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Pathological changes in cardiovascular system in long-term
doxorubicin-treated rats and effect of quercetin
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Abstract. Aims: Doxorubicin is an effective anticancer drug, but with several limitations in treatment.
Application of anthracycline - doxorubicin (DOX) induces chronic pathological changes in the myocardium.
The mechanisms of DOX cardiotoxicity may be multifactorial, including increased production of reactive
oxygen species leading to oxidative stress, cell necrosis and apoptosis induction. Treatment with additional
substances such as flavonoids can influence the negative effect of doxorubicin, and quercetin (QCT) was
found as a potential preventive substance in the treatment of cardiovascular diseases. The aim of the present
study was to determine the effect of QCT administration in long-term doxorubicine treated Wistar rats.
Methods: In the study, 11-weeks old male Wistar rats were divided into control group, saline-treated and
experimental groups. Experimental groups of animal were treated either with cumulative doses of doxorubicin
(DOX, 15 mg/kg, 3 weeks, i.p.) or with combination of doxorubicin+quercetin (DOX-QCT, each for 3 weeks,
QCT, 20 mg/kg, in biscuit pieces). Blood pressure was detemined using the plethysmography method. Eight
weeks after the completion of DOX, DOX-QCT or saline treated samples from the left ventricle were collected
for further biochemical studies: Western blot analysis and enzyme activity measurements.

Results: DOX influenced blood pressure increase, while a combination of QCT + DOX lowered blood
pressure increase and stabilised its to the control values. The effect of DOX on MMP-2 activities and
improvement of SOD activities and mitochondrial SOD protein expression to control level was affected
by QCT administration.

Conclusion: Quercetin administration was effective in blood pressure normalisation as well as in backward
remodelation and improvement of antioxidant response in the left ventricle of long-term DOX-treated
animals. Fig. 2, Tab. 1, Ref. 11, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Ciel: Doxorubicin (DOX) je efektivne protinadorové lie¢ivo, avsak jeho klinické pouzivanie ma svoje
limitacie spojené s nepriaznivymi kardiotoxickymi u¢inkami. Podavanie antracyklinu - doxorubicinu (DOX)
moze generovat chronické patologické zmeny v myokarde. Mechanizmus kardiotoxicity DOX je multifaktorialny
proces spojeny s narastom produkcie reaktivnych foriem kyslika spojenych s oxidacnym stresom, nekrézou
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alebo apoptdzou myokardu. Kvercetin (KVE) patri do skupiny flavonoidov a v stic¢asnosti sa javi ako potencidlna
a preventivna latka pri terapii kardiovaskuldrnych ochoreni. Cielom tejto studie bolo sledovat aditivny Gc¢inok
podavania KVE na modeli Wistar potkanov vystavenych dlhodobému pdsobeniu doxorubicinu.

Metédy: V praci boli pouzité dospelé (11-tyzdriové) Wistar potkany rozdelené na kontrolnu skupinu, ktorej
bol podavany fyziologicky roztok a experimentélne skupiny. Experimentalnym skupindm bol podavany DOX
(kumulativna davka 15 mg/kg, pocas troch tyzdiov, i. p.) alebo kombinacia DOX+KVE (kazdy po tri tyzdne
s KVE 20 mg/kg, vo forme biskvitu). Krvny tlak sa meral pletyzmograficky na chvoste zvierat. Osem tyzdnov
po ukonceni davkovania DOX, respektive fyziologického roztoku boli odobraté vzorky lavej komory na na-
sledné biochemické stanovenia Western blotovou analyzou a merania enzymovej aktivity.

Vysledky: Opakované podévanie doxorubicinu viedlo k zvySeniu tlaku krvi, kym pri si¢asnom podévani KVE
a DOX sa krvny tlak znizil a stabilizoval az na Uroven kontrolnej skupiny. K nezmenenym aktivitdm MMP-2
a sucasne aj Uprave SOD aktivity a hladin mitochondridlnej SOD na kontrolné hodnoty doslo v pritomnosti
KVE.

Zdver: Pozitivne Ucinky KVE sa prejavili pri normalizacii krvného tlaku, ako aj pri Uprave remodelécie a zlep-
Seni antioxidac¢nej odpovedi v lavej komore zvierat vystavenych dlhodobému pésobeniu DOX. Obr. 2, Tab.
1, Lit. 11, Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk

KlGcové slova: tlak krvi — zlyhanie srdca — matrixové metaloproteinazy-2 - antioxida¢na odpoved a mito-

chondridlna SOD - doxorubicin - kvercetin

Kvercetin (KVE) je polyfenolicka latka, ktora sa vyskytuje vo
viacerych druhoch potravin, najmé v zelenine, ovoci a vine
(1). Tento flavonoid vykazuje mnozstvo biologickych funk-
cii, vratane antioxida¢ného a antiinflama¢ného posobenia
(2). V sucasnosti sa KVE objavuje vo viacerych $tudidch
ako preventivne posobiaca latka proti kardiovaskuldrnym
ochoreniam, kde sa pozoroval jeho priaznivy uéinok na
vazodilataciu ciev, pokles krvného tlaku a pri terapiach
metabolického syndrému vyvolanych vysokotukovou diétou
(3, 4, 5). DOX je antracyklinové liecivo, ktoré sa pouziva pri
terapii roznych druhov nddorovych ochoreni tak pri solid-
nych tumoroch, ako aj pri liecbe leukémii a lymfémov (6).
Mechanizmus antiproliferativnych a cytotoxickych tcinkov
antracyklinov v nadorovych bunkach ovplynuje procesy ako
DNA interkaldcia (inhibicia syntézy makromolekul), tvorba
volnych radikalov (lipoperoxidicia membran, poskodenie
DNA), respektive indukcia apoptdzy prostrednictvom inhibicie
topoizomerazy II (7). Pouzitie DOX ma vsak svoje limitacie
spojené s nepriaznivymi kardiotoxickymi tc¢inkami (8, 9).

Tabulka 1 Zmeny v systolickom tlaku krvi a srdcovej frekvencie
u Wistar potkanov s dlhodobym podavanim DOX a dvojkombi-
nacie DOX + KVE

Table1 Systolic blood pressure and heart rate changes in Wistar rats after Doxorubicin
long-term treatment and in combination of Doxorubicin and Quercetin

Systolicky tlak krvi Srdcova frekvencia
(Systolic blood pressure) (Heart rate) (idery/min)
(mmHg) (beats/min)
Kontrola (Control) 113+ 4 369 +5
DOX 137 + 4* 392 +6*
DOX + KVE 118 £5 368+ 9

Hodnoty st uvadzané ako priemer + SEM. Udaje boli $tatisticky vyhodnotené
pomocou One-way ANOVA, *p < 0,05 DOX, DOX+KVE vs. Kontrola. (Values
are displayed as average + SEM. Significance *p< 0.05 represents DOX group or DOX +
Quercetin group (DOX + KVE) vs. control group, using One-way ANOVA).
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Pri klinickom pouzivani DOX u onkologickych pacientov
dochadza k vyraznym vedlaj$im ucinkom, ktoré poskodzuju
najmd kardiovaskularny systém, ked dochadza k indukcii
patologickych zmien v myokarde. Mechanizmus kardioto-
xicity je multifaktoridlny (10), vzhladom na vysoky vyskyt
mitochondrii v srdcovom svale je posobenie DOX v srdci
odli$né od posobenia doxorubicinu v nadorovych bunkach.
V praci sme sa zameriavali na sledovanie vplyvu samotného
doxorubinu a aditivneho posobenia flavonoidu - kverce-
tinu. Sledovali sme viaceré parametre kardiovaskularneho
systému (tlak, srdcova frekvencia), zmeny v remodeldcii
srdcovej komory a antioxida¢nej odpovedi superoxiddizmutaz
a mitochondrialnej SOD, ktora zohrava dolezita ulohu pri
odburavani zvy$eneho vyskytu reaktivnych foriem kyslika
v mitochondriach srdca.

Vysledky

Zmeny v krvnom tlaku a srdcovej frekvencii. Signifikant-
ny narast systolického krvného tlaku o 21,2 % sa pozoroval
pri DOX skupine osem tyzdiov po podavani tohto lieciva.
Stcasné podavanie KVE a DOX znizilo narast krvného tlaku
a viedlo k jeho stabilizacii az na troven kontrolnej skupiny
(tabulka 1). V pripade srdcovej frekvencie doslo u DOX
skupiny iba k miernym zmenam (6,2 %). Remodelacia ex-
tracelularneho priestoru. Zmeny v remodelacii lavej komory
sa sledovali zymografickou analyzou aktivity metaloproteinazy.
Osem tyzdnov po dlhodobom podéavani doxorubicinu sa v lavej
komore (LK) srdca pozoroval vyznamny ndrast aktivity me-
taloproteindzy-2 (MMP-2, 72-kDa). Posobenim kvercetinu sa
znizila aktivita MMP-2 a upravila remodeldcia LK (obrazok 1).
Zmeny sa pozorovali iba v srdci, kym v plazme zmeny v hla-
dindch MMP2 uz detekované neboli. Zmeny v antioxidacnej



odpovedi superoxiddizmutaz (SOD) a mitochondriadlnej
SOD. Utinok DOX v lavej komore sa spajal s poklesom aktivity
SOD. Podavanie KVE ovplyvnilo DOX-indukovanu inhibiciu
SOD a zlepsilo antioxida¢nu odpoved u pozorovanej skupiny
zvierat. Pozorované zmeny v aktivite SOD u DOX-KVE zvierat
pozitivne korelovali s hladinou mitochondrialnej izoformy
SOD proteinu (obrazky 2a, 2b).

Diskusia

Doxorubicin (DOX) je efektivne protinadorové liecivo,
avSak jeho klinické pouzivanie ma svoje limitacie spojené
s nepriaznivymi kardiotoxickymi G¢inkami (8, 9). Tato stadia
poukazuje na dlhodoby tc¢inok KVE, ktory vykazuje pozitivne
ucinky proti DOX-indukovanym zmendm v srdci u experi-
mentalnych zvierat na urovni zmien tlaku, remodelacie srdca
a antioxidacnej odpovedi. Ukazuje sa, ze KVE je schopny
taktiez ovplyvnovat procesy kontraktility pri ischemicko-
reperfiznom poskodeni u zvierat vystavenych posobeniu
DOX (11). Viaceré prace poukazuju na efekt kvercetinu pri
znizovani tlaku pri roznych modeloch hypertenzie (SHR,
zvierat s metabolickym syndromom vyvolanych vysokotu-
kovou diétou (3, 4, 5).

Metaloproteinazy, ako MMP-2, st jednymi z enzymov,
ktoré maji doleziti ulohu pri remodeldcii extraceluldrnej
matrix. Ich aktivacia v srdci sposobuje $trukturdlnu dezorga-
nizaciu extraceluldrneho srdcového priestoru. Viacere prace
poukazujui na to, Ze aktivacia myokardidlnej a cirkulujicej
MMP2 je spojena s progresiou a toxickym uc¢inkom DOX
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DOX DOX+KVE

Kontrola

Obrazok 1 Zmeny v remodelacii lavej srdcovej komory

Figure 1 Changes in left ventricle remodelation

Na obrazku st zobrazené zmeny v aktivite matrixovej 72 kDa metalopro-
teinazy-2 MMP-2 v lavej komore, ktora bola sledovana zymografickou
metédou. (Matrix metaloproteinase-2 activity in left ventricle was observed using
zymographic method at 72kDa. In figure 1 are shown changes in MMP-2 activity
of control (kontrola), doxorubicin (DOX) and doxorubicin + quercetin (DOX +
KVE) group.

(8). Z nasich experimentov vyplyva, ze v myokarde bola
modulovand najmi aktivita 72-kDa formy MMP-2, ktord
je aktivovana cez konformacné zmeny pomocou radikalov.
Stcasne popri aktivacii 72-kDa MMP-2 dochadzalo u do-
xorubicinovych zvierat aj k poklesu celkovej aktivity SOD.
Podavanie KVE upravilo negativne uc¢inky DOX tak pri
72-kDa MMP-2 aktivécii, ako aj pri inhibicii aktivity SOD
a narastu hladiny mitochondridlnej SOD.

Zaver

Experimentalne tdaje poukazuju na beneficné ucdinky
podavania KVE. Poddvanie kvercetinu viedlo k normalizacii
krvného tlaku, zastaveniu remodelacie a zlepseniu antioxi-
dacnej odpovede v lavej komore zvierat, ktoré boli dlhodobo
vystavené posobeniu doxorubicinu.
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Obrazky 2 A, 2B SOD aktivity (A) a hladina mitochondrialneho proteinu SOD (B) u Wistar potkanov s dlhodobym podavanim DOX

a dvojkombinacie DOX + KVE

Figure 2A, 2B SOD activity (A) and mitochondrial SOD level (B) in Wistar rats after doxorubicin long-term treatment and treatment with both DOX and quer-

cretin.

Aktivity SOD boli merané spektrofotometricky s pouzitim WST farbiva. Hladina mitochondridlneho proteinu SOD sa stanovila Western bolotovou ana-
lyzou. Hodnoty st uvddzané ako priemer + SEM. Udaje boli statisticky vyhodnotené pomocou t-testu, *p < 0,05 DOX, DOX + KVE vs. Kontrola. [SOD
activity was measured spectrophotometrically using of WST dye. Level of mitochondral protein SOD was determined by Western blot analysis. Values are displayed as average +
SEM. Significance *p< 0.05 represents DOX group or DOX + Quercetin group (DOX + KVE) vs. control group (kontrola), using t-test)].
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