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Rezumat

Evaluarea manifestarilor functionale ale cardiotoxicitatii doxorubicinii (Dx) reprodusa la sobolani prin admi-
nistrarea antraciclinei in doza cumulativa de 16 mg/kg timp de 2 saptamani, precum si a efectului cardioprotector
al antagonsitului TNF-alpha (anticorpul monoclonal, AM-TNF-a) administrat in paralel cu antraciclina (i/p 0,5 mg/
kg zilnic) s-a realizat pe modelul de perfuzie a cordului izolat in regim de lucru, aplicand diferite teste de efort. Ac-
tiunea Dx s-a impus prin reducerea semnificativa a presiunii sistolice si a jetului aortic cu pana la 71,9% in efort cu
rezistenta si volum 1n contiguitate cu afectarea contractilitatii si relaxarii izovolumice si raspunsul inotrop negativ la
stimularea cu ET-1, care este redresat pe fundalul pretratarii cu EET-11,12 (epoxiecozatrien). Beneficiul AM-TNF-a
s-a manifestat prin cresterea semnificativa a indicilor contractiei si de pompa a cordului cu pana la 87,5%, dar si prin
aparitia raspunsului inotrop pozitiv la actiunea ET-1.

Cuvinte-cheie: inflamatie, cardiotoxicitate, doxorubicina.

Summary. Inflammation blunting mitigates the doxorubicin induced cardiotoxicity

Evaluation of the functional manifestations of doxorubicin (Dx) cardiotoxicity induced in rats by adminis-
tration of anthracycline at the cumulative dose of 16 mg/kg for 2 weeks as well as the cardioprotective effect of
TNF-alpha antagonist (monoclonal antibody, MA-TNF-a) administered during anthracycline action (i/p 0,5 mg/kg
daily) was performed on the isolated working heart perfusion model using different effort tests. Dx action led to a
significant reducing of systolic pressure and aortic flow by up to 71,9% in association with a notable dysfunction
of isovolumic contractility and relaxation as well as to a negative inotropic response to ET-1 stimulation, which
was recovered by isolated heart pretreatment with EET-11,12 (epoxyeicosatrien). The benefit of MA-TNF-o was
manifested by a significant enhancement of myocardial contraction and pump function indices by up to 87,5% and
by the positive inotropic response appearance to ET-1 action.

Key words: inflammation, cardiotoxicity, doxorubicin.

Pesiome. Ilogasiienne BocnajgeHus: yMeHbIIACT KAPAMOTOKCHYHOCTD JOKCOPYOHLIMHA

Omnpenenenne QyHKIHOHATBHBIX TPOSBICHUH KapIHOTOKCHIHOCTH HoKcopyoruuHa (/Ix) (i/p BBeneHue KPHI-
cam JIX B TeueHue 2 HeNellb B KyMYJSITUBHOH 03¢ 16 MI/KT), a TakkKe KapIHOIPOTEKTOPHOTO (P (PEeKTa aHTarOHUCTA
TNF-a (moHOKIOHaNMBHOE aHTHTEN0, MA-TNF-0, BBOIMMOro mapaieabHO ¢ ACHCTBHEM aHTpaIMKINHA, i/p 0,5
MI/KT B JICHb) OCYIICCTBHIIM HA MOIEIU W30JIHPOBAHHOTO NEepPYy3UPOBAHHOTO Ceplla ¢ HACOCHOU (YHKIHEH C
WCIOJIb30BAaHUEM PA3JIMYHBIX HArPY304HbIX TeCTOB. KapnnorokcnyHocTs DX nposiBUIach 10CTOBEPHBIM CHIKEHH-
€M CHCTOJIMYECKOTO JIABICHHS U a0PTAIBHOTO BEIOpoca 10 71,9% mpu Harpy3ke COMpPOTUBICHHEM U TABICHHEM B
COYETAaHUU C HapyLIEHUEM H30BOIIOMUYECKOTO COKpAILIEHHUS U pacciaalieHus, a TakKe pa3BUTHEM OTPHUILIATEIILHOTO
WHOTPOITHOTO OTBETa cepiua Ha cTuMyssinuto sHaotesnuHoM 1 (ET-1), KoTopblii, ojHaKo, CTal MOJ0KUTEIHHOM Ha
¢done npemenukanuu ¢ EET-11,12 (anokcueiiko3arpuet). Kapauonporekropusriii a3pdext MA-TNF-a mposiBsiicst
JIOCTOBEPHBIM IMOBBIIIEHUEM ITOKa3aTeNeil COKpaTUTEbHOCTH MUOKap/ia 1 HACOCHOM (yHKUMU 10 87,5%, a Takxke
MOSABJICHUEM OJIOKUTEIIbHOM HHOTPOIIHOIO OTBeTa cepAia Ha aeicteue ET-1.

KuroueBble cjioBa: BocnajieHue, KapIMOTOKCUYHOCTh, JOKCOPYOHIIMH.

Introducere in tratamentul pacientilor cu leucemie acuta si croni-
Doxorubicina (Dx) ca remediu anti-neoplastic se  ca, limfoame, sarcoame si cancer de sén, iar pe de alta
impune prin actiune farmacologicd dihotomica: pe o  parte, posedd o cardiotoxicitate manifesta, care deja la
parte, demonstreaza o eficientd antitumorala notabilda o doza cumulativa medie (500-550 mg/m?) afecteaza in



Stiinte Medicale

209

plan morfofunctional miocardul, inducand o insuficien-
ta cardiacd severd iminenta cardiomiopatiei dilatative
[1, 2, 3]. Astfel, la circa 15% din pacientii oncologici
eligibili la administrarea Dx tratamentul respectiv este
sistat premergator din cauza repercusiunilor fatale ce
deriva din cardiotoxictatea preparatului (insuficienta
cardiaca severa, aritmii cardiace, stop cardiac).

protectie si identificarea unor remedii ce pot diminua
cardiotoxicitatea Dx este un imperativ si o abordare
actuald atat in campul oncologiei, cat si cardiologiei.
pe cunoasterea profundd a mecansimelor patogeentice
prin care Dx altereazd miocardul si compromite func-
tionalitatea cordului. Apanajul fiziopatologic demarca
la aceasta noima mai multe entitati importante [4-12]:

- inhibitia topoizomerazei tipul I, replicarii ADN
si transcrierii ARN, potentarea formarii radicalilor
liberi de oxigen, precum si inlaturarea histonilor din
cromatina nucleara;

- declansarea apoptozei celulare prin intermediul
anionului superoxid, responsabil de activarea caspazei
3 si proteinei ,,heat-shock”-25;

- Incarcarea excesiva a cardiomiocitelor cu calciu,
determinata in parte de activarea canalelor lente (voltaj
dependente, L-type) de Ca* si a efluxului cationului
din rezervele intracelulare cantonate in reticulul sarco-
plasmatic, in timp ce pompa SERCA2a (ATP-aza de
calciu) este inhibatd. Excedentul de calciu activeaza
calpainele, care mediaza 2 fenomene detrimentale in
cardiomiocit: activarea caspazei 12 si titinei, ultimul,
conducand la degradarea citoscheletului sarcomerului
si depresia contractild a miocardului.

- inhibitia deja in concentratii mici a respiratiei
mitocondriala si beta-oxidarii acizilor grasi, rezultand
in declinul energetic al miocardului, asociat de micso-
rarea raportului creatinfosfat/creatin, formand astfel, o
preconditionare pentru apoptoza si necroza cardiomi-
ocitelor;

- activarea metaloproteinazelor matricei extrace-
lulare, 1n special tipul 2 si 9. Degradarea exageratd a
colagenului devine un factor trigger al dilatarii ventri-
culare, remodelarii patologie excentrice a cordului si
evolutiei insuficientei cardiace;

- cresterea expresiei endotelinei 1 (ET-1) in mi-
ocard, prin ce se reduce eficienta fenomenului coro-
narian Gregg si se pericliteaza capacitatea inotorpa a
miocardului.

Un mecanism inerent cardiotoxicitatii Dx si care
prezintd interes prin faptul ca integreazd interfata
fiziopatologica clasicd a dishomostaziei circulatorii,
este declansarea raspunsului inflamator. C. Alise si
colab. (2011) au relatat cd Dx stimuleaza eliberarea

TNF-alpha de catre macrofagile miocardului [13], iar
M. Argun si colab. (2016) au decelat cresterea canti-
tativa semnificativa cu peste 34% a citokinei proinfla-
matoare deja dupa 2 sdptdmani de actiune a Dx [14].
Important de mentionat cd cresterea expresiei TNF-
alpha sub actiunea Dx se atesta si in peretele arterelor
coronariene [15].

Activarea inflamatiei nespecifice asociaza evolutia
afectiunilor cardiovasculare si la conotatia insuficientei
cardiace se anuntd important efectul ei direct sau inter-
mediat privind stimularea stresului oxidativ, activarea
fibroblastelor si metaloproteinazelor matricei extra-
celulare, diferentierea fibroblastelor in miofibroblaste
mediatd prin factorul de transformare a cresterii beta
(TGF-beta), reglarea in jos a Ca-ATP-azei a reticulu-
lui sarcoplasmic (SERCAZ2a), diminuarea fosforilarii
titinei in detrimentul functiei lisitrope a miocardului,
cresterea expresiei receptorilor AT1 pentru angiotensi-
na II, periclitarea conexiunii matricei extracelulare cu
sarcomeii cardiomiocitului etc. [16].

In plus, TNF-alpha poseda per se efect depresiv
asupra contractiei miocardului si de declansare a apop-
tozei celulare pe cale extrinseca.
reducere a cardiotoxicitatii Dx prin inhibitia TNF-al-
pha datorata actiunii antagonistului specific reprezentat
de anticorpul monoclonal (AM-TNF-alpha).

Scopul studiului: evaluarea in vitro a reactivitatii
de efort a cordului afectat prin administrarea Dx, pre-
cum si efectului actiunii in paralel a AM-TNF-alpha.

Material si metode

Afectiunea Dx a miocardului s-a reprodus la sobo-
lanii albi prin administrarea i/p a Dx (doza cumulativa
16 mg/kg in 2 saptamani, 2 injectari/per saptamana in
doza de o prizi 4,0 mg/kg). In alt lot pe fundalul acti-
unii Dx s-a administrat i/p zilnic timp de 2 sdptdmani
AM-TNF-alpha in doza de o priza, 5,0 mg/kg. Anima-
lele din ambele loturi au fost sacrificate prin eutanasie
(tiopenthal de sodiu, 0,4 mg/kg) dupa 10 zile de la ulti-
ma injectare a antraciclinei, intrucat doxorubicina este
un remediu care in baza clearence-ului redus se cumu-
leaza in organism circa 8-12 zile. Cercetarea functiona-
13 s-a realizat pe modelul de cord izolat perfuzat clasic
cu solutia Krebs-Henseleit in regim izovolumic (meto-
da Langendorff) si in regim de lucru exterior (metoda
Neely-Rovetto). Reactivitatea cordului s-a studiat prin
aplicarea efortului cu rezistentd si volum, cat si la ac-
tiunea ET-1 concentratia 107 M. De asemenea s-a de-
terminat raspunsul inotrop al cordului izolat la actiunea
ET-1 pe fundalul medicatiei cu epoxiei cosatriene 11,
12 (EET-11, 12) in concentratia 10° M.
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Tabelul 1
Valoarea indicilor functionali ai cordului izolat in efort cu rezistenta
Loturi
Indici Martor Dx
+ - - =
(n=9) (n=9) Dx+AM-TNF-a (n=9)
10,6+0,7
Jetul aortic (JA), ml/min 15,4411 7i5<f)0(’)‘; p1<0,05
PP p2<0,05
21,8+1,7
Debitul cardiac (DC), ml/min 29,242 4 161’26‘[1)’12 p1<0,05
PI=Y, p2<0,05
145,9+10,5
Presiunea sistolicd a VS (PSVS), mm Hg 176,4+11.3 1263115 p1<0,05
p1<0,05
p2<0,05
+
Presiunea 96,4+7,3 36,3+0,22 35,9+0,38
sistolei izotonice a VS, mm Hg p1<0,01 p1<0,05
) ’ p2<0,05
7754214
+dP/dT max, mm Hg/sec 9887+276 6835£173 p1<0,05
p1<0,05
p2<0,05

Nota: pl — semnificatia vs indicele martor; p2 — semnificatia vs Dx.

Datele obtinute au fost comparate si analizate sta-
tistic conform criteriului t-Student in raport cu ineren-
tele din lotul martor (animalele intacte).

Rezultate

Datele ce vizeaza indicii functionali principali ai
cordului izolat in conditii de majorare a rezistentei pe-
riferice cu 40% (presiune in estuarul aortei — 120 cm
col. H,O) sunt prezentate in tab. 1.

Cresterea rapidd a presiunii in estuarul aortei cu
40%, de la nivelul fiziologic (80 cm col. H,0), deci
pana la 120 cm col.LH,O s-a impus prin exacerbarea
disfunctiei cardiace in afectie Dx. Parametrii principali
ai functiei de pompa a cordului izolat (jetul aortic si de-
bitul cardiac) s-au depreciat semnificativ fatd de martor
cu 51,3% si, respectiv, 44,2%. Presiunea VS maxima
dezvoltatd in sistola, indicele important in aprecierea
capacitdtii contractile a miocardului s-a decelat redus
semnificativ cu 28,4%. Este remarcabila in acest con-
text valoarea notabil diminuata a presiunii sistolice izo-
tonice care asigurd procesul de ejectie cu 62,3%. Sis-
tola izocora este factorul ce influenteaza in mod direct
functia de pompa a VS.

Testul cu efort cu rezistenta reprezinta prin entita-
tea sa paternul fiziopatologic congener al fenomenului
de reglare homeometricd a cordului. Viteza maxima
de contractie izovolumica (+dP/dT max) se estimeaza
drept indicele oportun de adaptare a cordului la acest
gen de efort. In studiul nostru cardiotoxicitatea Dx s-a
impus prin micsorarea semnificativd a +dP/dT max cu
30,9% fata de martor.

Efectul administrarii AM-TNF-a a ameliorat in-
tr-un mod evident proprietdtile contractile ale mio-
cardului. Astfel, PSVS 1in testul cu rezistenta a crescut
semnificativ fatd de lotul cu Dx cu 15,5%. Pe acest
fundal s-a urmarit si elevarea semnificativa cu 54% a
presiunii sistolei izotonice, precum $i majorarea semni-
ficativa cu 13,4% a valorii +dP/dT max.

Drept urmare s-a decelat revirimentul functiei de
pompd, care s-a manifestat prin cresterea semnificativa
a JA si DC cu 41,3% si, respectiv, 33,7%.

De mentionat totusi cd valoarea acestor indici
functionali din lotul Dx+dP/dT max raman semnifica-
tiv depreciati fata de indicii iminenti lotului martor.

Datele ce vizeaza indicii functionali ai cordului
izolat in conditii de micsorare cu 35% a volumului de
umplere a VS (presiune de umplere a atriului stang —
5,0 cm col. H,0) sunt prezentate in tab. 2.

— Semnificatia vs Dx

Testul cu reducerea rapida a presiunii de umplere
a atriului stang reprezintd o sarcind dificila si intri-
catd pentru cord, in special pe fondul periclitarii
functiei luzitrope, datéd fiind incapacitatea angrenarii
mecanismului Frank-Starling (relatia lungime-forta).

In lotul cu Dx valoarea jetului aortic la diminuarea
presiunii de umplere a atriului stang de la 15 c¢cm col.
H,O (nivelul fiziologic) pand la 5 cm col. H,O a atins
cote medii de 20% din indicele martor (1,6+0,1 vs
5,740,3 ml/min; p1<0,001). Acest recul evident se
coreleaza cu micsorarea semnificativa a valorii -dP/dT
max (viteza maxima de relaxare izovolumica) a cor-
dului cu 32,8%. Afectarea relaxarii izovolumice a
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Tabelul 2
Valoarea indicilor functionali ai cordului izolat in efort cu volum
Loturi
Indici Martor Dx
+ - - =
(n=9) (n=9) Dx+AM-TNF-a (n=9)
. . 1,620,1 3,0£0,3
Jetul aortic (JA), ml/min 5,7+0,3 p1<0,05
p1<0,001
p2<0,05
6798+165
+
-dP/dT max, mm Hg/sec 7966+188 3356=149 p1<0,05
p1<0,05
P2<0,05
+
Presiunea protodiastolica a VS (PPVS), mm 0,22+0,02 0,48+0,04 O£’311<00(,)(§3
Hg p1<0,01 p2<0,05

Nota: pl — semnificatia vs indicele martor; p2.

cordului a conditionat o valoare mai mult ca dublad a
presiunii protodiastolcie a VS (presiunea minimala a
VS): 0,48+0,04 vs 0,22+0,02 mm Hg.

Actiunea AM-TNF-a in paralel cu Dx a crescut
capacitatea cordului izolat de adaptare la declinul gra-
dientului de umplere. Meritd atentie la aceastd noima
cresterea cu 87,5% a JA, care s-a asociat cu reducerea
semnificativa a PPVS cu 35,4%. Totodata, valoarea in-
dicelui -dP/dT max s-a majorat semnificativ cu 26,9%.
Cu toate acestea, valoarea acestor 3 indici se estimeaza
cu devieri semnificative comparativ cu valoarea indici-
lor lotului martor.

Calitatea reglarea functiei cardiace in efortul cu
volum de umplere redus si in special in efort cu re-
zistentd este in contiguitate cu capacitatea inotropd a
miocardului. Printre factorii neuroendocrini cu actiu-

ne inotropd pozitiva meritd o atentie deosebita ET-1.
Intr-o relatare anterioara [17] am adus la apel efectul
coronaroconstrictor majorat al ET-1 1n afectiunea Dx a
miocardului, pe cand efectul coronarodilatator al EET-
12, 13 mediat prin mecanismul de hiperpolarizare a
miocitului neted coronarian nu este afectat. Sub acest
aspect am cercetat actiunea ET-1 (107 M) asupra PSVS
a cordului izolat perfuzat in regim de lucru, inclusiv pe
fundalul pre-tratarii cu EET-12,13 (tab.3).

Datele obtinute indica 3 particularitti pertinente.

1. in lotul cu Dx actiunea ET-1 induce efect inotrop
negativ, manifestat prin diminuarea PSVS cu peste 9%,
fapt ce s-a soldat si cu micsorarea DC.

2. Administrarea Dx+AM-TNF- a a redresat ras-
punsul inotrop, unde, ca si in lotul martor, s-a notat
efect inotrop pozitiv, manifestat prin cresterea in varful

Tabelul 3
Valoarea PSVS si DC la actiunea ET-1 inclusiv pe fondul medicatiei cu EET-12,13
Indice/lot Actiunea ET-1
PSVS (mm Hg) Initial Stimulare
Martor 141,7+8,2 177,3+8,6
Dx 104,9+6,4* 95,4+6,6*
Dx+AM-TNF-a 127,7+6,7 138,5+8,5*#
DC (ml/min) Initial Stimulare
Martor 36,9+1,9 42,7422
Dx 23,6+1,3* 21,5+1,5%
Dx+AM-TNF- a 28,7+1,6%# 32,8+1,9%#
Indice/lot Actiunea ET-1 pe fond de pretratare cu EET-12,13
PSVS (mm Hg) Initial Stimulare
Martor 143,6+8,4 180,5+8,7
Dx 106,6+6,9* 115,7+6,8*
Dx+AM-TNF- a 127,7+6,7 144,7+8,9*#
DC (ml/min) Initial Stimulare
Martor 37,7+1,8 43,8425
Dx 24,1+1,3* 27,9+1,8*
Dx+AM-TNF- a 29,8+1,6%# 35,842, 2%#

Nota: * — p<0,05 vs martor; # — p<0,05 vs Dx.
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actiunii ET-1 a PSVS, determinand prin urmare si cres-
terea valorii DC.

3. Pe fundalul pretratarii cordului izolat cu EET-12,
-13 actiunea ET-1 in lotul cu Dx a indus efect inotrop
pozitiv, manifestat prin elevarea PSVS cu 9,1 mm Hg,
fapt ce a conditionat si cresterea DC cu 15,8%.

Discutie

Datele obtinute releva ca o repercusiune infailibila
a cardiotoxicitatii doxorubicinii este afectarea capacita-
tii cordului de autoreglare in conditii de efort cu rezis-
tentd si volum. La baza acestei entitati fiziopatologice
se anunta importantd perturbarea contractiei si relaxarii
izovolumice a cordului, care in acord cu apanajul con-
ceptual ce vizeaza cardiotoxicitatea Dx are o conexiune
stransa cu carenta energetica iminentd actiunii antracli-
nei si de care depinde calitatea realizarii acestor faze
ale ciclului cardiac, precum si cu excedentul de calciu
ce compromite contractilitatea si relaxarea diastolica
a miocardului [18, 19].

Periclitarea de catre Dx a contractiei izovolumice,
faza cardiaca centrala in procesul de dezvoltare a presi-
unii intraventriculare 1n sistold, este intr-un raport inte-
ligibil cu efectul inotrop negativ al cordului la actiunea
ET-1 care induce cresterea calciului 1n cardiomiocit.
Doxorubicina per se creste expresia ET-1 Tn miocard si
drept urmare conditioneaza cresterea expresiei si a re-
ceptorilor ei specifici, Indeosebi a receptorului ETA de
pe cardiomiocit, datd fiind reglarea feedback pozitiva
intre ET-1 si receptor. S.Bein si colab. (2007) au relatat
ca blocarea receptorilor ET-1 prin bosentan atenueaza
evolutia cardiomiopatiei doxorubicinice, efect bazat in
parte pe ameliorarea contractiei izovolumice a cordului
si limitdrii coronaroconstrictiei iminente actiunii ET-1
[20]. La aceasta conotatie este remarcabil faptul ca in
conditii de pretratare a cordului izolat cu EET-12,13 ac-
tiunea ET-1 induce efect inotrop pozitiv. Acest benefi-
ciu ar fi datorat cresterii perfuziei coronariene, dat fiind
ca EET-12, 13 creste fluxul coronarian prin mecanism
endoteliu independent (fenomenul Vanhoutte).

O fatetd aparte a studiului nostru consta in eviden-
tierea efectului cardioprotector al inhibitiei TNF-alpha.
Revirimentul crucial consta in cresterea functiei con-
tractile si de pompa in efortul cu rezistenta si volum,
precum si dezvoltarea efectului inotrop pozitiv la actiu-
nea ET-1. Astfel, pe de o parte, aceastd evidenta este n
contiguitate cu capacitatea Dx de a creste expresia fac-
torului cardiodepresiv, TNF-alpha, iar pe de alta parte
vine in acord cu conceptul actual care coroboreaza ro-
lul inflamatiei in promovarea afectiunii morfofunctio-
nale a cordului [21, 22].

Inflamatia activeaza stresul oxidativ [23], un me-
canism de baza al cardiotoxicitatii Dx. Sub acest aspect

este de asemenea inteligibil beneficul AM-TNF-alpha
administrat 1n paralel cu actiunea Dx.

B. Vulesevic si colab. (2018) au relatat recent co-
relarea directd intre severitatea insuficientei cardiace si
gradul de activare si infiltrare in miocard a neutrofile-
lor, care in mod direct reflecta intensitatea inflamatiei
sistemice, cronice, sau subcinice [24].

In acest context, datele noastre pot fi dovezi con-
cludente privind eficienta tratamentului anti-citokinic
in strategia terapeuticd a insuficientei cardiace induse
prin administrarea Dx, fapt ce desemneaza beneficii
notabile si in oncologie.

Concluzii

1. Cardiotoxicitatea doxorubicinii se impune
prin periclitarea contractiei si relaxarii izovolumice a
cordului, fapt ce compromite autoreglarea in efort cu
volum si rezistentd. Actiunea ET-1 induce efect inotrop
negativ, care poate fi redresat prin pretratarea cordului
cu EET-12, 13 ce creste perfuzia coronariand prin me-
canismul independent de endoteliu.

2. Atenuarea inflamatiei prin administrarea in
paralel cu actiunea Dx a antagonistului TNF-alpha
reduce notabil cardiotoxicitatea antraciclinei, fapt ma-
nifestat prin cresterea semnificativa a PSVS si JA cu
15,5-87,5%, precum si prin aparitia raspunsului inotrop
pozitiv la actiunea ET-1.
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