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RESUMO

A doxorrubicina tem um alto poder citotoxico e @dss para tratar um amplo espectro de
malignidades humanas e de animais, entretantouseupode ser limitado devido a
efeitos adversos causados por doses cumulativagrdiotoxicidade € um dos efeitos
adversos mais conhecidos e irreversiveis, basidentanisado pelo estresse oxidativo e
pela disfuncdo mitocondrial. A incidéncia da carokicidade induzida pela
doxorrubicina diverge de acordo com a raga, enquapke o desenvolvimento da
cardiotoxicidade clinica varia de 4,0 a 18,3%. Eagas de cdes com alto risco de
desenvolvimento de cardiomiopatia dilatada a inmd€é de 15,4% e em racas de baixo
risco a incidéncia chega a 3,0%. Estudos foranizeeids com o uso da doxorrubicina e
os efeitos cardioprotetores do carvedilol e algmastraram que o carvedilol previne a
disfuncéo sistolica e diastélica do ventriculo €sda, além de danos estruturais e
funcionais. No entanto, esses estudos foram faitme diferentes espécies desde
camundongos até humanos, mas ndo com cées conasgiaeplPortanto, este ensaio
clinico foi delineado para avaliar o efeito cardaiptor do carvedilol em cédes. Um
estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego, ctngptacebo foi realizado em cées
tratados com doxorrubicina. Foram incluidos 13 césgjuais foram randomizados em
dois grupos experimentais consistindo de seis néaegrupo carvedilol e sete caes no
grupo placebo. No grupo carvedilol, a dose de O¢gRBgn+ 0,04 de carvedilol por via
oral, duas vezes ao dia foi iniciado no mesmo d@Giapdmeira quimioterapia com
doxorrubicina e mantido durante todo o protocolonipterapico até a ultima avaliacao
cardiologica (15 dias apds a ultima dose de dokaring). Avaliagcdes cardioldgicas
(ecocardiografia, eletrocardiograma e pressao iajteforam realizadas antes da
administracdo de doxorrubicina e a cada 10 a 1Hapas cada sessdo de quimioterapia
com doxorrubicina (TO, T1, T2, T3 e T4). Testestagonina | e estresse oxidativo
foram feitos com soro coletado dos cées na avaliagédiologica inicial e final (TO a
T4). O estudo Doppler mostrou um aumento signiffca(p = 0,001) do tempo de
desaceleracdo do fluxo mitral (TDE) no grupo placebdiferenca significativa nas
velocidades da onda E (p = 0,0482), tempo de desacéo do fluxo mitral (TDE) (p =
0,0029) e relagéo E/TRIV (p = 0,0155) entre os gsuplouve diferenca significativa (p
= 0,0326) na amplitude da onda R na derivacao qmd#ial V4 entre 0S grupos e o
intervalo QT teve um aumento significativo (p =2B0) desde o inicio até o final da
quimioterapia no grupo placebo. Nao houve diferesigmificativa nos parametros
sistélicos, pressao arterial, mortalidade, tropanire testes de estresse oxidativo. Em
conclusao, o grupo carvedilol apresentou melhoermdeenho na funcdo diastélica e na
despolarizacdo e repolarizacdo ventricular. Payfgmbdemos sugerir que o carvedilol
pode ter efeito benéfico em cdes com céancer redebéoxorrubicina. Contudo, mais
estudos sdo necessarios para demonstrar o efeitiopratetor do carvedilol contra a
doxorrubicina em caes.

Palavras-chave: Cardiotoxicidade; Antraciclinas; Beta bloquead®anino; Estresse
Oxidativo.



ABSTRACT

Doxorubicin has a powerful cytotoxic effect andstused to treat a wide spectrum of
human and animal malignancies, but its use cambted due to adverse effects caused by
cumulative doses. Cardiotoxicity is one of the magiwn and irreversible adverse effects,
which is basically caused by oxidative stress ardahondrial dysfunction. The incidence
of doxorubicin-induced cardiotoxicity differs acdarg to breed in dogs, while
development of clinical cardiotoxicity varies frofn0 to 18.3%. In high-risk breeds for
developing dilated cardiomyopathy the incidencel$s4% and in low-risk breeds the
incidence reaches 3.0%. Many different studies H@ean done with use of doxorubicin
and cardioprotective effects of carvedilol and sdmd shown that carvedilol prevented
the left ventricular systolic and diastolic dysftion, beyond structural and functional
damage. However, these studies were made withr@liffespecies since mice until humans,
but not with dogs as cancer patients. Thereforedeggned this clinical trial to evaluate
the cardioprotective effect of carvedilol in dogsprospective, randomized, double-blind,
placebo control study was done in dogs treated eéattorubicin. We enrolled 13 dogs and
they were randomized in two experimental groupssishimg of 6 dogs in carvedilol group
and 7 dogs in placebo group. In the carvedilol grau39mg/kg + 0.04 twice-daily oral
carvedilol was started in the same day of firstatakicin chemotherapy and maintained
during all chemotherapy protocol until last cardgtal evaluation (15 days after last dose
of doxorubicin). Cardiological evaluations (echatiagraphy, electrocardiogram and
blood pressure) were performed before doxorubidmiaistration and every 10 to 15 days
after each session of chemotherapy with doxorulfibh) T1, T2, T3 e T4). Troponin | and
oxidative stress tests were made with serum celleftom dogs at the initial and last
cardiological evaluation (TO e T4). Doppler studyowed a significant increase (p =
0.001) of mitral flow deceleration time (EDT) inethplacebo group and significant
difference at E velocities (p = 0.0482), mitralvilaeceleration time (EDT) (p = 0.0029)
and E/IVRT ratio (p = 0.0155) between groups. Thees significant difference (p =
0.0326) in R voltage at V4 precordial chest leativben groups and QT interval had a
significant increase (p = 0.0269) from baselineiluemd of chemotherapy in placebo
group. There was no significant difference in sistgparameters, blood pressure,
mortality, troponin | and oxidative stress tests.cbnclusion, carvedilol group presented
best performance in diastolic function and depoétion and repolarization ventricular.
Therefore, we may suggest that carvedilol may leatseneficial effect in dog with cancer
receiving doxorubicin. More studies are neededeima@hstrate the cardioprotective effect
of carvedilol against doxorubicin in dogs.

Keywords. Cardiotoxicity; Anthracyclines; Beta block; Canine; Oxidative stress.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AOPP Produtos proteicos de oxidacdo avancada

AST Aspartato aminostransferase

CAR Carvedilol

CEUA Comité de Etica em Uso de Animais

CK Creatina quinase

CK-MB Creatina quinase fracdo MB

cTnl Troponina |

cTnT Troponina T

DOX Doxorrubicina

DoxQ Derivado da doxorrubicina sintetizado pela conj@gage doxorrubicina e
guercetina

DZR Dexrazoxane

ET Tempo de ejecéo

FRAP Poder antioxidante de reducéo férrico

GPx Glutationa peroxidase

HCV Hospital de Clinicas Veterinarias

ICAM-1 Molécula de adesdao intracelular-1

LDH Desidrogenase lactica

LDL Lipoproteina de baixa densidade

PEP Tempo de pré-ejecdo

RNAmM RNA mensageiro

ROS Espécies reativas ao oxigénio

SOD Superoxido dismutase

TAU Constante do tempo diastdlico do ventriculo esquerd

TBARS Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

TRAP Potencial antioxidante reativo total

UFRGS Universidade Federal do Rio Grande do Sul

U. S. FDA Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos Estadnidos da

América
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a maior longevidade dos animais demesfio estd associada aos
avancos da Medicina Veterinaria, que engloba desdearater preventivo até ao
diagnostico precoce de algumas doencas. Entretaeoto,a maior longevidade, ocorre
também uma maior incidéncia de afeccdes relaciegnaddade avancada e dentre elas, as
afeccdes oncoldgicas.

A doxorrubicina € um quimioterapico rotineirameatapregado para o tratamento
antineoplasico de diversos neoplasmas em Medicama Medicina Veterinaria, devido ao
seu alto poder de induzir remissao tumoral. Norgafa seu uso pode ser limitado devido
aos efeitos adversos provocados com o empregos#s @domulativas (TAN et al., 1973;
SIMUNEK et al., 2009). Um dos efeitos adversos nwishecido e irreversivel é a
cardiotoxicidade, a qual é causada por estressdatwo e disfungdo mitocondrial
(DOROSHOW, 1983). A incidéncia da cardiotoxicidaitkeluzida pela doxorrubicina
diverge de acordo com a racga, enquanto que o dasenento da cardiotoxicidade clinica
varia de 4 a 18,3% (MAULDIN et al., 1992; HALLMAN al., 2019). Em racas de cées
com alto risco de desenvolvimento de cardiomiopdiletada a incidéncia é de 15,4% e
em racas de baixo risco a incidéncia chega a 3:08I(MAN et al., 2019).

Estudos em outras espécies mostraram o efeito ibenéb carvedilol em
cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina. Santosolaboradores (2002) analisaram
coracOes de ratos que foram submetidos ao tratanoemh doxorrubicina e carvedilol
durante sete semanas e concluiram que o carveddt#geu o tecido cardiaco de danos
estruturais e funcionais. Também foi demonstrade guratamento concomitante com
carvedilol e doxorrubicina em coelhos reduziu dutigéo sistolica do ventriculo esquerdo,
o numero de fibras apoptoticas e a ocorréncialede intersticial nos ventriculos direito
e esquerdo em alguns animais (ROSA, 2016).

Um estudo randomizado com 25 pacientes oncologicognos, em quimioterapia
com doxorrubicina ou epirrubicina, visou estuda&faito profilatico do carvedilol frente a
cardiomiotoxicidade comparando com grupo placel® périentes receberam carvedilol
durante seis meses e as avaliagbes ecocardiogrdficam feitas antes e apos as
quimioterapias. Houve diminuicdo significativa daacfo de ejecdo e aumento

significativo nos diametros sistolicos e diast@icw grupo controle, quando comparado
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com 0 grupo que recebeu o carvedilol, sugerindeaefa do farmaco na manutencéo da
funcéo sistdlica e diastolica do ventriculo esqadrKALAY et al., 2006).

Apenas um estudo foi encontrado com a utilizacdcalvedilol em caes com
intuito de avaliar seu efeito cardioprotetor frerde cardiotoxicidade causada pela
doxorrubicina. Todavia, neste estudo foram empmegafies saudaveis que receberam
doxorrubicina intracoronariana e dose de carvedi®l2,5mg/kg por dia, por via oral.
Ainda assim, pode-se concluir que o carvedilol sgmou melhora em alguns parametros
de funcéo sistolica, funcdo diastélica e eletracgréficos (SAWANGKOON, 2002).

Objetivou-se com esta dissertacdo avaliar o etatdioprotetor do carvedilol em

cées submetidos a quimioterapia com doxorrubicina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cardiotoxicidade induzida pelo doxorrubicina

A doxorrubicina ou adriamicina € um antibiotico idado do pigmento vermelho
produzido pelo fungoStreptomyces peucetius, pertencente a classe das antraciclinas
(ARCAMONE et al., 1969). No final dos anos 60, x@woubicina comecou a ser utilizada
como agente antineoplasico, sucedendo os primensaos clinicos no Instituto Nacional
do Cancer em Mildo, Itdlia (TAN et al., 1973).

As antraciclinas atuam independente da fase do celular, possuem anel de
antraciclina em sua estrutura e intercalam-se estygares de base do DNA de fita dupla.
A maioria das antraciclinas liga-se as proteinasrpéticas e entram nas células por
difusdo passiva. Sua molécula é distribuida rapataenpelo tecidos, porém é eliminada
vagarosamente do plasma, com meia-vida de 18 aof#A,he ndo ultrapassa a barreira
hematoencefalica. Sua depuracdo ocorre por bidbranscdo hepatica e excrecao biliar,
com pouquissima excrecao renal (DAGLI; LUCAS, 2DALECK; DE NARDI, 2016).

Apesar de os mecanismos de acdo desse farmacostd#iene completamente
elucidados, sua atividade antineoplésica pode ecpeala inibicdo da DNA topoisomerase
II, bloqueio da DNA polimerase e pelo anexo do fementre os pares de base do DNA,
consequentemente, impedindo sintese de macroma$ecuhduzindo apoptose e
produzindo radicais livres durante sua biotransém@o capazes de lesar membranas
celulares e o DNA (SUSANECK, 1983; DAGLI; LUCAS, &) FERREIRA;
MATSUBARA; MATSUBARA, 2008).

A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina éfeito toxico mais conhecido.
Ela difere dos outros farmacos do grupo pela pgasde um grupo hidroxila no carbono
14, caracterizando sua especificidade em cardimittade. Como a musculatura cardiaca
tem baixa concentracdo das enzimas catalase, sigmra@ismutase e glutationa
peroxidase, ndo consegue eliminar os radicaisslipreduzidos e, por isso, ocorre necrose
celular que leva a uma limitacdo na dose maximaem asiministrada durante a
guimioterapia (DAGLI; LUCAS, 2006; DALECK; DE NARDRO16).

A doxorrubicina deve ser administrada exclusivamema intravenosa, visto que

quando extravasada causa necrose tecidual graaedaunistracdo deve ser lenta durante
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pelo menos 10 a 30 minutos. A dose para cées daracordo com o peso, até 10 kg é 1
mg/kg e acima de 10 kg é 30 m§/m cada trés semanas, ndo podendo exceder a dose
cumulativa de 240 mg/m(DALECK; DE NARDI, 2016). Além da cardiotoxicidade,
leucopenia, trombocitopenia, nauseas, vomitos gdesaanafilaticas sdo outros sinais de
toxicidade. Sua indicacdo geralmente é para linfproarcinomas e sarcomas, como parte
do protocolo, ou como unico agente (DAGLI; LUCAS0B).

Doroshow (1983) descreveu o efeito dos agentesemgiasicos antraciclinas no
coracao de ratos, sugerindo que a formacao dearadinres por esses compostos excede a
capacidade de detoxificagdo da mitocdndria e ddculet sarcoplasmatico. Foi
demonstrado um aumento na concentracdo de aniorigere na producdo de perdxido
de hidrogénio, ocorrendo apesar da presenca datigha peroxidase e superéxido
dismutase, as quais sdo duas das principais enzandisicas contra radicais livres.

A toxicidade aguda foi documentada em ratos em destampregando a
doxorrubicina. Apos 48 horas da administracdo dmd&o, os ratos apresentaram déficit
diastolico e sistdlico no ecocardiograma, e apdanésia, foi observado aumento da
rigidez passiva miocardican(vitro) e ativacado de metalloproteinase 2 no miocardoguad
€ uma enzima proteolitica ativada por inflamacécestesse oxidativo (POLEGATO et
al., 2015).

Um estudo apontou que altera¢gbes cardiacas cliodcaseram em 32 dos 175 caes
(18,3%) analisados com diversos tipos de canceiedaram tratados com doxorrubicina.
Destes 32 caes, 31 apresentaram alteracOes elditoggaficas (sendo mais comum
complexos ventriculares prematuros, arritmias sigmiculares e variagcdo na amplitude
da onda R) e sete tiveram insuficiéncia cardiacgestiva (média de dose cumulativa 150
mg/mz2, variando de 90 a 210 mg/m?) com desfechal tntro de 90 dias. A média de
dose cumulativa nos caes que apresentaram alteralgiecardiograficas foi de 90 mg/mz
(variando de 30 a 200 mg/m?), com média de 77 dliamicio do tratamento (de 1 a 287
dias). A ecocardiografia s6 foi utilizada em cincédes apos o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca congestiva, os quais exarass dilatacdo do ventriculo esquerdo
com aumento da distancia E-septo, aumento dos ti@sndiastélicos e sistolicos finais e
fracdes de encurtamento que variaram de 9 a 1984s Esco cdes tinham média de 150
mg/m? de dose cumulativa (150 a 180 mg/m?) (MAULRNAI., 1992).

Na tentativa de amenizar a toxicidade cardiacaacupela doxorrubicina, um

estudo retrospectivo avaliou alteracOes eletroogréficas e ecocardiograficas em céaes
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que receberam sua aplicagéo intravenosa durantdaraaForam incluidos 133 cdes com
média de dose cumulativa de 120 mg/m2 e 12% (16) cdesenvolveram alteracdes
eletrocardiograficas durante ou apés o tratamesaiago menor que a incidéncia historica
de 17,7% (GILLINGS et al., 2009).

Outro estudo retrospectivo teve como objetivo edéaler a incidéncia e os fatores
de riscos associados no desenvolvimento da caxitatade induzida pela doxorrubicina
em caes. Foram incluidos 494 céaes que receberanmeeglos uma dose de doxorrubicina
durante os anos de 2006 a 2015. A alta dose cuwauldé doxorrubicina, maior peso
corporal, diminuicdo da fragdo de encurtamento apa® doses (dose cumulativa de 150
mg/m2) e o desenvolvimento de complexos ventrieglarprematuros foram
significativamente associados com sinais clinices cdrdiotoxicidade. Dos 494 caes
apenas 4% (20 caes) evoluiu para manifestacdocalide cardiotoxicidade (sincope,
letargia, fraqueza, intolerdncia ao exercicio, cdiflade respiratoria causada pela
insuficiéncia cardiaca congestiva e morte subitapm isso, pode-se correlacionar que
racas com alto risco de desenvolvimento de cardipatia dilatada tiveram incidéncia de
15,4% enquanto racas com baixo risco demonstraraeitééncia de 3%. Neste trabalho, a
duracdo da infusdo de doxorrubicina n&o foi sigativamente associada com a
cardiotoxicidade clinica (HALLMAN et al., 2019).

Alguns estudos e relatos sobre as consequéncidexagarubicina em caes foram
publicados (SILVA et al., 2004; SILVA; CAMACHO, 260 PEREIRA NETO et al.,
2006; SOUSA et al., 2014).

Silva e colaboradores (2004) analisaram os efetasdiacos, hematicos e
bioguimicos em cédes saudaveis que foram submetiddministracdo de doxorrubicina 30
mg/m2 a cada 21 dias durante 168 dias (dose cuwauliaital 240 mg/m2, ou seja, oito
aplicacdes), comparando com caes saudaveis quberaoe solucdo salina 0,9% da
mesma forma. Essencialmente, foram observados ssiohnicos e radiograficos
compativeis com insuficiéncia cardiaca congestiva @nco cdes (71%) do grupo
doxorrubicina, dos quais trés faleceram e foi evitedo no exame anatomopatoldgico
discreta dilatacdo cardiaca, edema e congestadoopatm Os sinais clinicos foram
observados em média 165 dias ap6s o inicio do golmtocom doxorrubicina, com
variagcdo de 147 a 175 dias. Ademais, caes desi@ gapresentaram neutropenia e

leucopenia transitérias e elevacdo nas atividaéesas de desidrogenase lactica (LDH),
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aspartato aminostransferase (AST) e creatina quiftals), sendo esta Ultima a Unica que
aumentou acima da referéncia para caes.

Seguindo 0 mesmo delineamento do estudo ante3ibva e coautores (2005)
focaram nas alteracbes ecocardiograficas dos mes@es. Corroborou-se aumento
significativo no diametro e volume do ventricul@@srdo, primeiramente na sistole (202
semana) e posteriormente na diastole (25% semanajento da distédncia E-septo (212
semana), diminuicdo de cerca de 65% nas fracOeaaetamento e ejecdo (182 semana),
além de hipocinesia de parede livre do ventricgguerdo e septo interventricular. O
didmetro do &trio esquerdo e relacdo atrio esqiesda aumentaram significativamente
na avaliagcdo da dose cumulativa de 240 mg/m?, jay 28* semana.

Outro estudo do mesmo grupo de pesquisa monitciies com cardiomiopatia
dilatada induzida por doxorrubicina por eletrocagdafia Holter. Neste estudo, cinco céaes
saudaveis que receberam 30 mg/m2 de doxorrubiciteda 21 dias até alcancar a dose
cumulativa (180 ou 240 mg/m?2), foram comparados como cdes sadios que receberam
solucéo salina. Antes de cada aplicacéo, os céas fexaminados ecocardiograficamente
para averiguar disfuncdo miocardica (fracdo de m@mento < 20%, distancia E-septo >
0,7cm e aumento do volume final sistdlico do ventd esquerdo) e a partir do momento
que era identificada, havia suspensédo da admigésirade doxorrubicina e era feito o
exame Holter 24 horas. Em comparagéo ao grupoatentrs cées do grupo doxorrubicina
apresentaram aumento significativo na frequéncadiacas minimas e meédias e maior
frequéncia de arritmias supraventriculares do cgrdriculares (PEREIRA NETO et al.,
2006).

E por fim, mais uma pesquisa desse grupo compafadice TEI com parametros
padrbes ecocardiograficos de funcdo sistdlica std@iea em sete cdes saudaveis que
receberam doxorrubicina, da mesma forma que osda@stanteriormente citados,
totalizando 210 mg/m? (sete aplicacdes). O indigé dvalia a funcdo ventricular global
baseado na seguinte formula (tempo de contrac&olisoétrica + tempo de relaxamento
isovolumétrico)/tempo de ejecdo ventricular esgaemu seja, abrangendo parametro
sistélico e diastélico (TEI, 1995). As avaliacoea@ardiograficas foram realizadas no
inicio da pesquisa seguindo a cada 21 dias atéeatdtal cumulativa (210 mg/m?2) durante
147 dias. O indice TEI, tempo de relaxamento isowetrico, periodo de pré-ejecdo e
relacdo de periodo de pré-ejecdo pelo tempo décejdg ventriculo esquerdo foram

capazes de constatar efeitos cardiotoxicos da ddxoma na funcdo miocéardica com
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dose cumulativa de apenas 60 mg/m2. E alguns pa@sneadroes de fungéo sistdlica e
diastélica (didmetro do ventriculo esquerdo naokdstfracdo de ejecdo e fracdo de
encurtamento) apresentaram alteracbes com 120 gygerindo assim que o indice TEI
pode servir como um parametro mais precoce deag@alida cardiotoxicidade induzida
pela doxorrubicina (SOUSA et al., 2014).

2.2 Prevencao dos efeitos cardiotoxicos induzidoslp doxorrubicina

A doxorrubicina lipossomal foi estudada na temgatle reduzir os efeitos colaterais
da sua formulacéo livre (HERMAN et al., 1983; KANHEt al., 1993; WORKING et al.,
1999). Com o encapsulamento da doxorrubicina enssipmos, ha o retardo efetivo de sua
absorcéo no tecido cardiaco, quando comparado ctammaco livre (RAHMAN et al.,
1980).

Herman e colaboradores (1983) demonstraram ascigas entre os efeitos de
doxorrubicina livre e encapsulada em lipossomos&as Beagles. O estudo foi finalizado
apos uma semana da décima sétima sessao (dos&2@aimg/kg ou 367,5 mg/m?), que
ocorriam com intervalo de trés semanas. Inapetépeeda de peso, morte natural e
eutandsia por condicbes desfavoraveis ocorreragrumm de doxorrubicina livre. Além
disso, vacuolizacao e perda de miofibrilas forarmeobadas somente no grupo no qual foi
administrado a doxorrubicina livre.

Outro estudo com Beagles, com oito ciclos emyalerde trés semanas (dose total
12 mg/kg ou 360 mg/m?), também documentou a redud#iocardiotoxicidade da
doxorrubicina lipossomal quando comparada com aowmlokicina livre, entretanto,
correlacionou semelhanca na mielossupressao (KANEERI., 1993). Similarmente,
Working e colaboradores (1999) compararam doxocmdilipossomal e livre em Beagles
e camundongos, durante 10 sessGes com intervatésdsemanas (dose total 10 mg/kg ou
300 mg/m?). Nos caes, ndo houve evidéncia histtddgle cardiotoxicidade com
doxorrubicina lipossomal, porém houve vacuolizagdoperda de miofibrilas com
doxorrubicina livre. Nos camundongos, houve evidéde cardiomiopatia progressiva em
ambos 0s grupos, entretanto mais agressivas eefregguno grupo de doxorrubicina livre,
apresentando até mortes por insuficiéncia card@wagestiva. Todavia, apesar de
resultados satisfatorios, o custo beneficio dartnanto ainda n&o é viavel na rotina clinica
veterinaria (VEJPONGSA; YEH, 2014).
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A doxorrubicina contida em microemulsdo € outrec&mp de atenuacdo da
cardiotoxicidade, por meio do direcionamento dorgoierapico para o tecido tumoral
(DALECK; DE NARDI, 2016). Uma pesquisa em ratos tnms que a doxorrubicina em
microemulsdo aumentou significativamente sua cdragiio plasmatica e apresentou
menor volume de distribuicdo quando comparada caloxarrubicina convencional, ou
seja, seu menor volume de distribuicdo modificzessao da droga em locais suscetiveis,
associado a manutencéo do valor sérico de creginase MB apds seu uso também em
relacdo ao doxorrubicina convencional (ASSUMPCA@Ig2013).

O mesmo grupo avaliou a disseminacdo da doxormzbiem microemulséo
diretamente no tecido tumoral e no tecido card@dEaatos. Por meio da cromatografia,
nao foi observado diferenca na distribuicdo dos dipos de doxorrubicina no tumor,
entretanto, uma quantidade significante menor dermobicina em microemulsdo foi
verificada tecido cardiaco (CANDIDO et al., 2014).

Recentemente foi analisadm vitro um novo derivado da doxorrubicina
denominado DoxQ, sintetizado pela conjugacéo demoakicina e quercetina, esta que €
um flavanoide derivado de plantas com efeitos tiartms sobre a glicoproteina P e com
propriedades antioxidantes. Concisamente, Dox@éoios citotoxica para cardiomiocitos
humanos e de ratos e com menos danos oxidativasndqucomparada com a
doxorrubicina (ALRUSHAID et al., 2017).

Alguns estudos foram realizados na tentativa deyosar agentes que poderiam
prevenir ou minimizar os efeitos deletérios dasaantlinas (VAN VLEET et al., 1978;
FITZPATRICK; DERVISIS; KITCHELL, 2010; ARICA et al.2013; VEJPONGSA,
YEH, 2014; GOYAL et al., 2016).

Van Vleet e colaboradores (1978) relataram que rairastracdo de vitamina E
diminuiu a incidéncia e gravidade da cardiomiopatiduzida pela doxorrubicina em
coelhos, além do decréscimo da mortalidade dudezesemanas de estudo. Insinuou-se
que a protecdo conferida pela vitamina E no corasia associada a estabilizacdo da
membrana dos midcitos ou a prevencéao da inibicameazima Q10 mitocondrial.

A dexrazoxane € um quelante de ferro reconhecitblos. FDA (Administracao
de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos dnérisa) como agente
cardioprotetor para a cardiotoxicidade induzideap#bxorrubicina. Esta caracteristica é

especifica da dexrazoxane através da mudanca €iguwagéo da topoisomerase Il, pois
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outros quelantes de ferro ndo induzem este efaitdiaprotetor (VEJPONGSA; YEH,
2014).

Imondi e colaboradores (1996) avaliaram estee&it camundongos, ratos e caes.
Em camundongos, houve diminuicio no escore de idader de alteracbes
histopatolégicas, porém foi menos eficaz em dosis mléa de doxorrubicina. Em ratos,
houve reducdo do escore até em alta dose de dbicinaj mas ainda havia uma
quantidade significativa de injuria cardiaca quandmparado com controle. E em caes,
houve a reducédo significativa no escore, entrefal@sdes cardiacas ainda estavam
presentes no grupo que recebeu dexrazoxane. Comcmscluiu-se que a dexrazoxane
apresentou uma adequada protecdo com baixas desdsxdrrubicina e uma protecéo
menos efetiva com altas doses, podendo se jusfffeda diferenca na farmacocinética dos
farmacos, com eliminacdo mais rapida da dexrazoxdmeorganismo em relacdo a
doxorrubicina.

Uma pesquisa, com cdes como pacientes oncolégioostratamento com
doxorrubicina (DOX), analisou o efeito da dexrazexa DZR) com média de duas
aplicacdes por animal (propor¢cdo DZR:DOX de 10NBo houve alteracdes significativas
nas avaliag6es ecocardiogréficas e nem declinimmgio sistdlica apds a administracdo
concomitante de doxorrubicina e dexrazoxane, sugeiseguranca e boa tolerancia no uso
associado de ambas (FITZPATRICK; DERVISIS; KITCHEI2010).

Um estudo retrospectivo sobre a incidéncia da otoxicidade induzida pela
doxorrubicina em cées apresentou pouquissimosqrieseceberam DZR. Porém, ainda
assim os autores sugeriram que seu uso deve smiaaks a DOX, principalmente em
racas de alto risco de desenvolvimento de cardiati® dilatada e especialmente se um
bom prognéstico € esperado (HALLMAN et al., 20199s#n como a doxorrubicina
lipossomal, a dexrazoxane tem um alto custo (VEJBSAN YEH, 2014).

O enalapril, farmaco de inibidor da enzima conwexrsde angiotensina, foi
estudado como possivel cardioprotetor. Foram al@gdi@73 pacientes oncoldgicos e 114
deles (que apresentaram aumento no niveis de fr@frforam randomizados em grupo
enalapril e grupo placebo. O tratamento comecouné@s apds o término do protocolo de
alta dose de doxorrubicina e seguiu por um ancertay avaliagdes cardiolégicas durante
esse periodo. Um decréscimo significativo na frag@cejecdo e aumento nos volumes

diastolicos e sistoélicos finais foram observadosnag no grupo placebo, sugerindo que o
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tratamento com enalapril pode prevenir o desenvaiio tardio da cardiotoxicidade
(CARDINALE et al., 2006).

A N-acetilcisteina foi outro composto recentemeggieidado em ratos com modelo
de disfuncéo cardiaca induzida por doxorrubicinRI@A et al., 2013; GOYAL et al.,
2016). Os autores concluiram que a N-acetilcistedna efeito cardioprotetor preventivo
demonstrado em marcadores de estresse oxidativoegame histolégico por diminuir o
estresse oxidativo e apoptose (ARICA et al., 2@GBYAL et al., 2016).

2.3 Carvedilol e sua atuacao

O carvedilol foi outro farmaco estudado devido seu efeito cardioprotetor.
Pertence a terceira geracdo dos bloqueadores diretaéagicos nao seletivos com
propriedades vasodilatadoras, isto €, atividaderemaptoresn; e p; (DAGLI; LUCAS,
2006; GORDON et al., 2006). Seus metabdlitos sangpiamente excretados na bile e a
maioria excretada em 24 horas (SCHAEFER et al.8)19® dose de 0,3mg/kg, por via
oral, a cada 12 horas tem sido utilizado em ensdilogos com cées recebendo carvedilol
(MARCONDES-SANTOS et al., 2007; OYAMA et al., 2008QARES et al., 2010).

Varios estudos provaram o efeito antioxidante edioprotetor do carvedilol
(ASANUMA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; SPAIAROSSA et al., 2004; ROSA,
2016). Estudan vitro com cultura de células miocardicas evidenciou guearvedilol
altera a expressdo do RNA mensageiro (RNAmM) dosgyBaxe. (pro-apoptose) e Bcl-2
(anti-apoptose), antagonizando o efeito da dox@ind Seu uso no pré-tratamento
celular preveniu o aumento da expressdo de oBBax-diminuicdo de Bcl-2, efeitos
induzidos pela doxorrubicina. Através da determinaga atividade da caspase-3, protease
correlacionada com apoptose, foi demonstrado gogedseu aumento com a presenca de
doxorrubicina na cultura celular, ao contrario dwovedilol que inibe sua ativacdo com
dose dependente (SPALLAROSSA et al., 2004).

O efeito antioxidante do carvedilol pode inibir ag&itotoxicas diretas de radicais
livres e prevenir que radicais livres ativem fasodke transcricAo e genes associados a
inflamacdo e remodelamento cardiaco na hipertessiémica, doenca coronariana e
insuficiéncia cardiaca congestiva. Ele inibe a eggfio do gene que codifica a molécula de
adesdo intracelular-1 (ICAM-1) e a molécula de adespara leucdcitos

polimorfonucleares, que caracteristicamente iafiftr o miocardio em condi¢cdes de



19

isquemia, com isso exacerbando a injuria isquénigeelmente, sua agdo antioxidante é
demonstrada pelo inibicdo da oxidagdo da lipopnateie baixa densidade (LDL), ou seja,
prevenindo a formacdo da forma citotoxica e ateriogé(RUFFOLO; FEUERSTEIN,
1997).

O carvedilol também é responsavel por efeito cardtetor contra isquemia e
lesé@o por reperfusdo via mecanismos dependentadah®sina, a qual é relacionada com
melhora na insuficiéncia cardiaca cronica ou isqaemiocardica. Tal efeito foi
demonstrado no estudo de Asanuma e colaboradod@g)(Zue realizou a oclusdo da
artéria coronaria anterior descendente esquerdadds anestesiados, por 90 minutos,
seguido de reperfusdo de seis horas. Houve condmaregm o propanolol, porém
concluiu-se que apenas o carvedilol aumentou li@derale adenosina e fluxo sanguineo
coronariano em coracdes isquémicos e nao isquémicaeducao do estresse oxidativo.

Além de outros estudos compararem o carvediloéeoddl na tentativa de associar
o efeito cardioprotetor & acdo beta bloqueadoiacdmprovado que a diferenca esta na
propriedade do carvedilol em reduzir a liberacaoadicais livres e ndo no seu efeito beta
bloqueador (MATSUI et al., 1999; OLIVEIRA et alQ@4; SPALLAROSSA et al., 2004).

Pesquisas envolvendo o carvedilol em doencgas caglidegenerativas em cées
também foram feitas (MARCONDES-SANTOS et al.,, 20@YAMA et al., 2007;
SOARES et al.,, 2010). Em doencga valvar mitral fomparado grupo com tratamento
convencional e grupo com tratamento convencionaisaao de carvedilol com a hipotese
que o beta bloqueador poderia modular a acao tm&amervoso simpatico. Entretanto, os
autores apenas sugeriram um efeito benéfico naidgdel de vida, na classificacdo
funcional e reducao da presséao sistolica (MARCONISBSITOS et al., 2007).

Na cardiomiopatia dilatada em cées nao foi possieehprovar a melhora em
variaveis ecocardiograficas e neurohormonais cardascarvedilol comparado a placebo,
sugerindo como limitacbes o grau de severidadeodsgh, a dose do carvedilol e até
mesmo o curto periodo de acompanhamento do estadm@mso quatro meses (OYAMA et
al., 2007). Entretanto, Soares e colaboradore0j2€dmpararam grupos com tratamento
tradicional e tratamento convencional acrescideateedilol e concluiram que ndo houve
diferenca na sobrevida e na maioria das variavasaediograficas, porém o diametro
sistélico final do ventriculo esquerdo indexado upesficie corporea teve aumento
significativo no grupo sem carvedilol, sugerindceiwef benéfico no remodelamento

ventricular.



20

Sawangkoon (2000) e colaboradores avaliaram otogfeardiovasculares agudos
do carvedilol em cées saudaveis e sua farmacamanéds caes receberam dosagens
sequenciais do medicamento concomitantemente coenic@s da concentracao
plasmatica do mesmo. A dosagem de aproximadameb@e micg/kg resultou em
concentracdo plasmatica de 100 ng/mL, sendo est®mnaentracdo terapéutica em
humanos, a qual resultou na diminuicdo da poés-cargefeito inotropico positivo,
sugerindo beneficio no tratamento de insuficiéei@iaca e na minimizacao dos efeitos
cardiotoxicos.

A miocardite auto-imune experimental foi induzida ponda gastrica em ratos, 0s
quais foram incluidos em trés grupos que recebé@sas diferentes de carvedilol (2, 10 e
30 mg/kg por dia) e um grupo controle, para avaliacao cardioprotetora do carvedilol.
Apoés trés semanas, 0 grupo com dose menor aprasemwencao significativa no
aumento do didmetro diastélico de ventriculo estpuer na diminuicdo da fracdo de
encurtamento, enquanto que a dose de 10 mg/kg €30demg/kg diminuiram
significativamente no diametro diastdlico de vemiid esquerdo e na fracdo de
encurtamento, respectivamente. Em suma, os efaiddstores do carvedilol parecem estar
relacionados com sua capacidade de diminuir adatid da metaloproteinase-2,
prevenindo a degradagcdo de miofilamentos e liberagitroponina I, apesar disso néo
estar relacionado com a supresséo da inflamaca@4{8RIEC-SPRING et al., 2017).

Recentemente, foram publicados estudos correlactim a doxorrubicina e o
carvedilolin vitro, ratos e humanos (ABUOSA et al., 2018; KHEIRI let 2018; PARK;
STEINBERG, 2018; ZHANG; YANG; ZHANG, 2019). Abuosacolaboradores (2018),
por meio de um estudo prospectivo, randomizado,lodwego e controle placebo,
estudaram a prevencdo da disfuncédo ventriculag psbd profilatico do carvedilol, em
pacientes oncolégicos em tratamento com doxormiidD total de 154 pacientes foram
randomizados em quatro grupos (placebo; carve@j&d mg por dia; carvedilol 12,5 mg
por dia e carvedilol 25 mg por dia) e apds seisesieapesar de ter havido reducao
significativa na fracdo de ejecdo do ventriculouesgo no grupo placebo, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos carvedil@mAdisso, ndo houve diferenca estatistica
entre grupos carvedilol e placebo em relagédo aniiso diastolica, insuficiéncia cardiaca
clinica ou morte.

Os efeitos protetores de carvedilol e acido cacnd®ram estudados vitro e in

vivo (modelo de injuria miocardica em ratos) em relag&ardiotoxicidade induzida pela
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doxorrubicina. Quando usados separados apresen&destm moderado na atenuacéo da
cardiotoxicidade e quando em conjunto, mostrarashig&o significativa no acumulo de
colageno e melhora na disfuncdo cardiaca. Ademais,combinacdo reduziu
significativamente a resposta inflamatéria, es&esgidativo excessivo, apoptose e
autofagia (ZHANG; YANG; ZHANG, 2019).

E para concluir, uma meta-anélise sobre o usoadeedilol na profilaxia da
cardiotoxicidade induzida pelas antraciclinas reupito ensaios clinicos humanos
controlados randomizados, totalizando 633 pacief@ssresultados evidenciaram menor
reducdo na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdpacientes tratados com carvedilol
em comparacao com placebo (KHEIRI et al., 2018).

Um estudo buscou avaliar o uso do carvedilol egs @m intuito de avaliar seu
efeito cardioprotetor frente a cardiotoxicidadeszala pela doxorrubicina. Quartoze céaes
saudaveis receberam 0,75 mg/kg de doxorrubicimadatonariana semanalmente, durante
guatro semanas. Estes caes foram divididos emgdops, um grupo recebeu apenas a
doxorrubicina (grupo 1) e o outro grupo (grupo &abeu a doxorrubicina e carvedilol
(2,5 mg/kg diario) por via oral um pouco antes ria da primeira dose de DOX,
totalizando nove semanas, ainda assim cada graopa tim cdo que recebeu DOX por
cinco semanas. Pode-se concluir que o carvedil@saptou efeito cardioprotetor pois
manteve a pressdo arterial sistémica e a variab#idda frequéncia cardiaca, além da
relacdo PEP/ET (tempo de pré-ejecdo/tempo de ¢gjegdqual avalia funcéo sistdlica.
Somado a isso, minimizou o prolongamento do inter@ e o indice TAU (constante do
tempo diastélico do ventriculo esquerdo), o qual @ilizado para avaliagdo da funcao
diastélica (SAWANGKOON, 2002).

2.4 Troponina |

Os marcadores cardiacos sdo novas ferramentas alecawe cardiologica,
contribuindo tanto para diagnostico de lesdo/ajfeyecardiaca, quanto para prognaostico.
Podem ser utilizados em cades para deteccdo ddairgardiaca e da severidade da
insuficiéncia cardiaca (SPRATT et al., 2005).

As troponinas cardiacas sédo proteinas miofibelapge fazem parte do complexo
troponina-tropomiosina nos filamentos de actinda epue atua com a miosina para
contracao e relaxamento dos cardiomidcitos. Asommoyas séo divididas em troponina C,
na qual o calcio se liga; troponina |, que inibeggomiosina e troponina T, responsavel
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pela ligacdo da troponina. A musculatura cardiaescielética possuem troponinas, no
entanto, isoformas especificas estdo presentesragam de troponina | e troponina T, ou
seja, formas antigenicamente distintas da muscalagsquelética (ADAMS 11l et al.,
1993; SASSE et al., 1993).

Como as troponinas cardiacas sdo intracelulares, nsensuracdo na corrente
sanguinea indica que houve liberacdo de conteludmcétular, isto €, lesdo de
cardiomiocitos (BARISON; PASTORMERLO; GIANNONI, 20L Apdés um insulto
cardiaco, a troponina | (cTnl) € desvencilhadaasaviezes e em maiores concentragoes,
que a troponina T (cTnT) (O BRIEN, 2008). Sugereepe este padrdo possa ser
determinado pelo peso molecular menor da cTnl épelo maior envolvimento da cTnT
com o aparato contratil (SCHOBER; KIRBACH; OECHTERI, 1999).

A troponina | aumenta sua concentracdo na ciréolagn cinco a sete horas apos a
injaria cardiaca e persiste por até oito dias (CUMS} AUCKLAND; CUMMINS, 1987;
ADAMS Il et al., 1993). Contudo, ha a possibili@ade renovacdo de cardiomiécitos
como um processo natural do organismo e liberagdotrdponina na circulacdo
(BERGMANN et al., 2009). Por isso, cées e gatosi®aeis podem apresentar uma baixa
concentracdo de cTnl mensuravel no sangue , <dbQ037 ng/mL em cées e < 0,03 a 0,16
ng/mL em gatos (SLEEPER; CLIFFORD; LASTER, 2001).

Inicialmente, a troponina | foi utilizada em huroarpara auxilio diagnéstico em
infarto agudo do miocardico (CUMMINS; AUCKLAND; CUMINS, 1987). Por ser um
biomarcador sanguineo sensivel e especifico, aknpedsistente indicador de injuria
miocéardica, sua utilizagdo na medicina veteringgaleu através de ensaios humanos, 0s
quais mostraram fidedignidade (O BRIEN; LANDT; LANBSON, 1997; O BRIEN et al.,
2006).

A troponina | foi demonstrada mais sensivel pan@iria miocardica em
comparacao a troponina T e creatinafosfoquinasmigma MB, esta que também pode
aumentar devido a injaria de musculatura esquel@idoenca renal (ADAMS Il et al.,
1993; SCHOBER; KIRBACH; OECHTERING, 1999).

O aumento de troponina | pode ser verificada emmasuafeccdes que podem
desenvolver lesdo em cardiomiocitos secundariamehtesindrome dilatagdo-tor¢ao
gastrica em cdes € um exemplo que pode levar aiainfle cardiomidcitos com
comprovacao histopatolégica, por meio de isquemm@gperfusdo, reperfusao, liberacao

de mediadores inflamatorios, distUrbios acido-lmasketroliticos, entre outros. Também se
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correlacionou a maior concentracdo com de cTnl coaor gravidade nas alteracdes
eletrocardiogréficas e no desfecho pior no quadropdciente (HORNE et al., 1985;
SCHOBER et al., 2002).

Outrossim, o trauma toracico igualmente pode gdasdo em células miocéardicas
cardiacas refletindo no aumento de cTnl (SCHOBERBACH; OECHTERING, 1999),
assim como erliquiose (DINIZ et al., 2008), babssigLOBETTI; DVIR; PEARSON,
2002) sepse e choque em humanos (AMMANN et al.1RGidente ofidico (SEGEV et
al., 2008; LANGHORN et al., 2014), parvovirose (KOTJRK et al., 2012), inflamacéo
sistémica (LANGHORN et al., 2013), dentre outros.

Estudos com doengas cardiacas em cdes também ¢oramzidos para avaliar
cTnl. Um em especifico mesurou a concentracao ajgnina | em cdes com doenca
valvar crbnica, cardiomiopatia dilatada e estermggadrtica em comparacdo com caes
saudaveis. Houve aumento significativo na cTnl émsccardiopatas em relacdo aos
saudaveis e além disso, os valores de cTnl selatioearam com aumento de atrio e
ventriculo esquerdo na doenca valvar crénica eéaraidpatia dilatada e com a espessura
da parede do ventriculo esquerdo na estenose sichd@YAMA; SISSON, 2004).

Fonfara e colaboradores (2010) semelhantementerdggraram a troponina | como
marcador de severidade e prognostico em cées omrsds doencas cardiacas. O grupo
com valor de cTnk 0,15 ng/mL, o qual continha os cédes mais joversre doencas
cardiacas iniciais ou estaveis ou até sem anorat@glcardiacas (sopro inocente ou sopro
associado a anemia), apresentou maior sobrevidadqueomparado aos outros dois
grupos com cTnl 0,151 a 1,0 ng/mL e cTnl > 1,0lnmMigkom doencas cardiacas mais
avancadas.

Da mesma forma, uma pesquisa sobre a troponimadaes Dobermann Pinschers
com cardiomiopatia, a qual foi conduzida com seigppgs com diferentes estagios da
doencga: a) grupo controle; b) grupo incipiente;gcpo com alteracdo somente no
eletrocardiograma; d) grupo com alteragdo someanteeaocardiografia; e) grupo com
alteracéo no eletrocardiograma e ecocardiogrdfiagyeipo com doenca clinica. Apesar da
subdivisdo de alteracdes da mesma doenca, a coag@nde cTnl foi maior em todos os
grupos em relagdo ao grupo controle. Salientan@ooggrupo incipiente eram cées com
ecocardiografia e Holter normais, porém que dedearam cardiomiopatia dilatada no
periodo de um ano e meio, evidenciando tambémoo faeditivo da mensuracédo da cTnl
(WESS et al., 2010).
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Em relacdo ao diagnéstico prévio de lesdo em aaidcitos pela doxorrubicina,
em um estudo prospectivo com cdes com diversos tgm neoplasias malignas, a
troponina | apresentou elevacao precoce signifiaaia terceira semana de avaliagdo em
relacdo ao valor basal, quando comparada com oexanees para avaliacdo cardioldgica,
como a ecocardiografia que mostrou diminuicao 8ggtiva na fragdo de encurtamento e
ejecdo somente na nona semana (SURACHETPONG; TERWRSBKUL,;
RUNGSIPIPAT, 2016). Neuwald (2009) constatou queesc&m tratamento com
doxorrubicina podem apresentar arritmias cardiseasaumento nas troponinas cardiacas,
entretanto, quando se correlacionou especificammorte complexos atriais prematuros e
ventriculares, houve elevacéo na concentracdo ae cT

Um estudo retrospectivo, em cdes com linfoma eosstg&coma que receberam
doxorrubicina, observou que a elevacao de cTnine@essariamente se correlacionou com
sinais clinicos de cardiomiopatia. Porém, cdes gquosteriormente desenvolveram
cardiomiopatia, apresentaram elevacdes nas coacéay de cTnl antes dos sinais
clinicos se tornarem evidentes . Ou seja, naodssivel relacionar que o aumento de cTnl
durante a quimioterapia ird prever que o pacieetemiolvera cardiomiopatia induzida
por doxorrubicina (SELTING et al., 2004).

Outro estudo piloto com 13 caes em tratamento doxorrubicina para diversos
neoplasmas (dose cumulativa variavel de 30 a 150m#hg apontou decréscimo
significativo na relacédo E/A e aumento significattle cTnl com a instituicdo do protocolo
quimioterapico (GALLAY-LEPOUTRE; BELANGER; NADEAU2016).

2.5 Estresse oxidativo

Normalmente, em organismos saudaveis a produca@sgécies reativas ao
oxigénio (ROS) é balanceada pelo sistema de dafggaidante, porém este saldo néo é
perfeito, havendo assim alguns danos continuam@&usssarte, pode-se definir estresse
oxidativo como o desequilibrio entre a producdo RI®BS e defesas antioxidantes
(HALLIWELL, 2007a).

As células possuem uma gama de respostas fremfodicao de ROS, abrangendo
desde aumento na proliferagédo, prevencao de diveshiolar, senescéncia, necrose,
apoptose ou mecanismo de morte celular com caistatas de ambos (HALLIWELL,

2007a). Por conseguinte, a baixa ou até mesmota dal defesas antioxidantes pode
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predispor ao desenvolvimento de cancer (HALLIWERQQ7b), como a falta de dois tipos
de glutationa peroxidase propiciar cancer de imestm camundongo (CHU et al., 2004)
e a falta de catalase também poder levar ao ddseneato espontaneo de cancer de
mama em camundongos (ISHII et al., 1996).

E relevante comentar que pelas diferentes forneasgdio dos quimioterapicos
(inibicdo das topoisomerases, intervencdo na g de DNA, bloqueio de formacéo de
fuso mitatico, intervencdo de suplemento de precassde DNA, entre outras), a maioria
deles podem causar estresse oxidativo e este queopsequéncia pode contribuir para
otimizar seus efeitos antineoplasicos (HALLIWELIOOZDb).

Basicamente, a analise de estresse oxidativo ggrdeita pela avaliacdo de defesas
endogenas através da atividade de metaloenzimasat{gha peroxidase, catalase e
superoxido dismutase) e por testes que mensuratiitpsofinais especificos da interacéao
das ROS com biomoléculas, como DNA, proteinasddipé e aldeidos de baixo peso
molecular. Pode-se citar o TBARS, que mensura &obists reativas ao &acido
tiobarbiturico, como teste de lipoperoxidacéo es@boxidacao proteica, pode-se destacar
a técnica carbonil para proteinas carboniladasoleréduzido (grupamentos SH total)
(PALMIERI; SBLENDORIO, 2007). O ensaio TRAP (pot&adantioxidante reativo total)
€, resumidamente, uma medi¢cdo empirica da atividatiexidante ndo enzimatica no
plasma e soro (VALKONEN; KUUSI, 1997; PALMIERI; SBEINDORIO, 2007).

A avaliacdo de estresse oxidativo em cdes comlasap malignas foi executada
por pesquisadores da area, principalmente com s mama e linfoma (SZCZUBIAL
et al.,, 2004; VAJDOVICH et al., 2005; WINTER et,a009; BOTTARI et al., 2015;
MACHADO et al., 2015; JAYASRI; PADMAJA; SAIBABA, 2106).

Szczubial e colaboradores (2004) analisaram estresislativo em cadelas com
tumores de mama removidos cirurgicamente e categws histopatologicamente como
benignos e malignos, e em cadelas sadias. Examir@igidade das enzimas enddgenas
glutationa peroxidase (GPx) e superéxido dismu(8§2D), as quais apresentaram maior
atividade em cadelas com tumores malignos, do @gecom tumores benignos, porém
sem diferenca estatistica. De antemao, estatistiti@ninouve diferenca da GPx em cadelas
com tumores malignos e nas sadias e de SOD emasadain tumores em geral e nas
sadias. A concentracdo de substancias reativasc@o d&obarbitirico (TBARS) e

grupamentos SH total (proteicos e ndo proteicag)ricsimilares nos grupos analisados.
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Um estudo comparou estresse oxidativo em caesiofwmb multicéntrico antes e
apos o fim de todo protocolo quimioterapico e tamb&om cades saudaveis. Foram
utilizadas as técnicas de mensuracédo de produttsigns de oxidacdo avancada (AOPP),
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARSpoder antioxidante de reducéo
férrico (FRAP). Foi observado que todos os parésetitados estavam elevados em
comparacdo aos caes saudaveis e TBARS e AOPP mEranam aumentados apls o
término do protocolo quimioterapico. Ainda assirangeguiram ponderar que cades com
linfoma em O&rgdos viscerais mostraram estresse atxad maior que cdes com
acometimento de alguns linfonodos (BOTTARI et2015).

Agregando ao objetivo do trabalho, pode-se citagstudo em pacientes com
cardiopatia chagasica cronica e o uso de carvatil@tenuacédo do estresse oxidativo. Foi
examinado o desempenho de enzimas de defesa eadpgemcipalmente, a glutationa
peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD), alénafericdo de concentracfes de
substéancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBAR®teinas carboniladas, entre outras.
Apols seis meses de tratamento, houve diminuicadfisgtiva de proteinas carboniladas,
diminuicdo nao significativa de TBARS e reducéo egahzada do perfil enzimatico,
salientando significativa diminuicdo de atividadeSDD em todos os estagios da doencga e
de GPx no estagios mais iniciais (BUDNI et al.,201
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito cardioprotetor do carvedilol enesapacientes oncoldgicos, que
necessitaram de quimioterapia com doxorrubicinanpeip de ensaio clinico randomizado

controle placebo.

3.2 Objetivos especificos

a)Avaliar o efeito cardioprotetor do carvedilol poneio do exame de
eletrocardiograma, analisando o tracado para paEsqde arritmias e alteracdes
eletrocardiograficas em relagdo a um grupo conpialeebo.

b)Avaliar o efeito cardioprotetor do carvedilol paneio do exame de
ecodopplercardiografia, analisando funcéo sist&@idancao diastélica em relacdo a um
grupo controle placebo.

c)Avaliar o efeito cardioprotetor do carvedilol pahensuracdo de Troponina |,
marcador cardiaco de lesdo de cardiomidcito engaela um grupo controle placebo.

d)Avaliar o efeito antioxidante do carvedilol petk@nsuracdo de alguns marcadores

de estresse oxidativo em relagcdo a um grupo cernptatebo.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Os materiais e métodos empregados, bem como dsadesy serdo apresentados a
seguir na forma de artigo cientifico para submissaorevistaResearch in Veterinary

Science.
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Evaluation of cardioprotective effect of carvedilolin dogs submitted to doxorubicin
chemotherapy: A prospective, randomized, double-bhid, placebo control pilot study
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Abbreviations: CAR, carvedilol; CEUA, Ethic Commms for Use of Animals; cTnl,
troponin I; DOX, doxorubicin; ECG, electrocardiograEDT, mitral flow deceleration
time; EF; ejection fraction; EPSS, mitral valve & to septal separation; ET, ejection
time; EV, endovenous; IVRT, isovolumic relaxatiome; LVIDDN, normalized left
ventricular internal diameter in diastole; MAPSH{ral annular plane systolic excursion;
PEP, pre-ejection time; ROS, reactive oxygen sped® shortening fraction; TAPSE,
tricuspid annular plane systolic excursion; TAUt kentricular diastolic time constant);
TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; ,TPpulsed-wave tissue Doppler

imaging; TRAP, the total reactive antioxidant paign
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ABSTRACT

The aim of this pilot study was to evaluate thetgetive effect of carvedilol in dogs with
cancer treated with doxorubicin for various maligtias. A prospective, randomized,
double-blind, placebo control study was performaddbgs treated with doxorubicin.
Thirteen dogs were randomized in two experimentalugs consisting of 6 dogs in
carvedilol group and 7 dogs in placebo group. I ¢hrvedilol group, 0.39mg/kg = 0.04
twice-daily oral carvedilol was started in the satlag of first doxorubicin chemotherapy
and maintained during all chemotherapy protocoll dast cardiological evaluation (15
days after last dose of doxorubicin). Cardiologi@laluations (echocardiography,
electrocardiogram and blood pressure) were perforoefore doxorubicin administration
and every 10 to 15 days after each session of dimemapy with doxorubicin (TO, T1, T2,
T3 e T4). Troponin | and oxidative stress testsewaade with serum collected from dogs
at the initial and last cardiological evaluationO(e T4). Doppler study showed a
significant increase (p = 0.001) of mitral flow @égration time (EDT) in the placebo
group and significant difference at E velocities=(0.0482), mitral flow deceleration time
(EDT) (p = 0.0029) and E/IVRT ratio (p = 0.0155Wween groups. There was significant
difference (p = 0.0326) in R voltage at V4 precardihest lead between groups and QT
interval had a significant increase (p = 0.0268)rfroaseline until end of chemotherapy in
placebo group. There was no significant differemmceystolic parameters, blood pressure,
mortality, troponin | and oxidative stress tests.cbnclusion, carvedilol group presented
best performance in diastolic function and depoéion and repolarization ventricular.
Therefore, we may suggest that carvedilol may leatseneficial effect in dog with cancer
receiving doxorubicin. More studies are neededeima@hstrate the cardioprotective effect
of carvedilol against doxorubicin in dogs.

Keywords: Cardiotoxicity; Anthracyclines; Beta bkpc€anine; Oxidative stress.
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1. Introduction

Doxorubicin has a powerful cytotoxic effect andiged to treat a wide spectrum of
human and animal malignancies; however its usebeafimited due to adverse effects
caused by cumulative doses (Simunek et al., 2088;€l al., 1973). Cardiotoxicity is one
of the most known and irreversible adverse effegtsch is basically caused by oxidative
stress and mitochondrial dysfunction (Doroshow, 398 he incidence of doxorubicin-
induced cardiotoxicity differs according to breeddogs, while development of clinical
cardiotoxicity varies from 4.0 to 18.3% (Hallmanadt, 2019; Mauldin et al., 1992). In
high-risk breeds for developing dilated cardiomybyahe incidence is 15.4% and in low-
risk breeds the incidence reaches 3.0% (Hallmah,2019).

Different studies have been done with use of dabicin and cardioprotective
effects of carvedilol and some had shown that chideprevented the left ventricular
systolic and diastolic dysfunction, beyond struatand functional damage (Abuosa et al.,
2018; Kalay et al., 2006; Park and Steinberg, 2&E8itos et al., 2002; Zhang et al., 2019).
However, these studies were made with distinctispesince mice until humans, but not in
dogs with cancer. Therefore, the aim of this chhirial to evaluate the cardioprotective

effect of carvedilol in dogs.

2. Material and methods

The present study was approved by the Ethic Cosiomisfor Use of Animals
(CEUA) of the Federal University of Rio Grande dd,3orto Alegre — Rio Grande do Sul
— Brazil (protocol number 33878). The owners haphed a written consent form before
their dogs were included in the study.

This was a prospective, placebo-controlled, doblited, randomized clinical trial

of the cardioprotector effect of carvedilol in daggmitted to doxorubicin chemotherapy.

2.1- Animal and experimental groups
The clinical study was conducted on client-ownedsd The dogs were enrolled
from the Oncology Service of Veterinary Clinic Haap of Federal University of Rio

Grande do Sul in Porto Alegre, Brazil. They weragtiosed with malignant tumors
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(cytopathologically and/or histopathologically) awdre treated with doxorubicin alone or
In association.

Dogs were considered eligible for the study if esdrdiographic and
electrocardiographic examination did not revealtaméc or functional abnormalities,
except mild valvar regurgitation. Patients classifiin stage B1 of Canine Chronic
Valvular Heart Disease (Atkins et al., 2009) weteepted in the study. Exclusion criteria
included dogs with heart neoplasms or in treatni@nheart diseases. In case of Canine
Chronic Valvular Heart Disease, patients classifiedstage B2 and subsequent stages
(Atkins et al., 2009) were excluded.

Dogs were randomized in two experimental groupssisting of carvedilol group
(C) and placebo group (P) for ten months.

2.2- Doxorubicin administration
After administration of diphenhydramine (1 mg/ky)Edoxorubicin (DOX) was
given over 30 minutes through a venous cathetardatsage of 30 mg/m2 each 5 weeks in

dogs with lymphoma and each 21 days in dogs whkrateoplasms.

2.3- Carvedilol and placebo administration

Study examiner and owners were blinded as to ramtion. In the carvedilol
group, the established dose of 0.3-0.4 mg/kg twlzigy oral carvedilol (CAR) was started
in the same day of first doxorubicin chemotherapg maintained during all chemotherapy
protocol until last cardiological evaluation. Plhoe(tablet with standard adjuvants) was
administered according to the calculated daily déme carvedilol, divided into two
administrations and provided in the same periodseDof study medication was not

adjusted throughout the study.

2.4- Echocardiography

Echocardiographic evaluations were performed irsedated animals before
doxorubicin administration (TO) and every 10 to #ays after each session of
chemotherapy with doxorubicin (T1, T2, T3 e T4)hkcardiograms were performed by
the same examiner in right and left lateral positwith an echocardiography machine*
equipped with two sectors transducers ranging frbrto 10 MHz and followed the

conventional standards and recommendation (Bodti,;Z0homas et al., 1993).
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Measurements of ejection fraction (EF), shortermagtion (SF), mitral valve E
point to septal separation (EPSS), left ventricidgstolic and diastolic diameters and
thickness were performed in the M-mode using thlyghtriparasternal short-axis view.
Ejection and shortening fraction were obtained Ipycfiholz formula and normalized left
ventricular internal diameter in diastole (LVIDDIdgcording to Cornell and collaborators
(2004).

All valves were examined with color-Doppler to efgt insufficiency. Velocities
over the aortic and pulmonary valves were measusgth pulsed-wave Doppler.
Continuous-wave Doppler was used to measure viscidof mitral or tricuspid
insufficiency.

In transmitral pulsed Doppler examination, thekpeglocities of early (E) and late
diastolic flow (A), the E/A ratio, mitral flow detaration time (EDT) and isovolumetric
relaxation time (IVRT) were measured. The peak aitikes of early (E’) and late diastolic
motion (A’), the ratio E'/A" and the ratio E/E’ weobtained with pulsed-wave tissue
Doppler imaging (TDI) at the mitral annulus on gcal four-chamber view.

Left atrium (LA) and aortic (Ao) root and LA/Ao tia were calculated from 2-
dimensional (2D) loops obtained from the right gégenal short axis views.

Mitral annular plane systolic excursion (MAPSE)datricuspid annular plane
systolic excursion (TAPSE) were evaluated in thenilde using the left apical parasternal

four-chamber view.

2.5- Electrocardiogram

Standard 10-lead ECG (leads I, 11, 1ll, aVR, a\&\VF, rvV2, V2, V4 and V10) were
recorded for three minutes for all dogs with a catepbased ECG monitor2 with a speed
of 50mm/s, calibrated for 10mm/mV. Exams were pentd in the right lateral recumbent
position at first day of cardiological evaluatiomOj and every 10 to 15 days after
doxorubicin administration (T1, T2, T3 and T4).

ECGs were evaluated by the same examiner for nai@t rhythm, cardiac mean
electrical axis, PR and QT intervals, duration antplitude of P wave and QRS complex,

ST segment, T wave and precordial chest leads.

2.6- Blood pressure
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The arterial blood pressure was measured indyrdxstl vascular Dopplerd® by the
same examiner, with the dog in lateral recumberemimbence in accordance with
previous published guidelines (Brown, 2007). Th# wudth was approximately 40% of
the limb circumference. Each value of systolic atdlood pressure was calculated by the
mean of five measurements. The blood pressures wene in the same days of
echocardiographys and electrocardiograms (TO, 21T8 and T4).

2.7- Troponin | analysis

At the initial and last cardiological evaluatiohO( e T4), approximately 4mL of
venous blood were collected from jugular vein algluated in serum tubes. Samples were
centrifuged (3,000 x g for 10 minutes) and serumewsllected, aliquoted, and stored in
eppendorf tubes in -80°C until analysis.

Serum cTnl concentration was determined by a huasaa§ validated for use in
canine blood sample (Langhorn et al., 2018; O Bratnal., 2006). The analytical
sensitivity was 0.1 ng/mL and reportable intervalswd.2 until 180 ng/mL. The samples

were run in duplicate and results were provide@dwerage.

2.8- Oxidative stress measurements

Oxidative stress tests were performed in biochalrab specialized in the area.
Samples were collected and stored like samplesdponin | analysis.

Lipid peroxidation through thiobarbituric acid oti@e substances (TBARS) was
measured in serum by spectrophotometry at 532 asndescribed by Esterbauer and
Cheeseman (1990).

Oxidation of proteins was evaluated through asgagarbonyl in protein and read
at 370 nm like Levine and contributors (1990).

The total reactive antioxidant potential (TRAP aass- Total [peroxyl] Radical-
trapping Antioxidant Parameter) was used as anxinofe non-enzymatic antioxidant
capacity of samples after treatment, based on hrsdicontributors (1992) and Dresch and
contributors (2009).

2.9- Statistical analysis
Electrocardiography (heart rate; PR interval; Q&®&plex; QT interval; R wave

amplitude; R amplitude and S amplitude at precorchiest leads; P wave duration and
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amplitude), echocardiography (peak E velocity; pgakelocity; E/A ratio; EDT; IVRT,;
E/IVRT ratio; peak E' velocity ; peak A’ velocitig/A' ratio; E/E' ratio; ejection fraction
(EF); shortening fraction (SF); mitral valve E poito septal separation (EPSS); left
ventricular diastolic and systolic diameters andckihess (LVDd; LVSd; LVPWd,;
LVPWS; IVSd; IVSs); LVIDDN; TAPSE; MAPSE; LA and Aooot; LA/Ao ratio; aortic
and pulmonary flow), blood pressure, oxidative streariables (TBARS, carbonyl and
TRAP assay) and troponin | parameters were evalusgig the unpaired Student’s t-test.
Mann-Whitney test was performed for values with -manmal distribution (mortality and
some baseline parameters). Differences were eealubetween groups (placebo and
carvedilol) and within group analyzing baseline aftér last chemotherapy (CT). P-values
less than 0.05 were considered significant. Analyaed graphs were drawn using a

commercially available softwate

3. Results

The baselines characteristics are shown in Tablehitty-two dogs were recruited
into the study, but only thirteen were enrolled.a&ms for exclusion involved heart
diseases, arrhythmias, initial systolic dysfunctiamthdrawal and treatment failure. Six
were randomized to carvedilol and seven to placémur dogs were diagnosed with
mammary carcinomas, four dogs with lymphoma, tliegs with sarcomas, one dog with
splenic hemangiosarcoma and one with transmissiahereal tumor. There were seven
dogs with three administrations of doxorubicin (clative dose 90 mg/m?) and six dogs
with four administrations (cumulative dose 120 n®)/rithe mean dose of carvedilol was
0.39 mg/kg = 0.04 twice daily. Dogs with lymphomscahad received cyclophosphamide,
vincristine and prednisone. Every dog had receragitidine and ondansetron at home, as
a prescription after chemotherapy, and dipyronthére were clinical manifestations of
pain.

Most of the dogs were middle-age to advanced-agaii 8.8 years, range: 3 to 14
years). Breeds represented included mixed breed) (Btazilian Terrier (n=2) and Boxer,
Brazilian Dogo, German Shepherd, Belgian Shephdidlifois), Poodle, Pug and
Rottweiler (n=1 each). There were 11 females (84 .&8d 2 males (15.4%).

3.1- Mortality
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All 13 dogs completed the cardiac evaluationseAfhat, there were 5 deaths. Two
deaths occurred on carvedilol group and both wetbamized due cancer progression.
Other three deaths on placebo were attributed dostage cancer (one was euthanized and
other died at home) and the last one died (4 moaftes end of chemotherapy) with
respiratory difficulty at home, but it is not knowiine cause. Mortality rates between the
two groups were not significantly different (p 80).

3.2- Echocardiography
Doppler study showed a significant increase (pG90) of mitral flow deceleration
time (EDT) in the placebo group, but still withimetnormality value for dogs (Table 2).
There was significant difference at E velocities=(p.0482), mitral flow deceleration time
(EDT) (p = 0.0029) and E/IVRT ratio (p = 0.0155Wween groups (Figure 1 A, B and C).
There was no significant difference in systolid anther parameters in both groups
along the study. Comparison of systolic parametegsoups is shown in Table 3.

3.3- Electrocardiogram

The predominant rhythm in both groups was sinuby#imia. There were no
arrhythmias at recording times. Table 4 shows mleatdiographic parameters of both
groups.

There was significant difference (p = 0.0326) irvéttage at V4 precordial chest
lead between groups (Figure 1 D). And QT intenaal & significant increase (p = 0.0269)
from baseline until end of chemotherapy in placgtmup (Figure 2).

3.4- Blood pressure
No significant difference in the blood pressuréwsen groups were found along

the treatment, as well as before and after chemegtlgen the same group (Figure 3 A).

3.5- Troponin | analysis

At baseline, serum troponin | (cTnl) was equabtdess than 0.2 ng/mL in every
dog from placebo group (mean: 0.19 ng/mL £ 0.03) four of six dogs from carvedilol
group (mean: 0.26 ng/mL = 0.13).
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The mean of troponin | levels increased from baselintil the end of the study in
both groups. However, there was no significantedéhce, as well as comparison between
groups (Figure 3 B).

Although there were no significant changes, thokthe five dogs that died were
the only ones that showed changes in cTnl. Two aegre from carvedilol (one showed
before CT 0.26 ng/mL = 0.003 and after CT 0.59 rig/m0.033 and another showed
before CT 0.54 ng/mL = 0.041 and after CT 0.32 ng/in0.015) and one was from
placebo (before CT 0.19 ng/mL + 0.001 and afterddd7 ng/mL = 0.001). The dog that
died due to respiratory distress did not preseetation in cTnl (neither in baseline and
post chemotherapy).

3.6- Oxidative stress measurements
Oxidative stress tests TBARS, carbonyl and TRAH dot show significant
changes between groups and from baseline untit aftemotherapy in both groups.

Results are shown in Figure 4.

4. Discussion

The aim of this clinical trial was evaluate if eadilol has a protective effect
against doxorubicin-induced cardiotoxicity spedfig in dogs with cancer. Only one
study was found with this features, but with expemtal healthy dogs who received
doxorubicin directly into coronary circulation. Bhstudy concluded that carvedilol had a
cardioprotective effect because it maintained systearterial pressure, heart rate
variability and PEP/ET ratio (pre-ejection timefjen time), which indicates an index of
systolic function. In addition, it minimized QT @rval prolongation and TAU (left
ventricular diastolic time constant), which was dusto assess diastolic function
(Sawangkoon, 2002).

The baselines characteristics in Table 1 may showgher cumulative dose in
placebo group than in carvedilol group (150 mg/nmére)p although it did not present
statistical difference due to the small number oiimals. On the other hand, high-risk
breeds were more frequent in carvedilol group @%Pthan in placebo group (28.56%),

despite the small number of dogs to measure fiddijiference.
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In the present study, mortality rates between ggansere not statistically different.
This may be explained by the limited number of dagswell as in another placebo
controlled clinical trial with 25 human patients tivi cancer, which evaluated the
cardioprotective effect of carvedilol with six maraf folow-up (Kalay et al., 2006) and by
the low cumulative dose of DOX (90-120mg/m?), whishless associated with clinical
cardiotoxicity (Hallman et al., 2019).

There was no significant difference in systolic gmaeters in both groups. Some
studies have demonstrated that diastolic functiblmange was earlier than systolic
dysfunction in some oncologic patients treated wliblkorubicin; therefore, it may suggest
that filling indexes of diastolic function may beore sensitive than variables of systolic
function (Galderisi et al., 2007; Marchandise et H89; Stoddard et al., 1992; Tjeerdsma
et al.,, 1999). Nevertheless, some parameters ¢oblgysunction were not used, such as
Simpson’s rule (Avila et al, 2018), TEI index angstelic time intervals (Sousa et al.,
2014); therefore, the possibility of false negativerelation to systolic parameters can not
be excluded.

The mitral flow deceleration time (EDT) increasddgn#ficantly in the placebo
group, as in women and children who treated witkodabicin (Dorup et al., 2004; Shaikh
et al., 2013; Tjeerdsma et al., 1999). Therebygtheas a significant difference comparing
two groups, increasing EDT in placebo and decrgagincarvedilol. The peak early
velocity (E) presented a statistical differencewsstn groups. And consequently, this
reflected in the E/IVRT ratio that also presentetistical difference when comparing the
groups. E wave decreased in carvedilol and incteasplacebo, like that E/IVRT. Similar
result happened with Dorup and coauthors (2004henevaluation of children following
anthracycline therapy. And although it is difficitt explain, they suggest a directional
shift towards impaired relaxation (despite E waseiricreased) rather than a change
towards a restrictive filling pattern. Ventriculaglaxation is a complex energy-dependent
process, which the contractile elements are desteivand the myofibrils return to their
original length. It begins during midsystole andchtoues throughout the first third of
diastolic filling. In other words, ventricular redation can be translated as period of the
decrease in left ventricular pressure after sysfhishimura and Tajik, 1999). Since E
velocity is also influenced by left atrial presswemitral valve opening and left atrial
compliance, in addition to left ventricular pressat onset of diastole as EDT, we may

suggest that the increase in EDT followed the mditabnormal relaxation, as well as E
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velocity, but this was influenced by other factdheat may be justified by loss of
myofibrils, distention of sarcoplasmic reticulum dawvacuolization of the cytoplasm
(Chatterjee et al., 2010) that affects the heast abole (atria and ventricles).

QT interval had a significant increase from baselimtil end of chemotherapy in
placebo group, but still within the normality valder dogs. In agreement with other
findings (Sawangkoon, 2002; Hazari et al., 2009 ¥t al., 2011), this may indicate
possible changes in depolarization and repoladgmatentricular caused by doxorubicin.

Curiously, R wave increase in the precordial V4/CM6wvas not found in others
papers on the subject in dogs. Most of studiessedwn echocardiography and those with
electrocardiogram used only 6 leads (Gallay-Lemoatral., 2016; Ratterree et al., 2012;
Souza and Camacho, 2006). Surachetpong et al. Y2@88l 12 leads; however they did
not focus on the measurement of the R and S wayditades at precordial chest leads. A
possible explanation for our finding may be basedpast studies about myocardial
ischemia, since dogs of our study did not presefit Ventricular hypertrophy and
hypertension (Cumming and Proudfit, 1959; Davidlet1981; Georgopoulos et al., 1961).
Controversially, studies showed that there wasedsgm R wave in right precordial leads in
patients treated with anthracycline, suggestingrinfjo myocardial cells (Onouchi et al.,
1988; Umemoto et al., 1993).

Some studies have shown that troponin | levelseemsxd in dogs with several
neoplasms when submitted to doxorubicin treatmastwell as the dogs in our study
(Gallay-Lepoutre et al., 2016; Selting et al., 208drachetpong et al., 2016). Despite the
short follow-up time, we may agree that elevatidércdnl did not necessarily follow the
clinical signs of cardiomyopathy (Selting et ab02). On the other hand, our dogs did not
show systolic dysfunction; however, we cannot yetdgt that an indicator of early
myocardial injury such as cTnl, could not be linkexd likely future cardiac damage
(Surachetpong et al., 2016).

Both tumor cells and chemotherapeutic drugs arngoresble for oxidative stress,
through the imbalance of ROS (reactive oxygen ssgcproduction and endogenous
antioxidant defenses (Klaunig and Kamendulis, 2@0%) some studies have shown this in
dogs (Bottari et al., 2015; Winter et al., 2009jh& studies have shown the antioxidant
properties of carvedilol against doxorubicin inr@i{Spallarossa et al., 2004) and in rats
(Matsui et al., 1999). Although, we did not find améngful results in biochemical tests
(TBARS, carbonyl and TRAP) to prove this effect.isTban be justified by the lack of
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standardization of the feeding (Sechi et al, 20tdptrolled environment and genetic
(Russo and Bracarense, 2016).

We did not find significant changes in blood pressgTnl levels and biochemical
tests. Perhaps the lack of standardization mayngagontributed for study limitations,
such as same cumulative dose of DOX, type of cagoaicomitant medications, beyond a
longer follow-up time and a greater number of dogs.

In addition to the small number of dogs in our gyrvthe ideal dose of carvedilol
to cardioprotection for dogs is unknown; thereféhe dose of carvedilol may have
contributed to not having achieved remarkable testl healthy dogs, doses ranging from
0.08-1.5 mg/kg twice daily have been reported (Abbbal., 2005; Gordon et al., 2006).
We used the dose that was used in dogs with expetahheart disease (0.3-0.4 mg/kg
gl2h) (Marcondes-Santos et al.,, 2007; Oyama et 28l1Q7; Soares et al.,, 2010).
Furthermore, the ideal beginning of carvedilol adistration is also unknown, some
studies started on the same day of chemotherapydSat al., 2002; Spallarossa et al.,
2004) and others a prior period (Matsui et al.,2%hang et al., 2019).

5. Conclusions

In conclusion, carvedilol group presented besfoperance in diastolic function
and ventricular depolarization and repolarizatiorherefore, we may suggest that
carvedilol may have a beneficial effect in dog witlincer receiving doxorubicin. More
studies are needed to demonstrate the cardiopkaeeffect of carvedilol against
doxorubicin in dogs, especially in the preventioh oxidative stress and in systolic

evaluation.
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Table 1.Baseline Parameters of Dogs.
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Parameter Carvedilol Placebo
n==6 n=7 p Value

Age (years) 8.3+2.62 8.8 +3.40 NS
Female (%) 100 71 NS
Weight (Kg) 21.35+13.48 17.26 +7.81 NS
Low-risk breeds (%)
Mixed breed 1 (16.66) 3(42.88)
Brazilian terrier 1 (16.66) 1(14.28)
Poodle 1 (16.66) 0
Pug 0 1(14.28)
High-risk breeds (%)
Boxer 0 1(14.28)
Brazilian Dogo 1 (16.66) 0
German Shepherd 1 (16.66) 0
Belgian Shepherd (Malinois) 0 1(14.28)
Rottweiler 1 (16.66) 0
B1 patients, n (%) 2 (33.33) 2 (28.57) NS
Diastolic function (%)
Normal 3 (50) 3 (42.86) NS
Abnormal relaxation 3 (50) 4 (57.14)
Baseline LVEF (%) 75.17 + 3.34 77.43+7.31 NS
LVDd (mm) 35.12+7.89 33.33+7.07 NS
LVSd (mm) 19.82+3.94 18.29 +5.21 NS
LVIDDN 1.50 £ 0.07 1.45+0.13 NS
Type of cancer, n (%)
Mammary 2 (33.33) 2 (28.57) NS
Lymphoma 2 (33.33) 2 (28.57) NS
Sarcoma 2 (33.33) 2 (28.57) NS
TVT 0 1 (14.29) NS
CT strategy, n (%)
CHOP 120mg/rh 2 (33.33) 2 (28.57) NS
DOX 120mg/m? 0 2 (28.57) NS
DOX 90mg/m? 4 (66.67) 3 (42.86) NS
Total doxorubicin dose (mg/m?2) 600 750 NS

p < 0.05 considered statistically significant. Datepressed as mean * standard deviation or

percentage.

B1 patients = patients classified in stage B1 dfi@a Chronic Valvular Heart Disease (ATKINS et
al., 2009); LVEF = left ventricular ejection fraoti; LVDd = left ventricular diastolic diameter;

LVSd = left ventricular systolic diameter; LVIDDN mormalized left ventricular internal diameter
in diastole; TVT = transmissible venereal tumor; €€hemotherapy; CHOP = cyclophosphamide,
doxorubicin, vincristine, prednisone; DOX = doxoigib; NS = not significant.
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587 Table 2.Results of Doppler Examination on Carvedilol andcdébo groups
588

Parameter _ Carvedilol group _ Placebo group

Baseline After CT p Value Baseline After CT p Value
Peak E velocity (m/s) 0.84+0.11 0.73+0.11 0.200.69 £ 0.13 0.76 +0.14 0.41
Peak A velocity (m/s) 0.74 +0.08 0.63+0.21 0.35 0.72 £ 0.07 0.74+0.12 0.76
E/A ratio 1.16 £0.23 1.30+0.43 0.57 0.99+0.321.07 +0.28 0.71
EDT (ms) 95.40+16.64 80.20%+13.69 0.20 77.17448 100.7 +6.82 0.01*
IVRT (ms) 58.33+7.65 60.50+16.47 0.79 59.14626 54.71 +6.69 0.27
E/IVRT ratio 1.38+£0.27 1.08 +0.18 0.10 1.218%9. 1.38+0.25 0.38

Peak E' velocity (m/s) 0.12+0.02 0.12+0.02 0.590.11 £0.02 0.12+0.02 0.54
Peak A’ velocity (m/s) 0.10 £ 0.02 0.10+0.02 1.00 0.12+0.01 0.13+0.02 0.38
E'/A' ratio 1.28+£0.36 1.21+0.45 0.82 0.97+£10.3 1.00+0.33 0.87
E/E' ratio 6.30 + 0.44 6.43 +0.53 0.75 6.21 £ 0.636.26 £ 0.95 0.93

589 *p < 0.05 considered statistically significant. Baixpressed as mean * standard deviation.
590 CT = chemotherapy; EDT = mitral flow decelerationg; IVRT = isovolumic relaxation time.

591
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Table 3.Echocardiographic parameters on Carvedilol andeBagroups
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Carvedilol group

Placebo group

Parameter

Baseline After CT  p Value Baseline After CT  p Value
LVDd (mm) 35.12+7.89 33.62+7.48 0.76 33.33@7/. 32.73+5.63 0.87
LVSd (mm) 19.82+3.94 18.60+291 0.59 18.29X5.17.90+4.46 0.89
LVSF (%) 43.17+3.29 43.17+825 1.00 4571#27.%586+6.81 0.97
LVEF (%) 75.17+3.34 75.00+7.70 096 77.43+7.377.71+7.00 0.95
EPSS (cm) 0.28+0.13 0.26+0.10 0.77 0.33+0.16.29+x0.08 0.54
LVIDDN 150+0.07 146+0.10 042 1.45+0.13 834010 0.95
TAPSE (mm) 13.60+235 13.12+3.39 0.80 13.49#A43 13.11+3.07 0.85
MAPSE (mm) 10.75+2.44 9.98+1.21 0.54 10.10442.10.79+3.00 0.67
IVSd (mm) 9.47+232 10.05+327 0.75 8.67+14B.04+164 0.69
LVPWd (mm) 9.08+3.05 8.90+3.10 093 8.43+2817.93+157 0.71
IVSs (mm) 13.30+£292 13.80+3.69 0.81 13.09452.13.43+3.16 0.84
LVPWSs (mm) 13.23+3.96 13.25+4.07 0.99 1297883 12.53+2.16 0.78
LA (cm) 207052 211+042 090 2.15+0.39 19+0.33 0.87
Ao (cm) 1.79+048 184+047 0.88 1.82+0.24 821+ 0.29 0.97
LA/A0 1.16+0.07 1.17+0.11 0.78 1.18+0.10 1#0.07 0.63
Aortic flow (m/s) 1.19+0.11 1.16+0.22 0.78 146.23 1.12+0.16 0.73
Pulmonar flow (m/s) 1.14+0.24 0.92+0.16 0.13 021+ 0.12 0.98+0.11 0.57

p < 0.05 considered statistically significant. Datpressed as mean + standard deviation.
CT = chemotherapy; LVDd = left ventricular diastoliameter; LVSd = left ventricular systolic diamet
LVSF = left ventricular shortening fraction; LVEFleft ventricular ejection fraction; EPSS = mitkallve
E point to septal separation; LVIDDN = normalizedt iventricular internal diameter in diastole; TAPS
tricuspid annular plane systolic excursion; MAPSHmitral annular plane systolic excursion; IVSd =
thickness of interventricular septum in diastol&/AWD = thickness of left ventricular free wall in
diastole; IVSs = thickness of interventricular septin systole; LVPWSs = thickness of left ventriaufeee
wall in systole; LA = left atrium; Ao = aorta.
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Table 4.Electrocardiographic parameters on Carvedilol Riadebo groups

Carvedilol group

Placebo group

Parameter

Baseline After CT p Value Baseline After CT p Value
Heart rate (bpm) 1442 +46.9 108.8 £59.7 0.32 .42810.6 123+12.5 0.43
PR interval (s) 0.09 £0.02 0.10£0.02 0.39 0.8901 0.094 +0.01 0.96
QRS complex (s) 0.058 £ 0.007 0.059+0.004 0.89 06@+0.005 0.055+0.005 0.08
QT interval (s) 0.19 +0.02 0.21+£0.02 0.12 0.19.a1 0.21+0.01 0.03*
R wave amplitude (mV) 1.06 £ 0.36 1.10+£0.43 0.85 0.96 + 0.26 1.00+0.36 0.81
rV2 R amplitude (mV) 0.63+0.11 0.65+0.17 0.84 .69+ 0.28 0.72+0.27 0.82
rv2 S amplitude (mV) 0.61+0.21 0.63+0.38 0.89 .5t 0.34 0.62 £0.39 0.55
V2 R amplitude (mV) 0.99+0.42 1.09 £ 0.46 0.71 88+0.39 1.07 £ 0.45 0.46
V2 S amplitude (mV) 0.28 £0.07 0.27 £0.16 0.97 18t 0.16 0.18 £0.15 0.93
V4 R amplitude (mV) 1.01+£0.52 0.94 £ 0.45 0.82 76+0.23 1.09 £ 0.46 0.14
V4 S amplitude (mV) 0.18+0.12 0.15+0.12 0.67 070+ 0.09 0.07+0.11 0.98
P wave duration (s) 0.048 £0.005 0.046 +0.005 00.60.046 £0.003 0.047 +£0.005 0.73
P wave amplitude (mV) 0.20 £ 0.06 0.16 £ 0.07 0.42 0.22 + 0.06 0.17 £ 0.06 0.17

* p < 0.05 considered statistically significant.tBaxpressed as mean + standard deviation.

CT = chemotherapy.
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Figure 1. Variation of mean values obtained for E wave vigyo@), EDT (B), E/IVRT ratio (C)
and R amplitude at V4 precordial chest lead (D)rducardiological evaluations in the two groups.
p < 0.05. EDT = mitral flow deceleration time; IVRTisovolumic relaxation time.
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Figure 2. Variation of mean values obtained for QT interisafore and after chemotherapy in
placebo group. p < 0.05. CT = chemotherapy.
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Figure 3. Variation of mean values obtained for blood presgi) and troponin | (B) before and
after chemotherapy in the two groups. p > 0.05=Chemotherapy.
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CONCLUSOES

Com este trabalho observamos que o grupo carVethlo apresentou algumas
alteracbes vistas no grupo placebo, tais como aglier nos padrdoes diastolicos
ecocardiogréaficos (onda E, TDE e E/TRIV) e nos fedreletrocardiogréficos (intervalo
QT e amplitude de onda R na pré-cordial V4/CV6LDgssarte, apesar de ndo termos
encontrado resultados significativos na mortaliddd®onina | e testes bioquimicos de
dano oxidativo, podemos sugerir que o carvedilokedeu efeito cardioprotetor na funcéo
diastolica e em alguns parametros eletrocardiagrgfi

O numero pequeno de animais e possivelmente aedoseicio da administracéo
do carvedilol sdo algumas das principais limitagd@®nsaio clinico. Somado a isso, ndo
podemos deixar de citar a padronizacdo da dose lativau da doxorrubicina e da
neoplasia em questdo, além de um maior periodea@mnhamento apos o término da
quimioterapia.

Em suma, mais estudos sdo necessarios com o dahaano cardioprotetor em
cdes como pacientes oncologicos em tratamento anxormibicina, visto que esta é

utilizada rotineiramente na oncologia veterinana geu poder remissional.
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