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Efeito do Enalaprilato na Cardiotoxidade Induzida pela
Doxorubicina

Joyce M. B. Santos, Braulio Luna F°, Manuel J. Sim&es, Osvaldo A. Moura, Celso Ferreira, Eulégio E. Martinez F°,
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Sao Paulo, SP

Obijetivo -Avaliar a acéo do enalaprilato, inibidor da

enzima de converséo da angiotensina, na prevencao da

agressao miocardica induzida pela doxorubicina.
Métodos +oram constituidos e seguidos por sete se-
manas, quatro grupos de 10 ratos Wistar: controle
(CONT); tratados com enalaprilato (ENA, 1mg/kg/d/sc);
doxorubicina (DOX, 25mg/kg/d/sc) e doxorubicina simul-
tdneo com enalaprilato (DOX+ENA). Em oito animais de
cada grupo, o ventriculo esquerdo (VE) foi preparado para
estudo morfométrico, utilizando-se corantes de
hematoxilina-eosina e picro-sirius na identificacéo de fi-
bras musculares e colagenas. Em cada grupo foram retira-

Effects of Enalaprilat on the Cardiotoxicity
Induced by Doxorubicin

Purpose -To evaluate whether the enalaprilat, an
angiotensin converting enzyme inhibitor, was able to pre-
vent the myocardial damage induced by doxorubicin
(DOX).

Methods +our groups composed of 10 Wistar rats
each were followed for seven weeks: control (CONT);
treated with enalaprilat (ENA, 1mg/kg/d/sc); treated with
doxorubicin (DOX, 25mg/kg/d/sc), and treated with
doxorubicin plus enalaprilat (DOX+ENA). In eight ani-

dos trés fragmentos de VE para exame com microscopia mals of each group, the left ventricle (LV) wasgared for

eletrdnica. Para analise estatistica, aplicou-se a prova de

ANOVA seguida do teste de comparac8es multiplas quan-

do houve diferenca entre os grupos (p<0,05).
Resultados Microscopia de luz: n&o foi encontrada

morphometric study and stained with HE and picro-sirius
for identifying muscle fibers and colagen. In each group
three fragments of the LV were examinaned with electronic
microscopy (EM). For statistical analysis: the one-way

diferenca significante entre os quatro grupos estudados em analysis of variance was performed and was followed by

relacéo a proporc¢ao de fibras colagenas e fibras muscula-
res no miocardio de rato; microscopia eletrénica: o indi-

ce de cristolise (relacéo entre o nimero de perfis de mito-
cOndrias que apresentava lesdo e o nimero total de

mitocondrias contadas) mostrou diferenca significante en-
tre os grupos DOX e DOX + ENA (30,1 vs 118),01).
Concluséo -O ENA preveniu as alteracfes toxicas

multiple comparisons test when the difference between
groups were detected p valygs05 were considered sig-
nificant.

Results Light microscopy - it was not found any sig-
nificant difference among the groups for muscle fibers pat-
terns and proportion of colagen fibers of left ventricle.
Electronic microscopy - the cristolysis index (prajomm

cardiacas induzidas pela DOX, minimizando as agressdes between normal and damage mithocondria) demonstrated
ao nivel mitocondrial e, se estes achados forem confirma- significant difference between DOX and DOX+ENA

dos em anima nobilis, descortina-se uma possivel nova in-

dicacéo clinica para esse tipo de droga.

Palavras-chavesdoxorubicina, enalaprilato, miocar-
diopatia

groups (30.1vs 11.6<0.01).

Conclusion -ENA prevented cardiotoxic alterations
induced by DOX minimizing the agression to the mito-
chondria and these findings, if confirmed in anima nobilis,
may open a new clinical use for this type of drug.
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Desde o final da década de 60 até hoje, a doxorubicina de antineoplasica, observou-se que seus efeitos tdxicos séo
(DOX) tem sido amplamente utilizada no tratamento de dose-dependentes e, também, demonstrou-se que pode
neoplasias Com o reconhecimento de sua potente ativida- existir uma dissociacéo entre as manifestacdes clinicas, as
vezes exuberantes, e 0s achados de necropsias com pouca
expressao histolégica e, outras vezes, discretas manifesta-
_cOesclinicas, apresentando severas alteracdes miocardicas
Rua Borges Lagoa, 1043/11 - 04038-032 - S&o , o . I ;o

. Isto originou importante restrigdo clinica no tratamento
de longo prazo pelo efeito téxico cumulativo e, principal-
mente, potencial indutivo de cardiotoxiciddde
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A prevencéo da miocardiopatia pela DOX tem sido proporgéo de fibras colagenas e fibras musculares no mio-
objeto de numerosos estudos. Muitos esfor¢os tém sido fei- cardio de rato. Nao houve evidéncia histolégica de edema,
tos para diminuir a toxicidade pela droga. Diferentes regi- infiltrado ou necrose celular, nem qualquer outra alteragéo
mes de tratamento tém sido propostos e diversos agentegjue se pudesse valorizar como expressao de agressao toxica
farmacologicos (digitd| anti-oxidante$® betabloquea- no miocardio. Particularmente em relag&o as fibras cola-
dores%, bloqueadores de canais de cédfciguelantes de genas, também néo se observou nenhuma anormalidade (tab.
ferro'?) tém sido usados, concomitantemente, coma DOX ).
na tentativa de diminuir o dano histomorfol6gico, porém, Microscopia eletrénica - houve diferenca estatistica-
sem resultados satisfatorios. mente significante entre os grupos DOX e DOX+ENA em

Considerando-se que uma das mais importantes conse-relacéo a proporgao entre o nimero de perfis de mito-
gliéncias do uso clinico da DOX é a faléncia cardiaca, prova- condrias que apresentavam lesédo versus o numero total de
velmente secundaria ao acometimento direto do cardio- mitocéndrias contadas - indice de cristélise. O grupo DOX
midcito, ou através de reacBes quimicas que afetam a estrutuapresentou o indice de cristélise cerca de 2,6 maior que o
ra cardiaca, utilizamos, neste trabalho o enalaprilato (ENA), grupo DOX+ENA (p<0,01). Também se observou desorga-
droga inibidora da enzima de conversao da angiotensina nizacao fibrilar importante nos sarcémeros dos cardio-
(ECA) | em angiotensina Il, na prevenc¢ao dos efeitos midcitos no grupo da DOX (tab. |, gréafico |, fig. 1 a 4).
cardiotdxicos da DOX, usando a analise morfométrica através
de microscopia de luz, e eletrdnica, como instrumento para Discussao
identificar a presenca de possivel efeito protetor nos
cardiomiocitos de ratos expostos ao uso concomitante da DOX Desenvolvimento de miocardiopatia e faléncia cardi-

e ENA. aca congestiva apés a administracdo de DOX tem sido mos-
trado em seres humartés em varios animaté No pre-
Métodos sente estudo, o desenvolvimento da miocardiopatia
induzida pela DOX foi identificada histologicamente pela

Foram constituidos e seguidos por sete semanas, qua-microscopia de luz e eletrénica. Esta droga induz
tro grupos de 10 ratos Wistar-EPM: controle (CONT); tra- cardiotoxicidade em ratos, modelo animal considerado ide-
tados com enalaprilato (ENA, 1mg/kg/dia, subcutaneo); al nos testes de toxicidade induzida pela DOX
doxorubicina (DOX, 25mg/kg/dia, subcutaneo) e doxo- A disfun¢&@o miocérdica induzida pela DOX parece
rubicina concomitante com enalaprilato (DOX+ENA). Em
oito animais de cada grupo, o ventriculo esquerdo (VE) foi
pre parado para estudo morfométrico, utilizando-se Tabela | - Resultados da analise morfométrica do ventriculo esquerdo

corantes de hematoxilina-eosina e picro-sirius na identifi- pelamicroscopia optica e dos perfis mitocondriais pela microscopia
cacéo das fibras miocardicas e colagenas. Para analise eletronica. (valores medios).
histométrica utilizou-se uma ocular Kpl-10x (Zeiss), com Controle  Enalaprilato  Doxorubicina  DOX+ENA
reticulo de integracdo contendo 25 pontos dispostos sime- (ENA) (DOX)
tricamente em cinco fileiras de cinco pontos, adaptadas a| gipas colagenas 21 28 25 18
ocular do microscopio binocular Zeiss, com objetiva de | Fibras miocardicas 86,4 88,6 89,2 92,1
40x, totalizando um aumento final de 400x. Indice cristdlise

das mitocondrias 4,8 6,0 30,1* 11,6

Em cada grupo, foram retirados trés fragmentos de VE
para exame com microscopia eletrénica. A integridade dos | *p<0,01.
perfis mitocondriais foi analisada pela eletromicrografia.
Identificou-se como lesédo mitocondrial (cristolise) a pre-
sencade lise parcial ou total das suas cristas com substitui-
¢éo por areas lacunares. O indice de cristolise (relacéo en-

tre 0o nimero de perfis de mitocondrias que apresentavam| 35
les&o e o niimero total de mitocéndrias contadas) foi reali- | 4 .
zado a partir de eletromicrografias dos animais estudados. L/
Paraa analise estatistica, aplicou-se aprovade ANOVA | 7 | 04
por um critério, seguida do teste de comparag8es multiplas| 2o L
guando houve diferenga entre os grupos estudados. Fixou-se 15 b
em 0,05 ou 5% o nivel para rejeicao da hipétese de nulidade, '/"”i
assinalando-se com um asterisco os valores significantes. | 1017 |
1
Resultados 438 6 11,6
CONT  ENA  DOX  dox+ena

) .MICYOSCODIa de luz - ndo encontramos dlferen(;a Gréfico | - Cardiotoxidade induzida pela doxorubicina - mircroscopia eletronica. indi-
significante entre os quatro grupos estudados em relag&o &ce de cristélise mitocondrial nos grupos estudados
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Fig.1- Eletromlcrografla de parte de coracao de rato pertencente ao grupo controle . .
mostrando sarcomeros bem definidos (S). Notar a relag&o entre duas fibras muscularesrig, 2 - Eletromlcrografla de parte de coracio de rato pertencente ao grupo enalaprilato
separadas por um espaco eletrotranslucente - sarcolema (setas). O citoplasma apresefinostrando sarcomeros bem definidos (S). O citoplasma apresenta-se com grande con-
ta-se com grande concentracéo de mitocondrias integras (MI). O nticleo (N) mostra centragzo de mitocondrias integras (MI). O nicleo (N) mostra eucromatina abundante
eucromatina abundante e heterocromatina concentrada na periferia. 18.800 x. e heterocromatina concentrada na periferia. 18.800 x.

Fig.3- EIetromlcrografla de parte de coracgéo de rato pertencente ao grupo doxorublcma Flg 4- Eletromlcrog rafia de parte de coragao de rato pertencente ao grupo doxorublcma
mostrando desorganizacéo de miofibrilas com areas de interrupcéo (setas) e mitocondriast+ enalaprilato mostrando sarcomeros bem definidos (S), com discreta desorganizacéo.
integras (MI), edemaciadas (ME) e com aspecto de cristélise (MC). Nos espacos Observar citoplasma com grande concentracdo de mitocondrias integras (Ml). 18.800 x.
intermiofibrilares observamos a presenga de lacunas (L). 18.800 x.

ser multifatorial®'®. Ha evidéncias sugerindo inibicdo do Embora esta droga ndo tenha sido testada especificamen-
acido nucléico e sintese protéigdiberacao de aminas  te neste modelo de inducdo de miocardiopatia pela DOX,

vasoativa¥'8 anormalidades mitocondriaisdisturbios conhecimentos originarios de outros ensaios experimentais
no transporte de calci® desequilibrio eletrolitict, for- e clinicos descrevem uma acao tecidual importante com
macao de radicais livré&e peroxidacao lipidica esse tipo de drogéa Os inibidores da ECA tém sido utili-

Baseados no conhecimento do efeito cardiotéxico da zados desde a década de 70 em pacientes com faléncia car-
DOX e seu amplo espectro de acdo em doengas neoplasicagiaca, representando a Unica classe de agentes farmacolo6-
diversos estudos tém sido realizados tentando prevenir essayicos que tém reduzido a mortalid&8ea insuficiéncia
tipo de miocardiopatia. Com este objetivo, varias drogas cardiaca.
como os betabloqueadoté&santagonista dos canais lentos Nosso estudo demonstrou que o tratamento simulta-
do célcio, digital*, quelantes de fertde antioxidantes® neo com ENA minimiza a miocardiopatia induzida pela
tém sido utilizados com o intuito de prevenir as agressdes DOX. Isto ficou bem evidenciado pela redugdo das altera-
cardiacas. Resultados insatisfatorios desses estudos estimug6es morfoldgicas ao nivel da microscopia eletrénica. O
laram-nos a usar o ENA, droga inibidora da ECA |, como grupo que recebeu concomitantemente DOX e ENA apre-
provavel cardioprotetor nessa situacao fisiopatolégica. sentou uma redugdo importante do indice de cristolise
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(DOX: 30,1; DOX+ENA: 11,6, g0,01). onados com um aumento da biodisponibilidade da bradi-
O efeito de protecéo miocardica do ENA parece sere- cinina. A bradicinina, além de efeito inotrépite crono-
lacionar com varios mecanismos. Atualmente, enfatiza-se trépicos positivo¥, aumenta o fluxo coronario e a concen-
a existéncia do sistema renina-angiotensina (SRA) tecidual tracéo local de prostaglandina no coracéo.
no coracgaé'. Trabalhos prévios sugerem que angiotensina No presente estudo, em modelo experimental de
I, sintetizada localmente no VE, pode influenciar o esta- indug&o da forma crénica de miocardiopatia pela DOX,
do inotrépico do coracéo, facilitando a liberacdo de observamos ao nivel ultra-estrutural protecéo parcial dos
noradrenalina das termina¢cdes nervosas simpaticas cardi-cardiomiocitos de ratos que receberam, simultaneamente,
acas® além de interferir no metabolismo cardiaco e cres- DOX e ENA por sete semanas. Esta protegao parcial podera
cimento celula¥. Alternativamente, os inibidoresdaECA  estar relacionada com diversos fatores, dentre eles dose
podem interferir com os efeitos diretos da angiotensina na inadequada de ENA utilizada, ou a produgédo aumentada de
composigao protéica miocardi€&Em alguns experimen- angiotensina Il como resposta a um agente agressor
tos?°, o captopril mostrou-se eficaz como cardioprotetor miocardico envolvendo outras enzimas que ndo a ECA.
apoés injuria e também pos-infarto do miocardio. J4 o Portanto, acreditamos que além da ativacdo do SRA, uma
enalapril teve efeito variavél Isto foi interpretado como variedade de fatores € responséavel pela deterioragéo cardi-
se a presenca do grupo sulfidrila no captopril acrescentas-aca pela DOX. Como os mecanismos dos danos cardiacos
se algum efeito benéfico adicional a esta difbgatretan- e o método para preveni-los ndo sdo ainda conhecidos, estu-
to, o ramipril, também inibidor da ECA, mas sem o radical dos futuros serdo necessarios para elucidacdo dos meca-
sulfidrila, mostrou-se efetivo como agente cardioprotetor nismos moleculares envolvidos na génese das lesdes pa-
experimentai®. tologicas induzidas pela DOX. Acreditamos que o0 ENA
Embora o efeito antioxidante dos inibidores da ECA possa ter um papel nesta marcha do conhecimento, mas
sejaimportante, certamente este ndo € o mecanismo exclusomente estudos clinicos no futuro poderdo responder
sivo pelo qual os inibidores da ECA sé&o efetivos. Os esta questéo.
inibidores da ECA diminuem a fibrose e a hipertrofia

miocardica?*pela inibicdo do SRA aldosterona. Além Agradecimentos
disso, viainibig&o dos fibroblastos, interferem na remode-
lagem do tecido conectivo e do colageno, prevenindo exa- Este trabalho foi realizado com auxilio financeiro

gero de fibros&. Apresenta também outros efeitos relaci- da CAPES.
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