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Resumo

Fundamento: A doxorrubicina (DOXO) tem sido utilizada para induzir a cardiomiopatia dilatada (CMD) em modelos
experimentais.

Objetivo: Analisar as alteracoes cardiacas apés a infusao de DOXO e definir o protocolo mais eficaz para reproduzir um
modelo experimental de CMD.

Métodos: Dividiram-se ratos Wistar machos em 4 grupos e administraram-se doses cumulativas crescentes (2 mg/kg/
semana) de DOXO ou solucao salina. Os grupos controle (CTRs) receberam solucao salina. O grupo D-8 recebeu uma
infusao total de 8 mg/kg, o D-12 recebeu 12 mg/kg e o D-16 recebeu 16 mg/kg. Todos os animais foram submetidos a
ecocardiograma inicialmente e apds o término da infusao. Em seguida, os animais foram submetidos a eutanasia para
analise histolégica do tecido cardiaco.

Resultados: A taxa de mortalidade foi de 20% (D-8), 30% (D-12) e 67,6% (D-16). A dose de 8 mg/kg nao foi associada
a reducao significativa da FEVE ou a aumento da DDVE. Houve reducao significativa da FEVE com a dose de 12 mg/kg e
16 mg/kg em comparacao ao CTR 68,3% (DP, 5%) vs 58,4% (DP, 9%), p<0,01, para os grupos CTR-12 vs D-12 e 66,0%
(DP, 6%) vs 47,6% (DP, 15%), p<0,01, para os grupos CTR-16 vs D-16. A analise histolégica revelou percentual maior de
fibrose em D-12 (10,6% DP, 3,3%) e D-16 (9,8% DP, 2,3%) em comparacao ao CTR (2,3% DP, 1,0%), p<0,001.

Conclusdes: Associou-se a dose de DOXO de 16 mg/kg a alteracoes cardiacas graves e alta mortalidade. Assim,
propomos que a dose de DOXO de 12 mg/kg seja a mais apropriada e eficaz para a inducao de CMD e taxa de
mortalidade aceitavel.

Palavras-chave: Doxorrubicina; Cardiotoxicidade; Insuficiéncia Cardiaca; Disfuncao Ventricular Esquerda;
Cardiomiopatia Dilatada.

Abstract
Background: Doxorubicin (DOXO) has been used to induce dilated cardiomyopathy (DCM) in experimental models.

Objective: To analyze cardiac changes after DOXO infusion and define the most effective protocol to reproduce an experimental model of
DCM.

Methods: Male Wistar rats were divided into 4 groups and received increasing cumulative doses of DOXO (at a rate of 2 mg/kg/week) or saline
solution: the control group (CTR) received saline solution, Group D-8 received a total infusion of 8 mg/kg, Group D-12 received 12 mg/kg,
and Group D-16 received 6 mg/kg. All animals underwent echocardiography at baseline and after the end of infusion. The animals were then
euthanized and cardiac tissue was collected for histological analysis.

Results: Mortality rates were 20% (D-8), 30% (D-12), and 67.6% (D-16). The 8 mg/kg dose was not associated with a significant reduction in left
ventricular ejection fraction (LVEF) or an increase in left ventricular end-diastolic diameter (LVEDD). There was significant LVEF impairment with
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12 mg/kg and 16 mg/kg doses compared to the control (68.3+5% vs 58.4=9%, p < 0.01, for CTR-12 vs D-12; and 66.0%6% vs 47.6+15%,
p < 0.01, for CTR-16 vs D-16). Histological analyses revealed a greater percentage of fibrosis in D-12 (10.6+3.3%) and D-16 (9.8+2.3%)

compared to CTR (2.3%£1.0%), p < 0.001.

Conclusions: The DOXO dose of 16 mg/kg was associated with severe cardiac changes and high mortality. Thus, we propose a DOXO dose of
12 mglkg as the most appropriate and effective for inducing DCM with an acceptable mortality rate.

Keywords: Doxorubicin; Cardiotoxicity; Heart Failure; Left Ventricular Dysfunction; Dilated Cardiomyopathy.

Introducao

Modelos animais de doencas cardiovasculares sao cruciais
para investigar os mecanismos fisiopatolégicos e testar os
efeitos de novas terapias.” ? Devido a alta prevaléncia e
relevancia clinica da sindrome de insuficiéncia cardiaca
(IC), vérios estudos descreveram diferentes modelos para
a andlise dessa condigdo.’ Neste contexto, os modelos
experimentais de IC devem mimetizar as principais alteracoes
fisiopatoldgicas e morfolégicas encontradas em humanos,
incluindo remodelagdo cardiaca, reducao da fungao
ventricular, alteragées hemodinamicas, tais como reducao do
débito cardiaco e aumento da resisténcia vascular sistémica,
além de alteragdes histopatolégicas. Ao longo das Gltimas
décadas, varios modelos experimentais de IC aguda e cronica
com fragao de ejegdo reduzida foram desenvolvidos para
reproduzir diferentes aspectos da cardiomiopatia dilatada
(CMD), uma condigdo que pode ser induzida por diferentes
eventos, como sobrecarga de volume,® sobrecarga da pressao
de constrigdo aértica,” indugao de hipertensao arterial,®
taquicardiomiopatia,®'® infarto agudo do miocardio''? ou
uso de drogas cardiotéxicas como propranolol, imipramina
e doxorrubicina (DOXO)."*"

Entre as drogas usadas, a DOXO, um agente antineopldsico
antraciclico, é uma das drogas mais empregadas por
investigadores para induzir a CMD e IC."*?' A DOXO estd
associada a cardiotoxicidade dose-dependente, que pode
progredir sequencialmente para IC. Entretanto, hd uma
grande variagao entre os protocolos usados em relagao a
dose cumulativa total de DOXO, o intervalo entre as doses
e a duragdo necessaria para induzir a CMD. Além disso, a
eficacia desses modelos na produgao de alteragdes estruturais
e funcionais consistentes com aquelas encontradas na CMD
humana, embora demonstre ser eficaz ao induzir a uma taxa
de mortalidade aceitdvel, ndo foi claramente definida.

Portanto, para entender essas descobertas com maior
profundidade, o presente estudo visa investigar as alteragoes
morfolégicas e funcionais cardiacas induzidas por diferentes
doses cumulativas de DOXO em ratos quanto a taxa de
mortalidade associada e definir o protocolo de indugao mais
eficaz e de maior rendimento, que reproduziria um modelo
experimental de CMD nao isquémica.

Métodos

Animais
Obtiveram-se ratos machos adultos com peso médio de

250 g no Biotério Ceral da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP). Eles foram
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mantidos em um ambiente climaticamente controlado em
um ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua
e ragdo padrao. O nlimero de animais alocados para cada
grupo experimental baseou-se em estudos anteriores, com
base na expectativa de alta mortalidade, especialmente nos
grupos que receberam a infusao de DOXO. Essa expectativa
fundamentou-se em uma série de relatérios anteriores na
literatura sobre o uso de DOXO, para induzir um modelo
experimental de CMD nao isquémica, no qual observou-se
mortalidade em torno de 50% a 60%.">2> O Comité de Etica
em Pesquisa aprovou todos os procedimentos experimentais
da FMRP (protocolo n? 041/2005).

Produtos quimicos

Adriablastin® RD (cloreto de doxorrubicina) da Pfizer
(Pharmacia, Milao, Italia) foi dissolvido em soro fisiolgico
(10 mg/100 ml) e administrado por injecdo intravenosa.
Além disso, para anestesia utilizaram-se injegoes
intramusculares de cloridrato de ketamina (Vetbrands,
Jacarei, SP, Brasil) e xilazina (Calier, Les Franqueses del
Vallés, Barcelona, Espanha).

Protocolo experimental

Ao total, inclufram-se 60 animais no protocolo. Os animais
foram divididos aleatoriamente em 3 grupos experimentais
(D-8, D-12 e D-16) e 1 grupo controle (CTR), sem critérios
especificos, recebendo infusdes intravenosas com doses
cumulativas crescentes de 2 mg/kg/semana de DOXO
ou solugao salina. O grupo D-8 (n=20 animais) recebeu
uma infusdo total de 8 mg/kg durante 4 semanas, o D-12
(n=30 animais) recebeu uma infusao total de 12 mg/kg
durante 6 semanas, e o D-16 (n=28 animais) recebeu uma
infusao total de 16 mg/kg durante 8 semanas. O CTR consistia
de 8 animais pareados por idade que receberam o mesmo
volume de solucao salina durante 8 semanas.

Todos os animais foram submetidos no inicio e 2 semanas
apos o final da infusao a avaliagao in vivo da fungao ventricular
por ecocardiograma. Em seguida, os animais foram submetidos
a eutandsia para avaliacao histolégica e andlise quantitativa
das areas de colageno.

Os animais foram mantidos em gaiolas com o mesmo
grupo e inclufam apenas animais machos. Todos foram
submetidos as mesmas condi¢cOes de estresse e a
mesma ordem de medidas, para minimizar potenciais
confundidores. Todos os procedimentos foram realizados
sob anestesia para reduzir o estresse e a dor. Nao houve
restricao a alimentagao e a agua.
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Avaliacao ecocardiografica da remodelacéo e
funcao ventricular

A funcdo cardiaca foi avaliada por ecocardiografia 2D
inicialmente e apds o tratamento com doxorrubicina, como
descrito anteriormente.?

Ap6s a sedagdo com ketamina e xilazina (20 e 8 mg/kg),
o ecocardiograma foi registrado com o sistema de
ecocardiografia bidimensional de alta resolugdo Sonos 5500
Philips (Andover, MA, EUA), com transdutor linear de alta
frequéncia de 15 MHz. Empregando-se a janela paraesternal
para obter imagens de eixo longo e curto do VE a nivel
papilar, utilizaram-se imagens em modo M para medir o septo
interventricular, a espessura da parede posterior do VE e os
didmetros diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) da extremidade
do VE. O DDVE foi medido na dimensao diastélica ventricular
méxima e o DSVE foi obtido durante o movimento interno
maximo do septo e da parede posterior.

A FEVE foi calculada pelo método bidimensional no qual
mediu-se a area bidimensional de encurtamento do VE a
partir das vistas apical, subcostal e, particularmente, as vistas
do eixo curto. Além disso, as imagens das dreas endocdrdicas
do VE em diastole e sistole foram digitalizadas e medidas
offline. Determinou-se a area de encurtamento pela férmula
FE (2D) = (AD-AS)/AD, na qual AD e AS sao areas de didstole
e sistole, respectivamente.

As imagens foram registradas por um ecocardiografista
experiente no trabalho de laboratério com animais de
pequeno porte, que era indiferente quanto ao grupo ao qual
os animais pertenciam, para a analise offline ao final do estudo.

Todas as medicoes representaram a média de 5 ciclos
cardfacos consecutivos usando a mesma posigao e angulo do
transdutor no mesmo quadro de imagem congelada. Mediu-se
o intervalo entre 2 ciclos cardiacos consecutivos para calcular
a frequéncia cardiaca.

Histopatologia - Colheita e preparacao dos coracoes

Utilizaram-se 6 animais escolhidos aleatoriamente de
cada grupo para a andlise histopatoldgica. Os coracoes
foram rapidamente retirados, enxaguados em solugao
salina gelada a 0,9% e fixados como um todo por imersao
em formalina com tampao de fosfato a 10% durante
24 horas a 4°C, para estudo histolégico. Ambos os
ventriculos de cada coracdo foram isolados e cortados em
2 fragmentos pela segao coronal ventricular média. Cada
bloco foi cortado sequencialmente na mesma diregdo a
uma espessura apropriada de 4-7 um para cada coloracao,
sendo as se¢des coradas com hematoxilina-eosina (HE) e
vermelho picrosirius.

Quantificacao de colageno

As segoes coradas com vermelho picrosirius foram usadas
para quantificar a fracao de volume de colageno intersticial
usando o programa Leica Qwin, versao 3.2.0 (Leica Imaging
Systems Ltd., Cambridge, Reino Unido) juntamente com um
microscépio Leica DMR (Leica Microsystems Wetzlar GmbH,
Wetzlar, Suica), uma cdmera de video (Leica DC300F, Leica
Microsystems AG, Heerbrugg, Suiga) e um computador online.

Selecionaram-se 20 campos de alta ampliagao (x400) da
parede livie do VE em cada animal, e os valores da fragao
de volume de colageno intersticial foram expressos como
percentual da drea total do VE.

Analise estatistica

Os dados das varidveis continuas sao reportados como
média (DP), e as varidveis nominais sao reportadas como
frequéncia absoluta (n) e relativa (%). Os dados foram
analisados utilizando o software estatistico GraphPad Prism
4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Utilizou-
se o teste Kolmogorov-Smirnov para verificar a distribuigao
Gaussiana das varidveis. Para comparar os resultados entre
0s grupos experimentais e controle, utilizou-se o teste t de
Student. Utilizou-se o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Dunn, para avaliar as diferengas entre
os escores médios obtidos na quantificagdo da fibrose. Na
comparacao das distribui¢oes de frequéncia utilizou-se o teste
exato de Fischer. O nivel de significancia foi estabelecido em
p<0,05, bicaudal em todas as andlises.

Resultados

Mortalidade

Ap6s 2 semanas do término do periodo de infusao dos
farmacos, 4 (20%) dos 20 animais que haviam iniciado
o experimento morreram no grupo D-8. A taxa de
mortalidade foi de 30% (9/30 animais) no grupo D-12,
enquanto a mortalidade foi extremamente elevada,
67,6% (19/28 animais) no grupo D-16. No CTR, nenhum
(0%) animal morreu. Detectou-se diferenca significativa
na mortalidade somente entre o grupo D-16 e seu CTR
(p<0,001) (Figura 1).

Peso corporal

Observou-se redugao significativa do peso corporal em
relagao aos respectivos CTR nos animais do grupo D-8 368 g
(DP, 32 g) vs 444 g (DP, 19 g), p<0,01, grupo D-12 366 g
(DP 30 g) vs 505 g (DP, 23 g), p<0,0001 e grupo D-16 331 g
(DP, 21 g) vs 534 g (DP, 29 g), p<0,0001. Essa diferenca foi
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Figura 1 - Gréfico de barras representando a taxa de mortalidade
observada nos grupos analisados (*p<0,001 - Teste exato de Fisher).
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progressivamente mais evidente com o aumento da dose de
DOXO, ja que os animais dos CTR pesavam, em média, 20%,
38% e 61% a mais do que os animais dos grupos D-8, D-12
e D-16, respectivamente.

Avaliacao funcional e estrutural do VE por ecocardiografia

Avaliagdo basal: Os dados da ecocardiografia basal
sao apresentados na tabela 1. Nao se detectou diferenca

Tabela 1 - Parametros basais de ecocardiografia avaliados nos
86 animais de estudo

CTR D-8 D-12 D-16

(n=8)  (n=20)  (n=30)  (n=28)
Peso (q) 2515 2481 2461 2533

(18,3) (17,1) (15,5) 8,9)
DDVE (mm) 6007 5804 5606 59(07)
DSVE (mm) 3108 2805 2704  30(11)
espessura PS
e 1502 1602  16(0,1) 14(02)
espessura PP
e 1502 16003 16002 15(02)
E‘;‘ssa doVE 1100 1004 1001 1101
(FOZ‘)’E 2D 722(99) 727(49) 735(75) 722 (65)
Frequéncia 295
criea (pmy | 280(188) 317(489) 31663 3"

DDVE: diametro diastélico do ventriculo esquerdo; DSVE: didmetro
sistélico do ventriculo esquerdo; espessura PP: espessura da parede
posterior na didstole maxima; espessura PS: espessura da parede
septal na didstole méxima; FEVE 2D: fracdo de ejecdo determinada
pelo método de encurtamento fraciondrio do VE. ANOVA seguido
pelo teste de comparagdo mdultipla Tukey-Kramer.

significativa nos parametros da ecocardiografia basal entre os
grupos de estudo (p>0,05) antes da administragdo de DOXO.

Avaliacdo ap6s a infusdo de doxorrubicina: Os dados
de ecocardiografia obtidos apés a infusao de DOXO sao
apresentados na tabela 2.

O DSVE foi maior no grupo D-16 em comparagao com seu
CTR, 5,1 mm (DP, 0,8 mm) vs 4,3 mm (DP, 0,5 mm), p<0,05.
Essa varidvel ndo apresentou diferenca nos demais grupos
experimentais. O DSVE dos animais dos grupos D-8, D-12 e
D-16 foi semelhante ao de seus CTRs, p>0,05.

Os resultados da FEVE obtidos pelo método bidimensional
revelaram que os grupos D-12 e D-16 apresentaram redugao
significativa da fungao sistélica do VE em comparagao com
seus respectivos CTRs: 68,3% (DP, 5%) vs 58,4% (DP, 9%),
p<0,01, para o grupo CTR-12 vs D-12 e 66,0% (DP, 6%) vs
47,6% (DP, 15); (p<0,01), para o grupo CTR-16 vs D-16.
Assim, pode-se observar redugao de 14,5% da FEVE no grupo
D-12 e redugao de 27,9% no grupo D-16. Néo se detectou
diminuigao da FEVE no grupo D-8, p>0,05. (Figura 2).

A frequéncia cardiaca observada durante a ecocardiografia
foi significativamente menor entre os animais do grupo D-16
227 bpm (DP, 30 bpm) do que entre os do CTR 272 bpm (DP,
18 bpm), p<0,01. Esse parametro ndo apresentou diferenga
nos demais grupos experimentais.

A massa estimada pelo ecocardiograma do VE foi
significativamente reduzida nos animais dos grupos D-12 e
D-16 em comparagao com os dos CTRs, p<0,05. Nao houve
diferenga na massa estimada do VE entre os animais do grupo
D-8 e os do CTR.

Analise comparativa dos diferentes grupos que receberam
doxorrubicina

A andlise comparativa dos grupos que recebem diferentes
doses de DOXO revelou uma diminuigao progressiva da FEVE
(FEVE 2D) entre os grupos D-8 e D-12 (p<0,05), D-8 e D-16
(p<0,001) e D-12 e D-16 (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Mortalidade, peso e parametros ecocardiograficos dos 58 animais sobreviventes, de acordo com o grupo experimental

CTR-8 D-8 CTR-12 D-12 CTR-16 D-16
(n=8) (n=16) (n=8) (n=21) (n=8) (n=13)

Mortalidade 0% 20% 0% 30% 0% 67,9% *
Peso (g) 444 (19) 368 (32) * 505 (23) 366 (30) * 534 (29) 331 (21) *
DDVE (mm) 7,1(0,9) 6,7 (0,7) 8,1(0,8) 76 (0,7) 1 8,1(0,4) 7.7(08) 1
DSVE (mm) 3,5(0,8) 3,6 (0,5) 42 (1,1) 45(07)t 43(0,5) 5,1(0,8) *t
espessura PS (mm) 1,5(0,2) 1,5 (0,1) 1,7(0,2) 1,6 (0,2) 1,6 (0,1) 1,5 (0,1)
espessura PP (mm) 1,5(0,2) 1,6 (0,3) 1,6 (0,3) 1,5 (0,1) 1,5 (0,1) 14(02) t
massa do VE (g) 1,2(0,2) 1,2 (0,3) 1,5(0,2) 13(0,2) * 1,3(0,1) 1,2(0,1)
FEVE 2D (%) 70 (8) 66,7 (5) 68,3 (5) 58,4 (9) *t 66,0 (6) 47,6 (15) t1*
Frequéncia cardiaca (bpm) 278 (22) 258 (40) 271 (21) 251 (27) 272 (18) 227 (30) t1*

DDVE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo; DSVE: didmetro sistélico do ventriculo esquerdo; espessura PP: espessura da parede posterior na
didstole maxima; espessura PS: espessura da parede septal na didstole méaxima; FEVE 2D: fragdo de eje¢do determinada pelo método de encurtamento
fracionario do VE. * p<0,05 comparado ao grupo controle, de acordo com a idade (teste t ndo pareado); 1 p<0,05 comparado ao grupo D-8 (ANOVA
seguido do teste de Tukey);  p<0,05 comparado ao grupo D-12 (ANOVA seguido do teste de Tukey).
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Andlise quantitativa das alteracgdes histolégicas por
microscopia optica

A analise histopatolégica do coragao dos animais dos CTRs
corados com HE nao revelou nenhuma alteragao patoldgica,
enquanto que os coragdes dos animais infundidos com DOXO
mostraram lesdo de midcitos com reducao e degeneragao das
fibras miocardicas e diminuigao significativa das miofibrilas,
com perda da organizagao miofibrilar, fibrose periarteriolar no
miocardio e intersticios, associada a deposicao de colageno
(Figura 3). As alteragdes detectadas no grupo D-8 foram menos
pronunciadas que em D-12 e D-16.

Quantificacao da fibrose

Para a andlise quantitativa de fibrose, as amostras foram
coradas com vermelho picrosirius. Observou-se um porcentual
maior de fibrose nos grupos D-8 6,0% (DF, 2,3%), D-12 10,6%
(DP3,3%) e D-16 9,8%, (DP, 2,3%) em comparagao com o
CTR 2,3% (DP, 1,0%), p<0,001. Além disso, os grupos D-12
e D-16 apresentaram drea de fibrose maior do que o grupo
D-8, p<0,001, mas nao diferiram um do outro (Figura 4).

Discussao

No presente estudo, investigamos a eficicia de diferentes
doses cumulativas de DOXO na indugao de alteracoes
funcionais e cardiacas, equilibrando esses resultados em
relagao as taxas de mortalidade intrinsecamente associadas
a doses cumulativas mais altas, a fim de definir a dose de
DOXO com a melhor eficicia. Os principais resultados
mostraram reducao significativa da funcao sistélica do VE a
partir da dose cumulativa de 12 mg/kg de DOXO, ocorrendo
uma disfuncao maior com a dose cumulativa de 16 mg/kg,
e nenhuma redugao significativa da FEVE com a dose de
8 mg/kg. Além disso, observamos aumento significativo da
fibrose miocardica em comparagdo ao CTR em todas as 3
doses cumulativas testadas, observando-se maior grau de
fibrose nos grupos D-12 e D-16, os quais exibiram graus
semelhantes de fibrose. Verificou-se aumento progressivo
da mortalidade associada a doses mais elevadas, com um
indice excessivo (67,9%) na dose cumulativa de 16 mg/kg.
Analisados em conjunto, esses resultados sugerem que a dose
de DOXO com a melhor efic4cia para a indugao de CMD
em ratos foi a de 12 mg/kg.

Taxas de mortalidade

A alta taxa de mortalidade observada no presente estudo
coincide com os valores relatados em estudos anteriores,
variando de 36% a 82%.'*'%242% Estudos anteriores mostraram
que variagbes nas taxas de mortalidade estdo relacionadas
a 3 razoes principais: dose total administrada, duragao do
perfodo de infusdo e tempo de observacao. A mortalidade
aumenta proporcionalmente a dose maior, menor periodo de
administracao e maior periodo de observagao.> 242

Além da lesao miocérdica, altas doses cumulativas de
DOXO produzem toxicidade renal, da medula éssea e
gastrointestinal, que podem contribuir para o aumento das
taxas de mortalidade devido a indugdo de hipercalemia,
hipervolemia, anemia, diarreia e desnutrigao.*** Além de
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Figura 2 - Gréfico de barras representando os valores médios da fragao
de ejegado do ventriculo esquerdo (FEVE) obtidos nos grupos de estudo.
* p<0,05 em comparagdo ao grupo controle, de acordo com a idade
(teste t ndo pareado), e comparagao entre os grupos (ANOVA seguido
do teste de Tukey).

Hematoxilina-Eosina

Doxorrubicina

Figura 3 — Segdes histoldgicas representativas coradas com HE dos
grupos controle (A) e doxorrubicina (D-8, D-12 e D-16). Observam-se
perda e degeneragédo das fibras miocardicas nos animais apos a infusdo
de doxorrubicina (DOXO) (painéis B, C e D), com redugao significativa
das miofibrilas, edema e degeneragdo vacuolar (marcado por setas).
Essas alteragdes sdo mais pronunciadas com o incremento das doses
cumulativas de DOXO.

perder peso e massa muscular, os animais tornam-se fracos
e incapazes de se alimentar adequadamente, resultando
em fraqueza muscular progressiva e generalizada, que pode
contribuir para 0 aumento da mortalidade. No presente estudo,
os animais dos grupos D-12 e D-16 apresentaram diferengas
significativas no aspecto geral e no peso em comparagao com
seus respectivos CTRs, corroborando indiretamente a presenca
desses mecanismos debilitantes. Essas alteragbes também
foram descritas por outros autores.'>2%2427

Alteracoes estruturais e funcionais cardiacas in vivo

Em geral, realizaram-se estudos utilizando DOXO para
a investigagao de lesdes histopatolégicas® e estudo da
cardiotoxicidade do farmaco,* com énfase principalmente
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Figura 4 - Grdéfico de barras representando os valores médios de
fibrose obtidos nos grupos de estudo. * p<0,05 (ANOVA seguido do
teste de Tukey).

em alteragoes metabdlicas e estresse oxidativo desse
modelo,>3%32 e ndo na avaliagdo do grau de disfuncao
ventricular in vivo ou mortalidade. Assim, o objetivo desses
modelos ndo era caracterizar um modelo de IC ou CMD.
Observamos, pois, uma ampla variedade de protocolos na
literatura. Nosso estudo pretendia descrever um protocolo que
fosse adequado, eficaz e de melhor rendimento, reproduzindo
um modelo experimental de CMD ndo isquémica baseado
em alteragoes estruturais e funcionais in vivo, mas com taxas
de mortalidade aceitaveis.

Ressaltamos que, neste estudo, escolhemos a infusao
intravenosa de DOXO em doses cumulativas crescentes. Em
um estudo anterior com ratos, O’Connel et al.** compararam
2 protocolos de tempo de infusdo de DOXO, um curto e um
longo, para a indugao de CMD. Neste estudo, observamos
que ambos os protocolos geraram lesoes histolégicas similares,
embora apenas a infusdo prolongada estivesse associada a
alteragoes estruturais e funcionais similares aquelas detectadas
na CMD clinica. Essas descobertas respaldam a ideia de que a
infusdo prolongada é mais eficaz que a infusao curta quando
o desfecho primario é a indugao de alteragbes estruturais e
funcionais.*

No presente estudo, observamos uma clara correlagao
entre a dose cumulativa de DOXO e o grau de disfungao
ventricular que ocorre progressivamente, a partir da dose
cumulativa de 12 mg/kg. Nossos resultados mostram que os
animais que receberam uma dose cumulativa de 16 mg/kg
apresentaram alteragdes funcionais e estruturais cardiacas
mais marcantes, avaliadas por ecocardiograma bidimensional
in vivo, em comparagao com seus respectivos CTRs,
caracterizados principalmente por um aumento do DSVE,
reducdo da FEVE e da massa estimada do VE. No entanto, as
taxas de mortalidade para esse grupo foram excessivas, uma
vez que mais de dois tergos dos animais ndo sobreviveram
até 2 semanas ap6s a indugao da CMD.

Por outro lado, a dose cumulativa de 12 mg/kg foi associada
a alteragoes estruturais que nao foram tao acentuadas quanto
as observadas com a dose de 16 mg/kg, mas foi suficiente para
causar redugao significativa da FEVE e aumento da fibrose
miocardica. Além disso, a taxa de mortalidade para o grupo
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D-12 (30%) foi aceitavel, levando-nos a concluir que esse
protocolo poderia ser adequado para a indugao de disfungao
ventricular com o uso de DOXO em ratos.

Nossos resultados corroboram os de estudos anteriores,
que sugerem que doses cumulativas acima de 12 mg/kg estao
associadas a aumento da mortalidade.'?234 Os resultados
obtidos por Spivak et al.,** usando um tempo de dosagem
mais curto de DOXO, sugeriram que doses cumulativas
acima de 12 mg/kg estao associadas a taxa de mortalidade
superior a 40%, sendo assim inadequada para pesquisas in
vivo sobre 1C.** Com efeito, o estudo de Schwarz et al.??
demonstrou que doses maiores, como 25 mg/kg, durante
um periodo de 10 semanas, estdo associadas a maior grau
de disfuncao ventricular, mas com altas taxas de mortalidade,
que chegam a 52%.%

Alteracoes histopatologicas

No presente estudo, observamos diferengas morfoldgicas
nitidas entre os grupos que receberam DOXO. As lesoes
foram as tipicamente relatadas na CMD induzida por DOXO
em humanos* e em outros modelos animais,**3® ou seja,
predominantemente danos aos midcitos, com perda e
degeneragdo das fibras miocardicas, redugao significativa
das miofibrilas, fibrose e deposigdo de coldgeno, além de
edema e vacuolizacao cardiomiocitdria, edema intracelular
e desorganizagdo das miofibrilas. Observamos que a
deposicao de coldgeno foi semelhante a relatada em estudos
anteriores que utilizavam esse modelo experimental.?3* A
dose cumulativa de DOXO associada a danos histolégicos
significativos em nosso estudo foi semelhante aos achados
relatados em outros, que sugeriram uma dose de 15 mg/kg
como a mais eficaz na inducao de lesdes histopatolégicas.*

Deve-se ressaltar que embora a disfuncao ventricular
tenha sido mais acentuada na dose de 16 mg/kg, o grau de
lesao tecidual representada pela fibrose foi semelhante para
os grupos D-12 e D-16, sugerindo possivel dissociagao entre
esses 2 parametros nessa faixa de doses cumulativas de DOXO.
Esses resultados confirmam evidéncias anteriores obtidas
por nosso grupo de pesquisa, revelando relativa dissociagao
entre o grau de lesdo tecidual e a intensidade da disfungao
ventricular esquerda com o uso de diferentes regimes de
infusdo de DOXO.*

Os resultados atuais mostram que o modelo de indugao
usando uma dose cumulativa total de 16 mg/kg de DOXO,
com 8 injegbes semanais de 2 mg/kg, é o que melhor induz
a alteragdes morfoldgicas e funcionais em animais, embora
implique em mortalidade elevada e eticamente inaceitavel,
o que desencoraja o uso desse protocolo. Além disso, a
dificuldade em manter um modelo altamente agressivo
de disfuncao ventricular pelo perfodo minimo de tempo
suficiente para a avaliagdo de uma determinada intervengao
terapéutica é um fator relevante na escolha do protocolo
mais eficiente.

Conclusoes

Nossos resultados indicam que o modelo de 6 injegoes
semanais de 2 mg/kg de DOXO, com dose cumulativa
de 12 mg/kg, apresenta a melhor eficacia para indugao
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de CMD, resultando em remodelamento significativo do
VE, comprometimento da fungao sistdlica e lesao tecidual
associada a taxas aceitdveis de mortalidade.
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