrak
et al, 1975; Billingham et a/, 1978) ao tratamento com DOX. Areas com
desorganizagdo na morfologia miofibrilar (Yagmurca et a/, 2003; Saad et al,
2001; Yilmaz et al., 2006), vacuolizagdo citoplasmdtica (Santos et al, 2002;
Yilmaz et al., 2006) e alteracbes nucleares (Yagmurca et al., 2003) tém sido
descritas em diferentes modelos experimentais de animais apés elevada dose
de DOX. Estudo prévio mostrou que apés periodo superior a uma semana do
tratamento com DOX, ocorreu atenuagdo de danos histoldgicos cardiacos em
animais submetidos a suplementagdo com antioxidantes. Tal estudo mostrou
que a administragdo de erdosteina, um antioxidante derivado da cisteina,
atenuou as alteragdes histoldgicas miocdrdicas de ratos de outra linhagem

(Sprague-Dawley) apés 10 dias de uma dnica dose de DOX (Yagmurca et al.,
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2003). A administragdo de deferoxamina também melhorou os danos
histoldgicos apés Unica dose de DOX em ratos (Saad et a/, 2001). Por outro
lado, outros estudos ndo mostraram melhora histoldgica apds suplementagdo
com antioxidantes. Assim, a suplementagdo com licopeno (3,5 mg/kg/dia/4
dias) ndo levou a atenuagdo marcante tanto na inflamagdo como na degeneragdo
miocitica em camundongos apds 3 dias da administragdo Unica de DOX (15
mg/kg) (Karimi et al/, 2005). Da mesma forma, ndo foi observada melhora
histoldgica cardiaca apés 3 semanas do tratamento fracionado com DOX em

cdes suplementados com a-tocoferol (Van Vleet et al., 1980).

Os resultados dos estudos citados nos levam a questionar sobre o
mecanismo de lesdo envolvido na cardiotoxicidade resultante do protocolo
utilizado no presente estudo. De maneira geral, nota-se que existe efeito
protetor do antioxidante quando o modelo experimental é agudo (dose Unica de
DOX). Em contrapartida, quando o modelo é crdnico (mdltiplas doses de DOX),
o efeito protetor do antioxidante ndo é evidente. Em conjunto, pode ser
sugerido que o estresse oxidativo ndo deve ser fator determinante na
patogénese da lesdo cronica. Pode ser sugerido fambém, que o nosso modelo
inclui lesdes agudas e crdnicas (cronica reagudizada). De fato, em relagdo ds
trés primeiras doses de DOX, o modelo deve ser considerado crénico. Contudo,
deve também ser considerado agudo porque a Ultima dose de DOX foi
administrada apenas 1 semana antes da andlise histoldgica. Apesar de no
presente estudo ndo termos avaliado o depdsito de coldgeno que, usualmente, é
um marcador de lesdo crdnica, hosso grupo ja havia observado expressivo
aumento do coldgeno intersticial miocdrdico utilizando o mesmo modelo

experimental (Ferreira et al, 2007°). Assim, a exemplo do ocorrido
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anteriormente, é provdvel que a lesdo cardiaca ocorrida nos animais do

presente estudo fambém contenha depésito de coldgeno.

Avaliagdo ecocardiografica
A avaliagdo seriada ecocardiogrdfica corresponde ao método ndo invasivo
mais importante para o acompanhamento da evolugdo da cardiomiopatia

induzida pelas antraciclinas.

As varidveis estudadas foram selecionadas baseadas nos achados de
literatura que descrevem alteragées de desempenho sistélico, diastdlico e
aumento de camaras esquerdas apds tratamento com DOX (Delgado et al,

2004; Ha 2005; de Andrade 2005; Katona 2004; Matsui 1999; Koh 2004).

Face a extensa e necessadria discussdo ecocardiogrdfica, apresentaremos
inicialmente um resumo das infterpretagées para facilitar a leitura dos
detalhes. A lesdo induzida pela DOX foi evidenciada pela remodelagdo
excéntrica (PPd, Ao, PP/VEd) e pelos indices de fungdo sistélica e diastélica do
ventriculo esquerdo, o que valida o modelo experimental adotado.
Surpreendentemente, algumas dessas alteragdes foram também identificadas
no grupo (63) suplementado apenas com a-tocoferol, sugerindo que este
suplemento pode ter induzido remodelagdo cardiaca e disfungdo sistdlica e
diastdlica. A associagdo de a-tocoferol com licopeno fambém levou a alteragdes
morfoldgicas e funcionais. Contudo, a associagdo licopeno e a-tocoferol (G4)
atenuou a remodelagdo induzida pelo o-tocoferol (G3). A agdo cardiotoxica
observada pela agdo da DOX (65) ndo foi prevenida pela suplementagdo com
qualquer antioxidante isolado ou em associagdo (66, 67, G8). Ao contrdrio,

pudemos identificar que a suplementagdo com a-tocoferol aos animais tratados
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com DOX (67) parece ter desvendado um sinal de remodelagdo (VEd) que ndo
havia sido significante nos animais tratados apenas com DOX sem
suplementagdo (65 vs G1, p > 0,05). Além disso, fambém observamos que a
suplementagdo com a-tocoferol aos animais tratados com DOX (67) acentuou a
disfungdo sistélica (VEs) ja verificada pela agdo da DOX sem suplementagdo
(65). Por outro lado, a associagdo de licopeno ao a-tocoferol em animais
tratados com DOX (68) parece ter induzido um efeito atenuador da toxicidade

do a-tocoferol tanto na remodelagdo (VEd) como ha disfungdo sistdélica (VEs).

Acdo da DOX (61 vs G5)

Apesar da ndo alteragdo de VEd, pode ser afirmado que a DOX induziu
adelgagamento da parede e remodelagdo ventricular demonstradas pelo
aumento de AE/Ao e redugdo de PP/VEd, sugerindo perda miocitica. Esta perda
miocitica foi confirmada tanto pela histologia como pela andlise de peso
cardiaco. As alteragdes morfoldgicas referidas foram acompanhadas por
disfungdo sistélica. Estes resultados devem ser interpretados com cautela,
tendo em vista que a variagdo observada em VAo, FE, e Ad pode estar sob a
influéncia da redugio da FC. E importante ressaltar também que as variacdes
do diametro ventricular e da FE ndo avaliam contratilidade e, portanto, ndo
podem ser utilizadas como indicadores desta propriedade intrinseca do
miocdrdio. Além da contratilidade, o desempenho sistélico do VE depende da
pré e pés-carga. Aumentos na pds-carga, redugdo ha pré-carga e/ou ha
contratilidade causam reducdo na FE e Ad (Boon et a/,, 1998). Pré e pds-carga,
por sua vez, dependem da dimensdo da camara ventricular, da espessura de sua
parede e da pressdo arterial (PA). No presente estudo, ndo se avaliou a PA, mas
as alteragdes geométricas do ventriculo, detectadas pelo ecocardiograma,

justificam a pressuposigdo de que os animais operavam sob um regime de pré e
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pds-carga aumentadas. Isto €, o aumento do raio da cavidade durante a sistole
(VEs) e a redugdo da espessura da parede (PPd) podem ter contribuido para o
prejuizo adicional do desempenho sistdlico do ventriculo esquerdo. No entanto,
apesar da auséncia de indices mais especificos da fungdo contratil do miocdrdio
e, mesmo diante da redugdo de FC observada ho grupo DOX, é possivel assumir
que a necrose histologicamente confirmada no musculo cardiaco foi suficiente
para justificar o prejuizo da contratilidade e da conseqiiente disfungdo
sistélica. Outra observagdo relevante foi o aumento da relagdo AE/Ao
determinado pela redugdo do didmetro da aorta, sem uma correspondente
alteragdo do didmetro do AE. A auséncia de aumento significante do AE pode
decorrer do viés causado pelo menor peso animal. Contudo, uma vez corrigido
com a normalizagdo da dimensdo atrial pela dimensdo da raiz da aorta, foi
possivel evidenciar que de fato houve um aumento da cdmara atrial. Em resumo,
os resultados apresentados sugerem que a DOX induziu remodelagdo cardiaca
excéntrica associada a disfungdo sistélica e diastélica do VE. A disfungdo
sistélica identificada no presente estudo estd em concordancia com prévios
estudos em pacientes (Sung et al, 1997. Marchandise et al, 1989) ou em
animais tratados com DOX. Experimentalmente, tem-se identificado tanto
redugdo de FE (Delgado et a/, 2004; Ha et al., 2005) como redugdo de Ad em
cdes (de Andrade et al, 2005) e ratos (Katona et al., 2004) com significante
deterioragdo da fungdo sistédlica apdés a 4% semana do tratamento com DOX
(Koh et al, 2004). Outras alteragdes como o aumento de datrio esquerdo
(AE/Ao0) em ratos (Katona et al, 2004) e remodela¢do ventricular excéntrica
(PP, PP/VEd) em criangas (Lipshultz et a/., 1995) também sdo confirmadas por

outros estudos sobre o efeito da DOX na geometria cardiaca.

Acdo do licopeno (61 vs G2; G5 vs G6)
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Ndo foi observada nenhuma alteragdo funcional ou geométrica cardiaca
nos animais suplementados com licopeno isoladamente (62). Da mesma maneira,
as alteragoes induzidas pela DOX ndo foram atenuadas pela suplementagdo do
licopeno (65 vs G6). Estudos prévios que abordaram a agdo benéfica do
licopeno na cardiotoxicidade induzida pela DOX ndo incluiram avaliagdo
ecocardiografica (Yilmaz 2006; Karimi 2005), impossibilitando qualquer
comparagdo. Por outro lado, estudo recente mostrou correlagdo positiva entre
0s niveis séricos de licopeno e o valor da fragdo de ejegdo de pacientes
portadores de grave insuficiéncia cardiaca congestiva (classe IIT), sugerindo
que este carotendide pode ter efeito benéfico na disfungdo sistélica (Polidori

et al., 2002).

Acdo do a-tocoferol (G1 vs G3; G5 vs G7)

Quando comparado com o grupo controle (G1), observamos prejuizo
funcional sistélico e diastdlico do VE além de alteragdo geométrica induzidos
pela suplementagdo com a-tocoferol isoladamente (63), comportamento este
semelhante a agdo da DOX (65). Essas alteragdes sugerem que a
suplementagdo com o-tocoferol (63) levou a um adelgagamento de parede
sugerindo uma perda miocitica ou atraso no crescimento corporal geral. Apesar
da perda miocitica ndo ter sido confirmada histologicamente, é possivel inferir
que, face ao prejuizo funcional identificado pela redugdo de encurtamento e da
fragdo de ejegdo do VE, leva-nos a enfatizar a hipétese de que o a-tocoferol
causou a perda miocitica e enfraquecer a hipotese de atraso no crescimento do
animal. Esses surpreendentes resultados sugerem efeito cardiotoxico do a-
tocoferol.

Quando analisamos o efeito da suplementagdo dessa vitamina na

cardiotoxicidade induzida pela DOX (G7) pudemos verificar auséncia de
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protegdo. Mais do que isso, pudemos identificar que, a suplementagdo de o-
tocoferol aos ratos tratados com DOX causou alteragdo geométrica do VE ndo
observada com o tratamento isolado de DOX. Portanto, pode-se concluir que as
alteragdes morfoldgicas induzidas pela DOX foram intensificadas pela
suplementagdo com a-tocoferol (67), sem reflexo na piora adicional da fungdo.
O curto periodo de seguimento de uma semana adotado (ecocardiograma
ocorreu uma semana apés o fim do tratamento com a DOX) pode ter impedido a
demonstragdo de perda adicional da fungdo.

Esses resultados reforgcam a hipétese de um efeito toxico (67 vs G5)
desta vitamina sobre o coracdo, como também um efeito deletério
potencializado. E bem conhecido o efeito protetor do o-tocoferol sobre a
etapa de propagagdo da lipoperoxidagdo. No entanto, este efeito ocorrerd de
modo completo se houver um ndmero de 2 radicais lipoperoxil (LOO")
disponiveis para cada molécula de o-tocoferol. Caso essa proporgdo ndo seja
guardada, ocorrerd a formagdo de radicais tocoferoxil (a-T *), considerado um
composto instdvel capaz de induzir fendmeno pro-oxidante. Este é um dos
mecanismos classicamente descritos que explicam a razdo de antioxidantes
serem também potencialmente indutores de estresse oxidativo (Halliwell &
Gutteridge et al., 1999).

Apesar do possivel efeito prooxidante do o-tocoferol, a
cardiotoxicidade identificada pelo ecocardiograma no presente estudo ndo foi
relatada na extensa revisdo de literatura realizada. Sdo referidos apenas
transtornos vasculares (Keaney 1994) e redugdo de coagulagdo (Schulte et al,
2006) apds suplementagdo desta vitamina mesmo em baixas doses. O
desequilibrio na relagdo moléculas de o-tocoferol por moléculas de LOO®

poderia ocorrer devido a dose de a-tocoferol ou em decorréncia do excesso de
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LOO". Contudo, prévios estudos ndo mostraram toxicidade apds 250 mg/kg de
vitamina E (Wahab et a/ 2000).

Ao contrdrio de toxicidade, o resultado de revisdo da literatura mostra
que, mesmo em doses mais elevadas, a suplementagdo com vitamina E leva a
protegdo confra o estresse oxidativo. Sonneveld et a/ (1978) administraram
3200 UI/kg (equivalente a 3200 mg/kg de a-tocoferol) de vitamina E, por via
subcutdnea, 24 horas antes da administracdo de DOX. Seus resultados
demonstraram que o a-tocoferol inibiu a lipoperoxidagdo induzida pela DOX.
Wahab et a/ (2000) notaram que a administragdo de 250 mg/kg/dia de
vitamina E a camundongos, durante 30 dias, aumentou os niveis de 6SH e SOD
e reduziu os niveis de MDA, no tecido cardiaco, além de melhorar a atividade
antitumoral da DOX. O a-tocoferol fambém tem induzido beneficio em outros
modelos de estresse oxidativo. Assim, modelo em ratos Wistar usando isquemia
e reperfusdo hepdtica mostrou que, altas doses de o-tocoferol (300
mg/kg/dia/3 dias) contribuiram para a redugdo da lipoperoxidagdo
(Giakoustidis et a/, 2002). Da mesma forma, Amann et a/ (2002) identificaram
efeito protetor da vitamina ao administrarem 3000 UI/kg/semana (equivalente
a 3000 mg/kg/semana/12semanas) de a-tocoferol a ratos Sprague Dawley
submetidos a insuficiéncia renal experimental cronica. Os resultados desse
estudo mostraram que, o o-tocoferol preveniu a queda do hematécrito e o
desarranjo capilar e celular cardiaco do VE, além de reduzir a fibrose
intersticial miocdrdica e os niveis de endotelina 1 (ET1). Os autores ainda
salientaram que a administragdo de vitamina E pode ndo ser suficiente para
reduzir os niveis de espécies reativas se o estresse oxidativo for
excessivamente massivo, mas a utilizagdo de uma dose muito alta, como a
empregada neste estudo, ndo resultou em foxicidade. Por outro lado, alguns

autores chamam atengdo para um possivel efeito préo-oxidante da vitamina E,
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bem como de outras vitaminas antioxidantes (Albanés et al, 1996, Versari et
al, 2006), devendo-se levar em consideragdo, entre outros fatores, a
possibilidade de processo oxidativo quando sob regime de altas doses de
antioxidantes (Wang et a/, 2002). Seguindo este raciocinio, o butilato
hidroxitolueno (BHT), conhecido por sua agdo antioxidante, quando
administrado em doses elevadas a ratos Wistar, demonstrou efeitos tdéxicos
sobre os lipideos séricos (Faine et al., 2006). Desta forma, este aparente
efeito téxico da vitamina E, observado em nhosso estudo, merece ser

futuramente estudado.

Acdo da associacdo licopeno+a-tocoferol (G1 vs G4: G5 vs G8)

A associagdo licopeno com a-tocoferol também levou a alteragdes
relacionadas a remodelagdo excéntrica ventricular, aumento atrial esquerdo,
disfungdo sistélica e disfungdo diastélica. Contudo, a associagdo de licopeno ao
a-tocoferol (64) atenuou a remodelagdo induzida pelo a-tocoferol (63). Até o
momento ndo encontramos estudos sobre efeito toxico desta associagdo, o que
impede realizarmos comparagdes.

Em relagdo ao papel da associagdo licopeno e a-ftocoferol na
cardiotoxicidade induzida pela DOX (G5 vs G8), foi identificado um aumento na
varidvel Ao, indicando que a associagdo vitaminica anulou o efeito da DOX
sobre o didmetro da aorta. Ndo podemos, no entanto, valorizar esta varidvel
isoladamente, uma vez que o didmetro da aorta pode estar associado a pressdo
arterial (PA), entre outros fatores. Como ndo aferimos a PA neste estudo, o
efeito da associagdo dos suplementos observado na Ao ndo deve ser
interpretado simplesmente como protetor. Pudemos identificar que a
suplementagdo com a-tocoferol aos animais tratados com DOX (67) parece ter

desvendado um sinal de remodelagdo (VEd) que ndo havia sido significante nos
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animais tratados apenas com DOX sem suplementagdo. Além disso, fambém
observamos que a suplementagdo com o-tocoferol aos animais tratados com
DOX (67) amplificou a piora da fungdo sistdlica (VEs) ja verificada pela agdo
da DOX sem suplementagdo (65). Por outro lado, a associagdo de licopeno ao a-
tocoferol em animais tratados com DOX (G8) parece ter induzido um efeito
atenuador da toxicidade do a-tocoferol tanto na remodelagdo (VEd) como na
disfungdo sistolica (VEs). A esta altura, podemos sugerir que o licopeno foi
capaz de atenuar o estresse oxidativo cardiaco induzido ndo apenas pelo o-
tocoferol isoladamente, mas também quando a-tocoferol estd associado a
DOX.

Até o momento, ndo hd relatos sobre o papel da associagdo de o-
tocoferol e licopeno na toxicidade induzida pela DOX. Contudo, é descrita uma
agdo sinérgica protetora das vitaminas em outros modelos de estresse
oxidativo. De fato, foi descrita inibigdo da proliferagdo celular no carcinoma de
préstata (Pastori et al., 98) e redugdo da oxidagdo do LDL colesterol (Fuhrman

et al.,, 2000).

Em resumo, no presente estudo, foi observado que a DOX induziu lesdo
miocdrdica, a qual ndo foi atenuada com a suplementagdo com licopeno e o-
tocoferol. Quando os suplementos foram administrados isoladamente (na
auséncia de DOX) identificamos pela primeira vez, que o a-tocoferol induziu
cardiotoxicidade (histoldgica e ecocardiogrdfica) ndo prevenida pela associagdo

com o licopeno.

Os surpreendentes resultados deste experimento ndo puderam ser
esclarecidos com base na literatura disponivel, merecendo assim o

desenvolvimento de projetos que envolvam variagdo do protocolo experimental
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atual e estudo do metabolismo do licopeno. O emprego de dose inferior a 250

mg/Kg de o-tocoferol, o aumento do periodo de avaliagdo apds o tratamento

com DOX, bem como o estudo do efeito do a-tocoferol no metabolismo do

licopeno poderdo ser objetos de futuros projetos.

Conclusoes

1-

A DOX induziu alteragdes clinicas gerais durante o estudo e também
diminuigdo do peso corpdreo, peso cardiaco e comprometimento morfo-
funcional /n vivo o qual foi compativel com as lesdes histoldgicas do
miocdrdio.

A suplementagdo com licopeno (62) ndo induziu alteragbes gerais, de
peso corporeo, de peso cardiaco, ecocardiogrdficas ou histoldgicas. A
suplementagdo com licopeno ndo atenuou as alteragdes provocadas pela
DOX (66).

A suplementagdo com a-tocoferol (63) induziu perda de peso corpéreo,
peso cardiaco e ndo atenuou tais alteragdes induzidas pela DOX (67). O
a-tocoferol induziu cardiotoxicidade confirmada ecocardiogrdfica e
histologicamente (63). A suplementagdo com a-tocoferol ndo sé ndo
atenuou as alteragdes provocadas pela DOX como as amplificou (G7),
revelando-se um provdvel agente agressor adicional. As alteragdes
ecocardiogrdficas introduzidas pela suplementagdo com a-tocoferol nos
animais tratados com DOX (67) ndo foram observadas histologicamente.
A suplementagdo com a-tocoferol e licopeno associados (68) ou ndo (64)
a DOX ndo interferiu nas varidveis de peso corpdreo ou peso cardiaco. A
associagdo de ambos os suplementos (G4) resultou em prejuizo funcional

e remodelagdo excéntrica do VE. A suplementagdo com a-tocoferol e
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licopeno ndo atenuou as lesdes induzidas pela DOX (68). Contudo,
preveniu o aumento do didmetro ventricular na didstole (VEd) e melhorou
a disfungdo diastédlica (VEs). Estes resultados podem indicar que o
licopeno foi agente atenuador da lesdo adicional gerada pelo a-tocoferol
a agressdo da DOX.

5- O tratamento com DOX foi associado ao aumento sérico de colesterol,
triglicérides, HDL-colesterol e LDL-colesterol. A suplementagdo com

antioxidantes (isolados ou em associagdo) ndo atenuou tal alteragdo.
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Figura 2. Evolugdo do Peso corpéreo
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Tabela 2. Efeito do tfratamento com DOX sobre os niveis totais de licopeno e

a-tocoferol presentes no tecido cardiaco de ratos, obtidos por HPLC.!

Niveis de licopeno no tecido cardiaco (hmol/kg de tecido)

Gi G2 G3 G4
0,00 (0,00) A 64,93 (32,28) B 0,00 (0,00) A 0,00 (0,00) A
G5 G6 G7 G8
0,00 (0,00) A 86,23 (125,10) B 0,00 (0,00) A 0,00 (0,00) A

Niveis de a-tocoferol no tecido cardiaco (mmol/kg de tecido)

Gi G2 G3 G4

52,09 (17,62) A 62,03 (17,96) A 109,91 (18,43) B 114,86 (25,52) B
G5 G6 G7 G8

52,33 (19,66) A 49,86 (15,58) A 108,60 (34,49) B 106,64 (37,21) B

!0s valores sdo apresentados em mediana e semi-amplitude total. As diferengas estatisticas entre os grupos séo
apontadas por presenga de letras diferentes. Letras mailisculas comparam grupos de uma mesma linha. A auséncia
de letras mindsculas indica que ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos de mesma coluna.
G, grupos; Gl, Controle; 62, Licopeno; G3, a-tocoferol; G4, licopeno + o-tocoferol; G5, doxorrubicina; G6,
doxorrubicina + licopeno; 67, doxorrubicina + a-tocoferol; 68, doxorrubicina+a-tocoferol+licopeno.
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Tabela 3. Efeito da suplementagdo com licopeno, a-tocoferol e licopeno + a-

tocoferol nas alteragdes histoldgicas miocdrdicas induzidas por DOX em ratos.

Vacuolizacédo Citoplasmatica

G1 G2 G3 G4
0,00 (0,50) AB 0,00 (0,00) A 2,00 (0,50) C 1,00 (0,50) BC
G5 G6 G7 G8
1,00 (1,00) 1,00 (1,00) 2,00 (1,00) 1,00 (0,50)
Necrose Nuclear (NN)
G1 G2 G3 G4
0,00 (0,00) aA 0,00 (0,00) A 1,00 (0,50) B 1,50 (0,50) B
G5 G6 G7 G8
2,00 (1,00) b 1,00 (1,00) 2,00 (0,50) 2,00 (0,50)
Degeneracao Miocitica (DM)
G1 G2 G3 G4
0,00 (0,00) aA 0,00 (0,00) A 2,00 (1,00) B 2,00 (0,50) B
G5 G6 G7 G8
2,00 (1,00) b 1,00 (1,50) 2,50 (0,50) 2,00 (0,50)
Desorganizacéo Celular (DC)
G1 G2 G3 G4
0,00 (0,00) aA 0,00 (0,00) A 1,00 (0,50) B 1,50 (0,50) B
G5 G6 G7 G8
2,50 (1,00) b 1,00 (0,50) 2,00 (0,50) 3,00 (1,00)

'0s valores sdo apresentados em mediana e semi-amplitude total. As diferengas estatisticas entre os grupos
sdo apontadas por presenga de letras diferentes. Letras mindsculas comparam grupos de mesma coluna e
letras mailsculas comparam grupos de uma mesma linha. 6, grupos; G1, Controle; 62, Licopeno; 63, o-
tocoferol; G4, licopeno + a-tocoferol; 65, doxorrubicina; 66, doxorrubicina + licopeno; 67, doxorrubicina + o-
tocoferol; 68, doxorrubicina+a-tocoferol+licopeno.
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Figura 3 - Efeito da suplementagdo com licopeno, a-tocoferol e licopeno + a-
tocoferol nas alteragdes histoldgicas miocdrdicas induzidas por DOX em ratos.
Ndo foram encontradas anormalidades histoldgicas no grupo controle (61) a ndo
ser pela presenga de vaclolos citoplasmdticos. Os ratos suplementados com
licopeno (G2) apresentaram padrdo histolégico semelhante ao grupo G1. Jd os
grupos suplementados com a-tocoferol (63) e com licopeno + a-tocoferol (64)
evidenciaram alteragdes como necrose nuclear, degeneragdo miocitica,
desorganizagdo celular e vacuolizagdo citoplasmdtica (Painéis 3C e 3D). O
tratamento com DOX (65) foi seguido por marcante desorganizagdo da
morfologia miofibrilar, vacuolizagdo de midcitos, edema intersticial, necrose
nuclear e degeneragdo celular (Painel 3E). O tratamento com ambos os
suplementos ndo preveniu o aparecimento das lesdes induzidas pela DOX (G6,

G7 e G8) (Painéis 3F a 3H) (coloragdo HE, amplificagdo 400 x).

3A - Cardiomidcito normal de animal do grupo controle (G1).
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3B - Aspecto morfoldgico hormal de miocdrdio de rato do grupo suplementado

com licopeno (62).

3C - Degeneragdo miocitica e desorganizagdo celular em miocdrdio de rato do

grupo G3. Aspecto semelhante foi observado em animais dos grupos G5 a G8

(tfratados com DOX).
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3D- Areas de degeneragdo miocitica, vacuolizagdo citoplasmdtica e edema
intersticial de miocdrdio de rato suplementado com a associagdo de licopeno e

a-tocoferol (G4).

X \\..‘ A i

3E - Areas de degeneragdo miocitica, vacuolizagdo citoplasmdtica e

desorganizagdo celular em rato do grupo DOX (G5).

89



3F - Areas de degeneragdo miocitica, vacuolizagdo citoplasmdtica e

desorganizagdo celular em rato suplementado com licopeno e tratado com DOX

(G6).

i -7 L 3 o f & J
z i - N 1
5 RETI 3 \
. . $
b A of g ’-
1 4 £
o T - e
: Y LI L AT
4 3 - >

36 - Ampla drea de degeneragdo miocitica (D), vacuolizagdo citoplasmadtica

(setas pequenas) e desorganizagdo celular em rato suplementado com a-

tocoferol e tratado com DOX (G7).
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72 cHy

3H - Area de degeneragdo miocitica (D), vacuolizagdo citoplasmdtica (setas
pequenas), desorganizagdo celular e extensa drea de hemorragia (H), em rato

suplementado com licopeno e a-tocoferol e tratado com DOX (G8).
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Tabela 4. Efeito da suplementagdo de licopeno, a-tocoferol e licopeno + o-
tocoferol sobre os niveis séricos de colesterol total e LDL colesterol em ratos

tratados com DOX.!

Colesterol total (mg/dL)

G1 G2 G3 G4
54,50 (14,00) a 45,00 (10,00) a 45,50 (9,00) a 56,00 (16,00) a
G5 G6 G7 G8

315,00 (165,000 b 260,00 (189,50) b 193,00 (138,00) b 224,00 (96,50) b

LDL colesterol (mg/dL)

Gi G2 G3 G4
11,50 (4,00) aAB 9,00 (6,00) @A 11,50 (10,50) aAB 27,00 (6,00) B

G5 G6 G7 G8
88,50 (48,00) b 49,00 (45,50) b 63,50 (30,00) b 75,00 (70,50)

'0s valores sdo apresentados em mediana e semi-amplitude total. As diferengas estatisticas entre os grupos sdo
apontadas por presenga de letras diferentes. Letras maitisculas comparam grupos de uma mesma linha e letras
mindsculas comparam grupos de uma mesma coluna. 6, grupos; 61, Controle; G2, Licopeno; 63, a-tocoferol; G4, licopeno
+ a-tocoferol; 65, doxorrubicina; 66, doxorrubicina + licopeno; 67, doxorrubicina + a-tocoferol; 68, doxorrubicina+o-
tocoferol+licopeno.

92



Tabela 5 - Avaliagdo morfométrica por ecocardiograma dos coragdes dos

ratos apés suplementacdo com licopeno e a-tocoferol. 1
Grupo AE VEd VEs PP (mm) PP/VEd ratio Ao AE/Ao ratio
(mm) (mm) (mm) (mm)
G1
n=11 3,540,4 7374062 3431043 1644026  0,23+0,05 3,840,2 0,93+0,10
G2 3,540,3 7514062  3,8+0,57 14740,13  0,2040,02 36402 0,98+0,12
n=11 Y
G3 3,540,5 7204041  3,78+0,41 1424014  0,20+0,03 34504 1,0540,13
n=11 T
G4 3,940,7 7834034  4,16+049  120+0,14  0,16+0,02 36503 1,09+0,12
n=10 Y
G5 3,640,5 7454043  405£045  1,354+0,19  0,18+0,02 3304 1,0940,18
n=11 T
G6 3,540,5 7.35+046 399052  1,3240,16  0,1840,02 34202 1,0240,11
n=11 Y
G7 4,0+0,7 8,05+0,74  466+058  125+0,16  0,16+0,03 3503 1,1440,26
n=11 Y
G8 3,840,5 723+057  3,84+0,51 1224017  0,17+0,03 37404 1,0240,15

n=11

! dados correspondem a média + desvio padrdo; n, nimero de animais analisados; G,

grupo; G1, Controle; G2, Licopeno; G3, a-tocoferol; G4, licopeno + a-tocoferol; G5,
doxorrubicina; 66, doxorrubicina + licopeno; 67, doxorrubicina + o-tocoferol; G8,
doxorrubicina+a-tocoferol+licopeno.

2 AE = didmetro sistélico antero-posterior do dtrio esquerdo, durante a sistole
ventricular; AEc = didmetro do dtrio esquerdo corrigido pelo peso do animal; VEd =

didmetro diastélico do VE; VEs = didmetro sistélico do VE; PP = espessura da parede

posterior do VE, durante a didstole; PP/VEd = espessura relativa da parede do VE; Ao
= didmetro da aorta AE/Ao = didmetro do dtrio esquerdo corrigido pelo didmetro da

aorta.
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Tabela 6. Avaliagdo funcional por ecocardiograma dos coragdes dos ratos apés

suplementagdo com licopeno e a-tocoferol 12
Grupo A E E/A Ad FE VAo FC
(cm/seg) (cm/seg) ratio (%) (%) (cm/seg) (bpm)
G1
» 57,3+14,3 75,147,9 1,440,3 53,642,67 89,9+1,85 90,45+7,01 331436
n:
G2
» 47,317,87 68,418,0 1,540,20 49,5+5,23 86,813,79 85,84+12,56 314£32
n=
G3
» 50,1+13,8 64,6+10,2 1,340,3 47,644 ,47 85,413,92 79,27+13,73 329429
n:
G4
10 41,449,33 61,0187 1,510,5 46,846,21 84,4+4,93 81,83+11,49 327437
n:
G5
1" 43,716,45 60,947,9 1,4+0,2 45,614,86 83,544,24 64,42+14,17 276138
n:
G6
» 47,1414,3 61,2+12,0 1,340,2 45,7454 83,6144,29 68,94+12,37 283+39
n:
G7
1 41,848,34 62,418,6 1,510,3 42,1+4,75 80,34+4,96 73,65+11 264+34
n:
G8
45,3+10,6 62,717,5 1,540,4 47+4,86 84,7+4,05 70,43+10,73 282432

n=11

! dados correspondem a média + desvio padrdo; n, nimero de animais analisados; 6,
grupos; G1, Controle; G2, Licopeno; 63, a-tocoferol; G4, licopeno + a-tocoferol; G5,
doxorrubicina; 66, doxorrubicina + licopeno; 67, doxorrubicina + o-tocoferol; G8,
doxorrubicina+a-tocoferol+licopeno.
A= pico mdximo de velocidade de fluxo transmitral durante a contragdo atrial; E=
velocidade mdxima de enchimento do VE no inicio da didstole; E/A = razdo entre E e A,
indica fungdo diastélica do VE durante a didstole; %AD= porcentagem de variagdo do
diametro ventricular ou fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (VE); FE=
fragdo de ejegdo do VE; VAo = velocidade do fluxo na aorta; FC = frequéncia cardiaca.
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Figura 4 - Peso Corpdreo dos animais no final do estudo *
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! valores correspondem a média de peso corpéreo no fim do experimento; PC, peso corpdreo. A presenca da linha no
topo da figura corresponde a p < 0.05; as extremidades das linhas apontam quais grupos foram comparados entre si. G,
grupos; 61, Controle; 62, Licopeno; 63, a-tocoferol; G4, licopeno + a-tocoferol; 65, doxorrubicina; 66, doxorrubicina +
licopeno; 67, doxorrubicina + a-tocoferol; 68, doxorrubicina+o-tocoferol+licopeno.
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Figura 5 - Peso Cardiaco Final e Peso Cardiaco Final Corrigido por Peso

Corpdreo Final (Média e Diferenca Estatistica)
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! As unidades correspondem a gramas ho painel a esquerda. PCard, peso cardiaco; a presenga da linha no topo da figura
corresponde a p < 0.05; as extremidades das linhas apontam quais grupos foram comparados entre si. G, grupos; 61,
Controle; G2, Licopeno; 63, a-tocoferol; G4, licopeno + o-tocoferol; 65, doxorrubicina; G6, doxorrubicina + licopeno;
67, doxorrubicina + a-tocoferol; 68, doxorrubicina +a-tocoferol+licopeno.
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Figura 6 - Avaliagdo Ecocardiogrdfica Morfolégica (Média e Diferenga
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!As unidades das varidveis correspondem a mm, com excegdo das relagdes PPd/VEd e AE/AOQ. A presenga da linha no
topo da figura corresponde a p < 0.05; as extremidades das linhas apontam quais grupos foram comparados entre si. G,
grupo; G1, Controle; 62, Licopeno; 63, a-tocoferol; G4, licopeno + a-tocoferol; 65, doxorrubicina; 66, doxorrubicina +
licopeno; 67, doxorrubicina + a-tocoferol; 68, doxorrubicina +a-tocoferol+licopeno. AE = didmetro sistélico antero-
posterior do dtrio esquerdo, durante a sistole ventricular; VEd = didmetro diastélico do VE; VEs = didmetro sistélico
do VE; PP = espessura da parede posterior do VE, durante a didstole; PP/VEd = espessura relativa da parede do
VE.AE/Ao = didmetro do dtrio esquerdo corrigido pelo didmetro da aorta.
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Figura 7 - Avadliagdo Ecocardiogrdfica Funcional (Média e Diferenga

Estatistica)!
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50 - 40
40
| 30
30
20 + 201
10 - 10 +
0 - 0 -
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 Gl G2 G3 G4 G5 Ge6 G7 G8
E/A
1,6 7
1,5
1,41 DEA
1,3 7
1,2 7
Gl G2 G3 G4 G5 Gb6 G7 G8

! A figura apresenta as principais varidveis funcionais. As varidveis A,E e VAo sdo mostradas em cm/s. As varidveis Ad
e FE sdo mostradas em %. A varidvel FC é mostrada em bpm. As barras ligadas entre si apresentaram diferenga
estatistica (p<0.05). G, grupos; Gl1, Controle; G2, Licopeno; G3, a-tocoferol; G4, licopeno + a-tocoferol; G5,
doxorrubicina; 66, doxorrubicina + licopeno; 67, doxorrubicina + a-tocoferol; 68, doxorrubicina + a -tocoferol+licopeno.
A= pico mdximo de velocidade de fluxo transmitral durante a contragdo atrial; E= velocidade mdxima de enchimento do
VE no inicio da didstole; E/A = razéio entre E e A, indica fungdo diastdlica do VE durante a didstole; %AD= porcentagem
de variagdo do didmetro ventricular ou fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (VE); FE= fragdo de ejegdo do
VE; VAo = velocidade do fluxo na aorta; Ao = didmetro da aorta; FC = frequéncia cardiaca.
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Anexo 1. Diluigdo de Licopeno e checagem por Espectrofotometria

Tem-se Lyc-O-Mato 6%

6000 mg/100 mL = 60 mg/1 mL

Deseja-se que cada mL tenha 2.5 mg de licopeno
ClxV1=C2xV2

60 x 38 =2.5x V2

V2=912mL

Portanto, deve-se acrescentar 912 mL de 6leo Mazola aos 38 mL que havia do
Lyc-O-Mato 6%

Modo de diluir:

1) Aquecer 38 mL Lyc-O-Mato 6% no banho-maria a 54° €
2) Em separado, aquecer 912 mL de éleo mazola no banho-maria & 54° €
3) Misturar itens 1 e 2 ainda quentes em banho-maria a 54° C até a mistura

tornar-se homogénea
4) Manter a 4°C (geladeira)

Para checar a concentragdo em espectrofotometro

Tirou-se frasco da solugdo (lyco + éleo) da geladeira e aqueceu-se em banho-
maria temperatura 54 °C agitando-se manualmente por 20 min.
Absorbancia 472mm

C (g/dL=1000mg/100mL = 10mg/mL) =
E % lcm
E%lcm lycopene = 3450

Diluiu-se 1000 (10 mL acetona + 10 uL licopeno) vezes para conseguir-se dosar
no espectrofotémetro. Acetona foi utilizada como padrdo de corregdo (blank).

C=2.06/3450= 597110 -" x 1000 (fator de dilui¢do) x 10 (unidade mg/mL) =
5.971 mg/mL.

Portanto, nosso cdlculo da diluigdo estd aproximadamente correto.
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Anexo 2. Diluigdo de a-tocoferol e checagem por Espectrofotometria

Tém-se a-tocoferol a 102% = 102000 mg/100 mL = 1020mg / 1ImL
Deseja-se que cada mL tenha 125 mg

ClxV1=C2xV2

1020 x 100 = 125 x V2

V1=816 mL

Portanto, deve-se completar até 816 mL de éleo mazola nos 100 mL que tenho
da solugdo a 102% que dispunha.

Modo de diluir:

1) Aquecer 100 mL a-tocoferol a 102% no banho-maria a 54° C

2) Em separado, aquecer 816 mL de éleo mazola no banho-maria a 54° €

3) Misturar itens 1 e 2 ainda quentes em banho-maria d 54° C até a mistura
tornar-se homogénea.

4) Manter a 4°C (geladeira)

Para checar a concentragdo espectrofotometro

Tirou-se frasco da solugdo (a-tocoferol + éleo) da geladeira e aqueceu-se em
banho-maria (54 °C) agitando-se manualmente por 20 min.
Absorbancia 294mm

C (g/dL=1000mg/100mL = 10mg/mL) =
E % lcm
E%lcm o-tocoferol = 71

Diluiu-se 1000 vezes (10 mL acetona + 10 uL a-tocoferol) para se conseguir
dosar no espectrofotometro. Acetona foi utilizada como padrdo de corregdo

(blank).

€ =0,889 /71=125 x 1000 (fator de diluigdo) x 10 (unidade mg/mL) = 125
mg/mL.

Portanto, nosso cdlculo da dilui¢do esta correto.
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Anexo 3. Andlise Histolégica da Lesdo Cardiaca’

Vacuolizagdo Necrose Degeneragdo Desorganizagdo
citoplasmdtica nuclear Miocitica celular
Gl . . . .

G4 - T T T

G5 B T T T
G6 - - _ _

G7 - - - -

G8 - - - -

'As linhas na lateral esquerda indicam quais grupos foram comparados. As setas
indicam aumento da varidvel em questdo. Linha e seta de mesma cor indicam os grupos
comparados e resultado da comparagdo, respectivamente. O frago significa que ndo
houve diferenca significante. G, grupos; G1, Controle; 62, Licopeno; 63, a-tocoferol;
G4, licopeno + a-tocoferol; 65, doxorrubicina; G6, doxorrubicina + licopeno; 67,
doxorrubicina + a-tocoferol; 68, doxorrubicina+a-tocoferol+licopeno.
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Anexo 4. Varidveis morfolégicas avaliadas pelo ecocardiograma’

AE VEd VEs PP Ao PP/VEd AE/Ao
G1 3 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢
G2 — — — _ _ _ _
G3 — — — _ _

- N A,
T N A A A

G6 — — — — — - —

A £ I S

G8 — — — — T — —

'As linhas na lateral esquerda indicam quais grupos foram comparados. As setas
indicam aumento ou redugdo da varidvel em questdo. Linha e seta de mesma cor
indicam os grupos comparados e resultado da comparagdo, respectivamente. O trago
significa que ndo houve diferenga significante.

G, grupo; 61, Controle; G2, Licopeno; 63, a-tocoferol; G4, licopeno + a-tocoferol; G5,
doxorrubicina; 66, doxorrubicina + licopeno; 67, doxorrubicina + o-tocoferol; G8,
doxorrubicina+a-tocoferol+licopeno. AE = didmetro sistélico antero-posterior do dtrio
esquerdo, durante a sistole ventricular; VEd = didmetro diastdlico do VE; VEs =
didmetro sistélico do VE; PP = espessura da parede posterior do VE, durante a
didstole; PP/VEd = espessura relativa da parede do VE; AE/Ao = didmetro do dtrio
esquerdo corrigido pelo didmetro da aorta.
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Anexo 5. Varidveis funcionais avaliadas pelo ecocardiograma’

E A
— 61 .

I

G3

G4

— G5 !

I _

G7 —

G8 —

VAo

¢

JAYe

¢

¢

E/A

'As linhas na lateral esquerda indicam quais grupos foram comparados. As setas
indicam aumento ou redugdo da varidvel em questdo. Linha e seta de mesma cor
indicam os grupos comparados e resultado da comparagdo, respectivamente. O trago
significa que ndo houve diferenga significante. G, grupos; G1, Controle; 62, Licopeno;
G3, a-tocoferol; G4, licopeno + a-tocoferol; 65, doxorrubicina; G6, doxorrubicina +
licopeno; 67, doxorrubicina + a-tocoferol; 68, doxorrubicina+a-tocoferol+licopeno. A=
pico mdximo de velocidade de fluxo transmitral durante a contragdo atrial; E=
velocidade mdxima de enchimento do VE no inicio da didstole; E/A = razdo entre E e A,
indica fungdo diastélica do VE durante a didstole; %AD= porcentagem de variagdo do
diametro ventricular ou fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (VE); FE=
fragdo de ejegdo do VE; VAo = velocidade do fluxo na aorta; Ao = didmetro da aorta;

FC = frequéncia cardiaca.
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Anexo 6. Efeito da suplementagdo de licopeno, a-tocoferol e licopeno + o-
tocoferol sobre os niveis séricos de colesterol total, HDL colesterol,

triglicérides e LDL colesterol em ratos tratados com DOX.

Colesterol total (mg / dl)

G G2 G3 G4
54,50 (14,00)a 45,00 (10,00)a 45,50 (9,00)a 56,00 (16,00)
G5 G6 G7 G8

315,00 (165,00)b 260,00 (189,50) b 193,00 (138,00)b 224,00 (96,50) b

HDL colesterol (mg / dI)

Gi G2 G3 G4
32,50 (9,50) a 31,00 (14,00)a 27,50 (9,00) a 31,00 (9,00)
G5 G6 G7 G8

126,50 (60,00)b 112,00 (59,00)b 91,00 (75,50)6 108,00 (84,50) b

Triglicérides (mg / dl)

Gi G2 G3 G4
74,50 (39,50)a 79,00 (53,50)a 111,00 (63,50) 75,50 (48,50)
G5 G6 G7 G8

400,00 (832,00)b 779,00 (738,50) b 199,50 (422,50)  254,00(986,00) b

LDL colesterol (mg / dl)

Gi G2 G3 G4
11,50 (4,00) aas 9,00 (6,00)aA 11,50 (10,50) sae 27,00 (6,00) &
G5 G6 G7 G8

88,50 (48,00)b 49,00 (45,50)b 63,50 (30,0006 75,00 (70,50)

'0s valores sdo apresentados em mediana e semi-amplitude total. As diferencas estatisticas entre os grupos sdo
apontadas por presenga de letras diferentes. Letras mailsculas comparam grupos de uma mesma linha e letras
mindsculas comparam grupos de uma mesma coluna. 6, grupos; 61, Controle; 62, Licopeno; 63, a-tocoferol; G4, licopeno
+ a-tocoferol; 65, doxorrubicina; 66, doxorrubicina + licopeno; 67, doxorrubicina + a-tocoferol; 68, doxorrubicina+o-
tocoferol+licopeno.
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Abbreviations
A, late peak transmitral flow velocity;
E, early peak transmitral flow velocity;
E / A, left ventricle diastolic function index;
FS, left ventricle fractional shortening or left ventricle diameter variation percentage [(LVD
—LVS)/LVD] x 100;
EF, ejection fraction (EF) (LVD® — LVS?) / LVD?;
Ao, aortic diameter;
HR, heart rate;
LA, left atrium antero-posterior systolic diameter during ventricle systole;
LV, left ventricle;
LVD, left ventricle end-dimension measured at maximal dimension;
LVS, left ventricle end-systolic dimension;
PWT, left ventricle posterior wall thickness measured at maximal dimension;
PWT/LVD ratio, free wall relative thickness was calculated by the ratio;

LA/Ao, left atrium diameter normalized to the aortic diameter.

108



Introduction
Ascribed in 1922 as an essential lipid-soluble factor for maintaining normal
reproduction, vitamin E is currently recognized as an important dietary nutrient for all
animals (1). Vitamin E is a term used to describe a family of tocopherols (a, B, Y and 9 -
tocopherols and a, B, Y and d - tocotrienols) of which a-tocopherol is the most important
and abundant molecule (2). Bile production and secretion are essential to the absorption of
a-tocopherol which is carried mainly by low-density lipoprotein LDL fraction (LDL-

cholesterol) (3).

It has been shown that vitamin E may attenuate several events and diseases.
Although its protective mechanism is not completely understood, the antioxidant effect
seems to be the most important (1, 2, 4). It is also essential for tumour inhibition, immune
response stimuli, membrane stability (5) and inhibiting the conversion of nitrites into
nitrosamines (2). Its protection has been examined specifically in cardiovascular diseases
(6-8) including hypertension (9) and angina pectoris (10). A protective effect on
myocardium infarction-induced-left ventricle dilatation has been identified when Vitamin E
is associated with ascorbate (11). Cardiovascular observational studies that examined
mortality (7)(12) and coronary artery event (13) risks showed their inverse association with
high intake of food rich in Vitamin E. On the other hand, there was no Vitamin E
supplementation efficacy on coronary disease in a double-bind study (10) or under

cardiotoxicity experimental models (14, 15).

The reported side effects of vitamin E supplementation have included
gastrointestinal disturbances, increase in prothrombin time, decrease in absorption of

vitamins A and K (10), elevated oxidative chemotherapeutic toxicity in mice (16) and
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promotion of mice skin tumour (17) at high doses. Few studies, however, have examined
the undesirable effect of vitamin E on cardiac diseases. They showed that vitamin E was
associated with a strong in vitro pro-oxidant action on low-density lipoprotein (18), with a
20% higher probability of developing congestive heart failure in humans with ventricular
dysfunction (19) and with augmented mortality risk in patients with coronary disease (20).
However, to our knowledge, the effect of Vitamin E supplementation on hearts free of
disease has not been studied. Factors that may determine the switch from antioxidant to pro-
oxidant behaviour of vitamin E can be associated, in part, with the vulnerability of organs

already compromised by a disease-induced heavy oxidative stress (21).

In light of these considerations, the present study was undertaken to evaluate the
effect of a-tocopherol supplementation on the heart of animals without previous cardiac
disease. Additionally, we estimated a-tocopherol uptake into the heart. A significant
cardiotoxicty followed by a-tocopherol treatment was found for all parameter investigated.
Uptake of the supplement into the heart was confirmed by chromatography.

Material and Methods

Chemical Products. o-tocopherol (dl-o-tocopherol-acetate) was donated by Relthy Labs
(Indaiatuba, SP, Brazil). HPLC-grade methanol and water were obtained from J. T. Baker
Chemical (Philipsburg, NJ). Methyltert-butyl ether was purchased from Aldrich Chemical
(Milwaukee, WI). All HPLC solvents were passed through a 0.45-mm membrane filter and
degassed before use. The standard (DL-o-tocopherol) was stored at -70°C until use.
Pentobarbital sodium (Cristalia, Paulinia, SP, Brazil), ketamine chlorhydrate (Vetbrands,

Jacarei, SP, Brazil) and xylazine (Bayer, Sao Paulo, SP, Brazil) were used for anaesthesia.
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Animals. Male Wistar rats (400 g) from CEMIB (Centro Multidisciplinar de Investigacdo
Bioldgica, UNICAMP, Campinas, SP, Brazil) were housed for seven weeks (wks) and kept
three per cage in plastic cages in the animal facility at the Experimental Laboratory of
Internal Medicine Department, Botucatu School of Medicine, UNESP where they
consumed water and commercial diet (22) ad libitum. Rats were randomly assigned either
to C (control, n = 11) or E (o-tocopherol, n = 11). a-tocopherol or corn oil was
administered daily by gavage every morning for the entire seven-wk period. The o-
tocopherol supplement mixed with corn oil [250 mg a-tocopherol /(Kg body wt)/day] was
given to E animals, while the C group received only corn oil. To avoid differences in the
energy provided, all groups received the same corn oil volume [(~0.5 mL/(Kg body wt) /
day]. One day before euthanasia all animals underwent a transthoracic Doppler
echocardiogram using light anaesthesia [ketamine [5S0mg/(kg body wt)] and xylazine
[Img/(kg body wt)]. Rats fasted overnight before euthanasia under pentobarbital sodium IP
[50 mg/(kg body wt)] anaesthesia and necropsied immediately after death. After collection,
heart and plasma were stored at -80°C until o-tocopherol analyses. Tissues were fixed with
10% buffered formalin for 48 h for morphological analysis. The protocol used was in
accordance with the Ethical Principles for Animal Research adopted by the Brazilian
College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the local Animal

Research Ethics Committee (Document # 445/2004).

Alpha-tocopherol preparation. The o-tocopherol-corn oil mixture was stirred for 20 min in
a water bath at 54°C before being fed to the animals. Each milliliter of solution contained
250 mg of oa-tocopherol. The a-tocopherol was monitored at 294 nm and confirmed by

diode-array spectra, as previously described (23). The stability of o-tocopherol in corn oil
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was checked by HPLC, while the a-tocopherol was stable in the a-tocopherol-corn oil

mixture for 9 weeks at 25°C.

The extraction of a-tocopherol was performed by adding 100 puL of a-tocopherol solution
to 900 pL of ethanol. To dissolve o-tocopherol, the solution was sonicated three times at
4°C (1 minute) and also vortexed for 30 seconds. Thus, 20 UL of this solution was injected
in the HPLC. After the end of the analysis, o-tocopherol concentration was obtained by the
quantification of chromatograms where the area of this vitamin is divided by the area of the

internal standard (DL-o-tocopherol).

Analysis of a-tocopherol in the diet. The diet was analyzed according to a previous study
(24). Five mL of H,O was added to 10 g of diet and then swirled for 1 minute. Extraction
solution [30 mL; hexane/acetone/ethanol/toluene (50:35:30:35)] was added and swirled for
1 minute, followed by 16 hours in the dark at room temperature; 4 mL of 40% methanolic
KOH and hexane (30 mL) were added and the mixture was left in the dark at room
temperature. After 1 hour, 10% Na,SO4 (30 mL) was added, shaken and left in the dark at
room temperature. After 1 hour the hexane layer was collected and volume was recorded.
Aliquots of 200 uL. were evaporated under N2 and the residue redissolved in 100 puL of
ethanol, vortexed and sonicated for 30 seconds. Aliquots of 50 UL of the final extract were

injected into the HPLC system.

Tissue Preparation and Extraction. Heart (left ventricle) was harvested, weighed and
analyzed after saponification as previously described (24). Briefly, samples (150g) were cut

into small slices before the addition of 100 puL (0.095 mol/L) of pyrogallol in ethanol, 300
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UL (0.5 mol/L) KOH in H,O and 1 mL ethanol. The solution was vortexed, incubated and
shaken at 37°C for 2 hours, while the tubes were covered with parafilm. After incubation,
tubes were cooled to room temperature, | mL H,O was added and the mixture were
revortexed. DL-a-tocopherol was added as an internal standard. This mixture was shaken
with 3 mL anhydrous ether/hexane (2:1, stabilized with 1% ethanol v/v), then vortexed, and
centrifuged at 800 x g at 4°C for 5 min. The upper layer was removed, the extraction
repeated and the upper layers were combined. H,O (2mL) was added, the solution was
vortexed and 2 mL ethanol was added before centrifugation at 800 x g for 5 min. The
hexane layer was evaporated completely under N», and the residue was redissolved in 100
UL of ethanol, vortexed and sonicated twice for 30 sec and centrifuged at 800 x g at 4°C for
2 min. A 50-uL aliquot was used for HPLC analysis. All sample analyses were done in
duplicate. All sample processing was carried out under red light. The recovery of the added

internal standard was consistently > 90%.

HPLC analysis of ortocoferol. The HPLC system was a Waters Alliance 2695 (Waters,
Wilmington, MA, USA) and consisted of a pump and chromatography bound to a 2996
programmable photodiode array detector and a 2475 fluorescence detector, a C30 column
(3.0 um, 150 x 4.6 mm, YMC, Wilmington, MC), and Empower software. The Waters 2996
programmable photodiode array detector was set at 292 nm for o-tocopherol reading. The
HPLC mobile phase was methanol/methyl-tert-butyl ether/water (83:15:2, v/v/v, 15 g/L
ammonium acetate in water, solvent A) and methanol/methyl-tertbutyl ether/water (8:90:2,
v/vlv, 10 g/LL ammonium acetate in water, solvent B). The gradient procedure, at a flow rate
of 1 mL/min (16°C), was as follows: 1) 100% solvent A was used for 2 min followed by a

6-min linear gradient to 70% solvent A; 2) a 3-min hold followed by a 10-min linear
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gradient to 45% solvent A; 3) a 2-min hold, then a 10-min linear gradient to 5% solvent A;
4) a 4-min hold, then a 2-min linear gradient back to 100%. An interval of 4 minutes
between each run was provided to stabilize the column and allow new «-tocopherol
determination. Alpha-tocopherol was quantified by determining peaks in the HPLC
chromatograms calibrated against known amounts of standard. The amounts were corrected

for extraction and handling losses by monitoring the recovery of the internal standards.

Echocardiographic study. One day after the last administration of o-tocoferol, all animals
were evaluated in vivo by transthoracic Doppler-echocardiogram using a SONOS 2000
(Hewlett- Packard Medical Systems, Andover, MA, USA), equipped with a 7.5 MHz
phased array transducer. Imaging was performed with a 60° sector angle and 3 cm imaging
depth. Rats were lightly anesthetized by an intramuscular injection mixture of ketamine (50
mg/Kg) and xylazine (1 mg/Kg). The chest was shaved and the rats were placed over a
wood “V” shaped basis in left lateral decubitus. Targeted 2-D and M-mode
echocardiograms were obtained from short-axis views of the left ventricle (LV) at or just
below the tip of the mitral-valve leaflets, and at the level of aortic valve and left atrium
(LA). M-mode images of LV, LA and aortic diameter (Ao) were recorded in a black-and-
white thermal printer (Sony Up — 890MD) at a sweep speed of 100 mm/s. All exams were
performed by the same examiner and obtained according to the leading-edge method
recommended by the American Society of Echocardiography (25). Measurements
represented the mean of at least five consecutive cardiac cycles. LV end-diastolic dimension
(LVD) and posterior wall thickness (PWT) were obtained at maximal diastolic dimension,
and the end-systolic dimension (LVS) was taken at maximal anterior motion of the posterior

wall. LA was measured at its maximal diameter and the aorta was measured at the end of
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diastole. Free wall relative thickness was calculated by the PWT/LVD ratio. The peak
velocities of diastolic transmitral flow (E and A velocities) were obtained in the apical four-
chamber view and used as indexes of LV diastolic function. The time interval between two
consecutive cardiac cycles was measured for heart rate calculation. Global ventricular
systolic function was evaluated by the following indexes: fractional shortening (FS, %) =

[(LVD — LVS)/LVD] x 100 and ejection fraction (EF) (LVD® — LVS®)/ LVD".

Histological study. Coronal sections of the left ventricle were fixed in 10% buffered
formalin and embedded in paraffin. Five-micrometer-thick sections were cut from the
blocked tissue, and stained with haematoxylin-eosin (H&E). The severity of morphological
features identified by H&E was graded blindly by two pathologists on a scale from zero (no
alterations) to three (marked abnormality) using semi-quantitative analysis according to the
modified Billingham method (26) as follows: zero, normal morphology; 1, few affected
cells with early myofibrilar changes (loss) and cytoplasmic vacuolization; 2, group of
affected cells with loss of contractile elements (marked myofibrilar loss) and cytoplasmic

vacuolization; 3, extensively affected tissue characterized by severe changes.

The following items were evaluated: a) cytoplasmic vacuoles (CV); b) nuclear
necrosis (NN); ¢) myocytic degeneration (MD); d) inflammatory infiltrate (II) and; e) cell
organization (CO). The criteria used to identify cytoplasm necrosis were extreme
acidophilic appearance and myofibrillar loss, while nuclear necrosis was identified by
pyknosis, karyorrhexis and karyolysis, corresponding to the size reduction, fragmentation
and disappearance of nuclei, respectively. Myocytic degeneration was recognized by
identification of smaller cells, with pale and homogenous cytoplasm. These investigations

were performed using equipment, from Carl Zeiss, Germany, consisting of a light
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microscope (Axio Imager Al; magnification X400) attached to a digital video camera
(Zeiss Vision) and connected to a personal computer equipped with image analyzer

software (Axio Vision software rel., version 4.3).

Lipid protein analysis. During the euthanasia procedure, 3 to 5 ml of blood was collected
by cardiac punction for analysis of serum levels of total cholesterol, high-density
lipoprotein (HDL-cholesterol), low-density lipoprotein (LDL-cholesterol) and triglyceride
by using the automation system Vitros 950 — Johnson & Johnson (Langhorne, PA, US).
Total cholesterol and triglyceride levels were obtained by using the end-point colorimetric
method — dry chemistry. HDL serum levels were analyzed by the magnetic colorimetric
method — dry chemistry. Finally, the direct LDL levels were determined based on enzymatic
colorimetric assay using a specific kit from DiaSys (Diagnostic Systems International) — C

LDL Select FS.

Statistical Analysis. Data for transthoracic Doppler echocardiogram, body and cardiac
weights were assessed by ANOVA complemented with the Tukey test for multiple
comparisons. Results are expressed as mean + SD. Histological, lipid protein and, cardiac
o-tocopherol levels were assessed by a nonparametric variance analysis complemented with
the Dunn test for multiple comparisons (27) and results are expressed as median * semi-

range. A p level of 0.05 was used to determine significance.

Results

General considerations. Animals from C and E groups exhibited healthy conditions

throughout the studied period. However, aggressive behaviour, less cooperation during the
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supplementation procedure and bleeding located between the mouth and nostrils were
observed among E group animals. No death or in vivo congestive failure symptoms were

detected in either animal group.

Body and cardiac weights. Both groups had similar weight gain profiles up to the 3" week.
After that, through the end of the protocol, animals supplemented with o-tocopherol
showed significant weight loss (C vs. E; p < 0.05). At the end of the study (7™ wk) body
weight (g) (mean + SD) was lower in E (412.82 + 23.40) than in C (480.27 £ 27.82) group
(Figure 1). Supplementation with a-tocopherol led to global lower cardiac weight (g) (mean

+ SD) in E (0.94 £ 0.07) as compared to the C (1.08 + 0.09) group at the end of study.

Alpha-tocopherol uptake and absorption. No a-tocopherol was detected in the diets. From
the a-tocopherol corn oil mixture, the animals received 250 mg a-tocopherol / (Kg body wt
/ d). After seven weeks of o-tocopherol supplementation, cardiac oO-tocopherol levels
(nmol/Kg tissue) (median + total semi-range) were higher in E (109.91 £+ 18.43) than C
(52.09 £ 17.62) group (p < 0,05). There was detectable a-tocopherol in cardiac tissue of C

group due to its presence in the corn oil.

Histological analysis. Rat myocardium from C group presented no pathological changes
(Figure 2A). Mononuclear and polymorphonuclear cells were rare in the E group.
Supplementation with o-tocopherol led to damage of the ventricular myocytes. When
compared with the C group, the blinded semi-quantitative analysis revealed marked nuclear

necrosis (p < 0.05), myocyte degeneration (p < 0.05), disorganization of myofibrillar
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morphology (p < 0.05), and cytoplasmic vacuolization of myocytes (p < 0.05) (Table 1).

The main myocardial histological alterations are shown in Figure 2B.

Lipid protein analysis. Both groups (C; E) presented similar values (mg/dL) (median * total
semi-range) in total-cholesterol (54.50 £ 14.00; 45.50 = 9.00), HDL-cholesterol (32.50 +
9.50; 27.50 + 9.00), LDL-cholesterol (11.50 = 4.00; 11.50 £ 10.50) and triglyceride (74.50

+39.50; 111.00 = 63.50) serum levels.

Echocardiographic evaluation. Echocardiographic exam allowed the evaluation of cardiac
remodelling using morphological and functional variables, which are presented in Tables 2
and 3. Alpha-tocopherol supplementation was associated with significantly decreased left
ventricular end-diastolic diameter (LVD) and aortic diameter (Ao), left ventricle fractional
shortening (FS), ejection fraction (EF) and transmitral flow early peak velocity (E). There

were no echocardiographic changes in the hearts of control group animals.

Discussion

Although epidemiological evidence suggests that increased dietary intake of
naturally occurring antioxidants is associated with lower risk of cardiovascular diseases, the
prior primary and secondary prevention trials based on antioxidant therapy were not
conclusive (28-30). In particular a series of large, negative intervention studies on vitamin
E, C, and/or B-carotene supplements and cardiovascular disease have been identified.
Recently, the American College of Cardiology and American Heart Association concluded
that there is currently no basis for recommending that patients take vitamin C or E

supplements or other antioxidants for the express purpose of preventing or treating coronary
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artery disease (31). A meta-analysis of clinical trials studying vitamin E suggests that the
use of high doses of vitamin E (greater than 400 IU/day) may actually increase mortality in

patients with coronary disease (20).

In the current study, synthetic a-tocopherol was administered 5 times per week at
250 mg / (Kg body wt) for 7 weeks resulting in a cumulative dose of 8750 mg/Kg body wt.
The daily supplementation dose of a-tocopherol was selected [250 mg/(Kg body wt)/day]
based on previous studies that showed protective effect of o-tocopherol against cardiac
diseases (32, 33). Our study revealed general and cardiac changes in animals supplemented
with that dose of o-tocopherol without prior cardiac disease. In fact, o-tocopherol
supplementation was associated with behavioural modification and decreases in cardiac and
body weight gain in rats. The lack of experimental studies analyzing body weight in o-
tocopherol-induced cardiotoxicity prevents further comparisons. Regarding cardiac weight,
a previous study identified an opposite result. Significant heart enlargement was observed in
Wistar rats after treatment with 10,000 IU and 25,000 IU of vitamin E/Kg of diet/8 months
(34). The global cardiac weight diminution that occurred in the current study can be
attributed in part to the weight body loss detected in rats supplemented with o-tocopherol.
A decrease in protein-caloric ingestion restrains body weight while left ventricle weight
gain (35) might have been provoked by o-tocopherol supplementation, although we did not

monitor daily diet consumption.

Effect of a-tocopherol supplementation on o-tocopherol cardiac tissue content. Oral
treatment with o-tocopherol [250 mg o-tocopherol /Kg body wt / d)] for 7 weeks led to

appearance of o-tocopherol (median, 109.91 nmol/Kg tissue) in the saponified cardiac
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tissue, a fact which confirms the uptake of the supplement into that organ. Previous study
found greater cardiac o-tocopherol levels (mean, ~ 93,000 nmol/Kg of cardiac tissue) in
non-supplemented Sprague-Dawley rats (36). However, the authors did not mention the

level of a-tocopherol in the diet composition.

Effect of o-tocopherol supplementation on left ventricle histology. The marked
myocytic loss and cell disorganization in rats supplemented with o-tocopherol suggest a
destructive effect of this supplement on cardiomyocytes. Interestingly, one previous study
showed that o-tocopherol deficiency led to similar changes, including myofilament loss,
cytoplasmic vacuolization, cell necrosis and myocyte loss (37). To our knowledge, there are
no reports showing cardiomyocyte histological changes in subjects under o-tocopherol

supplementation.

Effect of a-tocopherol supplementation on left ventricle remodelling and function. In
this study, we observed that o-tocopherol supplementation was associated with significant
decrease in ventricular size and systolic (FS and EF indexes) and diastolic dysfunction (E
velocity). The necrosis of myocytes found in hystological analysis is in accordance with the
observation of functional decrease (FS and EF). The left ventricle size decrease may have
resulted from at least two factors: myocyte necrosis and delayed growth. However, systolic
function damage suggests that the second factor is the more important. Our data lead us to
consider the possibility of another interfering factor such as dehydration and/or diastolic
dysfunction. Nevertheless, the presence of diastolic dysfunction with systolic dysfunction is
common. The effect of o-tocopherol either on systolic and diastolic dysfunction or

remodelling damage has not previously been described in rats in vivo. Only a non-
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significant impaired of contractile function in isolated heart of a-tocopherol-treated rabbits
(300 mg/(Kg body wt) / d / 12 wk) was previously described by others (14). Wahab et al.
described how vitamin E used in the same dose as in our protocol did not lead to
cardiotoxicity in mice (32). However, other target organs have been reported. For instance,
a vascular damage (39) and clotting (40) reduction after low doses of a-tocopherol
supplementation and the sclerotic thickening of the aorta’s intima in o-tocopherol-treated
rabbits (300 mg/(Kg body wt) / d / 12 wk) (14).

The protective effect of o-tocopherol on propagation of the lipid peroxidation
phase is well known. The reaction occurs in three steps as follows: Step 1. a-tocopherol +
lipid peroxyl radical = o-tocopheroxyl radical + lipid hydroperoxide; Step 2. a-tocopherol
+ radical oxidant = inactive oxidant + a-tocopheroxyl radical; Step 3. o tocopheroxyl
radical + lipid peroxyl radical = nonradical products. o-tocopheroxyl radical generated in
the first step should react with another lipid peroxyl radical to form a stable adduct. Thus,
each molecule of «-tocopherol has the capacity to scavenge two radicals (i.e.,
stoichiometric value of a-tocopherol = 2), resulting in < 1 mol lipid hydroperoxide formed
per mole of o-tocopherol consumed (41). The pathway shown implies that augmented
levels of a-tocopherol result in increased quantities of a-tocopherol radicals. The a-
tocopherol radical can independently initiate the lipid peroxidation process. When the
antioxidant system is balanced, this pro-oxidant action of vitamin E radicals is inhibited by
co-antioxidants which can reduce the radical back to vitamin E. However, elevated levels of
a-tocopherol only (without lipid peroxyl radicals and/or co-antioxidants) may result in
increased levels of a-tocopherol radicals which can no longer be efficiently detoxified by

the co-antioxidants (42). These statements can partially account for our results. The absence
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of previous oxidative stress in the current protocol design (animals without disease) may
have resulted in an inappropriate ratio of lipid peroxyl radicals / a-tocopherol.

The effect of the imbalance between antioxidant system and free radical magnitude
on antioxidant efficacy has been indicated by human and experimental studies. The -
tocopherol pro-oxidative action has been suggested by high susceptibility to hydrogen
peroxide-induced peroxidation of erythrocytes found in non-smoking men supplemented
with D-o-tocopherol acetate (1050 mg / d / 20 wk) (43). Mortality increase due to
hemorrhagic stroke was also identified in smoking male volunteers exposed for 5—8 years to
daily Vitamin E supplementation (50 mg / d / 6.1 years) (44). The o-tocopherol-mediated
peroxidation process has been demonstrated by experimental studies using lipoprotein (18,
45-47) in which its oxidation was initiated and promoted by o-tocopheroxyl radical. Results
from animal studies have also emphasized the imbalance issue. Lipid peroxidation
diminution (32, 48) and improvement of glutathione, superoxide-dismutase (32) were
shown in heart tissue of a-tocopherol-rodents supplemented under high oxidative stress.

The role of oxidative stress magnitude on other antioxidant efficacy has also been
addressed. Recently an interesting hypothesis has been proposed for the switching between
antioxidant/pro-oxidant effects of P-carotene. Under conditions of moderate oxidative
stress, the antioxidant function of [-carotene predominates. However, under heavy
oxidative stress, f-carotene undergoes an oxidative breakdown leading to the formation of
aldehydes and epoxides which are responsible for the pro-oxidative effect of B-carotene (49,
50). This mechanism probably explains the results from previous studies where f-carotene
supplementation was associated with increased lung cancer in smokers (51, 52). Recently, it

was also observed that high doses of another antioxidant, butylated hydroxytoluene,
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induced plasma lipid protein and cardiac lipid peroxidation enhancement in rats without

prior diseases (53).

The adverse myocardial effects of a-tocopherol supplementation found in our
study may have resulted from the dose itself and / or from the oxidative stress absence. Our
results may indicate a cardiac harmful role of «-tocopherol under healthy conditions.
Dietary vitamin E, however, is readily incorporated into biological membranes and has no
toxic effects (54, 55). Thus, an appropriate dietary supplementation with antioxidants,
including vitamin E and other co-antioxidants could constitute part of a protective strategy
to minimize future oxidative damage. Our results may result from a switching between
antioxidant/pro-oxidant effects of «-tocopherol, as presented by [-carotene as well.
Although the experimental design using long-term ¢i-tocopherol supplementation mimicked
the clinical situation, it would be imprudent to extrapolate the current results to humans.
However, the present study contributes to expanding the inquiry regarding the function of

a-tocopherol supplementation under healthy cardiac conditions.

Conclusions
Administration of o-tocopherol [250 mg /(Kg body wt) / day / 7wks] to Wistar rats
without prior cardiac disease induced body weight loss and cardiotoxicity confirmed by
echocardiography and histology. The myocardial remodelling and systolic/diastolic

dysfunction may reflect a pro-oxidative effect of vitamin E, which deserves further study.
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