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RESUMO

Objetivo: Analisar o glicogénio muscular, o perfil hematolégico
e as alteracdes eletrocardiograficas de ratos tratados com o
medicamento a base de capecitabina. Metodologia: Foram
utilizados ratos da linhagem Wistar, com 3 a 4 meses de idade
e peso de 180 a 200 gramas da ANILAB®, sem restrigcao ali-
mentar, com temperatura constante de 23 +2°C e ciclo normal
de dia e noite, com 12 horas. O medicamento foi administrado
por gavagem em uma dose de 359mg/kg, dissolvida em tampao
de citrato 40mM, contendo 5% de goma arabica como trans-
porte. Resultados: Foi obsrvado que ocorreu diferenga entre
0s grupos experimentais, sendo que os animais tratados com
capecitabina tiverem concentragdes menores de glicogénio he-
patico e muscular, além do medicamento diminuir os parametros
hematoldgicos, resultando em alteragdes eletrocardiograficas
importantes. Conclusdo: O medicamento modifica a homeos-
tasia metabdlica tecidual e altera a reatividade cardiovascular
tanto no padréao adrenérgico quanto colinérgico.

DESCRITORES
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ABSTRACT

Objective: Analyze muscle glycogen, hematological profile and
electrocardiographic changes in rats treated with a capecitabine
drug. Methodology: Wistar rats aged of 3 to 4 months and wei-
ghing 180 to 200 grams of ANILAB®, without food restriction, with
a constant temperature of 23 £ 2°C and normal cycle of 12 hours
during the day and night. The medication was administered by
gavage in a dose of 359mg/kg, dissolved in 40mM citrate buffer,
containing 5% arabic gum as transport. Results: It was seen
that there was a difference between the experimental groups,
with the animals treated with capecitabine having lower con-
centrations of hepatic and muscular glycogen, in addition to the
medication reducing the hematological parameters, resulting in
important electrocardiographic changes. Conclusion: Thus, this
drug modifies metabolic tissue homeostasis and alters cardio-
vascular reactivity in both the adrenergic and cholinergic pattern.

DESCRIPTORS
Capecitabine. Glycogen. Electrocardiography. Hepatic
glycogen.
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cancer é uma doenca que teve uma

incidéncia de 582.590 mil pessoas no

ano de 2018 e resultou na morte de
197.698 no mesmo ano. Essa doencga pode
ser caracterizada pelo rapido e incontrolavel
crescimento celular, com a possibilidade de
se espalhar pelos tecidos do corpo’.

As células possuem capacidades de
se replicarem formando novos tecidos ou
reparando lesdes estruturais, sendo que ao
término de sua funcionalidade metabdlica a
mesma ird iniciar o processo de apoptose?.

Uma célula se torna cancerigena quan-
do seu sinal de apoptose nao é respondido,
assim sua capacidade proliferativa pode se
tornar agressiva ao ponto de acontecer alte-
ragdes genéticas, suficientes, ao ponto desta
célula ter a capacidade de invasao tecidual,
também conhecido como metastase. As célu-
las neoplasicas, por se replicarem muito mais
rapido que células saudaveis, ainda, sendo
inespecificas, 0 seu metabolismo ¢ alto e para
sustentar essa necessidade metabdlica ocorre
a neoangiogenese ao seu redor?.

A capecitabina é um medicamento
composto, cujo precursor de 5-floruracil (5-
FU), que continua a ser essencial no trata-
mento de tumores, realizando sua atividade,
principalmente, em neoplasias malignas do
trato gastrointestinal, colorretais, de cabeca
€ pescog¢o, mama, ovario, prostata, figado e
do trato geniturinario®.

Uma vez o medicamento sendo admi-
nistrado, a capecitabina &, inicialmente, con-
vertida em 5-desoxi-5-fluorouridina (5-DFUR)
pela carbozilesterase hepatica, a qual é con-
vertida em 5’-desoxi-5-fluorouridina (5’DFUR)
pela citidina desaminase, ambos ocorrendo no
figado®®. Finalmente, a 5’DFUR é convertida
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em 5-FU pela timidina-fosforilase, cuja ativi-
dade é aumentada em células cancerigenas®.

A atividade bioloégica do 5-FU esta
associada ao seu metabolismo, devido a
formacao de monofosfato de fluorodeoxiuri-
dina (FAUMP) que € um metabdlico que age
impedindo a enzima timidilato sintetase (TS)
e, consequentemente, a sintese de DNA,
levando a célula a apoptose®.

O 5-FU também é convertido em mo-
nofosfato de fluorouridina (FUMP), o qual pode
ser submetido a duas fosforilagdes, passando
a trifosfato de fluorouridina (FUTP), que tem
a capacidade de ser incorporado no RNA no
lugar da uridina-5-trifosfato (UTP), interferin-
do no processamento do RNA, sendo que a
citoxicidade do 5-FU esta relacionada com a
sua fungao de afetar a replicagdo do RNA e
da inibicdo da enzima TS*.

Desta maneira, as vias metabdlicas do
5-FU, as quais 0 seu mecanismo de agao nao
interfere somente nas células cancerigenas,
mas no tecido periférico também, o objetivo do
presente trabalho visou observar as respostas
elétricas cardiacas, metabdlicas e hemato-
l6gicas de ratos submetidos ao tratamento
medicamentoso com o quimioterapico a base
de capecitabina’.

METODOLOGIA

Foram utilizados ratos da linhagem
Wistar (Rathus novergicus var, albinus, Ro-
dentia, Mamalia), com 3 a 4 meses de idade
com peso de 180 a 200g da ANILAB® loca-
lizada na Cidade de Paulinia - SP, os quais
receberam agua e alimentagao a vontade (ad
libitum), sendo mantidos em ambiente com
temperatura constante de 23 + 2°C e ciclo
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claro/escuro de 12 horas, com luz acesa a
partir das 6 horas, sendo mantidos em gaio-
las coletivas contendo no maximo 5 animais
e distribuidos em dois grupos (n=10), sendo
um controle (C) e outro tratado com capeci-
tabina (X).

O projeto foi aprovado pela CEUA
UNIMEP, por meio do protocolo n°. 09/2017.

Tratamento com capacetabina

A capecitabina (Xeloda®, F. Hoffman
La — Roche, Basle Suica) foi administrada
por meio de gavagem em dose terapéutica
359mg/kg (2/3 da dose considerada téxica),
dissolvida em tampé&o de citrato 40 mM (pH
6,0) contendo 5% de goma arabica como
veiculo durante 7 dias.

Analise eletrocardiografica

Para a avaliacdo das ondas e inter-
valos eletrocardiograficos, os ratos foram
anestesiados com pentobarbital sédico (40
mg/kg/ip), mantidos em posig¢ao supina, com
respiracao espontanea para registro do ECG.
Os eletrodos foram conectados aos canais do
computador (Heart Ware System) e registra-
das trés derivacoes bipolares (DI, DIl e DIII)
e nas trés derivagbes amplificadas (aVR, aVL
e aVF) com sensibilidade 2 N e velocidade de
50 mm/segundo. O intervalo QT foi medido
em dez batimentos consecutivos, do inicio do
complexo QRS ao ponto de retorno da onda
T isoelétrica definido como segmento TP.
O intervalo QT foi corrigido pela frequéncia
cardiaca usando a férmula de Bazett (QTc =
QT/RR) e posteriormente foi calculada a dis-
persao do intervalo QTc, subtraindo o intervalo

QTc mais curto do QTc mais longo (QTcd =
QTc Max — QTc min). As analises foram reali-
zadas por um unico avaliador para minimizar
as divergéncias na medida da dispersao.

Glicogénio hepatico e muscular

ApOds a anestesia e a eutanasia reali-
zada a partir do decapitamento por guilhotina,
amostras do figado e dos musculos séleo (S),
gastrocnémio branco (GB) e vermelho (GV),
ventriculo esquerdo (V) e diafragma (D) foram
retiradas, digeridas em KOH 30 % a quente
por 60 minutos, em seguida foi adicionado
Na,SO, e etanol absoluto para permitir a
precipitacdo do polimero. As amostras foram
centrifugadas a 300rpm por 15 minutos, sendo
que o sobrenadante foi descartado e o preci-
pitado foi ressuspendido em agua destilada.
Assim, foi adicionado etanol absoluto para
realizacao de uma nova centrifugacao. Para
a hidrélise acida do glicogénio, foi adicionado
fenol e realizada a leitura em espectrofotdbme-
tro em 505nm. Os valores foram expressos
em mg/100 mg de peso umido.

Dosagem de 4cidos graxos livres (AGL)

O método consistiu na extracdo do
AGL por meio de um solvente seletivo, onde o
extrato foi tratado com uma mistura reagente
que contendo nitrato de cobre, ocorrendo, em
consequéncia disto, a formacao de um sabao
de cobre. O metal assim ligado reagiu com o
dietilditiicarbamato, produzindo uma coloracao
cuja intensidade é diretamente proporcional ao
teor de AGL que é medida espectrofotometri-
camente em 435 nm.

Andlise de hematdcrito, hemoglobina,
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eritrometria e leucometriaForam realizadas as
contagens de hematécritos, hemoglobina, eri-
trometria e leucometrtia por meio de técnicas
rotineiras de laboratorio hematolégico.

Foi realizada a contagem de hemacias
pela camara de Neubauer. O método para
contagem global das células sanguineas
consistiu geralmente em diluir o sangue, em
propor¢cao conhecida, com o liquido diluidor
Hayem, permitindo a conservacgao das células
em estudo. Foi realizado de acordo com 7
etapas: (1) Pipetou-se 4 ml do liquido diluidor
em um tubo de ensaio; (2) Transferiu-se os
0,02 ml de sangue para o tubo com o liquido
diluidor, lavando com ele o interior da ponteira
por aspiracao e expulsao do liquido. Adiluicao
foi de 1:200; (3) Agitou-se suavemente por
inversdo para uma correta homogeneizagao;
(4) Com uma pipeta preencheu-se os reticulos
da cémara de contagem, evitando excesso
de liquido e bolhas de ar sob a laminula
aderida firmemente a camara; (5) Deixou-se
repousar por dois minutos para sedimentacao
dos glébulos; (6) Focalizou-se a preparagéo
com pequeno aumento no microscopio para
localizar o reticulo e observar a distribuigcao
uniforme das hemacias. Posteriormente, ob-
servou-se com aumento de 100X ou 400X,
conforme necessidade; (7) Foi feita a conta-
gem de todas as hemacias encontradas nos
quadros marcados em “H”.

Para a contagem de leucdcitos: (1)
Pipetou-se 0,4 ml do liquido de Turk no tubo;
(2) Com pipeta automatica, pipetou-se 0.02
ml de sangue; (3) Foi transferido os 0,02ml
de sangue para o tubo com o liquido diluidor,
lavando com ele o interior da pipeta por as-
piracao e expulsado do liquido. A diluicio foi
de 1:20; (4) Agitou-se suavemente por dois
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minutos; (5) Encheu-se os dois reticulos da
camara de contagem, evitando excesso de
liquido e bolhas de ar sob a laminula, aderida
firmemente a cAmara por compressao daquela
sobre esta, cobrindo ambos os reticulos; (6)
Deixou-se repousar de um a dois minutos para
sedimentacao dos globulos; (7) Foi focalizado
a preparagdo com pequeno aumento no mi-
croscopio para localizar.

Analise estatistica

Os dados coletados foram tabulados
e posteriormente analisados pelo software
estatistico “GraphPad Prism 8”. A analise es-
tatistica foi procedida pela aplicagao do teste
Shapiro-Wilk para verificagdo da normalidade.
Os dados que se demonstraram paramétricos
passaram pela analise de variancia de uma
via (one-way ANOVA), quando foi o caso, de
duas vias (two-way ANOVA), ambas seguido
do post-hoc teste de Tukey. Em todos os cal-
culos foi fixado um nivel critico de p<0,05 para
significancia estatistica.

RESULTADOS

As reservas glicogénicas séao
importantes por representarem o status de
resisténcia metabdlica dos organismos, desta
forma, pequenas reservas indicam redugao
na eficiéncia funcional e maior propensao a
fadiga. Por sua vez, grandes reservas indicam
maior eficiéncia metabdlica. A analise das
reservas hepaticas de glicogénio indicou que
o grupo tratado com capecitabina apresentou
reservas 68,3% menores se comparado ao
grupo controle (nao tratado). A concentracao
hepatica de glicogénio (mg/100mg) de ratos
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controle (C) e tratados com capecitabina (X)
(dose 359mg/kg). Os valores correspondem a
média £ desvio padrao (dp), n=10. (Figura 1).

Dentro do perfil metabdlico também
foram avaliadas as concentragdes glicogéni-
cas na porgao branca e vermelha do musculo
gastrocnémico e no musculo séleo, verifican-
do-se que o grupo tratado com capecitabina
(X) apresentou menores reservas, sendo
observados valores menores 67%, 56% e
45%, respectivamente, se comparado ao con-
trole. A concentracdo muscular de glicogénio
(mg/100mg) de ratos controle (C) e tratados
com capecitabina (X; dose 359mg/kg) dos
musculos gastrocnémio por¢ao branca (GB),
gastrocnémio porgédo vermelha (GV), séleo
(S), no ventriculo (V) e diafragma (D). Os
valores correspondem a média + dp, n=10
(Figura 2).

A seguir, o estudo foi direcionado a

Figura 1. Concentragao hepatica de glicogénio

avaliacdo dos parametros hematoldgicos,
visto sua importancia para manutencido do
equilibrio homeostatico.

Dentro do perfil hematoldgico foi
observado que muitos parametros foram al-
terados devido ao tratamento, iniciando pela
série vermelha. Neste contexto, o hematdcrito
do grupo tratado apresentou-se reduzido em
19%, condi¢cao também observada na hemo-
globina, cuja concentracao foi 17,8% menor
no grupo tratado e, por fim, na eritrometria em
que também foi observado comprometimento,
alcangando valores 63,5% menores em decor-
réncia do tratamento (Tabela 1).

No que se refere a série branca, a
determinacao da leucometria também indicou
ser menor no grupo tratado, verificando-se
valores 35% menores (Tabela 1).

Sabendo-se que os organismos apre-
sentam ajustes quimiometabdlicos e estes
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*p<0,05 comparado ao controle

Glicogénio Hepatico (mg/100mg)
o
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Figura 2. Concentracdo muscular de glicogénio

0'3- *p<0,05 comparado ao controle
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Tabela 1. Parametros hematolégicos de ratos controle (C) e tratados com capecitabina

Hematécrito (%) | Hemoglobina Eritrometria Leucometria AGL
(g/dL) (milhdes) (mil) (mmol/L)
Média + DP
(n=10)
C 413+0,2 14+0,5 74+0,8 448 +04 20318
X 33525 11,5+0,4* 2,7+0,2* 29+0,2* 297410

*p<0,05 comparado ao controle.

Tabela 2. Frequéncia cardiaca e parametros dos intervalos e segmentos das ondas
eletrocardiograficas (ms) de ratos

FC QRS QT QTc Inter. PR Segm. PR
(bat/min.) (ms) (ms) (ms) (ms) (ms)
Média + DP
(n=6)
C 240,911 51+3,1 110,945,8 233,40+16 3344,3 1542,2

X 288,2+11* 39,4+4,3* 99495 247,8+26*  57+2,4% 26+4,0

*p<0,05 comparado ao controle.
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tém relagcao direta com o status nutricional
ou acao de farmacos, foi avaliada a concen-
tracao plasmatica de acidos graxos livres que
representa o status gerado pela condigéo
sine qua non. Nesta analise foi avaliada a
concentracao plasmatica de acido graxo livre
sendo verificado que o grupo tratado com
capecitabina apresentou concentracoes 46%
maiores representado por 203,21£8 mmol/L
na condig¢ao controle e 297,13+10 mmol/L no
grupo tratado. Os parametros hematoldgicos
de ratos controle (C) e tratados com capeci-
tabina (X; dose 359mg/kg). Tabela 1.

A analise eletrocardiografica iniciou-se
avaliando a frequéncia cardiaca, seguindo a
regra da diferenga entre o pico de duas ondas
R consecutivas. Foram observados valores
médios 20% maiores no grupo tratado (X), de
acordo com a Tabela 2.

A seguir foi avaliado o intervalo QRS,
que corresponde a passagem do sinal elétrico
pelo feixe de His e pelas fibras de Purkinge
promovendo a despolarizacao ventricular,
sendo verificado que o intervalo foi 41,1%
maior no grupo (X) e ainda no tragado ele-
trocardiografico foi verificado supra desni-
velamento. Ainda, foi observado diferenca
estatisticamente significativa nos valores do
Intervalo PR, que corresponde ao tempo entre
aonda P e o inicio do complexo QRS, sendo
indicativo da velocidade de condug¢ao do im-
pulso elétrico desde o nodo atrioventricular até
aos ventriculos. Neste caso, o grupo (X) apre-
sentou valores 70,5% maior em relacdo ao
grupo controle. Os demais dados analisados
pelo eletrocardiograma nao demonstraram
diferencas estatisticas. Afrequéncia cardiaca
(FC, bat/min) e parametros dos intervalos e
segmentos das ondas eletrocardiograficas

(ms) de ratos controle (C) e medicados com
capecitabina (X; dose 359mg/kg). (Tabela 2).

No aspecto metabdlico cardiaco foi
avaliada a reserva de glicogénio do ventriculo
esquerdo e do diafragma, sendo verificado
que no ventriculo essas reservas apresenta-
ram valores de concentracao 46,6% menores
no grupo tratado (X) enquanto no diafragma
as concentracoes foram de 47,05%, também
menores. (Figura 2).

DISCUSSAO

Muitas substancias quimicas (farma-
cos) utilizadas no tratamento de diversas pa-
tologias, em especial o cancer, sao indutoras
de expressivas modificacbes nas fungdes
organicas predispondo a multiplas sintoma-
tologias e desajustes®. Tais modificagdes
envolvem acdes tanto do sistema enddcrino
guanto do sistema nervoso autbnomo. Assim,
a literatura mostra que as modificagdes de-
correm de agdes associadas entre diferentes
horménios, a saber: horménio adrenocorti-
cotrofico (ACTH), hormbnio somatotroéfico
(GH - horménio de crescimento), horménio
tireotrofico (TSH), glicocorticoides das su-
prarrenais e adrenalina (catecolamina). Uma
vez que estes hormonios apresentam intensa
acao lipolitica, considera-se que o aumento
na concentragao plasmatica de acido graxo
livre (AGL) indica a ac&o destes, mobilizando
as reservas de triglicerideos dos adipdcitos e
com isso oferecendo maiores concentragdes
de AGL aos tecidos®.

Esses desajustes indicam a implanta-
¢ao de uma condigao estressora desencadea-
da pela circulacao do farmaco, acompanhando
uma condigao clinica denominada fadiga
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oncolégica''. Os dados séo notérios em de-
monstrar que o tratamento com capecitabina
gera alteragdes no metabolismo hepatico,
uma vez que, por ser citotoxico pode atuar
também na homeostasia dos hepatdcitos,
l6cus de primeira passagem do farmaco'?. A
analise das reservas glicogénicas hepaticas
mostra menores reservas no grupo tratado,
indicando acéo direta da capecitabina nas vias
sinalizadoras que formam tais reservas, consi-
derando ainda que o epitélio intestinal possa
ser sensibilizado pela mesma e apresentar
reducéo na dindmica de captacao de glicose,
indicando um efeito indireto do quimioterapico.
No mesmo aspecto de analise foi verifi-
cado que as reservas glicogénicas musculares
também foram reduzidas, com maior expres-
sd0 no musculo gastrocnémio (fibra branca,
glicolitica) que também apresenta as maiores
reservas de glicogénio dentre os demais tipos
de fibras, reiterando o comprometimento na
formacao de tais reservas. Cabe ressaltar que
a literatura mostra que a resisténcia a insulina
ocorre no tratamento com quimioterapicos’.
Este dado pode refletir o sintoma de cansacgo
manifestado por pacientes sob tratamento.
Certo é que os musculos também
podem utilizar acido graxo livre como subs-
trato metabdlico, o qual, uma vez disponivel
no plasma e sendo lipossoluvel, é captado
pelos musculos como fonte substrato energé-
tico. Neste contexto, a andlise das reservas
musculares glicogénicas reflete uma das
vias metabdlicas que predominam e podem
ser comprometidas pela possivel resisténcia
insulinica gerada pela capecitabina. Ainda no
aspecto estrutural, pode-se considerar que
tem sido descrito sarcopenia nos pacientes
em tratamento com capecitabina, sendo um
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fator adicional de comprometimento e reflexo
das menores reservas energéticas’+®.

Do mesmo modo que ocorre a fra-
queza muscular, devem ser consideradas as
alteragdes nos parametros hematolégicos'.
Os dados mostraram que ocorreu reducgao
no numero de células sanguineas, condi¢ao
que acompanha a sugestao inserida na bula
do fabricante, porém néo discrimina os tipos
de células afetadas’®.

A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) também indica que o
tratamento com capecitabina gera depressao
da atividade da medula 6ssea alterando a
homeostasia e comprometendo a génese das
células sanguineas'®.

A literatura ja caracterizou o status
de anemia como numero baixo dos glébulos
vermelhos (hemacias), pequena concentragao
de hemoglobina e menor percentual de
eritrécitos?°. A maioria das pessoas com ane-
mia sentem-se cansadas ou fracas, mesmo
sintoma comum de pacientes em tratamento
com o quimioterapico capecitabina, indicando
comprometimento na formacéo das células
sanguineas?' 2,

Os dados mostraram que todos os
parametros hematologicos foram expressiva-
mente comprometidos pelo tratamento com
capecitabina, representado pela reducao na
eritrometria, no hematdcrito bem como na
concentragcdo de hemoglobina e, desta forma,
o presente estudo corrobora que a capecitabi-
na reduz a eficiéncia na geragao das células
sanguineas pela medula 6ssea?.

Estudos ligados a fisiologia/farmacolo-
gia cardiovascular tém sugerido expressivas
alteragdes induzidas por quimioterapicos
cardiotéxicos antimetabdlitos, os quais com-
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prometem a atividade cardiaca?. Na década
de 2000, era consenso que a incidéncia e os
fatores de risco de cardiotoxicidade associada
a capecitabina ainda ndo estavam definidos®.
Em 2009, os mesmos autores descreveram
que o quimioterapico capecitabina promoveu
isquemia miocardica, condicdo que desenca-
deia um reflexo na via autonémica simpatica
moduladora da atividade do nédulo sino atrial
promovendo aumento na frequéncia cardiaca,
condicao que referenda a presente pesquisa
em um expressivo aumento na frequéncia
cardiaca. Cabe ressaltar que, frente a intensa
modificagdo na frequéncia cardiaca, ocorrem
expressivas modificagcbes compensatorias na
condutancia das vias intracardiacas enquanto
fator de protegao para o musculo cardiaco e
ainda promovem desajustes metabdlicos visto
as menores reservas glicogénicas ventricula-
res e diafragmaticas®.

As maiores evidéncias cientificas
resultam de relatos de caso sugerindo e reite-
rando as associagdes entre o tratamento com
capecitabina e disfungdes cardiacas?’. Este
estudo mostra que ocorreram alteragdes nos
segmentos QRS, QTc e IPR, indicando redu-
¢ao compensatoria na distribuicao do sinal elé-
trico no musculo cardiaco buscando minimizar
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