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RESUMO 
 

Introdução: A doxorrubicina (DOX) é um quimioterápico antracíclico amplamente 
usado para o tratamento de diversos tumores humanos, entretanto, o 
desenvolvimento de reações adversas à droga, em particular, cardiotoxicidade, tem 
limitado seu uso. Embora a toxicidade cardíaca induzida pela DOX pareça ser 
multifatorial, a hipótese mais investigada tem sido a formação de espécies reativas 
de oxigênio (ROS) e há evidências apontando para as mitocôndrias cardíacas como 
alvos primários da toxicidade da DOX. Esse dano oxidativo pode iniciar peroxidação 
lipídica e pode ser potencialmente limitado pelo uso de antioxidantes. Objetivo: O 
objetivo do presente estudo foi avaliar a possível eficácia do ácido lipoico (AL) e do 
Mito-TEMPO (Mito-T) como agentes protetores contra a cardiotoxicidade induzida 
pela DOX in vitro e in vivo e investigar se essa proteção pode afetar a atividade 
antitumoral da DOX. Método e Resultados: A capacidade do AL e Mito-T eliminar 
radicais livres foi avaliada usando o teste do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). 
Menor atividade antioxidante do AL (29%) comparada ao Mito-T (63%) foi 

observada. DOX reduziu a viabilidade de células H9c2 (CI50 = 40,83 M, IC 95% = 

28,64 – 58,21 M) e aumentou a concentração de malondialdeído (MLDA), um 
marcador de peroxidação lipídica, confirmando a citotoxicidade induzida pela DOX in 
vitro. O pré-tratamento com AL ou Mito-T não promoveu proteção contra o dano 
induzido pela DOX in vitro. Uma única injeção intraperitoneal (i.p.) de DOX (24 
mg/kg de peso corpóreo) induziu redução significante no peso corpóreo (p<0,001), 
elevação da atividade sérica total de creatina quinase (p<0,05) e creatina quinase-
MB (p<0,05), aumento na concentração de malondialdeído em mitocôndrias (p<0,05) 
e tecido cardíaco (p<0,01) em camundongos da linhagem C57BL/6 após 48 horas. O 
pré-tratamento dos animais com Mito-T (5 mg/kg de peso corpóreo, i.p., por dois 
dias, 48 e 24 horas antes da DOX) reduziu significativamente a peroxidação lipídica 
de mitocôndrias cardíacas (p<0,01) indicando o direcionamento do antioxidante para 
a mitocôndria. O tratamento com Mito-T ou AL, duas vezes, 24 e uma hora antes do 
tratamento com DOX, inibiu a atividade sérica de creatina quinase total (p<0,05). 
Além disso, o tratamento de camundongos apresentando tumor B16F10 com AL não 
interferiu na eficácia antitumoral da DOX. Conclusão: Os dados sugerem que a 
combinação de AL com DOX pode ser benéfica para o tratamento de câncer, 
entretanto, são necessárias novas investigações para confirmar essa suposição.  
 
Palavras-chave: Doxorrubicina, cardiotoxicidade, ácido lipoico, Mito-TEMPO, 
melanoma. 
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Gonçalo Moniz, Salvador, 2015. 
 
 

ABSTRACT 
 

Introduction: Doxorubicin (DOX) is an anthracycline chemotherapeutic that is widely 
used for the treatment of many human tumours, however, the development of 
adverse drug reactions in particular cardiotoxicity has limited its use. Although 
doxorubicin-induced cardiac toxicity appears to be multifactorial, the most thoroughly 
investigated hypothesis has been the formation of reactive oxygen species (ROS) 
and there is evidence pointing to cardiac mitochondria as primary targets of the 
toxicity of DOX. This oxidative injury can initiate lipidic peroxidation and may be 
potentially limited by the use of antioxidants. Aim: The aim of the present study was 
to evaluate the possible efficacy of lipoic acid (LA) and Mito-TEMPO (Mito-T) as a 
protective agent against DOX-induced cardiotoxicity in vitro and in vivo and to 
investigate whether this protection may affect the antitumor activity of DOX. Method 
and Results: Free radical scavenging capacity of LA and Mito-T was assayed using 
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazy (DPPH) assay. Lower antioxidant activity for LA (29%) 
compared to Mito-T (63%) were observed. DOX reduced H9c2 viability (IC50 = 40.83 

M, 95% CI = 28.64 – 58.21 M) and increased the levels of malondialdehyde 
(MLDA), a marker of lipid peroxidation, confirming DOX-induced cytotoxicity in vitro. 
Pretreatment with LA or Mito-T did not provide protection against DOX-induced 
damage in vitro. A single intraperitoneal (i.p.) injection of DOX (24 mg/kg body 
weight) induced a significant reduction in body weight (p<0.001), elevation of serum 
activity of total creatine kinase (p<0.05) and creatine kinase-MB (p<0.05), increase in 
malondialdehyde levels in cardiac mitochondria (p<0.05) and cardiac tissue (p<0.01) 
in C57BL/6 mice after 48 hours. Pretreatment of animals with Mito-T (5 mg/kg body 
weight, i.p., for two days, 48 and 24 hours prior to Dox) significantly reduced the lipid 
peroxidation of cardiac mitochondria (p<0.01) indicating targeting of the antioxidant to 
the mitochondria. Treatment with Mito-T (20 mg/kg) or LA (200 mg/kg) twice, 24 and 
one hour before DOX-treatment, inhibited creatine kinase total serum activity 
(p<0.05). Moreover, treatment of mice bearing B16F10 tumors with LA did not 
interfere with the DOX antitumor efficacy. Conclusion: Our data suggest that there 
may be benefits of combining LA with DOX for the treatment of cancer, however 
further investigations are required to confirm this assumption. 
 
Keywords: Doxorubicin, cardiotoxicity, lipoic acid, Mito-TEMPO, melanoma. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Uso clínico e mecanismos de ação da doxorrubicina 

 

A doxorrubicina (DOX) é um quimioterápico da classe das antraciclinas usado 

com sucesso para o tratamento de tumores malignos hematológicos e sólidos, a 

exemplo de linfoma, leucemia, câncer de mama, pulmão e bexiga (BRYANT et al., 

2007; MAASE et al., 2000; ŠIMŮNEK et al., 2009; SMITH et al., 2010; SWAIN et al., 

2003). Sua descoberta, no final da década de 60 (ARCAMONE et al., 1969), 

representou um dos grandes avanços na luta contra o câncer e a DOX continua 

sendo um dos agentes antitumorais mais amplamente utilizados, tanto 

individualmente quanto em associação com outros quimioterápicos. É uma droga 

citotóxica potente isolada a partir de colônias de bactérias Streptomyces peucetius 

que faz parte de vários regimes terapêuticos para o controle de neoplasias. 

Entretanto, seu uso clínico é limitado pela toxicidade sistêmica e, principalmente, 

pela indução de toxicidade cardíaca cumulativa e dose-dependente (BONADONNA 

et al., 1970; KANTROWITZ; BRISTOW, 1984; LEFRAK et al., 1973). 

Apesar da ampla utilização para o tratamento de câncer há mais de 40 anos, 

os mecanismos de ação da DOX, tanto associados ao efeito antitumoral quanto ao 

efeito cardiotóxico, ainda não estão bem estabelecidos. Vários mecanismos são 

propostos para explicar a ação citotóxica da DOX, incluindo-se entre eles a 

intercalação no DNA inibindo a síntese de macromoléculas, a inibição da 

topoisomerase II que pode resultar em dano ao DNA, formação de metabólitos 

secundários, além do estresse oxidativo pela geração de radicais livres que causam 

danos a vários componentes celulares, incluindo proteínas e lipídios, e promovem 

disfunção mitocondrial (GEWIRTZ, 1999; MENNA et al., 2007; MINOTTI et al., 2004; 

MONSUEZ et al., 2010; ŠIMŮNEK et al., 2009; VEJPONGSA; YEH, 2014).  

A intercalação no DNA e inibição da topoisomerase II são os mecanismos 

mais referidos na literatura como relacionados à atividade antitumoral da DOX 

(GEWIRTZ, 1999; MINOTTI et al., 2004). A DOX entra facilmente nas células por 

difusão passiva e, em geral, é encontrada na mitocôndria e no núcleo. Seu 

transporte para o núcleo é mediado por proteossomos presentes no citoplasma, aos 

quais a DOX se liga com alta afinidade. No núcleo, os complexos DOX-
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proteossomos são desfeitos e a DOX associa-se ao DNA, uma vez que sua 

afinidade pelo DNA é maior do que aos proteossomos (GRANADOS-PRINCIPAL et 

al., 2010). A intercalação de DOX no DNA pode promover o bloqueio dos processos 

de replicação de DNA e síntese de RNA impedindo a proliferação de células 

tumorais (KIYOMIYA et al., 2001). A inibição da topoisomerase II pode resultar em 

dano ao DNA seguido por parada do ciclo celular nas fases G1 e G2 que, 

consequentemente, leva a ocorrência de apoptose (MINOTTI et al., 2004; PEREGO 

et al., 2001).   

Outros dois mecanismos de ação tóxica da DOX são a formação do 

metabólito secundário doxorrubicinol (DOXol) e a formação de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (COSTA et al., 2013). Esses dois mecanismos são mais referidos na 

literatura como relacionados ao desenvolvimento de cardiotoxicidade do que à 

atividade antitumoral. 

A molécula de DOX é composta por uma estrutura tetracíclica que apresenta 

um anel quinona e um grupamento carbonila na cadeia lateral como componentes 

principais relacionados à ação cardiotóxica do quimioterápico (Figura 1).  
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Figura 1. Estrutura química da doxorrubicina (DOX, C27H29NO11HCl) e mecanismos de ação 
cardiotóxicos. A DOX apresenta uma estrutura tetracíclica ligada a um grupamento carbonila e entra 
facilmente no cardiomiócito por difusão passiva. A redução do anel quinona resulta na formação de 
radicais semiquinona que podem gerar outras espécies reativas responsáveis pelo desenvolvimento 
de estresse oxidativo e ocorrência de disfunção mitocondrial. A redução do grupamento carbonila 
forma o metabólito secundário doxorrubicinol que interfere na homeostase de cálcio e ferro podendo 
induzir estresse oxidativo. Adaptado de Costa e colaboradores (2013). 

 

A redução do grupamento carbonila, mediada por redutases citoplasmáticas, 

converte a antraciclina em seu metabólito secundário, DOXol, que é muito menos 

efetivo do que a DOX na eliminação de células tumorais (HEIBEIN et al., 2012), 

entretanto exerce uma interferência maior na homeostase de ferro e cálcio nas 

células do miocárdio (MENNA et al., 2008; OCTAVIA et al., 2012). Spycher e 

colaboradores (1997) demonstraram que o peróxido de hidrogênio (H2O2) tem a 

habilidade de induzir redutases responsáveis pela formação de DOXol e, portanto, a 

formação de H2O2 na fase inicial do tratamento com antraciclinas pode ser um dos 

fatores responsáveis pelo aumento da redução de DOX a DOXol na fase crônica do 

tratamento. Devido a sua lenta eliminação, esse metabólito tende a se acumular nos 

cardiomiócitos, sendo essa uma das explicações para o risco de cardiotoxicidade 

cumulativa das antraciclinas (GIANNI et al., 2008; MENNA et al., 2008). 

O papel dos metabólitos secundários de DOX na cardiotoxicidade é 

sustentado por evidências de que, em animais experimentais, o desenvolvimento de 

cardiomiopatia crônica usualmente coincide com o acúmulo de DOXol no coração 

(OLSON; MUSHLIN, 1990). Em trabalho com ratos, Cusack e colaboradores (2002) 

referem que o aumento da susceptibilidade a cardiomiopatias foi correlacionado com 

o aumento da conversão de antraciclinas em metabólitos secundários. Além disso, 

camundongos superexpressando redutases cardíacas exibiram um aumento da 

conversão de DOX a DOXol que foi acompanhado por aceleração do curso de 

desenvolvimento de cardiomiopatia (FORREST et al., 2000), enquanto 

camundongos com deleção de tais redutases apresentaram menor formação de 

DOXol e reduzida cardiotoxicidade (OLSON et al., 2003). Corroborando as 

observações em animais, análises de amostras cardíacas de pacientes que 

faleceram após o tratamento com doses cumulativas de DOX revelaram que o 

DOXol foi o metabólito mais abundante retido no interior dos cardiomiócitos 

(STEWART et al., 1993). 

A redução do anel quinona da DOX, catalisada por NADPH citocromo P450 

redutase ou NADH desidrogenase mitocondrial, resulta na formação de 
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semiquinona, que é um radical relativamente estável na ausência de oxigênio, mas, 

em sua presença, pode formar superóxido e regenerar a molécula de DOX 

(MINOTTI et al., 2004). Através desse mecanismo redox, pequenas quantidades de 

DOX podem formar grandes quantidades de superóxido (GRANADOS-PRINCIPAL 

et al., 2010). Em reação catalisada por enzimas superóxido dismutases (SOD), o 

superóxido pode ser convertido em peróxido de hidrogênio e oxigênio, ou pode 

ainda reagir com o óxido nítrico (NO) formando peroxinitrito, um oxidante altamente 

citotóxico (MUKHOPADHYAY et al., 2009; PACHER et al., 2003). Ozben (2007) 

refere que a DOX é um agente antitumoral que gera grandes quantidades de ROS 

corroborando observações feitas desde o início da utilização do quimioterápico na 

clínica médica até trabalhos mais recentes como o de Li e colaboradores (2015) que 

observaram elevação na concentração de superóxido e peroxinitrito em células 

cardíacas H9c2 tratadas com DOX.  

Além do dano celular induzido diretamente pelas espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio formadas com a redução do anel quinona da DOX, seu ciclo 

redox pode promover liberação de ferro da ferritina, um dos principais estoques de 

ferro da célula. O aumento de ferro livre favorece a formação de complexos DOX-

ferro que contribuem para a conversão de superóxido e peróxido de hidrogênio em 

radicais hidroxil que podem reagir com proteínas, ácidos nucleicos e lipídios, iniciar 

peroxidação lipídica e promover oxidação do DNA causando dano às células 

expostas (COSTA et al., 2013; MINOTTI et al., 2004; VINCENT et al., 2013). 

A degradação de ROS é realizada por enzimas antioxidantes endógenas 

como a superóxido dismutase, glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase e por 

antioxidantes não enzimáticos como glutationa (GSH), ácido ascórbico, 

carotenoides, dentre outros (BOLISETTY; JAIMES, 2013). Em condições fisiológicas 

há um equilíbrio entre a síntese e eliminação de ROS, mas o aumento na produção 

de ROS, a redução da capacidade antioxidante, ou a combinação de ambos, resulta 

em estresse oxidativo que tem um papel importante na patogênese da 

cardiotoxicidade induzida pela DOX (GU et al., 2015; KLAUNIG et al., 2011). 

Considerando os dois mecanismos relacionados à indução de 

cardiotoxicidade pela DOX, a produção de ROS e de DOXol, Menna e colaboradores 

(2007) propõem que a elevada reatividade de ROS atuando em constituintes 

celulares pode induzir disfunções que resultam em cardiotoxicidade aguda, 
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enquanto a formação de DOXol pode culminar com o desenvolvimento de 

cardiotoxicidade crônica. 

 

1.2 Cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina 

 

A cardiotoxicidade é um dos eventos adversos mais graves e de grande 

importância na sobrevida de pacientes submetidos ao tratamento com antraciclinas, 

podendo desenvolver-se de forma aguda ou crônica. Muitos fatores de risco podem 

predispor um paciente a cardiotoxicidade, a exemplo da dose cumulativa total do 

quimioterápico que é administrada, via e frequência com que são realizadas as 

infusões, histórico de problema cardiovascular pré-existente, dentre outros (PAI; 

NAHATA, 2000). 

A cardiotoxicidade aguda ocorre durante a administração da antraciclina ou 

imediatamente depois da infusão, e tipicamente envolve vasodilatação, hipotensão e 

distúrbios cardíacos transitórios (FERRANS et al., 1997). De maneira geral, esse tipo 

de cardiotoxicidade não representa um motivo justificável para a retirada do 

quimioterápico dos regimes de tratamento antitumoral (ZUCCHI; DANESI, 2003). 

Outras três formas de manifestação da cardiotoxicidade crônica induzida por 

antraciclinas são referidas por Simunek e colaboradores (2009): a cardiotoxicidade 

subcrônica, crônica clássica e crônica de início tardio. A cardiotoxicidade subcrônica 

é incomum e caracterizada pela ocorrência de pericardite ou miocardite dentro de 

um a três dias após o tratamento (HALE; LEWIS, 1994). A cardiotoxicidade crônica 

clássica, por sua vez, ocorre mais tarde no decurso do tratamento ou entre semanas 

e meses após o fim da quimioterapia. Caracteriza-se pelo desenvolvimento de 

cardiomiopatia dilatada, com posterior disfunção contrátil ventricular e insuficiência 

cardíaca congestiva (LIPSHULTZ et al., 2005; YU et al., 2014). Além disso, 

distensão do retículo sarcoplasmático dos cardiomiócitos, vacuolização 

citoplasmática, alterações mitocondriais e desestruturação e perda de miofibrilas são 

as alterações histopatológicas mais frequentemente observadas (DHINGRA et al., 

2014; THOMPSON et al., 2010). Por fim, é referida a cardiotoxicidade crônica de 

início tardio que pode se manifestar até décadas após o fim do tratamento e foi 

descrita a partir do acompanhamento de pacientes que sobreviveram ao tratamento 

quimioterápico na infância (LIPSHULTZ et al., 1991; SCULLY; LIPSHULTZ, 2007).  
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Um dos primeiros registros de cardiotoxicidade induzida por antraciclinas foi 

efetuado por Lefrak e colaboradores (1973). Avaliando o padrão de dose 

dependência da cardiotoxicidade crônica induzida pelo tratamento com diferentes 

doses cumulativas de DOX os autores observaram o desenvolvimento de 

insuficiência cardíaca congestiva em aproximadamente 4%, 18% e 36% dos 

pacientes que receberam doses cumulativas de DOX de 500 a 550 mg/m2, 551 a 

600 mg/m2 e acima de 601 mg/m2, respectivamente. Resultado similar também foi 

obtido por Hoff e colaboradores (1979) que observaram o desenvolvimento de 

insuficiência cardíaca congestiva em 7% dos pacientes tratados com doses 

superiores a 550 mg/m2 de DOX. 

Tem sido referido na literatura que a toxicidade cardíaca induzida pela DOX 

está associada ao aumento da concentração intracelular de cálcio e promoção de 

redução na velocidade de contração e relaxamento do músculo cardíaco (TURDI et 

al., 2008). Associação entre a redução do débito cardíaco em animais experimentais 

tratados com DOX e menor expressão de mRNA para muitas proteínas 

transportadoras de cálcio foi observada por Arai e colaboradores (1998). 

Adicionalmente, Wang e Korth (1995) constataram que o aumento da concentração 

citoplasmática de cálcio observado pouco tempo depois da administração de 

antraciclinas é consistente com o padrão hipercinético apresentado nos exames 

ecocardiográficos dos pacientes durante a infusão do quimioterápico. Considerando 

a importância do cálcio para a transdução de sinal e regulação de reações 

intracelulares, a interferência da DOX em sua homeostase pode resultar em dano 

tecidual, morte celular e, consequentemente, promoção de disfunção cardíaca 

(FINSTERER; OHNSORGE, 2013).  

Existem muitos estudos avaliando os mecanismos pelos quais a DOX causa 

cardiotoxicidade e o estresse oxidativo é o mecanismo mais referido como 

relacionado a esse efeito colateral do quimioterápico. A susceptibilidade particular do 

miocárdio às antraciclinas deve-se, entre outras razões, ao seu metabolismo 

oxidativo elevado, à grande quantidade de mitocôndrias, nas quais ocorre acúmulo 

de DOX e consequente produção de espécies reativas de oxigênio, e à presença de 

concentrações reduzidas de enzimas antioxidantes como catalase, glutationa 

peroxidase e superóxido dismutase nos cardiomiócitos (ABDELLA; FISHER, 1985; 

COSTA et al., 2013).  
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O coração é um órgão cujas funções mecânicas e eletrofisiológicas requerem 

fornecimento eficiente de energia para atender às demandas do corpo. Essa energia 

é obtida por processos que envolvem mecanismos redox resultando na formação de 

ROS e espécies reativas de nitrogênio (RNS), que são moléculas redox 

consideradas de grande relevância biológica. Em concentrações endógenas basais, 

ROS e RNS atuam sobre alvos celulares específicos que contribuem para o 

desempenho ideal do coração. Entretanto, em concentrações elevadas, essas 

espécies podem afetar lipídios e proteínas comprometendo a função de enzimas e 

resultando em dano cardíaco (COSTA et al., 2011; ZIMA; BLATTER, 2006).  

Dentro das células cardíacas, as espécies reativas são produzidas em 

múltiplos compartimentos, entretanto a cadeia respiratória mitocondrial é 

considerada a principal fonte de ROS dentro da célula (ROSS et al., 2005). O 

coração apresenta uma densidade elevada de mitocôndrias, que chegam a ocupar 

aproximadamente 45% do volume do miocárdio e são responsáveis pelo 

metabolismo de cerca de 90% do oxigênio tecidual, demonstrando que a função 

cardíaca é extremamente dependente da energia gerada na mitocôndria e que essa 

organela assume um importante papel na sinalização redox do órgão (SPEDDING et 

al., 1999; VLACHANTONI et al., 2011). Os dados obtidos por Mukhopadhyay e 

colaboradores (2009), tanto in vitro quanto in vivo, indicam que as mitocôndrias são 

a principal fonte de geração de superóxido após a exposição à DOX. Shan e 

colaboradores (1996) reportaram que a ocorrência de dano mitocondrial em animais 

pode ser observada poucas horas após a administração intravenosa de DOX.   

A afinidade da DOX pela cardiolipina, um fosfolipídio presente na membrana 

interna de mitocôndrias e altamente abundante nessas organelas, foi uma 

descoberta que contribuiu significativamente para o entendimento acerca da 

disfunção mitocondrial induzida por antraciclinas (MARCILLAT et al., 1989). Essa 

afinidade é considerada uma das principais razões para o acúmulo de antraciclinas 

no coração, uma vez que a concentração de DOX na mitocôndria pode ser de 10 a 

500 vezes maior do que sua concentração em outros compartimentos celulares 

(COSTA et al., 2013). O acúmulo de DOX no interior da mitocôndria pode causar 

mudanças ultraestruturais e alterar a função mitocondrial (DANZ et al., 2009). É 

referido na literatura que ROS mitocondrial oxida a cardiolipina e que esse processo 

parece ser essencial para a permeabilização da membrana mitocondrial e liberação 

de fatores pró-apoptóticos no citosol (KAGAN et al., 2009; PANCHUK et al., 2015). 
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Li e colaboradores (2015) ao avaliarem o aparecimento dos primeiros sinais de 

apoptose em células H9c2 tratadas com DOX observaram rápida liberação de 

citocromo c mitocondrial no citosol indicando que a cardiolipina pode ter um papel 

importante na regulação do início de apoptose das células expostas à DOX. 

Confirmando essas observações, Wang e colaboradores (2013) demonstraram que 

a prevenção da peroxidação da cardiolipina inibiu a apoptose. 

Além da ação direta da DOX sobre a cardiolipina, seu acúmulo no interior da 

mitocôndria pode afetar a cadeia respiratória, reduzindo a produção de energia, 

oxidar o DNA mitocondrial e alterar o potencial da membrana mitocondrial, 

contribuindo significativamente para o aumento da disfunção mitocondrial 

(GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010; MEYER et al., 2013). Investigação 

proteômica sobre a cardiotoxicidade crônica induzida por antraciclinas revelou que 

essa classe de quimioterápicos geralmente causa alterações em proteínas 

importantes para a fosforilação oxidativa, defesa antioxidante ou para o estresse 

oxidativo (ŠTĚRBA et al., 2011). 

A hipótese do dano oxidativo como principal mecanismo de ação relacionado 

à cardiotoxicidade é sustentada tanto pelas mudanças ultraestruturais induzidas por 

antraciclinas no coração de animais experimentais envolverem as mitocôndrias, 

quanto pela reduzida capacidade antioxidante apresentada pelos cardiomiócitos 

(OLSON; MUSHLIN, 1990). Dessa forma, o acúmulo de DOX na mitocôndria 

associado ao aumento da produção de ROS torna os cardiomiócitos mais 

vulneráveis à toxicidade da DOX. 

Considerando que as ROS atuam como mediadoras chave nos modelos de 

cardiotoxicidade, os mecanismos de defesa antioxidante assumem grande 

importância na manutenção da função celular normal (LI et al., 2015), principalmente 

devido ao limitado sistema de defesa antioxidante apresentado pelo coração. Já foi 

reportado que o músculo cardíaco apresenta 150 vezes menos catalase e quatro 

vezes menos SOD do que o fígado (DOROSHOW et al., 1980). 

O sistema glutationa, incluindo principalmente a GSH-Px, e as enzimas SOD 

e catalase, constituem os componentes chave de defesa celular contra o dano 

oxidativo, pois estão envolvidas na manutenção de concentrações reduzidas de 

superóxido e peróxido de hidrogênio que, consequentemente, reduzem a formação 

de outras espécies potencialmente mais danosas como o peroxinitrito e radicais 

hidroxil (DOROSHOW et al., 1980). A glutationa intracelular cardíaca pode eliminar 
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ROS direta ou indiretamente através de reação catalisada pela GSH-Px (GRIFFITH, 

1999; OSMAN et al., 2009). Sayed-Ahmed e colaboradores (2001) demonstraram 

que a DOX reduz glutationa, aumenta a peroxidação lipídica e reduz a função 

respiratória em mitocôndrias de ratos. Catalase e glutationa peroxidase estão 

envolvidas na eliminação de peróxido de hidrogênio e já foi demonstrado que a DOX 

induz tanto a redução da atividade quanto a expressão de mRNA da catalase e 

GSH-Px (HASSAN et al., 2014), reduzindo a capacidade antioxidante cardíaca e 

aumentando a susceptibilidade do órgão ao estresse oxidativo.  

Cerca de 70% da atividade total de SOD do coração e até 90% da atividade 

de SOD nos miócitos cardíacos é realizada pela superóxido dismutase dependente 

de manganês (MnSOD), presente na mitocôndria, e que atua no controle da 

quantidade de superóxido mitocondrial formado durante a fosforilação oxidativa 

(IKEGAMI et al., 2002). Muitos estudos têm reportado redução significativa da 

atividade da MnSOD em animais tratados com DOX (SINGH et al., 2008; SU et al., 

2014). Li e colaboradores (2002) não observaram alteração significativa na 

expressão de mRNA para a MnSOD no miocárdio de ratos tratados com DOX, mas 

a concentração dessa proteína no tecido foi significativamente reduzida. Além disso, 

também reportaram que a DOX reduz a concentração e atividade de superóxido 

dismutase dependente de cobre e zinco (CuZnSOD) que é a forma primariamente 

citosólica da SOD.  

Tecidos com menor desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, 

como o coração, são mais susceptíveis a qualquer mudança associada a estresse 

oxidativo e, portanto, ao dano por radicais de oxigênio induzidos por antraciclinas 

(TABACZAR et al., 2015; WALLACE, 2003). 

 

1.3 Redução da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina 

 

Um dos principais desafios da terapia contra o câncer é reduzir o 

desenvolvimento de efeitos colaterais causados pela quimioterapia sem interferir em 

sua atividade antitumoral. É referido na literatura que a administração de DOX pode 

causar reações adversas variadas, a exemplo de supressão da medula óssea que 

pode resultar em leucopenia, mucosite e distúrbios gastrointestinais, promovendo 

náuseas e vômitos, mas a cardiotoxicidade é o evento adverso clinicamente mais 
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importante (LEFRAK et al., 1973; MONSUEZ et al., 2010; OUTOMURO et al., 2007). 

A possibilidade da disfunção cardíaca induzida pela DOX resultar em insuficiência 

cardíaca congestiva tem estimulado a realização de diversos trabalhos há mais de 

40 anos. Objetivando principalmente a prevenção ou redução desse evento adverso, 

bem como o aumento da compreensão acerca dos mecanismos relacionados à 

indução de cardiotoxicidade pela DOX, muitas tentativas de alteração no tratamento 

têm sido realizadas.  

As tentativas incluem a limitação da dose cumulativa total do quimioterápico 

aplicada no regime terapêutico (SWAIN et al., 2003; WOUTERS et al., 2005), 

emprego de formas especiais de administração, com variações na velocidade de 

infusão e no intervalo entre as infusões (BERRAK et al., 2001), desenvolvimento de 

novas formulações visando à obtenção de análogos menos cardiotóxicos (CELIK; 

ARINÇ, 2008), encapsulamento em lipossomas que, em geral, são mais eficazes 

para o tratamento de tumores sólidos (ALBERTS et al., 2004), co-administração com 

quelantes de ferro, impedindo a formação dos complexos ferro-antraciclina (VOEST 

et al., 1994) e uso de antioxidantes (GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010; VINCENT 

et al., 2013). Além disso, a triagem dos fatores de risco e monitoramento dos sinais 

e sintomas durante e após a quimioterapia com a realização de eletrocardiograma, 

ecocardiografia e mensuração dos marcadores bioquímicos de dano cardíaco são 

ações extremamente importantes (SIMBRE et al., 2005).  

Muitos antioxidantes têm sido testados quanto a sua capacidade de prevenir 

ou reduzir a cardiotoxicidade causada pela DOX, sendo resultados positivos e 

negativos relatados (GRANADOS-PRINCIPAL et al., 2010). O foco empregado em 

muitas estratégias protetoras está na administração de substâncias que aumentem 

as defesas antioxidantes dos cardiomiócitos contra ROS induzidas pela DOX 

(MINOTTI et al., 2004). Essa abordagem é fortalecida por estudos demonstrando 

reduzida cardiotoxicidade aguda ou crônica em camundongos superexpressando 

enzimas antioxidantes (YEN et al., 1996) ou pela aplicação direta de substâncias 

antioxidantes (SINGAL et al., 2000).  

Resultados promissores de proteção cardíaca conferida por vitamina E e N-

acetilcisteína (NAC), por exemplo, foram obtidos em camundongos e ratos tratados 

com DOX. Entretanto, a eficácia cardioprotetora não foi observada em outros 

animais de maior porte, como cachorros, e nem reproduzida em estudos clínicos 

avaliando o desenvolvimento de cardiomiopatia em pacientes tratados com doses 
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cumulativas de antraciclinas (LADAS et al., 2004; MIRANDA-VILELA et al., 2014). 

Redução da cardiotoxicidade e hepatotoxicidade por carotenoides sem afetar a 

atividade antitumoral da DOX foi observada por Nair e colaboradores (2014), que 

verificaram prevenção da depleção de antioxidantes, prevenção de dano tecidual e 

redução das alterações histológicas no tecido cardíaco e hepático, sem interferir nas 

alterações induzidas pela DOX no tecido tumoral. Em trabalho avaliando a possível 

ação cardioprotetora da vitamina C, Heaney e colaboradores (2008) sugerem que, 

apesar da suplementação reduzir os efeitos gerados por ROS por preservar o 

potencial de membrana mitocondrial, a suplementação antioxidante também pode 

afetar a resposta terapêutica durante o tratamento antitumoral. 

Devido à quantidade limitada de estudos clínicos avaliando o efeito de 

antioxidantes na modulação do tratamento de câncer e a ausência de ensaios 

controlados que comprovem a eficácia e aplicabilidade do uso de antioxidantes 

durante a quimioterapia (MOSS, 2006), muitos oncologistas postulam que a 

suplementação antioxidante deve ser evitada durante o tratamento convencional 

pela possibilidade de interferência na atividade antitumoral do quimioterápico 

(AKBAS et al., 2006).  

Apesar do constante esforço de muitos grupos de pesquisa na busca por 

formas efetivas de reduzir a cardiotoxicidade das antraciclinas, apenas uma 

substância tem sido liberada para uso na clínica como adjuvante cardioprotetor para 

a quimioterapia com DOX, o dexrazoxano (DZR). Imondi e colaboradores (1996) 

demonstraram que a injeção intraperitoneal de DZR trinta minutos antes do 

tratamento com DOX reduz a cardiotoxicidade em ratos, camundongos e cães, 

entretanto, o tratamento não protege completamente o coração. Esse quelante de 

ferro também é referido na literatura por prevenir lesões histológicas e disfunção 

contrátil induzida por antraciclinas em animais experimentais e ensaios com coração 

isolado, sem interferir na distribuição, metabolismo ou eliminação da DOX 

demonstrando, dessa forma, que parece não afetar a atividade antitumoral 

(HASINOFF; HERMAN, 2007).  

A Sociedade Americana de Oncologia Clínica, entretanto, só recomenda o 

uso do dexrazoxano em situações que requeiram a utilização de doses cumulativas 

de DOX superiores a 300 mg/m2 (HENSLEY et al., 2009). Nesses casos, é 

recomendado o uso de uma dose 10 vezes maior de DZR em relação à dose de 

DOX. A restrição de uso do DZR foi baseada em ensaios clínicos que reportaram 
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casos de leucemia mieloide aguda e síndrome mielodisplásica em crianças tratadas 

com quimioterápicos associados ao cardioprotetor, e possível indução de leucopenia 

(TEBBI et al., 2007), além de existirem relatos de possível interferência do DZR na 

atividade antitumoral da DOX (DALEN et al., 2008). 

 

1.3.1 Ácido lipoico e Mito-TEMPO como cardioprotetores 

 

Moléculas e enzimas antioxidantes podem limitar o dano oxidativo, entretanto, 

muitas delas não são rapidamente internalizadas nas células do miocárdio ou não 

atingem os compartimentos corretos para exercer seu efeito protetor (DERES et al., 

2005). Dessa forma, a utilização de antioxidantes que atravessem facilmente 

barreiras biológicas e/ou que sejam mais específicos ou direcionados para a 

mitocôndria pode ser uma estratégia mais promissora para reduzir a 

cardiotoxicidade induzida pela DOX. 

Considerado um antioxidante multifuncional, o ácido lipoico (AL, Figura 2) é 

encontrado em tecidos ricos em mitocôndria, a exemplo do coração e músculo 

(UNAL et al., 2013), ou obtido da dieta através de suplementos alimentares ou 

drogas quimicamente sintetizadas (LEE et al., 2010). Está envolvido em muitos 

complexos enzimáticos que produzem energia (SHAY et al., 2009), regenera outros 

antioxidantes diretamente, a exemplo da vitamina C, ou indiretamente, como ocorre 

com a vitamina E (EVANS; GOLDFINE, 2000), pode eliminar radicais livres (XU et 

al., 2013), reparar o dano oxidativo celular e prevenir a peroxidação lipídica 

(PEDERZOLLI et al., 2010), tem habilidade em quelar metais (OU et al., 1995; 

TOKLU et al., 2010) e aumentar a concentração intracelular de glutationa (LAL et al., 

2008). 

 

 

Figura 2. Estrutura química do ácido lipoico (AL, C8H14O2S2). Fonte: http://www.sigmaaldrich.com 
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 Além de atuar como potente antioxidante em sua forma natural, o AL pode 

ser reduzido pela lipoamida desidrogenase, que só é encontrada em mitocôndrias, e 

formar o ácido dihidrolipoico (DHLA) que também tem sido reportado na literatura 

por exercer efeito citoprotetor frente ao dano induzido por radicais livres 

(BOLOGNESI et al., 2014; SHAY et al., 2009). A propriedade do AL como potente 

antioxidante foi demonstrada in vitro, em culturas de fibroblastos humanos expostos 

a excesso de ferro (LAL et al., 2008) e linfócitos humanos de sangue periférico 

expostos ao extresse oxidativo e apoptose induzidos por H2O2 (RAHIMIFARD et al., 

2015).  

Seu efeito cardioprotetor em diferentes modelos de disfunção cardíaca 

também é referido na literatura. Avaliando o efeito cardioprotetor do AL frente à 

toxicidade induzida por cisplatina, Hussein e colaboradores (2012) observaram que 

o pré-tratamento de ratos com AL promoveu redução significativa na concentração 

sérica de lactato desidrogenase (LDH) e creatina quinase (CK), redução da 

peroxidação lipídica e aumento de enzimas antioxidantes no tecido cardíaco. Da 

mesma forma, Deng e colaboradores (2013) demonstraram que a administração de 

AL reduziu significativamente a liberação de LDH e CK, a extensão de infarto do 

miocárdio e a apoptose de cardiomiócitos em ratos submetidos ao protocolo 

experimental de isquemia e reperfusão.    

O efeito do AL sobre a toxicidade cardíaca induzida pela DOX também já foi 

avaliado em alguns estudos, principalmente utilizando ratos submetidos ao protocolo 

crônico de indução de cardiotoxicidade pela DOX, mas os resultados são 

controversos. Efeito cardioprotetor conferido pelo pré-tratamento com AL foi obtido 

por Balachandar e colaboradores (2003). A proteção foi representada pela redução 

significativa das concentrações séricas de CK e LDH, redução da peroxidação 

lipídica, bem como manutenção das concentrações das enzimas antioxidantes 

catalase, glutationa peroxidase e superóxido dismutase, normalmente reduzidas 

pela DOX, no tecido cardíaco. Avaliando o efeito preventivo e curativo do AL sobre a 

cardiotoxicidade induzida pela DOX, Ayaz e colaboradores (2005) também 

observaram que o pré-tratamento com AL reduziu a depleção de glutationa e a 

peroxidação lipídica. O pós-tratamento com AL, por sua vez, apenas reduziu a 

peroxidação lipídica, não sendo capaz de aumentar as concentrações de glutationa. 

Ausência de cardioproteção foi referida por Ghibu e colaboradores (2012) que 
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constataram que o tratamento de ratos com AL e DOX não melhorou as alterações 

funcionais cardíacas associadas ao estresse oxidativo cardíaco e plasmático em 

comparação aos animais tratados apenas com DOX. 

O AL é clinicamente aprovado para uso na terapia em seres humanos sendo 

empregado para melhorar doenças associadas a estresse oxidativo, a exemplo de 

doenças hepáticas (PACKER et al., 1995) e neuropatia diabética (COLEMAN et al., 

2001). Por ser uma substância de baixo peso molecular e apresentar solubilidade 

em meio aquoso e lipídico, o AL pode alcançar uma biodistribuição diversa, tanto 

intracelular quanto extracelular, e essa característica constitui-se em mais uma 

vantagem para a sua utilização como substância possivelmente cardioprotetora 

(DENG et al., 2013).  

Antioxidantes conjugados ao trifenilfosfônio (TPP), um cátion lipofílico, têm 

sido alvo de estudo por sua capacidade de se acumular em mitocôndrias reduzindo 

a disfunção mitocondrial induzida por estresse oxidativo. O TPP foi inicialmente 

utilizado para o estudo da biologia mitocondrial (LIBERMAN et al., 1969) e, desde 

então, essa molécula se tornou uma importante ferramenta para mensurar o 

potencial de membrana mitocondrial, compor sondas para avaliação do estresse 

oxidativo mitocondrial e direcionar substâncias potencialmente protetoras para as 

mitocôndrias. A ligação de um antioxidante ao TPP pode resultar em seu acúmulo 

na mitocôndria em proporções cerca de cem vezes maiores do que a apresentada 

pelo meio intracelular e por outras organelas. Esse direcionamento é facilitado pelo 

potencial extremamente negativo apresentado pela membrana interna mitocondrial 

que favorece o acúmulo seletivo de TPP no interior das mitocôndrias (Figura 3) 

podendo bloquear o dano oxidativo mitocondrial de forma mais efetiva do que a 

utilização de antioxidantes não direcionados (DIKALOVA et al., 2015; KELSO et al., 

2002; MURPHY; SMITH, 2007; ROSS et al., 2005). A utilidade do TPP em terapias 

de proteção mitocondrial é sustentada por achados de que sua administração oral 

leva ao acúmulo do componente no coração, cérebro e músculo que são tecidos 

muito afetados pelo dano oxidativo mitocondrial (SMITH et al., 2003).  
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Figura 3. Captação de componente direcionado para a mitocôndria. A ligação de um componente 
X ao cátion trifenilfosfônio leva ao direcionamento do componente para o citoplasma, favorecido pelo 
potencial da membrana plasmática e, posteriormente, para o interior da mitocôndria, favorecido pelo 
potencial de membrana mitocondrial. Adaptado de Ross e colaboradores (2005).  

 

 

Estudos mais recentes têm demonstrado o efeito protetor do Mito-TEMPO 

(Mito-T, Figura 4), composto formado pelo nitróxido tempol conjugado ao TPP, frente 

ao dano oxidativo em diferentes modelos in vitro e in vivo. Nitróxidos são reportados 

na literatura como substâncias capazes de atuar de maneira semelhante à SOD 

(KRISHNA et al., 1996). Devido à característica de não serem consumidos nas 

reações de dismutação de superóxido e por apresentarem baixa toxicidade, são 

considerados bons candidatos como antioxidantes a serem conjugados ao TPP 

(NAMIECINSKI et al., 2004; SOULE et al., 2007). O Mito-T, além de ser mais 

facilmente direcionado para as mitocôndrias por conter TPP, tem a vantagem de ser 

rapidamente captado e reciclado pela cadeia respiratória mitocondrial (TRNKA et al., 

2009) podendo, dessa forma, ser eficaz em exercer efeito protetor em órgãos ricos 

em mitocôndrias, a exemplo do coração (ŠIMŮNEK et al., 2009). 
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Figura 4. Estrutura química do Mito-TEMPO (Mito-T, C29H35N2O2PCl). Fonte: 
http://www.sigmaaldrich.com 

 

Já foi demonstrado que o Mito-T reduz a produção de espécies reativas de 

oxigênio induzida por isoproterenol em cardiomiócitos de coelhos (BOVO et al., 

2012) e inibe a apoptose de plaquetas induzida por hipertermia (WANG, Z. et al., 

2013). Patil e colaboradores (2014) observaram redução da produção de 

superóxido, restauração da atividade da MnSOD, melhoria da microcirculação renal 

e aumento da taxa de sobrevivência de camundongos tratados com Mito-T em um 

modelo murino de sepse. Efeito benéfico sobre parâmetros relacionados a resposta 

inflamatória induzida por TNF- também foi referido por Pan e colaboradores (2015) 

que obtiveram redução da produção de ROS mitocondrial e da expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, a exemplo de IL-6 e TNF-, em células cardíacas H9c2 

pré-tratadas com Mito-T. 

 Há poucos trabalhos avaliando o efeito do Mito-T sobre a toxicidade induzida 

pela DOX e o conhecimento é ainda mais limitado em relação ao efeito 

cardioprotetor. Wang e colaboradores (2015) observaram que o Mito-T bloqueou a 

produção de ROS intracelular e mitocondrial, reduziu a apoptose e inibiu a 

peroxidação de cardiolipina de plaquetas expostas a DOX. Avaliando a atividade 

antitumoral e cardiotóxica da DOX em ratos com tumor de mama e o efeito 

cardioprotetor do Mito-T, Dickey e colaboradores (2013) verificaram que a 

administração de Mito-T sozinho, na maior dose avaliada no estudo, resultou em 

aumento de marcadores de apoptose, a exemplo da atividade de caspase-3, 

entretanto, nos animais tratados com Mito-T e DOX a atividade de caspase-3 no 

tecido cardíaco foi menor do que a apresentada pelos animais tratados apenas com 

DOX. A avaliação histológica e análises por microscopia eletrônica de transmissão 

do tecido cardíaco revelaram cardioproteção, mas a avaliação de outros parâmetros, 

a exemplo da oxidação de DNA e proteínas não forneceu resultados conclusivos.  
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Um dos objetivos deste trabalho é verificar se o pré-tratamento com AL ou 

Mito-T é capaz de conferir cardioproteção em camundongos com melanoma 

submetidos ao tratamento quimioterápico com DOX. Este projeto pode contribuir 

para o desenvolvimento de protocolos terapêuticos visando, sobretudo, a redução da 

cardiotoxicidade induzida pela DOX durante o tratamento quimioterápico para o 

controle de neoplasias. Isso teria um grande impacto na saúde e qualidade de vida 

da população brasileira e mundial, tendo em vista o crescente aumento da 

expectativa de vida do ser humano, o consequente aumento da incidência de 

neoplasias e a necessidade de utilização de quimioterápicos para o seu controle.  
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 Geral 

 

Avaliar o efeito cardioprotetor do Mito-TEMPO e do ácido lipoico e suas 

interferências na atividade antineoplásica da DOX. 

 

2.2 Específicos 

 

Avaliar, in vitro, se o Mito-TEMPO e o ácido lipoico são capazes de proteger células 

cardíacas da ação tóxica da DOX; 

 

Avaliar o efeito cardioprotetor do Mito-TEMPO e do ácido lipoico em camundongos 

tratados com DOX; 

 

Avaliar a interferência do Mito-TEMPO e do ácido lipoico na atividade antineoplásica 

da DOX em camundongos com melanoma. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Células 

 

Células de melanoma B16F10 foram gentilmente cedidas pelo Laboratório de 

Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI - FIOCRUZ, Salvador, BA) e células 

de origem cardíaca H9c2 foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro 

(BCRJ, Rio de Janeiro, RJ). Ambas foram mantidas criopreservadas em nitrogênio 

líquido no Laboratório de Patologia e Biointervenção (LPBI – FIOCRUZ, Salvador, 

BA). Após descongeladas, as células foram mantidas em garrafas para cultura de 

células com meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), para B16F10, ou 

DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), para H9c2. Os meios foram 

suplementados com soro fetal bovino (SBF - Cripion, Andradina, SP) a 10%, L-

glutamina a 2 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), ácido pirúvico a 1 mM 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), HEPES a 10 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA), gentamicina a 50 μg/mL (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e bicarbonato 

de sódio a 0,2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), pH 7,4 (meio completo) e 

incubadas a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Quando as culturas atingiram 

confluência, o meio foi retirado e as células lavadas três vezes com solução de 

cloreto de sódio a 0,9% (Salina - Farmace, Barbalha, CE). As células foram retiradas 

do fundo da garrafa por incubação com solução de tripsina-EDTA (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) a 0,1% (B16F10) ou 0,05% (H9c2) por 5 minutos a 37°C. O 

bloqueio da ação enzimática foi efetuado com a adição de meio completo e, após 

coletadas, as células foram centrifugadas a 300 G por 10 minutos a 4oC. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento suspenso em meio completo, 

para posterior plaqueamento em placas de 96 ou 24 poços (H9c2) ou em solução 

salina para serem injetadas em camundongos (B16F10). 

Células B16F10 foram utilizadas para o estabelecimento do modelo 

experimental de melanoma localizado em camundongos da linhagem C57BL/6. 

Apesar de serem mais comumente empregadas em modelo experimental de 

metástase pulmonar, essas células também são capazes de formar tumor localizado 

quando injetadas pela via subcutânea (DAI et al., 2012; SHI et al., 2014). 
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As células H9c2 foram utilizadas para os estudos in vitro de avaliação da 

cardiotoxicidade induzida pela DOX e da possível cardioproteção promovida pelos 

antioxidantes. São células derivadas do tecido ventricular de embriões de ratos e, 

apesar de não apresentarem a capacidade de contração espontânea, ainda mantém 

similaridades com culturas primárias de cardiomiócitos (WATKINS et al., 2011). 

Diante disso, essas células são um bom modelo para avaliação de dano e/ou 

proteção cardíaca (HESCHELER et al., 1991; MERTEN et al., 2006). 

 

3.2 Animais 

 

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais do Centro de Pesquisa Gonçalo Moniz (CPqGM - Fiocruz, Salvador, BA), 

sob o protocolo CEUA L-019/2012. 

Para todos os experimentos, foram utilizados camundongos (machos ou 

fêmeas) da linhagem C57BL/6 (Mus musculus), com idade entre seis e 10 semanas, 

fornecidos pelo biotério do CPqGM. Os animais foram mantidos em minisoladores 

com ciclo claro/escuro de 12 horas, à temperatura de 22 ± 2°C, sem restrição hídrica 

ou alimentar e divididos randomicamente em grupos de seis a oito animais do 

mesmo sexo. 

 

3.3 Ensaio do DPPH para avaliação comparativa da atividade antioxidante do 

Mito-T e AL 

 

Para avaliar comparativamente a atividade antioxidante (AA) do Mito-T e do 

AL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), foi utilizado o método colorimétrico do 

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) segundo 

Huang e colaboradores (2005). Este método permite verificar a capacidade de 

substâncias em inibir a formação de radicais livres e foi escolhido pelo DPPH ser um 

dos poucos radicais estáveis disponíveis comercialmente para esse tipo de 

avaliação. O DPPH é um radical estável em solução alcoólica e que apresenta cor 

violeta. Na presença de molécula com atividade antioxidante, o radical é reduzido e 

ocorre a descoloração da solução metanólica de DPPH, que muda para a cor 
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amarela. Essa reação pode ser monitorada em espectrofotômetro no comprimento 

de onda de 517 nm. 

Foram avaliadas cinco concentrações dos dois antioxidantes (25 a 400 M), 

em diluição seriada na proporção 1:2, e o hidroxitolueno butilado (BHT - Cromoline 

Química Fina, Diadema, SP), substância com propriedade antioxidante reconhecida, 

foi utilizado como padrão do ensaio nas mesmas concentrações do Mito-T e AL. Um 

volume de 180 L de amostra, em cada uma das concentrações, foi misturado a 60 

L de solução de DPPH a 0,004% em metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

e foram realizadas leituras em espectrofotômetro de placa (SpectraMax 340, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) no comprimento de onda de 517 nm após 

30, 60 e 90 minutos de incubação a temperatura ambiente. A mistura de 180 L de 

cada amostra com 60 L de metanol foi utilizada como branco e a mistura de 180 L 

de metanol com 60 L da solução de DPPH a 0,004% foi utilizada como controle do 

ensaio realizado em triplicata. 

O cálculo do percentual de atividade antioxidante (AA%) de cada substância 

foi determinado com base na seguinte fórmula: 

 

 
 

Onde:  

Abs branco = Absorbância da substância sem DPPH 
Abs controle = Absorbância do metanol com DPPH 

 

3.4 Ensaio do Alamar Blue para avaliação da viabilidade de células H9c2 

 

A viabilidade das células cardíacas H9c2 foi determinada utilizando o Alamar 

Blue (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) que é uma solução que contém um indicador 

fluorescente/colorimétrico com propriedade redox e possibilita a mensuração 

quantitativa da viabilidade de células em cultura (NAKAYAMA et al., 1997). Este 

indicador é a resaziruna que em sua forma oxidada apresenta cor azul (indicando 

células não viáveis), mas na presença de células em proliferação esse indicador é 

reduzido e apresenta cor rósea (indicando células viáveis). A variação na conversão 

da forma oxidada para a forma reduzida, que é um indicador de viabilidade celular, 

pode ser mensurada pela quantificação da densidade óptica em espectrofotômetro. 
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Células H9c2 foram plaqueadas em placas para cultura de células de 96 

poços na concentração de 2 x 104 células por poço, em triplicatas ou quadruplicatas, 

e após os diferentes tratamentos com os antioxidantes e/ou DOX (Glenmark 

Farmacêutica Ltda, São Paulo, SP), conforme descrito a seguir, o meio de cultura foi 

substituído por meio contendo 10% de Alamar Blue. Após seis horas de incubação, 

realizou-se a leitura da densidade óptica dos poços em espectrofotômetro de placa 

nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 600 nm (oxidado). O meio de 

cultura puro, sem adição de células, foi considerado como branco do ensaio e o 

meio contendo 10% de Alamar Blue foi o controle negativo. 

O percentual de redução do Alamar Blue em cada poço da cultura foi 

calculado utilizando a seguinte fórmula: 

 

 
 

Onde: 

1 = 570 nm e 2 = 600 nm 

(ox)2 = 117,216 e (ox)1 = 80,586 

(red)1 = 155,677 e (red)2 = 14,652 

A1 = absorbância do poço teste (570 nm) 

A2 = absorbância do poço teste (600 nm) 

A’2 = absorbância do controle negativo (600 nm) 

A’1 = absorbância do controle negativo (570 nm) 
  

O percentual de redução do Alamar Blue nos poços contendo células que não 

receberam tratamento foi considerado como 100% de viabilidade e a viabilidade dos 

demais poços foi representada como percentual em relação ao controle utilizando a 

seguinte fórmula: 

 

Viabilidade em relação ao controle (%) = (% teste / % controle) x 100 

Onde: 
% teste = percentual de redução do Alamar Blue nos poços tratados 
% controle = percentual de redução do Alamar Blue nos poços sem tratamento 
 

A determinação da concentração inibitória média capaz de promover redução 

de 50% na viabilidade (CI50), e seu respectivo intervalo de confiança (IC) de 95%, foi 

realizada a partir de regressão não linear utilizando o programa Prisma versão 5.01 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
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3.4.1 Curva concentração-resposta das células cardíacas H9c2 ao tratamento com 

DOX, Mito-T e AL 

 

Para avaliar a citotoxicidade da DOX sobre a viabilidade de células cardíacas, 

2x104 células H9c2 foram plaqueadas, em triplicatas ou quadruplicatas, em placas 

para cultura de células de 96 poços. Após 24 horas de cultivo, as células foram 

incubadas com diferentes concentrações de DOX, diluídas na proporção 1:2 (1 a 

512 μM), por 24 horas. Em seguida, a DOX foi retirada e foi acrescentado meio 

completo aos poços. A avaliação da viabilidade foi realizada 48 horas pós-DOX pelo 

ensaio do Alamar Blue. 

O possível efeito tóxico dos antioxidantes, Mito-T e AL, sobre a viabilidade 

das células cardíacas também foi avaliado. Foram plaqueadas 2x104 células H9c2, 

em triplicatas ou quadruplicatas, em placas para cultura de células de 96 poços e, 

após 24 horas de cultivo, as células foram incubadas com diferentes concentrações 

dos antioxidantes (25 a 200 μM) dissolvidos em DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA), na proporção 1:2, por 24 horas. O controle negativo recebeu a mesma 

quantidade de DMSO. Em seguida, os antioxidantes foram retirados e foi 

acrescentado meio completo aos poços. A avaliação da viabilidade foi realizada 72 

horas após a administração dos antioxidantes pelo ensaio do Alamar Blue. 

 

3.4.2 Efeito protetor do Mito-T e AL sobre a viabilidade de células H9c2 

 

O efeito do pré-tratamento de células H9c2 com Mito-T ou AL sobre a 

viabilidade de tais células ao serem submetidas ao tratamento com DOX foi avaliado 

utilizando o ensaio do Alamar Blue. 

Células H9c2 foram plaqueadas na concentração de 2x104 células por poço, 

em triplicatas ou quadruplicatas, em placas para cultura de células de 96 poços e, 

após 24 horas de cultivo, foram incubadas com diferentes concentrações dos 

antioxidantes (25 a 1600 μM) dissolvidos em DMSO na proporção 1:2. O controle 

negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO. Após uma hora, a DOX na 

concentração de 40 M foi adicionada aos poços e, após 24 horas, a avaliação da 

viabilidade foi realizada pelo ensaio do Alamar Blue. 
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3.5 Detecção de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

A avaliação de peroxidação lipídica pela detecção de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) tem sido utilizada como um indicador de estresse 

oxidativo resultante da produção de radicais livres e redução de reservas 

antioxidantes (SINGAL et al., 2000). Para avaliar a capacidade da DOX em induzir 

peroxidação lipídica nas células cardíacas H9c2 e em tecido e mitocôndrias 

cardíacas de camundongos da linhagem C57BL/6, a concentração de 

malondialdeído (MLDA), um dos produtos finais da peroxidação lipídica, foi 

determinada por TBARS. Uma curva de MLDA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 

diluída na proporção 1:2, foi utilizada como padrão, com concentração inicial de 0,78 

M e final de 50 M. 

As amostras (100 L) foram incubadas a 90°C por trinta minutos com 185 L 

da mistura de ácido acético (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluído a 50% em 

água destilada, ácido tiobarbitúrico (Merck KGaA, Darmstadt, HES, Germany) a 

1,3% em NaOH (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 0,3% e solução salina a 0,15 

M tamponada com fosfato, pH 7,2 (PBS), na proporção 1:1,5:1,2. Após o tempo de 

incubação, os tubos contendo as amostras foram colocados sobre gelo e 

centrifugados a 1000 G (H9c2) ou 9000 G (tecido e mitocôndrias cardíacas) por 10 

minutos a 4°C. A leitura da densidade óptica do sobrenadante foi realizada em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 532 nm.  

 

3.5.1 Peroxidação lipídica em células H9c2 tratadas com DOX 

 

Para avaliar a capacidade da DOX de promover peroxidação lipídica em 

células cardíacas, 105 células H9c2 foram plaqueadas por poço, em duplicatas, em 

placas para cultura de células de 24 poços. Após 24 horas de cultivo, foi feita a 

incubação com diferentes concentrações de DOX (50 a 400 μM) por 18 horas. Em 

seguida, todo o conteúdo do poço (sobrenadante e células) foi coletado. As células 

foram retiradas do fundo do poço após lavagem com PBS, por duas vezes, e 

incubação com solução de tripsina-EDTA a 0,05% por 5 minutos a 37°C. O bloqueio 

da ação enzimática foi efetuado com a adição de meio completo e, após coletadas, 

as células foram colocadas no mesmo tubo contendo os sobrenadantes previamente 
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coletados e centrifugadas a 300 G por 10 minutos a 4oC por duas vezes. Em 

seguida, o sobrenadante foi descartado e o sedimento suspenso em 200 L de PBS, 

100 L para a avaliação da peroxidação lipídica por TBARS e 100 L para a 

quantificação da concentração de proteína. A peroxidação lipídica foi representada 

pela concentração de MLDA, em micromolar (M), por miligrama de proteína. 

Para avaliar o possível efeito protetor dos antioxidantes sobre a peroxidação 

lipídica de células cardíacas tratadas com DOX, células H9c2 foram plaqueadas, 

conforme descrito acima, e tratadas com 500 ou 1000 M de Mito-T ou AL uma hora 

antes do tratamento com DOX na concentração de 400 M por 18 horas. 

 

3.5.2 Peroxidação lipídica de tecido e mitocôndrias cardíacas de camundongos 

C57BL/6 tratados com DOX 

 

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram submetidos a diferentes 

protocolos de tratamento com DOX e/ou antioxidantes conforme descrito na seção 

3.8. Após a eutanásia, os corações dos camundongos foram retirados e mantidos 

em solução de Ringer (154 mM de NaCl, 3,4 mM de KCl e 1,7 mM de CaCl2, pH 7,0 

- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 4°C. Em seguida, os corações foram 

pesados, fragmentados e lavados duas vezes por centrifugação a 179 G por 2 

minutos a 4°C para retirada do excesso de sangue. Aos fragmentos cardíacos foi 

acrescentado um volume de PBS de forma a manter a relação de 10% peso/volume 

(100 mg de tecido para cada 1 mL de PBS), os fragmentos foram triturados com o 

auxílio de um homogeneizador de tecidos (Omni Internacional, Kennesaw, GA, EUA) 

e centrifugados a 1000 G por 5 minutos a 4°C. Uma amostra de 100 L do 

sobrenadante foi coletada para a avaliação da peroxidação lipídica do tecido 

cardíaco e o restante do sobrenadante foi utilizado para obtenção de mitocôndrias 

cardíacas. 

Mitocôndrias cardíacas foram isoladas segundo protocolo descrito por 

Fernández-Vizarra e colaboradores (2010), com pequenas modificações. Todas as 

etapas foram realizadas a 4°C. Ao sobrenadante do homogenato cardíaco foram 

acrescentados 600 L de tampão de isolamento de mitocôndria [225 mM de manitol 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), 75 mM de sacarose (Sigma-Aldrich, St. Louis, 



41 
 

MO, EUA), 10 mM de Tris-HCl (Vetec Química Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ), 1 

mM de ácido etilenoglicol tetracético - EGTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 

0,1% de albumina sérica bovina - BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)], pH 7,4 

e o sedimento bruto rico em mitocôndrias foi obtido por centrifugação a 9000 G por 

10 minutos. Foram realizadas mais duas centrifugações a 15000 G por 2 minutos em 

tampão para isolamento de mitocôndrias e o sedimento foi suspenso em 350 L de 

PBS, sendo 200 L utilizados para a avaliação da peroxidação lipídica e 100 L para 

quantificação da concentração de proteínas na amostra. 

 

3.6 Quantificação da concentração de proteínas 

 

A concentração de proteínas nas amostras de células H9c2 e de mitocôndrias 

cardíacas de camundongos C57BL/6, utilizadas para a detecção de peroxidação 

lipídica, foi determinada pelo método de Lowry e colaboradores (1951). Uma curva 

de BSA com concentração inicial de 0,1 mg/mL e final de 6,4 mg/mL, diluída na 

proporção 1:2, foi utilizada como padrão e PBS foi utilizado como branco do ensaio.  

As amostras, em PBS, a curva padrão de BSA e o branco do ensaio (100 L) 

foram incubados com 1 mL da mistura de reagentes A+B+C [A: 50 mL de carbonato 

de sódio a 0,125 M com 0,2 g de hidróxido de sódio;  B: 0,5 mL de tartarato de sódio 

e potássio a 2% em água; C: 0,5 mL de sulfato de cobre a 1% em água  (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA)] por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 µL 

do reagente fenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluído em água na proporção 

1:1 e os tubos foram mantidos protegidos da luz por 30 minutos a temperatura 

ambiente. A leitura da densidade óptica foi realizada em espectrofotômetro com 

comprimento de onda de 750 nm. 

 

3.7 Determinação quantitativa da atividade da creatina quinase (CK) no soro 

 

A avaliação da atividade sérica da creatina quinase (CK), dentre outros 

marcadores, tem sido utilizada clinicamente como parâmetro para o diagnóstico de 

doenças cardíacas (DAOSUKHO et al., 2007). A CK está presente no cérebro, 

músculo esquelético e no músculo cardíaco e existem três isoformas compostas de 
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duas subunidades cada: a CK-BB que está associada a lesão cerebral e pulmonar, 

CK-MM que está associada a lesões de músculo esquelético e a CK-MB, associada 

a lesões cardíacas (ADAMS et al., 1993; PACHER et al., 2003). Neste trabalho foi 

avaliada a atividade sérica de CK total, que indica lesão nas células de qualquer um 

dos tecidos listados acima, e de CK-MB, cuja elevação indica lesão de células 

cardíacas. 

Para avaliar a atividade sérica da CK, amostras de sangue dos camundongos 

foram coletadas no momento da eutanásia, imediatamente após a retirada do 

coração dos animais. Após coletado, o sangue foi centrifugado a 1200 G, por 20 

minutos, a 4°C. O soro foi coletado e armazenado a 4°C até o momento da análise, 

realizada sempre no mesmo dia da coleta. A atividade sérica da CK foi determinada 

por metodologia cinética UV com a utilização de dois kits da Gold Analisa 

Diagnóstica Ltda (Belo Horizonte, MG): CK total, para determinação da creatina 

quinase total e CK-MB, para determinação da isoenzima MB da creatina quinase. 

No momento da análise as amostras foram diluídas em solução salina, na 

proporção 1:5 e misturadas ao tampão do kit, na proporção de uma parte de amostra 

para 50 partes de tampão (CK total) ou uma parte de amostra para 20 partes de 

tampão (CK-MB). A atividade sérica da CK foi avaliada em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 340 nm a 37°C.  

Para a quantificação da atividade de CK total foram realizadas quatro leituras 

de cada amostra, exatamente após 2, 3, 4 e 5 minutos de incubação do soro com o 

tampão a 37°C. Para o cálculo da atividade utilizou-se a fórmula: 

 

U/L de CK total = A/minuto médio x Fator (CK total) 

 
Onde:  

A/minuto = variação média da absorbância por minuto 
Fator (CK total) = valor fixo definido pela seguinte fórmula: 
 

 
 

Onde: 
Vt = volume total do ensaio 
1000 = conversão de U/mL para U/L 

 = absorbância milimolar do NADPH em 340 nm 
Va = volume de amostra 
d = espessura da cubeta, via da luz 
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A quantificação da atividade de CK-MB foi determinada a partir da realização 

de duas leituras de cada amostra, exatamente após 5 e 10 minutos de incubação do 

soro com o tampão a 37°C. Para o cálculo da atividade utilizou-se a fórmula: 

 

U/L de CK-MB = A do teste x Fator (CK-MB) 

 
Onde: 

A do teste = absorbância aos 10 minutos – absorbância aos 5 minutos 
Fator (CK-MB) = valor fixo definido pela seguinte fórmula: 
 

 
 

Onde: 
2 = a fração MB é o dobro da fração B dosada 
5 = o fator é dividido por 5 para corrigir o tempo de reação de 5 para 1 minuto 
 

3.8 Avaliação da cardiotoxicidade induzida pela DOX e do efeito cardioprotetor 

dos antioxidantes em camundongos C57BL/6 

 

Antes de avaliar o efeito cardioprotetor dos antioxidantes foi necessário 

determinar o tempo adequado para a avaliação dos parâmetros indicativos de 

cardiotoxicidade induzida pela DOX e a dose de DOX mais efetiva para induzir tal 

toxicidade. 

 

3.8.1 Determinação do tempo adequado para análise da cardiotoxicidade aguda 

induzida pela DOX 

 

A administração de dose única de DOX em camundongos tem sido referida 

na literatura por resultar em mortalidade a partir de três dias do tratamento com o 

quimioterápico (DHINGRA et al., 2014; LI et al., 2006). Diante disso, foram avaliados 

neste trabalho os tempos de 24 e 48 horas para definir o tempo mais adequado para 

a avaliação dos parâmetros indicativos de cardiotoxicidade em camundongos. 

Camundongos foram pesados e receberam a dose de 20 mg/kg de DOX na 

cavidade peritoneal. Essa dose foi escolhida por ser uma das mais referidas na 

literatura como indutora de cardiotoxicidade, em dose única, em diversas linhagens 
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de camundongos (KIM et al., 2007; LI et al., 2006; RIAD et al., 2009). Após 24 e 48 

horas, os animais foram novamente pesados e eutanasiados para detecção de 

peroxidação lipídica no tecido e em mitocôndrias cardíacas, e para determinação 

quantitativa da atividade sérica de creatina quinase (CK), indicativa de lesão 

cardíaca. A variação do peso corpóreo apresentada pelos animais ao longo do 

experimento também foi registrada, por ser uma variável constantemente utilizada 

como indicador do estado geral de saúde de animais submetidos ao tratamento com 

quimioterápicos (ROZADOS et al., 2008). O peso corpóreo dos animais no início do 

experimento foi considerado como 100% e foi calculado o percentual do peso dos 

animais no final do experimento em relação ao peso inicial (KANG et al., 2002). O 

efeito da administração da dose de 24 mg/kg de DOX também foi avaliado. 

 

3.8.2 Avaliação do efeito cardioprotetor do Mito-T e AL 

 

Inicialmente foi avaliado o efeito cardioprotetor do Mito-T e se este 

antioxidante sozinho causaria alguma toxicidade cardíaca aos animais. Doses 

variadas do antioxidante foram avaliadas, tanto em administração única, quanto em 

administração por até três dias seguidos, conforme descrito abaixo. O AL foi 

utilizado apenas nos protocolos de tratamento com administração por dias seguidos 

e doses elevadas e teve o óleo de amendoim (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 

como veículo para as administrações. 

O primeiro protocolo de tratamento consistiu na administração da dose única 

de 5 mg/kg de Mito-T 24 horas antes do tratamento com DOX. Camundongos 

receberam uma injeção intraperitoneal de salina ou Mito-T na dose de 5 mg/kg e, 

após 24 horas, foram tratados com DOX na dose de 24 mg/kg pela mesma via. A 

eutanásia foi realizada 48 horas após o tratamento com DOX para avaliação da 

variação ponderal, atividade sérica de CK e peroxidação lipídica do tecido e 

mitocôndrias cardíacas (Figura 5). 
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Figura 5. Desenho experimental do tratamento de camundongos com a dose única de 5 mg/kg 
de Mito-TEMPO (Mito-T) e doxorrubicina (DOX). 

 

Como em alguns regimes de tratamento as substâncias cardioprotetoras são 

administradas mais de uma vez e/ou juntamente com o quimioterápico, um segundo 

protocolo foi avaliado consistindo na administração do Mito-T duas vezes, 48 e 24 

horas antes do tratamento com DOX. Camundongos receberam uma injeção 

intraperitoneal de salina ou Mito-T na dose de 5 mg/kg por dois dias consecutivos e, 

24 horas após a última injeção, foram tratados com DOX na dose de 24 mg/kg pela 

mesma via. A eutanásia foi realizada 48 horas após o tratamento com DOX (Figura 

6). 

 

 

Figura 6. Desenho experimental do tratamento de camundongos com duas doses de 5 mg/kg 
de Mito-TEMPO (Mito-T) e uma dose de doxorrubicina (DOX). 

 

 

O potencial cardioprotetor da administração do Mito-T na dose de 12,5 mg/kg 

e AL na dose de 120 mg/kg, por três vezes em dias seguidos, 24 horas antes, no 

mesmo dia e 24 horas após o tratamento com DOX também foi avaliado (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Desenho experimental do tratamento de camundongos com três doses de Mito-
TEMPO (Mito-T, 12,5 mg/kg) ou ácido lipoico (AL, 120 mg/kg) e uma dose de doxorrubicina 
(DOX). 
 

O último protocolo consistiu no tratamento dos camundongos com as doses 

de 20 ou 200 mg/kg de Mito-T e AL, respectivamente, 24 horas antes e no mesmo 

dia da administração da DOX (Figura 8). 
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Figura 8. Desenho experimental do tratamento de camundongos com duas doses de Mito-
TEMPO (Mito-T, 20 mg/kg) ou ácido lipoico (AL, 200 mg/kg) e uma dose de doxorrubicina 
(DOX). 
 

3.9 Modelo experimental de indução de melanoma  

 

Foram avaliados três modelos de indução de melanoma utilizando células 

tumorais B16F10 em camundongos da linhagem C57BL/6. Todos os modelos 

consistiram na administração das células B16F10 pela via subcutânea diferindo 

apenas o local e a quantidade de células injetadas.  

Um dos modelos consistiu na injeção de 5 x 105 células de melanoma no 

dorso de cada  animal (OTÁLORA et al., 2008), o outro na injeção de 105 células na 

pata esquerda (FELESZKO et al., 2002) e o terceiro na administração de 106 células 

na axila direita (COSTA et al., 2015). Os animais foram observados diariamente para 

o acompanhamento do crescimento tumoral e realização de eutanásia antes do 

primeiro óbito, caso fosse constatado grande desconforto dos animais em virtude do 

tamanho do tumor. Os animais foram pesados no início e final do experimento e o 

tumor dissecado e pesado após a eutanásia. O peso final dos animais foi calculado 

subtraindo-se o peso do tumor do peso do animal no final do experimento, conforme 

descrito por Zhang e colaboradores (2010). 

 

3.9.1 Tratamento quimioterápico com DOX e interferência do AL na atividade 

antineoplásica da DOX 

 

Uma suspensão contendo 106 células de melanoma foi injetada na axila 

direita de camundongos C57BL/6 pela via subcutânea. Após cinco dias, os animais 

foram tratados com DOX na dose de 6 mg/kg, por quatro vezes, com intervalo de 
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três dias entre as administrações. A definição da dose de DOX para o tratamento 

com administrações fracionadas foi baseado na dose de 24 mg/kg, utilizada nos 

experimentos anteriores de indução de cardiotoxicidade no modelo agudo. Um 

tratamento com AL na dose de 200 mg/kg também foi realizado quatro vezes, 24 

horas antes da DOX. A eutanásia foi realizada 48 horas após a última administração 

de DOX para avaliação da variação ponderal e crescimento tumoral (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Desenho experimental do tratamento de camundongos com melanoma com quatro 
doses de ácido lipoico (AL, 200 mg/kg) 24 horas antes da doxorrubicina (DOX, 6 mg/kg). 

 

 

Outro protocolo de tratamento consistiu na redução do número de injeções de 

DOX, com manutenção da dose cumulativa de 24 mg/kg, e aumento do número de 

injeções e da dose cumulativa de AL. Camundongos receberam uma injeção 

contendo 106 células de melanoma e após quatro dias, foram tratados com DOX na 

dose de 8 mg/kg, por três vezes, com intervalo de quatro dias entre as 

administrações. O tratamento com AL na dose de 120 mg/kg foi realizado 24 horas 

antes, no mesmo dia e 24 horas após cada administração de DOX (Figura 10).  

 

  

Figura 10. Desenho experimental do tratamento de camundongos com melanoma com nove 
doses de ácido lipoico (AL, 120 mg/kg) e três doses de doxorrubicina (DOX, 8 mg/kg). 
 

3.10 Análise estatística 

 

Todos os dados foram analisados utilizando o programa Prisma versão 5.01. 

A significância das diferenças nos resultados obtidos foi estimada pelo teste de 

Kruskal-Wallis e a probabilidade das diferenças entre os resultados observados em 
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diferentes grupos serem devido ao acaso foi avaliada pelo teste de Dunn. Diferenças 

estatísticas foram consideradas significativas para p0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação da atividade antioxidante do Mito-T e do AL pelo método do 

DPPH 

 

A atividade antioxidante (AA) do Mito-T e do AL foi avaliada utilizando o 

método do DPPH que permite verificar a capacidade de substâncias em inibir a 

formação de radicais livres.  

O Mito-T apresentou 63% de atividade antioxidante na concentração de 400 

M enquanto o maior valor de atividade antioxidante do AL foi 29,1%. O BHT, 

utilizado como padrão para o ensaio do DPPH, apresentou atividade de 94,5% na 

maior concentração avaliada (Figura 11). 
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Figura 11. Percentual de atividade antioxidante do Mito-TEMPO (Mito-T) e ácido lipoico (AL) 

avaliada pelo método do DPPH. Percentual de atividade antioxidante do Mito-T e AL (25 - 400 M) 
após 90 minutos de incubação com solução metanólica de DPPH. BHT foi utilizado como padrão para 
o ensaio. Cada ponto representa a média da atividade antioxidante da triplicata.  

   

 

4.2 Determinação da curva concentração-resposta das células cardíacas H9c2 

ao tratamento com DOX, Mito-T e AL 
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A capacidade da doxorrubicina em reduzir a viabilidade de células cardíacas 

da linhagem H9c2 foi avaliada utilizando o Alamar Blue que contém um indicador 

redox. 

O efeito do tratamento com DOX pelo período de 24 horas sobre a viabilidade 

das células cardíacas é observado na Figura 12. A DOX apresentou toxicidade para 

as células cardíacas com valor de CI50 e intervalo de confiança de 95% de 40,83 M 

(28,64 – 58,21). 
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Figura 12. Curva concentração-resposta de doxorrubicina (DOX) em células H9c2. Cada coluna 
representa a viabilidade média da cultura celular em relação ao controle (células que não receberam 
DOX). A cada grupo foi administrada uma concentração diferente de DOX por 24 horas. Foi 
considerada como viabilidade celular máxima (100%) a viabilidade média dos poços que não 
receberam DOX. A viabilidade celular 48 horas após a administração da DOX foi avaliada utilizando o 
ensaio do Alamar Blue. Foram realizados quatro experimentos em triplicatas. * p<0,05 ** p<0,01 *** 
p<0,001 em relação ao grupo controle (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn).  

 
 

Não foi observada diferença na viabilidade das células H9c2 tratadas com 

diferentes concentrações de Mito-T e AL, demonstrando que, nas condições 

avaliadas, os dois antioxidantes não são tóxicos para células cardíacas (Figuras 13 

e 14). 
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Figura 13. Curva concentração-resposta do Mito-TEMPO (Mito-T) em células H9c2. Cada coluna 
representa a viabilidade média da cultura celular em relação ao controle (células que não receberam 
Mito-TEMPO). A cada grupo foi administrada uma concentração diferente de Mito-T por 24 horas. Foi 
considerada como viabilidade celular máxima (100%) a viabilidade média dos poços que não 
receberam Mito-T. A viabilidade celular 72 horas após a administração do Mito-T foi avaliada 
utilizando o ensaio do Alamar Blue. Foram realizados dois experimentos em quadruplicatas. 
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Figura 14. Curva concentração-resposta do ácido lipoico (AL) em células H9c2. Cada coluna 
representa a viabilidade média da cultura celular em relação ao controle (células que não receberam 
AL). A cada grupo foi administrada uma concentração diferente de AL por 24 horas. Foi considerada 
como viabilidade celular máxima (100%) a viabilidade média dos poços que não receberam AL. A 
viabilidade celular 72 horas após a administração do AL foi avaliada utilizando o ensaio do Alamar 
Blue. 

 

4.3 Avaliação da peroxidação lipídica induzida pela DOX em células H9c2 por 

TBARS 

 

A capacidade da DOX de promover peroxidação lipídica em células cardíacas 

foi avaliada por TBARS. 

A concentração de MLDA foi significativamente mais elevada nas células 

tratadas com 200 e 400 M de DOX indicando a ocorrência de peroxidação lipídica 

(Figura 15). Como o tratamento com 400 M apresentou resultados mais 
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reprodutíveis e maior diferença em comparação ao grupo controle, essa 

concentração foi escolhida para os demais experimentos.  
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Figura 15. Peroxidação lipídica de células H9c2 tratadas com doxorrubicina (DOX). Cada coluna 
representa a concentração de malondialdeído (MLDA) ajustada pela concentração de proteína. A 
cada grupo foi administrada uma concentração diferente de DOX por 18 horas. * p<0,05 ** p<0,01 em 
relação ao grupo controle (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
 

4.4 Avaliação do efeito protetor do Mito-T e AL sobre a toxicidade da DOX em 

células H9c2 

 

O efeito protetor do Mito-T e AL sobre a toxicidade induzida pela DOX foi 

avaliado utilizando os ensaios do Alamar Blue e TBARS.  

O pré-tratamento das células cardíacas com Mito-T não resultou em aumento 

da viabilidade e aumentou a toxicidade da DOX a partir da concentração de 400 M 

(Figura 16). 
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com Mito-TEMPO (Mito-T) sobre a viabilidade de células 
H9c2 tratadas com doxorrubicina (DOX). Cada coluna representa a viabilidade média da cultura 
celular em relação ao controle (células que não receberam Mito-T nem DOX). A cada grupo foi 

administrada uma concentração diferente de Mito-T uma hora antes da DOX (40 M) por 24 horas. 
Foi considerada como viabilidade celular máxima (100%) a viabilidade média dos poços que não 
receberam tratamento. A viabilidade celular 24 horas após a administração da DOX foi avaliada 
utilizando o ensaio do Alamar Blue. * p<0,05 ** p<0,01 ***p<0,001 em relação ao grupo controle. # 
p<0,05 # # p<0,01 em relação ao grupo que recebeu apenas DOX (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste 
de Dunn).  
 

 

Por outro lado, não houve diferença na viabilidade das células cardíacas pré-

tratadas com AL em relação ao tratamento apenas com DOX (Figura 17) 

demonstrando que, nas condições avaliadas, o AL não interferiu na toxicidade da 

DOX para tais células.  
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com ácido lipoico (AL) sobre a viabilidade de células H9c2 
tratadas com doxorrubicina (DOX). Cada coluna representa a viabilidade média da cultura celular 
em relação ao controle (células que não receberam AL nem DOX). A cada grupo foi administrada 
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uma concentração diferente de AL uma hora antes da DOX (40 M) por 24 horas. Foi considerada 
como viabilidade celular máxima (100%) a viabilidade média dos poços que não receberam 
tratamento. A viabilidade celular 24 horas após a administração da DOX foi avaliada utilizando o 
ensaio do Alamar Blue. 

 
 

O efeito protetor dos antioxidantes sobre a peroxidação lipídica induzida pela 

DOX também foi avaliado. O pré-tratamento das células cardíacas com os dois 

antioxidantes não reduziu a peroxidação lipídica induzida pela DOX (Figura 18). 
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Figura 18. Peroxidação lipídica de células H9c2 pré-tratadas com Mito-TEMPO (Mito-T) ou 
ácido lipoico (AL) e tratadas com doxorrubicina (DOX). Cada coluna representa a concentração 
de malondialdeído (MLDA) ajustada pela concentração de proteína. As células foram incubadas com 

Mito-T ou AL (500 ou 1000 M) uma hora antes do tratamento com DOX (400 M) por 18 horas. ** 
p<0,01 em relação ao grupo controle (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 

 

4.5 Determinação do tempo adequado para a avaliação da cardiotoxicidade 

aguda induzida pela DOX in vivo 

 

A toxicidade geral induzida pela DOX em camundongos tratados com a dose 

de 20 mg/kg foi inicialmente avaliada pela perda de peso dos animais. Os animais 

que receberam a droga apresentaram uma redução significativa de peso após 48 

horas (Figura 19). 
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Figura 19. Variação ponderal de camundongos submetidos ao tratamento com doxorrubicina 
(DOX) por 24 e 48 horas. Camundongos receberam uma injeção intraperitoneal de salina ou 20 
mg/kg de DOX. Os animais foram pesados no dia da injeção e no momento da eutanásia (24 ou 48 
horas pós-DOX). O peso dos animais no dia da injeção foi considerado como 100% e foi calculado o 
percentual do peso dos animais no final do experimento em relação ao peso inicial. Cada símbolo 
representa o resultado de um animal e as linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. 
** p<0,01 (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 

 
 

Nenhuma diferença na atividade sérica de CK total e CK-MB, mais específica 

para indicar lesão cardíaca, foi observada nos tempos avaliados (Figura 20). 
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Figura 20. Atividade sérica de creatina quinase (CK) total (A) e CK-MB (B) 24 e 48 horas pós-
doxorrubicina (DOX). Camundongos receberam uma injeção intraperitoneal de salina ou 20 mg/kg 
de DOX. Cada símbolo representa o resultado de um animal. As linhas horizontais representam as 
medianas de cada grupo. 

 

 

A capacidade da DOX de promover peroxidação lipídica no tecido e em 

mitocôndrias cardíacas foi avaliada pela técnica de TBARS. Não foi observado 

aumento na concentração de MLDA no tecido cardíaco, entretanto, a concentração 

deste produto de peroxidação lipídica foi significativamente mais elevada nas 

mitocôndrias cardíacas 48 horas pós-DOX (Figura 21). 
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Figura 21. Peroxidação lipídica de tecido (A) e mitocôndrias cardíacas (B) 24 e 48 horas pós-
doxorrubicina (DOX). Camundongos foram tratados pela via intraperitoneal com DOX (20 mg/kg) ou 
salina. Cada símbolo representa a concentração de malondialdeído (MLDA) nas amostras de cada 
animal. As linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. ** p<0,01 (Kruskal-Wallis, 
seguido pelo teste de Dunn). 

 

 

Em virtude das doses de DOX utilizadas na literatura serem muito variadas e 

da cardiotoxicidade não ter sido evidenciada em todos os parâmetros avaliados com 

a dose de 20 mg/kg, novos experimentos foram conduzidos utilizando a dose de 24 

mg/kg. Houve redução significativa do peso corpóreo dos animais 48 horas após o 

tratamento com DOX na dose de 24 mg/kg (Figura 22). 
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Figura 22. Variação ponderal de camundongos submetidos ao tratamento com doxorrubicina 
(DOX). Camundongos receberam uma injeção intraperitoneal de salina ou 24 mg/kg de DOX. Os 
animais foram pesados no dia da injeção e no momento da eutanásia (24 ou 48 horas pós-DOX). O 
peso dos animais no dia da injeção foi considerado como 100% e foi calculado o percentual do peso 
dos animais no final do experimento em relação ao peso inicial. Cada símbolo representa o resultado 
de um animal e as linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. *** p<0,001 (Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
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As atividades séricas de CK total e CK-MB foram superiores nos animais 

tratados com DOX após 48 horas, indicando lesão das células cardíacas (Figura 23). 
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Figura 23. Atividade sérica de creatina quinase (CK) total (A) e CK-MB (B) 24 e 48 horas pós-
doxorrubicina (DOX, 24 mg/kg). Camundongos receberam uma injeção intraperitoneal de salina ou 
DOX. Cada símbolo representa o resultado de um animal. As linhas horizontais representam as 
medianas de cada grupo. * p<0,05 (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 

 

 

A concentração de MLDA foi significativamente mais elevada no tempo de 48 

horas, tanto no tecido quanto em mitocôndrias cardíacas (Figura 24). 
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Figura 24. Peroxidação lipídica de tecido (A) e mitocôndrias cardíacas (B) 24 e 48 horas pós-
doxorrubicina (DOX, 24 mg/kg). Camundongos foram tratados pela via intraperitoneal com DOX ou 
salina. Cada símbolo representa a concentração de malondialdeído (MLDA) nas amostras de cada 
animal. As linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. * p<0,05 ** p<0,01 (Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 

 

 

O aumento da dose de DOX em 20%, passando de 20 mg/kg para 24 mg/kg, 

resultou em redução significativa de peso dos animais, elevação da atividade sérica 

de CK-total e CK-MB e aumento da peroxidação lipídica do tecido e mitocôndrias 
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cardíacas 48 horas após o tratamento. Diante da confirmação da cardiotoxicidade 

induzida pela administração de DOX, o efeito cardioprotetor dos antioxidantes foi 

avaliado utilizando os mesmos parâmetros. 

 

4.6 Avaliação do efeito cardioprotetor do Mito-T e AL in vivo 

 

O efeito do Mito-T sobre os parâmetros indicativos de caridotoxicidade em 

camundongos foi inicialmente avaliado a fim de verificar se este antioxidante 

causaria alguma toxicidade cardíaca ou conferiria cadioproteção em animais 

tratados com DOX. O pré-tratamento com a dose única de 5 mg/kg de Mito-T não 

impediu a redução de peso dos animais induzida pela DOX, entretanto, esse 

antioxidante também não causou alteração neste parâmetro quando foi feita a 

comparação entre os animais tratados apenas com Mito-T e os animais do grupo 

salina (Figura 25).  
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Figura 25. Variação ponderal de camundongos submetidos ao tratamento com Mito-TEMPO 
(Mito-T) e/ou doxorrubicina (DOX). Camundongos receberam uma injeção intraperitoneal de salina 
ou 5 mg/kg de Mito-T e, após 24 horas, uma injeção intraperitoneal de salina ou  24 mg/kg de DOX. 
Os animais foram pesados no dia da injeção do Mito-T e no momento da eutanásia (48 horas pós-
DOX). O peso dos animais no dia da injeção do Mito-T foi considerado como 100% e foi calculado o 
percentual do peso dos animais no final do experimento em relação ao peso inicial. Cada símbolo 
representa o resultado de um animal e as linhas horizontais representam as medianas de cada grupo.  
* p<0,05 ** p<0,01 (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
 

 

As atividades séricas de CK-total e CK-MB foram similares entre os animais 

do grupo controle e os que foram tratados apenas com o Mito-T e este parâmetro 
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também não foi alterado quando realizada a comparação entre os animais tratados 

com DOX e os que foram pré-tratados com Mito-T (Figura 26). 
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Figura 26. Atividade sérica de creatina quinase (CK) total (A) e CK-MB (B) de animais tratados 
com Mito-TEMPO (Mito-T, 5 mg/kg) e/ou doxorrubicina (DOX, 24 mg/kg). Cada símbolo 
representa o resultado de um animal. As linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. 
* p<0,05 ** p<0,01 (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
 

 

O Mito-T não reduziu a concentração de MLDA no tecido cardíaco dos 

animais tratados com DOX indicando ausência de proteção contra peroxidação 

lipídica (Figura 27). 

 

Salina Mito-T Mito-T+DOX DOX
0.0

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

**

*

*

M
L

D
A

 (


M
/m

g
 d

e
 t

e
c

id
o

)

 
 
Figura 27. Peroxidação lipídica do tecido cardíaco de animais tratados com Mito-TEMPO (Mito-
T, 5 mg/kg) e/ou doxorrubicina (DOX, 24 mg/kg). Cada símbolo representa a concentração de 
malondialdeído (MLDA) no tecido de cada animal. As linhas horizontais representam as medianas de 
cada grupo. * p<0,05 ** p<0,01 (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
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Visando verificar se seria possível observar-se uma ação cardioprotetora do 

Mito-T administrando-se mais de uma dose, o antioxidante foi injetado duas vezes, 

24 horas antes e no mesmo dia do tratamento com DOX. Foram utilizadas as doses 

de 5 mg/kg de Mito-T e 24 mg/kg de DOX com eutanásia 48 horas pós-DOX. 

Os animais que receberam duas doses de Mito-T apresentaram peso 

corpóreo e concentração de CK similares aos animais do grupo salina. 

Semelhantemente, não foi observada diferença nesses dois parâmetros entre os 

animais tratados com DOX e pré-tratados ou não com duas doses de Mito-T (Figuras 

28 e 29). 

 

Salina Mito-T Mito-T+DOX DOX
0

70

80

100

120

*
***

%
 P

e
s

o
 c

o
rp

ó
re

o
 i

n
ic

ia
l

 
 
Figura 28. Variação ponderal de camundongos submetidos ao tratamento com duas doses de 
Mito-TEMPO (Mito-T) e/ou doxorrubicina (DOX). Camundongos receberam uma injeção 
intraperitoneal de salina ou Mito-T (5 mg/kg) durante dois dias consecutivos e,  24 horas após a 
última dose, uma injeção intraperitoneal de salina ou DOX  (24 mg/kg). Os animais foram pesados no 
dia da primeira injeção do Mito-TEMPO e no momento da eutanásia (48 horas pós-DOX). O peso dos 
animais no início do experimento foi considerado como 100% e foi calculado o percentual do peso 
dos animais no final do experimento em relação ao peso inicial. Cada símbolo representa o resultado 
de um animal e as linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. * p<0,05 *** p<0,001 
(Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
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Figura 29. Atividade sérica de creatina quinase (CK) total (A) e CK-MB (B) de animais tratados 
com duas doses de Mito-TEMPO (Mito-T, 5 mg/kg) e/ou doxorrubicina (DOX, 24 mg/kg). Cada 
símbolo representa o resultado de um animal. As linhas horizontais representam as medianas de 
cada grupo. ** p<0,01 *** p<0,001 (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
 
 

A administração de duas doses de Mito-T promoveu redução da peroxidação 

de mitocôndrias cardíacas induzida pela DOX (Figura 30). 
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Figura 30. Peroxidação lipídica de tecido (A) e mitocôndrias cardíacas (B) de animais tratados 
com duas doses de Mito-TEMPO (Mito-T, 5 mg/kg) e/ou doxorrubicina (DOX, 24 mg/kg). Cada 
símbolo representa a concentração de malondialdeído (MLDA) nas amostras de cada animal. As 
linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. * p<0,05 *** p<0,001 (Kruskal-Wallis, 
seguido pelo teste de Dunn). 

 

 

Diante da utilização de doses superiores a 5 mg/kg de Mito-T para promover 

redução do estresse oxidativo em outros modelos experimentais descritos na 

literatura (DICKEY et al. 2013; PATIL et al. 2014), outros protocolos de tratamento 

utilizando doses elevadas de Mito-T foram avaliados neste trabalho. Além disso, o 

efeito cardioprotetor do ácido lipoico também foi avaliado. 

O tratamento dos animais com três administrações de Mito-T ou AL nas doses 

de 12,5 e 120 mg/kg, respectivamente, não foi capaz de impedir a redução de peso 

corpóreo e nem a elevação da atividade sérica de CK induzidas pela DOX (Figuras 

31 e 32).  
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Figura 31. Variação ponderal de camundongos submetidos ao tratamento com três doses de 
Mito-TEMPO (Mito-T) ou ácido lipoico (AL) e/ou doxorrubicina (DOX). Camundongos receberam 
uma injeção intraperitoneal de salina, Mito-T (12,5 mg/kg) ou AL (120 mg/kg), 24 horas antes, no 
mesmo dia e 24 horas após a administração de DOX (24 mg/kg). Os animais foram pesados no dia 
da primeira injeção e no momento da eutanásia (48 horas pós-DOX). O peso dos animais no início do 
experimento foi considerado como 100% e foi calculado o percentual do peso dos animais no final do 
experimento em relação ao peso inicial. Cada símbolo representa o resultado de um animal e as 
linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. * p<0,05 ** p<0,01 (Kruskal-Wallis, 
seguido pelo teste de Dunn). 
 

 

Salina Mito-T+DOX AL+DOX DOX
0

2000

4000

6000

8000

10000
**

A

C
K

 t
o

ta
l 

(U
/L

)

Salina Mito-T+DOX AL+DOX DOX
0

400

800

1200
**B

**

C
K

-M
B

 (
U

/L
)

 
 
Figura 32. Atividade sérica de creatina quinase (CK) total (A) e CK-MB (B) de animais tratados 
com três doses de Mito-TEMPO (Mito-T) ou ácido lipoico (AL) e/ou doxorrubicina (DOX). Cada 
símbolo representa o resultado de um animal. As linhas horizontais representam as medianas de 
cada grupo. ** p<0,01 (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
 

 

Todos os animais tratados com DOX apresentaram peroxidação lipídica do 

tecido cardíaco similar, independente do tratamento com Mito-T ou AL (Figura 33).  
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Figura 33. Peroxidação lipídica do tecido cardíaco de animais tratados com três doses de Mito-
TEMPO (Mito-T) ou ácido lipoico (AL) e/ou doxorrubicina (DOX). Cada símbolo representa a 
concentração de malondialdeído (MLDA) no tecido de cada animal. As linhas horizontais representam 
as medianas de cada grupo. ** p<0,01 *** p<0,001 (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 
 

 

A dose dos antioxidantes foi aumentada mais uma vez e os mesmos 

parâmetros foram avaliados em animais tratados com Mito-T e AL nas doses de 20 

mg/kg e 200 mg/kg, respectivamente. O tratamento foi realizado 24 horas antes e no 

mesmo dia da administração da DOX e os animais foram eutanasiados 48 horas 

pós-DOX.  

Não foi observada diferença no peso corpóreo dos animais tratados com DOX 

independente da administração dos antioxidantes (Figura 34). 
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Figura 34. Variação ponderal de camundongos submetidos ao tratamento com duas doses de 
Mito-TEMPO (Mito-T, 20 mg/kg) ou ácido lipoico (AL, 200 mg/kg) e/ou doxorrubicina (DOX). 
Camundongos receberam uma injeção intraperitoneal de salina, Mito-T ou AL, 24 horas antes e no 
mesmo dia da administração de DOX (24 mg/kg). Os animais foram pesados no dia da primeira 
injeção e no momento da eutanásia (48 horas pós-DOX). O peso dos animais no início do 
experimento foi considerado como 100% e foi calculado o percentual do peso dos animais no final do 
experimento em relação ao peso inicial. Cada símbolo representa o resultado de um animal e as 
linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. * p<0,05 ** p<0,01 *** p<0,001 (Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dunn).  
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O tratamento com os dois antioxidantes impediu a elevação da atividade 

sérica de CK total indicando possível efeito cardioprotetor destes antioxidantes 

(Figura 35). 
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Figura 35. Atividade sérica de creatina quinase (CK) total (A) e CK-MB (B) de animais tratados 
com duas doses de Mito-TEMPO (Mito-T, 20 mg/kg) ou ácido lipoico (AL, 200 mg/kg) e/ou 
doxorrubicina (DOX). Cada símbolo representa o resultado de um animal. As linhas horizontais 
representam as medianas de cada grupo. * p<0,05 ** p<0,01 (Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de 
Dunn). 
 

4.7 Padronização do modelo experimental de indução de melanoma em 

camundongos C57BL/6 

 

Os modelos subcutâneos de indução de melanoma no dorso e na pata de 

camundongos da linhagem C57BL/6 foram inicialmente testados, mas não 

apresentaram resultados reprodutíveis. A administração das células tumorais no 

dorso resultou, em muitos animais, no espalhamento do tumor ao longo da região 

dificultando a dissecção e mensuração do peso do tumor. Por outro lado, nem todos 

os animais que receberam as células de melanoma na pata desenvolveram o tumor. 

Diante disso, foi padronizado outro modelo com administração das células tumorais 

pela via subcutânea na axila dos camundongos.  

A administração de uma suspensão contendo 106 células de melanoma 

B16F10 na axila dos camundongos resultou no desenvolvimento de tumor localizado 

em todos os animais. O acompanhamento do crescimento tumoral foi realizado por 

observação diária dos animais para verificação da ocorrência de óbitos ou grande 
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desconforto em virtude do tamanho do tumor. Não foi necessário realizar eutanásia 

precoce e nem ocorreram óbitos até o décimo sexto dia de experimento, tempo 

necessário para a realização do tratamento quimioterápico com DOX nos dois 

protocolos testados neste trabalho. 

 

4.8 Padronização do tratamento quimioterápico de camundongos C57BL/6 com 

DOX e avaliação da interferência do AL na atividade antineoplásica da DOX 

  

Com o estabelecimento do modelo experimental de melanoma localizado, foi 

avaliado um protocolo de tratamento com DOX com administração em doses 

fracionadas e se o AL interfere na atividade antineoplásica do quimioterápico. Por 

questões técnicas, não foi possível realizar os experimentos para avaliação da 

interferência do Mito-T na atividade antineoplásica da DOX. 

Todos os camundongos que receberam a suspensão de células de melanoma 

apresentaram redução significativa de peso corpóreo ao final do experimento 

quando comparados aos animais do grupo controle (Figura 36). 
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Figura 36. Variação ponderal de camundongos com melanoma submetidos ao tratamento com 
quatro doses de ácido lipoico (AL) e/ou doxorrubicina (DOX). Camundongos receberam uma 
injeção subcutânea com 10

6
 células de melanoma na axila direita e foram tratados com AL e/ou DOX 

conforme descrito na metodologia. Cada símbolo representa o resultado de um animal e as linhas 
horizontais representam as medianas de cada grupo. * p<0,05 ** p<0,01 (Kruskal-Wallis, seguido pelo 
teste de Dunn). 
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O tratamento dos animais com quatro injeções de DOX na dose de 6 mg/kg 

promoveu redução significativa da massa tumoral em comparação ao peso do tumor 

apresentado pelos animais que não foram tratados com o quimioterápico. O pré-

tratamento com AL na dose de 200 mg/kg, 24 horas antes da administração da 

DOX, não interferiu na atividade antineoplásica, uma vez que o peso do tumor foi 

similar nos animais tratados com DOX, independente do pré-tratamento com AL 

(Figura 37).  
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Figura 37. Peso do tumor de camundongos com melanoma submetidos ao tratamento com 
quatro doses de ácido lipoico (AL) e/ou doxorrubicina (DOX). Cada símbolo representa o 
resultado de um animal e as linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. ** p<0,01 
(Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn). 

 

 

Resultado similar de redução significativa da massa tumoral dos animais 

tratados com DOX e ausência de interferência do AL na atividade antineoplásica do 

quimioterápico foi observado com a utilização de outro protocolo de tratamento com 

as duas substâncias (Figura 38). 
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Figura 38. Peso do tumor de camundongos com melanoma submetidos ao tratamento com 
nove doses de ácido lipoico (AL) e/ou três doses de doxorrubicina (DOX). Camundongos 
receberam uma injeção subcutânea com 10

6
 células de melanoma na axila direita e foram tratados 

com AL e/ou DOX conforme descrito na metodologia. Cada símbolo representa o resultado de um 
animal e as linhas horizontais representam as medianas de cada grupo. * p<0,05 (Kruskal-Wallis, 
seguido pelo teste de Dunn). 
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5. DISCUSSÃO 

  

A busca por novas substâncias e estratégias terapêuticas capazes de reduzir 

a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina continua. Apesar de ser utilizada com 

sucesso para o tratamento de diversos tipos de câncer, o emprego da DOX na 

clínica médica tem sido limitado, desde os primeiros relatos de cardiotoxicidade 

associada ao quimioterápico há mais de 40 anos (LEFRAK et al., 1973; MORDENTE 

et al., 2015; OCTAVIA et al., 2012). Visando contribuir para o desenvolvimento de 

protocolos terapêuticos que reduzam tal efeito colateral, foram avaliados, neste 

trabalho, os efeitos do Mito-TEMPO e do ácido lipoico sobre a toxicidade cardíaca 

induzida pela DOX, in vitro e in vivo, e se o ácido lipoico interfere na atividade 

antineoplásica da DOX em um modelo experimental de melanoma de camundongo. 

A avaliação comparativa da atividade antioxidante do Mito-T e AL foi 

verificada inicialmente pela capacidade das duas substâncias em reduzir a formação 

de radicais livres pelo método do DPPH. Garcia e colaboradores (2012), ao 

avaliarem a atividade antioxidante de algumas soluções, pelo mesmo método, 

consideraram como elevada, intermediária e reduzida atividade antioxidante as 

soluções com valores de AA acima de 70%, entre 20 e 70% e abaixo de 20%, 

respectivamente. Com base nesse critério, o Mito-T (AA = 63%) e AL (AA = 29,1%) 

são substâncias que apresentam atividade antioxidante intermediária.  

A ação antioxidante do Mito-T sobre o DPPH não é referida na literatura, 

entretanto, Akiyama e colaboradores (2009) ao utilizarem o mesmo método de 

análise para avaliar a atividade antioxidante do tempol, que tem características 

similares ao Mito-T, mas não é direcionado para mitocôndrias, não observaram 

efeito deste antioxidante sobre o radical DPPH. Resultado similar quanto à atividade 

antioxidante do AL foi obtido por Bolognesi e colaboradoes (2014) que constataram 

que somente concentrações superiores a 100 M seriam responsáveis pelo efeito do 

antioxidante sobre o radical DPPH. Os autores também avaliaram a atividade 

antioxidante do DHLA, que é considerado a forma ativa do AL, e observaram potente 

efeito sobre o radical DPPH, comparável à AA apresentada pelo padrão utilizado no 

ensaio.  

Diante da atividade antioxidante apresentada pelo Mito-T e AL, verificada pelo 

método do DPPH, ser um indicativo de potencial efeito cardioprotetor das duas 
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substâncias, a avaliação dos seus efeitos sobre a toxicidade induzida pela DOX in 

vitro e in vivo foi realizada.  

Antes de avaliar se os antioxidantes reduzem a toxicidade induzida pela DOX, 

foi verificado se eles sozinhos alteram a viabilidade de células cardíacas da 

linhagem H9c2 e determinada a curva concentração-resposta da DOX sobre tais 

células.  

A toxicidade da DOX para as células cardíacas foi confirmada pela redução 

da viabilidade e o valor de CI50 determinado para o período de incubação de 24 

horas foi de 40,83 M. Valor menor de CI50 da DOX, 20,95 M, foi obtido por 

Feridooni e colaboradores (2013) na avaliação do tratamento das mesmas células 

pelo tempo de 72 horas. A diferença entre os valores de CI50 determinados nos dois 

estudos pode ser atribuída ao menor tempo de incubação das células com a DOX, 

empregado neste trabalho. 

O tratamento de células H9c2 com a concentração de até 200 M de Mito-T 

não resultou em redução da viabilidade, indicando a possível ausência de toxicidade 

da substância. Há poucos trabalhos na literatura utilizando o tratamento de células 

H9c2 com Mito-T, mas em trabalho recentemente publicado, o pré-tratamento das 

células com 25 M de Mito-T resultou em redução da morte celular induzida por 

peróxido de hidrogênio (SAWICKI et al., 2015). Ausência de toxicidade do AL sobre 

células H9c2 também foi verificada por Yao e colaboradores (2012), que não 

observaram redução de viabilidade após o tratamento por 24 horas com 

concentrações variando de 300 a 2000 M de AL, demonstrando que a 

concentração de AL, limitada inicialmente a 200 M nos experimentos deste 

trabalho, pode ser elevada em análises futuras com possibilidade reduzida de 

toxicidade. 

A redução da viabilidade de cardiomiócitos causada pela DOX pode estar 

relacionada, dentre outros fatores, à ocorrência de peroxidação lipídica, que é 

referida na literatura como uma das consequências do estresse oxidativo induzido 

pelo quimioterápico (HOSSEINI et al., 2014). A avaliação da ocorrência de 

peroxidação lipídica revelou que o tratamento das células cardíacas com DOX foi 

capaz de elevar significativamente a concentração de MLDA, um dos produtos finais 

da peroxidação lipídica. Esse resultado é corroborado por outros trabalhos 

publicados na literatura (WANG et al., 2013; XIN et al., 2009). 
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Após a definição da CI50, nas análises de viabilidade, e da concentração de 

DOX capaz de promover peroxidação lipídica, o efeito cardioprotetor dos 

antioxidantes em células H9c2 tratadas com DOX foi avaliado. O pré-tratamento das 

células cardíacas com os antioxidantes não reduziu o dano induzido pela DOX 

(Figuras 16 a 18).  

Ao contrário do esperado, concentrações elevadas de Mito-T, a partir de 400 

M, potencializaram a redução de viabilidade das células cardíacas induzida pela 

DOX. Tal efeito pode estar associado à ação pró-oxidante apresentada por algumas 

substâncias direcionadas para mitocôndrias, sob certas condições in vitro 

(RODRIGUEZ-CUENCA et al., 2010). Skulachev e colaboradores (2009) avaliando o 

efeito de antioxidantes direcionados para a mitocôndria sobre o envelhecimento e 

doenças associadas ao envelhecimento referem que a mitoquinona (MitoQ) pode 

apresentar propriedades pró e antioxidantes dependendo da concentração utilizada. 

Avaliando o efeito do MitoQ em mitocôndrias de músculo cardíaco de rato, os 

autores observaram que um pequeno aumento na concentração de MitoQ, de 300 

para 500 nM, é responsável pela mudança da atividade da substância de 

antioxidante para pró-oxidante, respectivamente. Diferença maior entre a 

concentração associada à atividade anti e pró-oxidante (25 e 800 nM) foi observada, 

pelo mesmo grupo, para o plastoquinonil, substância similar ao MitoQ, mas cuja 

ubiquinona foi substituída por plastoquinona. Avaliando a toxicidade induzida por 

isoniazida em hepatócitos, Lee e colaboradores (2013) também não observaram 

redução da citotoxicidade com o pré-tratamento das células com Mito-T. Gouni-

Berthold e colaboradores (2013), entretanto, demonstraram que a redução da 

viabilidade de células de músculo esquelético humano, induzida por sinvastatina, foi 

revertida pelo pré-tratamento com 100 M de Mito-T uma hora antes da exposição. 

Essa variedade de resultados revelando ou não atividade protetora do Mito-T e de 

substâncias semelhantes, indica que os mecanismos de ação relacionados à 

toxicidade de antioxidantes direcionados para mitocôndrias são diferentes e 

dependem das condições experimentais in vitro.   

O pré-tratamento com AL, apesar de não proteger as células da redução de 

viabilidade promovida pela DOX, confirmou a ausência de toxicidade deste 

antioxidante, pois, nem a concentração mais elevada (1600 M) foi capaz de 

interferir na viabilidade das células tratadas com DOX. Ausência de alterações 
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morfológicas em células H9c2 tratadas com 500 M de AL também foi observada 

por Jiang e colaboradores (2014) ao avaliarem o efeito do antioxidante sobre a 

apoptose provocada pela produção excessiva de NO. Além disso, efeito protetor do 

AL contra a oxidação, apoptose e inflamação induzida por peróxido de hidrogênio foi 

verificado por Rahimifard e colaboradores (2015) em linfócitos humanos pré-tratados 

com diferentes concentrações do antioxidante. Os autores observaram que o 

tratamento das células com concentrações de até 1000 M de AL, 24 horas antes da 

exposição ao peróxido de hidrogênio, elevou a viabilidade e reduziu a peroxidação 

lipídica. Aumento da viabilidade e redução da morte de células H9c2 pré-tratadas 

com 300 M de AL e submetidas à condição de hipóxia e reoxigenação, também é 

referido na literatura (CAO et al., 2013). 

A susceptibilidade dos fosfolipídios presentes nas membranas às espécies 

reativas de oxigênio pode resultar no desenvolvimento de peroxidação lipídica 

(WANG et al., 2015), que foi avaliada, neste trabalho, pela detecção de MLDA, um 

indicador de peroxidação lipídica mediado por ROS. Visando reduzir a possível 

toxicidade do Mito-T, o tempo total de incubação das células H9c2 com o 

antioxidante foi reduzido em seis horas, nos experimentos de avaliação da 

peroxidação lipídica, em comparação ao tempo utilizado nos experimentos de 

análise da viabilidade. Nas condições avaliadas, o pré-tratamento com Mito-T e AL 

não reduziu significativamente a peroxidação lipídica induzida pela DOX. A 

concentração de MLDA nas células pré-tratadas com AL, entretanto, foi visualmente 

menor do que a apresentada pelas células pré-tratadas com Mito-T nas duas 

concentrações avaliadas.  

A ausência de proteção do Mito-T para células H9c2 é corroborada pelo 

trabalho de Wang e colaboradores (2015) que referem que o pré-tratamento de 

plaquetas com Mito-T inibiu apenas parcialmente o aumento da concentração de 

MLDA induzido pela DOX. Diferentemente da ausência de proteção observada 

nesses trabalhos, Alfonso-Loeches e colaboradores (2014), avaliando outros 

parâmetros, observaram que o tratamento de culturas de astrócitos com 500 M de 

Mito-T reduziu a produção de espécies reativas de oxigênio mitocondriais (mROS) e 

de citocinas pró-inflamatórias induzidas por LPS ou ATP.  

Redução da produção de ROS por células H9c2 pré-tratadas com 100 M de 

AL foi observada por Kim e colaboradores (2006) em trabalho avaliando a influência 
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da DOX na homeostase de cálcio e sua relação com a cardiotoxicidade. Proteção 

similar, representada por menor produção de ROS e redução de peroxidação 

lipídica, foi conferida a linfócitos pré-tratados com AL e incubados com peróxido de 

hidrogênio (RAHIMIFARD et al., 2015). Por outro lado, Bolognesi e colaboradores 

(2014) verificaram que a redução em 50% da produção de ROS por células de 

glioma humano submetidas a estresse oxidativo só foi evidenciada com a utilização 

de concentração de AL próxima da concentração tóxica para tais células. 

Com base nos resultados dos experimentos in vitro, foi evidenciada a 

toxicidade da DOX para células cardíacas H9c2, tanto pela redução significativa da 

viabilidade quanto pelo aumento da peroxidação lipídica, representada pela 

elevação na concentração de MLDA. Entretanto, nas condições avaliadas, não foi 

observada ação cardioprotetora dos dois antioxidantes testados. Diante disso, e com 

base nos dados da literatura acerca dos efeitos do Mito-T e AL in vitro, torna-se 

evidente a necessidade de realização de novos estudos visando entender melhor os 

mecanismos de ação das duas substâncias frente ao estresse oxidativo, já que a 

proteção conferida por ambas depende de muitos fatores, a exemplo do tipo de 

estresse induzido, das células utilizadas, concentração das substâncias 

potencialmente protetoras e indutoras de dano, bem como do tempo de incubação 

das células com tais substâncias. 

Paralelamente aos experimentos in vitro, foram conduzidos experimentos in 

vivo visando confirmar ou não a falta de proteção dos antioxidantes, uma vez que já 

foi demonstrado na literatura o efeito distinto de algumas substâncias comparando-

se resultados de experimentos in vitro com o que ocorre in vivo (RODRIGUEZ-

CUENCA et al., 2010). 

Ratos e camundongos são os modelos experimentais mais utilizados para 

avaliação da cardiotoxicidade induzida pela DOX (MILANO et al., 2014; SINGLA, 

2014; SU et al., 2014; TABACZAR et al., 2012) e há grande variação nas doses de 

DOX utilizadas e no tempo para análise dos parâmetros após a administração das 

substâncias potencialmente cardioprotetoras e do quimioterápico. Dessa forma, 

antes de avaliar o possível efeito cardioprotetor do Mito-T e AL, o tempo adequado 

para avaliação dos parâmetros indicativos de cardiotoxicidade e a dose de DOX 

mais efetiva para induzir tal toxicidade foram determinados. Em todos os 

experimentos foi avaliada a variação do peso corpóreo dos animais, como parâmetro 

indicativo de toxicidade geral, a atividade sérica da creatina quinase e ocorrência de 
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peroxidação lipídica no tecido e mitocôndrias cardíacas, como parâmetros 

relacionados à cardiotoxicidade.  

Estudos avaliando a cardiotoxicidade induzida pela administração de dose 

única de DOX em camundongos revelam taxas de mortalidade variadas dependendo 

da dose administrada. Em virtude dos registros de óbitos ocorrerem a partir do 

terceiro dia (DHINGRA et al., 2014), foram avaliados, neste trabalho, os tempos de 

24 e 48 horas após o tratamento com DOX. 

O tratamento de camundongos de diferentes linhagens com a dose de 20 

mg/kg de DOX, administrada uma única vez, é referido na literatura como suficiente 

para induzir cardiotoxicidade (MORI et al., 2010; RIAD et al., 2009). Entretanto, 

diferentemente do que é referido na literatura, não foi observada alteração indicativa 

de toxicidade nos animais tratados com essa dose de DOX, nos experimentos deste 

trabalho, considerando-se a maioria dos parâmetros avaliados (Figuras 19 a 21). 

Diante disso, novos experimentos foram conduzidos aumentando a dose do 

quimioterápico em 20%, ou seja, de 20 para 24 mg/kg, já que em alguns trabalhos 

nos quais os autores avaliaram a cardiotoxicidade crônica da DOX, os animais foram 

tratados com a dose cumulativa de 24 mg/kg (MILANO et al., 2014; WANG et al., 

2013). O tratamento dos animais com essa dose de DOX promoveu alterações 

indicativas de toxicidade em todos os parâmetros avaliados, uma vez que foi 

observada redução significativa do peso corpóreo, aumento da atividade sérica de 

CK total e CK-MB, bem como elevação da concentração de MLDA no tecido e 

mitocôndrias cardíacas no tempo de 48 horas (Figuras 22 a 24). 

Após a confirmação da dose de DOX indutora de cardiotoxicidade e do tempo 

para avaliação dos parâmetros propostos, o efeito cardioprotetor do Mito-T e do AL 

foi avaliado. Em virtude do Mito-T, em concentrações elevadas, ter reduzido a 

viabilidade de células H9c2 nos experimentos in vitro, seu efeito sobre os 

parâmetros indicativos de cardiotoxicidade em camundongos foi inicialmente 

avaliado. 

A administração da dose única de 5 mg/kg de Mito-T 24 horas antes do 

tratamento dos animais com DOX não conferiu proteção em nenhum dos parâmetros 

avaliados (Figuras 25 a 27).  

O efeito protetor evidenciado pelo tratamento de diversas disfunções 

orgânicas com antioxidantes, em geral é demonstrado com a administração de mais 

de uma dose das substâncias potencialmente protetoras (KARIMI et al., 2005; 
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MARTÍNEZ-REVELLES et al., 2013; SANTOS et al., 2007). Diante disso, foi 

verificado se a possível ação cardioprotetora do Mito-T também dependeria de mais 

de uma administração.  

Não foi evidenciada proteção contra a redução do peso corpóreo e elevação 

da atividade sérica de CK em animais pré-tratados com duas doses de 5 mg/kg de 

Mito-T e posteriormente tratados com DOX. Em contrapartida, a administração de 

duas doses do antioxidante reduziu significativamente a concentração de MLDA em 

mitocôndrias cardíacas, confirmando a capacidade de direcionamento e acúmulo 

deste antioxidante nas mitocôndrias, conforme referido por Dikalova e colaboradores 

(2010). A peroxidação lipídica é considerada por Costa e colaboradores (2013) um 

dos principais indicadores de cardiotoxicidade da DOX, principalmente em condição 

de exposição aguda. 

Em trabalho avaliando o efeito da administração de três diferentes doses de 

Mito-T (3, 10 e 30 mg/kg) sobre a disfunção mitocondrial renal em um modelo murino 

de sepse, Patil e colaboradores (2014) constataram que o tratamento com a dose de 

10 mg/kg de Mito-T resultou em menor produção de superóxido nos túbulos renais. 

Os autores sugeriram que a falta de proteção conferida pela dose de 30 mg/kg pode 

estar relacionada ao acúmulo do antioxidante na mitocôndria e consequente 

despolarização da membrana da organela. Além disso, verificaram que a proteção 

renal foi evidenciada tanto pelo tratamento com o Mito-T no momento da indução do 

estresse oxidativo, quanto após, e que o antioxidante também aumentou a 

sobrevivência dos animais. Apesar de Patil e colaboradores (2014) não terem 

evidenciado efeito protetor do Mito-T com a administração da dose de 30 mg/kg, tem 

sido descrita na literatura a redução do estresse oxidativo em outros modelos 

experimentais com a utilização de protocolos de tratamento com doses acima de 5 

mg/kg de Mito-T (DICKEY et al., 2013). Diante disso, outros protocolos de 

tratamento utilizando doses mais elevadas de Mito-T foram avaliados e, nesses 

experimentos utilizando protocolos de tratamento com doses elevadas, o efeito 

cardioprotetor do AL também foi verificado.  

A administração de Mito-T (12,5 mg/kg) ou AL (120 mg/kg) por três vezes, 24 

hora antes, no mesmo dia e 24 horas após o tratamento com DOX, não conferiu 

proteção cardíaca aos animais. O peso corpóreo e a concentração de MLDA no 

tecido cardíaco dos animais de todos os grupos que receberam DOX foram 

similares, independente do tratamento com os antioxidantes (Figuras 31 e 33), 
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entretanto, apesar da ausência de diferença estatística significante, os valores de 

atividade sérica de CK total e CK-MB apresentados pelos animais pré-tratados com 

os antioxidantes, principalmente com AL, foram inferiores aos apresentados pelos 

animais tratados apenas com DOX (Figura 32).  

A avaliação dos mesmos parâmetros com a administração de duas doses de 

20 mg/kg de Mito-T ou de 200 mg/kg de AL, 24 horas antes e no mesmo dia do 

tratamento com DOX, resultou no mesmo tipo de resposta quando foi avaliada a 

variação do peso corpóreo (Figura 34). Por outro lado, a atividade sérica de CK total 

foi significativamente menor nos animais pré-tratados com os antioxidantes em 

comparação aos animais tratados apenas com DOX, sendo que a redução foi mais 

significativa com o tratamento com AL do que com Mito-T (Figura 35 A). Resultado 

similar foi observado para a avaliação de CK-MB, entretanto, provavelmente pela 

elevada dispersão dentro de cada grupo, não foi evidenciada diferença 

estatisticamente significante na comparação dos grupos entre si (Figura 35 B). 

Al-Majed e colaboradores (2002) observaram redução significativa da 

atividade sérica de CK em ratos tratados com 100 mg/kg de AL, por via oral, durante 

cinco dias antes e dois dias após a administração de DOX, além de redução da 

concentração de MLDA no tecido cardíaco. Por outro lado, em trabalho avaliando a 

influência da suplementação com AL nos marcadores de estresse oxidativo em 

pacientes com esquizofrenia, Vidović e colaboradores (2014) verificaram que a 

suplementação com 500 mg do antioxidante por dia, durante 90 dias, não teve efeito 

sobre o estresse oxidativo apresentado pelos pacientes, mas reduziu a 

concentração de MLDA nos indivíduos do grupo controle, quando foi realizada a 

comparação com os valores basais apresentados antes do início da suplementação. 

Os resultados obtidos com a administração do Mito-T e AL antes, durante e 

após o tratamento com DOX foram similares aos apresentados pelos animais que 

receberam os antioxidantes apenas antes e durante o tratamento com o 

quimioterápico. Shen e colaboradores (2013) avaliando a biodistribuição da DOX 

nas primeiras quatro horas de administração em camundongos da linhagem BALB/c 

em um modelo experimental de sarcoma, verificaram que a DOX se localizou 

principalmente no músculo cardíaco e tecido renal e hepático, na primeira hora após 

a administração. Após o período de quatro horas, a distribuição de DOX foi 

homogênea no coração, fígado, pulmão, baço e rim, mas sua concentração no tumor 

foi reduzida. Em trabalho com camundongos suíços, Osman e colaboradores (2009) 



76 
 

obtiveram resultados similares quanto ao acúmulo de DOX inicialmente no coração, 

rim e fígado e o pico de concentração plasmática foi registrado meia hora após a 

administração do quimioterápico. Esses dados podem explicar a cardiotoxicidade e 

eliminação relativamente rápida da droga, bem como o fato da administração dos 

antioxidantes após o tratamento não ter alterado os parâmetros avaliados neste 

trabalho. 

Outros protocolos de tratamento e parâmetros adicionais precisam ser 

avaliados a fim de confirmar ou não o potencial cardioprotetor do Mito-T e AL, já que 

a proteção observada neste estudo não foi reproduzida em todos os experimentos, 

nem nos mesmos parâmetros por experimento. Entretanto, foi observada 

cardioproteção quando a maior dose de antioxidantes foi administrada. Além disso, 

os resultados do pré-tratamento com AL, nas condições aplicadas neste trabalho, 

indicaram que esse antioxidante não causou toxicidade em nenhuma das condições 

avaliadas, confirmando a segurança da sua utilização. 

É referido na literatura que, em certas condições, a administração de 

substâncias com propriedades antioxidantes pode interferir na atividade 

antineoplásica de quimioterápicos (LI et al., 2014; VINCENT et al., 2013). Diante 

disso, foi investigado nesta tese se o AL causa alguma interferência na atividade 

antineoplásica da DOX em camundongos com melanoma. Para tanto, foi necessário 

padronizar o modelo experimental de melanoma localizado utilizando a 

administração subcutânea de células B16F10 em camundongos da linhagem 

C57BL/6. Foram avaliados três modelos que diferiram na quantidade de células 

injetadas e no local da injeção, sendo avaliada a administração das células tumorais 

no dorso (ZHAO et al., 2011), pata (RODRIGUES et al., 2010) e axila (CHEN et al., 

2009; COSTA et al., 2015) dos animais. O modelo mais reprodutível, considerando a 

possibilidade de dissecção, mensuração do peso do tumor e a ocorrência de óbitos 

ao final do experimento, foi o que consistiu na administração das células na axila. 

Este modelo, portanto, foi selecionado para a análise da interferência do AL na 

atividade antineoplásica da DOX. A interferência do Mito-T na atividade 

antineoplásica da DOX não foi avaliada por limitações técnicas relacionadas à 

compra de reagentes. 

A administração das células de melanoma resultou em perda significativa de 

peso de todos os animais em comparação àqueles do grupo controle (Figura 36), 
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confirmando que o modelo reproduz a perda de peso apresentada por muitos 

pacientes com câncer (TISDALE, 2009).  

O fracionamento da dose de 24 mg/kg de DOX em quatro (Figura 37) ou três 

(Figura 38) injeções reduziu significativamente o peso do tumor, demonstrando que 

os protocolos de tratamento com DOX foram eficazes no controle tumoral. Esses 

resultados são corroborados por trabalhos na literatura que demonstram a eficácia 

do tratamento com DOX para o controle tumoral em diferentes modelos 

experimentais de carcinoma em camundongos (HASSAN et al., 2014; SONG et al., 

2014; YUAN et al., 2013).  

Adicionalmente, o tratamento com AL antes de cada injeção de DOX (Figura 

37), ou antes, durante e depois (Figura 38), não interferiu na atividade antitumoral do 

quimioterápico. A identificação de substâncias que reduzam a toxicidade dos 

quimioterápicos sem afetar sua eficácia terapêutica motiva a realização de diversos 

trabalhos na literatura, porém, ainda não há um consenso para a indicação da 

terapia adjuvante em virtude da variação nos resultados obtidos.  

Heaney e colaboradores (2008) verificaram redução da citotoxicidade da DOX 

para células tumorais em camundongos tratados com vitamina C duas horas antes 

da administração de DOX. Os autores observaram tamanho tumoral cerca de quatro 

vezes maior nesses animais do que nos camundongos tratados apenas com o 

quimioterápico. Por outro lado, ao avaliarem os efeitos modulatórios do meloxican 

sobre a atividade antitumoral e cardiotóxica da DOX em um modelo murino de 

carcinoma mamário, Hassan e colaboradores (2014) referiram proteção cardíaca 

sem interferência na atividade antitumoral com a administração do meloxican uma 

hora antes do tratamento com DOX. Resultado similar também foi obtido por Indu e 

colaboradores (2015) com a administração oral de carotenoides em camundongos 

com tumor 24 horas após o tratamento com a dose única de 25 mg/kg de DOX. 

Adicionalmente, Alkreathy e colaboradores (2012) referiram que o tratamento de 

camundongos suíços com extrato de alho por seis dias antes do tratamento com 

DOX, além de conferir proteção cardíaca, aumentou a atividade citotóxica da DOX 

sobre células tumorais em um modelo murino de carcinoma de Ehrlich. 

A falta de interferência do AL sobre a atividade antitumoral da DOX, 

apresentada neste trabalho, levanta a possibilidade de utilização desse antioxidante 

como um adjuvante cardioprotetor durante a quimioterapia com DOX. O efeito 

cardioprotetor do AL nesse modelo de tratamento com doses fracionadas de DOX 
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em camundongos com melanoma, entretanto, ainda precisa ser avaliado. Além 

disso, outros parâmetros para confirmar a falta de interferência do antioxidante na 

atividade antitumoral da DOX precisam ser avaliados.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

- A atividade antioxidante do Mito-T sobre o radical DPPH foi evidenciada pela 

primeira vez e pareceu mais elevada do que a atividade apresentada pelo AL que é 

reconhecido na literatura como um potente antioxidante; 

 

- Nenhum dos dois antioxidantes avaliados neste trabalho protegeu células H9c2 da 

toxicidade induzida pela DOX in vitro; 

 

- O direcionamento do Mito-T para mitocôndrias foi confirmado pela redução da 

peroxidação lipídica de mitocôndrias cardíacas em animais tratados com duas doses 

de Mito-T, indicando provável efeito cardioprotetor do antioxidante; 

 

- A administração de duas doses de Mito-T e AL conferiu proteção cardíaca 

constatada pela redução da atividade sérica de CK total nos animais; 

 

- O AL não interferiu na atividade antitumoral da DOX contra melanoma in vivo, 

indicando que esse antioxidante pode ser candidato a adjuvante cardioprotetor 

durante a quimioterapia com DOX. Esse efeito e a ação cardioprotetora, entretanto, 

precisam ser ratificados com a realização de novos estudos avaliando outros 

parâmetros. 
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