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Uma vez que vocé percebe que cria toda uma simbologia para se comunicar com a propria
espécie, entdo descobre que os simbolos realmente ndo sdo bons ou maus, certos ou errados.
Vocé os torna certos ou errados de acordo com suas crencas. Esse é o poder da convicgdo,
mas a verdade estd além das conviccbes. Quando vocé vai além dos simbolos, o que encontra
¢ um mundo de perfeicdo onde tudo e todos na criacdo sdo perfeitos. Até o investimento da
sua crenca em cada palavra é perfeito. Até sua raiva, seu drama e suas mentiras sao perfeitas.
Até o inferno em que vocé as vezes vive é perfeito, porque so existe perfeicdo. Imagine sé se
vocé estivesse vivido o tempo todo sem ter aprendido todas as mentiras que integram o seu
conhecimento, sem sofrer com o investimento de sua fé nessas mentiras, supersticbes e
opiniBes. VVocé seguiria a vida como o resto dos animais, ou seja, manteria a inocéncia por
toda a sua vida.

No processo de domesticacdo vocé perde sua inocéncia, mas, ao perder a inocéncia, vocé
comecga a procurar 0 que perdeu, e isso te leva ao despertar da consciéncia. Uma vez que a
recupera, vocé passa a ser totalmente responsavel por sua prépria evolucdo — e por cada
escolha que faz na vida.

Quando vocé é educado pelo sonho do planeta, ndo tem escolha: aprende varias mentiras. Mas
talvez seja tempo de desaprendé-las e reaprender como ir atras da verdade, seguindo o proprio
coracao.

(Don Miguel Ruiz — O Quinto Compromisso)



RESUMO

CAMPOS, Vera Maria Araujo de. Efeito da radiacéo ionizante e quimioterapicos em tecido
cardiaco e expressao do peptideo natriurético do tipo B. 2013. 62 f. Dissertacdo (Mestrado
em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

A utilizacdo de biomarcadores cardioespecificos vem sendo recomendado como
ferramenta Gtil na monitoragdo e identificacdo precoce de lesdo cardiaca, em decorréncia do
potencial de cardiotoxicidade da terapéutica oncologica. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o nivel plasmético do peptideo natriurético do tipo B (BNP) e da expresséo génica do
BNP e outros genes relacionados a sua sintese, a interleucina-6 (IL-6), fator 1 de
transformacéo de crescimento (TGF-B1) e procolageno tipo I, mediante a associacdo dos
agentes antineoplasicos docetaxel e ciclofosfamida (TC) e da radiacdo ionizante (IR) no
coragdo de ratas Wistar, 2 meses apds o término do tratamento. Para isso, Ratas Wistar (3-4
meses, n=7) foram irradiadas no coracdo com dose Unica de 20Gy, em um campo antero-

posterior de 2x2cm2, em acelerador linear com feixe de energia nominal de 6 MeV; outras
(n=7) foram tratadas (4 ciclos, com 7 dias de intervalo) com docetaxel (12,5 mg/Kg) e
ciclofosfamida (50 mg/Kg) e irradiadas ap6s 7 dias do tratamento quimioterapico. Como
controle (n=7), animais ndo irradiados e ndo tratados com quimioterapicos. Ap6s 2 meses do
fim do tratamento, a eutanasia dos animais foi realizada. Amostras de plasma e tecido
cardiaco, ventriculo esquerdo (VE), foram coletadas. Por ensaio ELISA foi quantificada a
concentracdo plasmatica de BNP; parte do tecido cardiaco foi fixado, incluido em parafina e
cortado em micrétomo, para assinalar a presenga de BNP no VE, avaliagdo qualitativa, pela
técnica de imunohistoquimica (IHQ); e a outra parte para a técnica RT-gPCR, onde foram
avaliados a expressao relativa de mRNA dos genes do BNP, IL-6, TGF-B1 e procolageno tipo
I. Na IHQ o grupo controle apresentou uma marcagdo pontual, enquanto que 0S grupos
tratados apresentaram uma marcacdo mais difusa, sendo que o grupo TC+IR foi o que
apresentou maior dispersdo na marcacdo do BNP no tecido cardiaco. Embora ndo tenha sido
observado no ensaio ELISA uma diferenca significativa entre as concentragdes plasmaticas de
BNP dos grupos tratados em relacdo ao controle, nota-se uma tendéncia de aumento no grupo
TC+IR. Na analise por RT-gPCR, a expresséo relativa de BNP foi similar ao apresentado no
ELISA. O grupo TC+IR foi 0 grupo que apresentou maior expressao génica de BNP, porém a
diferenca ndo € significativa em relagdo ao controle. A Unica analise em que se obteve
diferenca na expressdo génica em relacdo ao controle foi a do gene IL-6 que apresentou
expressdo reduzida. Todos os demais genes analisados por RT-gPCR apresentaram uma
expressdo similar ao controle. Assim, os resultados obtidos sugerem que o BNP ndo se
apresentou como um bom biomarcador cardioespecifico para identificacdo precoce de lesdo
cardiaca, no periodo a qual foi avaliado. As ratas Wistar, 2 meses ap0s a submissdo do
tratamento, ndo apresentaram um resultado diferenciado em relacdo ao controle, nos genes
TGF-B1 e procolageno tipo I, sugerindo auséncia de um quadro de remodelamento cardiaco.
Entretanto, apresentou reducdo significativa do gene IL-6, no grupo TC+IR, propondo acédo
anti-inflamatéria do BNP, que no mesmo grupo, apresentou uma tendéncia de aumento em
sua expressdo génica.

Palavras-chave: Biomacador. BNP. Tratamento contra o Céancer. Cardiotoxicidade. ELISA.
RT-qPCR. IHQ.



ABSTRACT

The use of specific cardiac biomarkers has been recommended as a useful tool in the
early identification and monitoring of cardiac injury, due to the potential cardiotoxicity of
oncological therapy. The aim of this study is to investigate, analyze and evaluate the reaction
of B-type natriuretic peptide (BNP), interleukin-6 (IL-6), transforming growth factor 1
(TGF-B1) and procollagen type | in its expression and release by the association of
antineoplastic agents Docetaxel and Cyclophosphamide (TC) and ionizing radiation (IR) in
the heart of Wistar rats, 2 months after the end of treatment. For this, Wistar rats (3-4 months,
n = 7) were irradiated in the heart with a single dose of 20 Gy, in a anteroposterior field of
2x2cm2 in linear accelerator with nominal energy beam of 6 MeV, other (n = 7) were treated
(four cycles with a 7-day interval) with docetaxel (12.5 mg / kg) and Cyclophosphamide (50
mg / kg) and irradiated after 7 days of chemotherapy. As a control (n = 7), non-irradiated
animals not treated with chemotherapy. 2 months after the end of treatment, euthanasia was
performed. Samples of plasma and heart tissue, left ventricular (LV) were collected. The
plasma concentration of BNP was quantified by ELISA, part of the heart tissue was fixed,
embedded in paraffin and cut in microtome, to signal the presence of BNP in the LV,
qualitative evaluation by immunohistochemistry (IHC), and the other party to technique RT-
gPCR were evaluated in the relative expression of mRNA of the genes of BNP, ANP, IL-6,
TGF-B1 and procollagen type 1. In the control group IHC showed a marking point, while the
treated groups showed a more diffuse labeling, and the CT + RT group showed the greatest
dispersion. Although it was not observed in the ELISA assay a significant difference between
plasma concentrations of BNP treated groups compared to control, there is an increasing trend
in the CT + RT group. In the analysis by RT-gPCR, the relative expression of BNP was
similar to that shown in the ELISA. The CT + RT group was the group that showed higher
gene expression of BNP, but the difference is not significant compared to control. The only
analysis that which obtained difference in gene expression compared to control was the IL-6
gene that showed low expression. All other genes analyzed by RT-qPCR showed an
expression similar to control. Therefore, the outcome is that BNP did not appear as a good
specific cardiac biomarker for early identification of cardiac disease, within 2 months after
treatment in Wistar rats, by effect of the action of cardiotoxic selected treatment protocols,
since none of their quantitative assessments showed a differentiated result compared to
control, however, there was no evidence that, in the meantime, there would be a scenario in
development, or advanced of cardiac remodeling.

Keywords: Biomarker. BNP. Treatment against Cancer. Cardiotoxicity. ELISA. RT-gPCR.
IHC
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INTRODUCAO

Os avancos na terapéutica oncoldgica resultam no aumento da expectativa de vida dos
pacientes. Todavia, entre 5 a 30% dos pacientes vém apresentando complicagcOes
cardiovasculares, decorrentes do tratamento, que podem leva-los ao 6bito. A implementacao
de um monitoramento continuo dos pacientes que foram submetidos ao tratamento € uma
estratégia essencial para reverter este quadro, visto que, a deteccdo prévia do desenvolvimento
da disfuncdo cardiaca permite uma intervencdo salutar na evolucdo da doencga, reduzindo a
morbimortalidade dos pacientes por cardiopatias consequentes dos efeitos colaterais do
tratamento.

A utilizacdo de biomarcadores cardioespecificos vem sendo apontada como ferramenta
util na identificacdo precoce de lesdo cardiaca induzida por quimioterapicos e pela radiacdo
ionizante na radioterapia, uma vez que, nenhuma das técnicas estabelecidas atualmente,
possui parametro sensivel suficiente para detectar precocemente os efeitos colaterais da
terapéutica oncogénica. O nivel elevado do peptideo natriurético do tipo B (BNP) plasmatico
é indicado como preditor de problemas cardiacos na area clinica. Logo, o objetivo deste
trabalho é avaliar o nivel do BNP através de analises moleculares de amostras coletadas do
plasma e tecido cardiaco de ratas Wistar submetidos a protocolos de tratamento oncolégicos,

utilizados no combate ao cancer de mama.
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1 O CANCER

O processo global de industrializacdo, ocorrido principalmente no século passado,
desencadeou a redefinicdo de padrbes de vida no trabalho, nutricdo e consumo. Essas
alteracdes de padrdes provocaram uma grande modificacdo no perfil de salde-doenca no
mundo. Houve uma diminuicdo da taxa de doengas infecciosas e aumento da taxa de doencas
cronicas degenerativas, especialmente as cardiovasculares e cancer (Guerra et al, 2005). Os
fatores de risco relacionados ao cancer podem ser encontrados no meio ambiente ou ser
hereditarios, todavia, a maioria deles esta associada ao ambiente (geral - agua, terra e ar;
ocupacional - quando insalubre; social e cultural - estilo e habitos de vida; e consumo —
alimentos e medicamentos) (Almeida et al., 2005). O nUimero de casos de cancer tem
aumentado de maneira consideravel em todo o mundo, configurando-se como um dos mais
importantes problemas de salde pablica na atualidade (INCA, 2012a).

Células normais, de todo o organismo vivo, estdo em plena harmonia citoldgica,
histologica e funcional. Trata-se de harmonia essencial a manutencdo da vida. No entanto,
para que esse fendmeno seja preservado, é necesséria a regulacdo cuidadosa das diversas
etapas envolvidas no ciclo celular. Apesar de nédo estar totalmente esclarecido, o controle do
ciclo celular parece ser dependente de fatores estimulantes ou inibitdrios, que estariam em
equilibrio constante. Mesmo em tecidos que apresentam alta rotatividade de células, como os
tecidos epiteliais e sanguineos, observa-se uma organizacdo estrutural e uma massa celular
rigorosamente controlada (Dalerba et al., 2007).

O céancer é uma doenca celular, caracterizada por um desvio dos mecanismos de
controle da proliferacdo e diferenciacdo das células. As células que sofreram transformacao
neoplésica proliferam excessivamente e formam tumores locais, que podem comprimir ou
invadir estruturas normais adjacentes (Katzung, 2006). A metastase constitui 0 crescimento
neoplasico secundario, a distancia, sem continuidade com o foco primitivo (Gatenby &
Gillies, 2008). O cancer ¢ um processo comum a um grupo heterogéneo de doencas, que
diferem em sua etiologia, frequéncia, manifestacfes clinicas, tratamentos e prognésticos
(INCA, 2002). O diagnostico precoce associado a tratamentos modernos e eficazes aumenta a

possibilidade de cura e prolonga a vida do paciente.
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1.1 Cancer de mama e formas de tratamento

Foi estimado para o biénio 2012/13 pelo Instituto Nacional do Céncer (INCA), que
520 mil brasileiros receberdo diagndstico de cancer, sendo 52.680 casos novos de cancer de
mama (CM). O risco médio estimado é de 52 casos para cada 100 mil mulheres.

E consenso mundial que a maior incidéncia dos tumores malignos de mama ocorra em
torno dos 50 anos. Entretanto, nos ultimos anos tém sido observado um aumento da incidéncia
dessa doenga em mulheres com idade igual ou inferior a 35 anos (Liebens et al., 2008).

O crescente numero, a cada ano, de casos diagnosticados, a elevada taxa de
mortalidade registrada e a demanda de recursos financeiros para resolver os problemas de
diagndstico e tratamento definem o CM como um grave problema de satde publica mundial
(Amado et al., 2006).

Existem trés tipos principais de tratamento contra o CM: cirurgia, radioterapia e
guimioterapia. A determinacdo do tratamento oncoldgico a ser aplicado no paciente
dependera do estadiamento do tumor, classificado de acordo com normas estabelecidas pelo
sistema TNM (INCA, 2002). A estratégia de tratamento mais utilizada contra 0 CM ¢ a
intervencdo cirurgica, que consiste na excisdo do tumor. Entretanto, a cirurgia normalmente é
acompanhada de radioterapia e/ou quimioterapia, para uma maior eficacia do tratamento.

A radioterapia € utilizada com a finalidade de diminuir o tamanho do tumor, reduzir a
chance de recorréncia e a possibilidade de desenvolver metéastase, aumentando,
consequentemente, a sobrevida do paciente (Almeida et al., 2005). Esta modalidade de
tratamento oncoldgico tem como fundamento a aplicacdo da radiacdo ionizante no intuito de
eliminar células neoplésicas por apoptose (Basavanraju e Easterly, 2002; Magne et al., 2006).

Uma dose pré-calculada de radiacdo é aplicada a um determinado volume de tecido,
que engloba o tumor, buscando erradicar todas as células tumorais, com o menor dano
possivel as células normais circunvizinhas. A radia¢do ionizante ao interagir com os tecidos,
causam ionizacOes e excitacdes em moléculas do meio, podendo ocasionar a formagdo de
radicais livres (INCA, 2012b).

A resposta dos tecidos as radiacdes depende de diversos fatores, tais como a
sensibilidade do tumor & radiacdo, sua localiza¢do, oxigenacéo e a taxa de dose. Para que 0
efeito bioldgico atinja maior nimero de células neoplasicas, e a tolerancia dos tecidos normais

seja respeitada, a dose total de radiacdo a ser adminitrada é habitualmente fracionada em
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doses diarias iguais (INCA, 2012b). Aproximadamente 60% das mulheres acometidas pelo
CM fazem uso da radioterapia (Bartelink et al., 2003; Senkus-Konefka e Jassem, 2006).

A quimioterapia, por sua vez, fundamenta-se na aplicacdo de farmacos que interferem
na reproducdo celular, levando as células malignas a morte. Estes farmacos podem ser
ministrados isoladamente ou combinados (poliquimioterapia), apresentando assim resultados
mais eficazes, obtendo respostas mais amplas a cada aplicacdo, diminuindo o risco de
resisténcia e conseguindo atingir as células em diferentes fases do seu ciclo. (Nicolaou et al.,
1994).

Um terco dos pacientes conseguem ser curados através de medidas locais, que sdo
eficientes quando o tumor ainda ndo sofreu metéstase. Todavia, nos demais casos, a neoplasia
caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de micrometastases, indicando uma abordagem
sistémica, no emprego de substancias quimicas isoladas ou em combinacdo, que pode ser
efetuada em cerca de 60-70% dos casos de neoplasia maligna (Almeida et al., 2005).

O objetivo primario da quimioterapia é destruir células neoplasicas, preservando as
normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma ndo especifica,
lesando tanto células malignas quanto benignas, particularmente, as células benignas de
rapido crescimento. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais imediatos da
quimioterapia ser nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as infeccdes. Porém, o
corpo recupera-se destes inconvenientes ap0s o tratamento (Almeida et al., 2005; Mauller,
2010).

Os diferentes farmacos utilizados no combate as neoplasias podem ser divididos em
ciclo-celular especificos e ndo especificos. Os especificos atuam em uma das fases do ciclo
celular. Os farmacos que ndo atuam em fases especificas da diviséo celular acabam exercendo
sua citotoxicidade de outra maneira. Por exemplo, agentes alquilantes induzem ligacédo
cruzada e/ou fragmentacdo das hélices de DNA, interferindo na sua sintese e funcdo. A
ciclofosfamida necessita de uma ativacdo bioquimica no figado a fim de atingir sua funcao
antitumoral (Chabner et al., 2006).

Dentre a classe de produtos naturais temos os taxanos, docetaxel e paclitaxel, que
atuam exercendo efeito citotoxico sobre a formacdo dos microtibulos do fuso mitotico da
célula cancerosa, por meio da ligacdo a tubulina. Na auséncia do fuso mitético, os
cromossomos podem dispersar-se no citoplasma ou aglomerar-se, o que possivelmente leva a
morte celular (Oliveira et al., 2002; Chabner et al., 2006).

Devido a essa caracteristica € que se opta por usar, mais frequentemente, a

poliquimioterapia, na qual mais de dois tipos de medicamentos de classificacfes
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farmacoldgicas diferentes sdo aplicados, buscando-se um efeito mais abrangente sobre as
células tumorais (Martin, 2003). E importante, sempre que possivel, a associacio de
medicacdes com diferentes acdes, buscando o aumento do efeito antitumoral sem elevar o
grau de toxicidade (Lenihan e Esteva, 2006).

A escolha do melhor regime quimioterapico depende do estadiamento do tumor, e
também da condicdo clinica do paciente. A quimioterapia neoadjuvante (que se inicia antes de
qualquer tratamento, cirurgico ou radioterapia) é cada vez mais usado no tratamento de CM
em estagio inicial (Crow et al., 2004; Shen et al., 2012). Um dos regimes utilizados é a
associacdo de taxanos (docetaxel) e ciclofosfamida, conhecido como esquema TC (Jones et
al., 2006).

Vaérios estudos relatam que a associacdo do uso das técnicas de quimioterapia e
radioterapia aumentam as chances de um tratamento contra o cancer de forma efeitva, porém
também aumenta a probabilidade de que a paciente venha a desenvolver algum dos efeitos
cardiotdxicos conseqlientes do tratamento (Amado et al., 2006; Bovelli & Roila, 2010;
Chargari et al, 2010; D Errico et al., 2012; Dodos et al, 2008).

1.2 Cardio-oncologia

As doengas cardiovasculares nos pacientes com cancer sdo eventos cada vez mais
frequentes, em decorréncia de avangos na terapéutica oncoldgica, que resultam tanto na
melhora da qualidade de vida quanto no aumento da sobrevida dos pacientes. Nas Ultimas
décadas, 0s progressos no tratamento oncologico resultaram também na maior exposicdo dos
pacientes a fatores de risco cardiovasculares e a quimioterapia com potencial cardiotoxico
(Kalil et al., 2011).

Quando as modalidades de radioterapia e quimioterapia sdo aplicadas em
concomitancia, dependendo do estadiamento do tumor, esperam-se, teoricamente, 0s maiores
beneficios do tratamento. Todavia, tem sido reportado que a administragdo simultanea de
ambas as modalidades pode conduzir a um aumento dos efeitos colaterais (figura 1) (Dolci et
al., 2008)

Uma mudanca de paradigma é observada em relacdo ao progndstico oncoldgico, onde

0 paciente € visto como um portador de uma possivel doenca crénica, que ao longo da sua
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evolugéo pode apresentar descompensagdes agudas, como as manifestacfes cardiovasculares
(Kalil et al., 201l). A colaboragdo e a interacdo das areas de Cardiologia e Oncologia tém
contribuido para reduzir os efeitos cardiovasculares adversos e obter melhores resultados no
tratamento do paciente com cancer (INCA, 2012c).

Atualmente, sdo essenciais para o cuidado adequado do paciente com cancer a
identificacdo precoce do risco cardiovascular, a implementagdo de estratégias para a redugédo
de risco, o diagnostico correto da descompensacdo cardiovascular e a escolha da terapia
eficaz. Esse conjunto de medidas visa reduzir o risco de mortalidade e melhorar a qualidade
de vida do paciente, sem interferir, se possivel, no tratamento especifico do cancer (Kalil et
al., 2011).

Fatores que Podem Potencializar o Risco de Desenvolver Disfuncéo

Radioterapia:
Dose Total da
/" Pacientes — \ Terapias-alvo: Radioterapia
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Figura 1. Fatores que podem potencializar o risco de desenvolver disfuncéo
cardiaca. Fonte: Chargari et at., 2010, modificado.
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1.3 Difuncéo cardiaca: evento decorrente da cardiotoxicidade

A prevencdo e o tratamento das doencas cardiovasculares em pacientes submetidos a
terapia contra o cancer vém ganhando destaque. As complica¢Ges cardiacas observadas estdo
associados a uma série de alteragdes metabdlicas sistémicas que podem comprometer de
forma significativa a qualidade e a expectativa de vida do paciente, mesmo ap6s a cura do
cancer, sendo reponsavel por consideravel morbidade (Kalil et al., 2011). A incidéncia de
toxicidade cardiaca crénica depende de diferentes fatores de risco, que estdo demonstrados no
esquema da Figura 1.

A disfuncéo cardiaca apresentada por alguns pacientes, submetidos a radioterapia e/ou
& quimioterapia, parece estar associada ao desenvolvimento de fibrose, em diferentes partes
do coracdo. O remodelamento do tecido cardiaco pode comprometer o desempenho de
bombeamento do coracdo, devido a alteragbes na complacéncia da sistole e/ou diastole
(Bovelli e Roila., 2010; Dolci et al., 2008, Franchini, 2011).

A fibrose, tipicamente, resulta de uma inflamacdo crénica, definida como uma
resposta imune, que persiste por varios meses, durante os quais a inflamacgdo, o
remodelamento do tecido e o reparo ocorrem em periodos simultaneos. Apesar da inflamacéo
cronica possuir diferentes etiologias e manifestacdes clinicas, ela sustenta a producdo de
fatores de crescimento, enzimas proteoliticas, fatores angiogénicos e citocinas fibrinogénicas,
que sdo fatores estimuladores da deposicdo de colageno e do progressivo remodelamento do
tecido (Wynn, 2008).

O desenvolvimento de cardiopatias, que possivelmente irdo evoluir para a
insuficiéncia cardiaca (IC), demanda o uso de terapias antineoplasicas menos agressivas,
porém, isso provavelmente ira desencadear efeitos menos eficientes na a¢do contra o tumor
(Dolci et al., 2008). A partir do momento que as cardiopatias progridem para IC, ocorre uma
série de alteracbes histopatoldgicas no miocardio, assim como alteragdes estruturais no
ventriculo esquerdo (Pontes e Ledes, 2004). A compreensdo dos mecanismos de adaptacdo do

coragdo permitem o estabelecimento de condutas preventivas e terapéuticas (Franchini, 2011).
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1.4 Cardiotoxicidade associada a radioterapia

O coracdo € um orgdo localizado na regido toracica, especificamente, no mediastino
médio. Sua localizacdo faz dele um alvo da radiacdo quando pacientes com tumores na regido
do mediastino sdo submetidos a radioterapia, como parte do tratamento oncoldgico
(Wondergem et al., 1996; Kruse et al., 2001; Salminen et al., 2006; Seemann et al., 2012).

As complicacbes aludidas do tratamento oncoldgico com radioterapia ndo estdo
associadas somente a pacientes com CM. A doenca cardiovascular radioinduzida (RIHD)
pode ser observada em pacientes irradiados para tratamento de doenca de Hodgkin (ou
linfoma de Hodgkin), cancer de pulmao, timoma, cancer de esdfago, cancer gastrico, etc. Um
numero consideravel desses pacientes sera submetido a radioterapia durante o tratamento da
doenca (Wondergem et al., 2001; Gaya e Ashford, 2005; Giordano et al., 2005; Seemann et
al., 2012).

No CM, o VE e a corondria esquerda sdo as estruturas cardiacas que, normalmente,
recebem maior dose (Raj et al., 2006; Schult-Hector e Trott, 2007), principalmente, quando o
tumor se localiza na mama esquerda. Embora novas ferramentas permitam irradiar com maior
precisdo o alvo desejado, ainda assim, é possivel observar a RIHD em pacientes. As lesdes
cardiacas sao efeitos tardios da radioterapia, que podem se manifestar ap6s anos ou décadas
(Seemann et al., 2012; Chargari et al., 2010). O mecanismo molecular subjacente ao
desenvolvimento de problemas cardiacos induzidos pela radiacdo ionizante ndo é bem
compreendido.

As lesBes provocadas pela radiacdo no tecido sadio podem estar associadas a génese
de uma série de doencas. Uma variedade de complicacdes cardiacas crénicas, ocasionalmente
agudas, incluindo pericardite, tamponamento ou constricdo, fibrose de artérias coronarias,
infarto do miocardio (IM), anormalidades valvares, fibrose miocérdica, podem ser observadas
(Stewart, 1995; Affonso, 2004; Kalil et al., 2011).

Vérias complicacBes cardiacas, em pacientes com CM, expostos a radioterapia, estdo
associadas ao processo de fibrose. A fibrose, em decorréncia da radiacdo ionizante, tem sido
observada em diferentes orgédos (pele, pulmao, coracao e figado). Entretanto, 0s mecanismos
envolvidos na fibrose induzida pela radiacdo ionizante ndo estdo totalmente esclarecidos
(Sime e O’Reilly, 2001).

A injuria vascular causada pela radioterapia pode ser silenciosa e, aproximadamente,

50% dos pacientes assintomaticos desenvolvem irregularidades de perfuséo cardiaca.
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O intervalo de tempo médio para o desenvolvimento de doenca coronaria (DAC) é de
aproximadamente 7 anos (Senkus et al., 2010). A degeneracdo de midcitos e seu
preenchimento por fibroblastos, no miocardio, podem refletir no funcionamento ventricular,
conduzindo a um quadro de disfuncéo sistdlica ou diastélica ou ambas. Cardiomiopatias
dilatadas, hipertréficas e restritivas vém sendo notificadas (Wondergem et al., 2001; Gaya e
Ashford, 2005; Schultz-Hector e Trott, 2007).

1.5 Cardiotoxicidade associado a quimioterapia

Os efeitos adversos da quimioterapia, como por exemplo, o aumento da atividade
inflamatoria e as alteragdes de coagulacdo estdo associados a um risco de desenvolver
complicacdes cardiovasculares, como hipertensdo arterial (HA), IC e doenca coronariana
(Ganz et al., 2002; Yeh et al., 2009).

Os mecanismos subjacentes a IC ainda ndo sdo bem compreendidos. Varios agentes
neoplésicos sdo potencialmente cardiotdxicos, e 0s mais comumente associados a cardiopatia
sdo as antraciclinas (doxorrubicina e epirubicina), taxanos (paclitaxel e docetaxel), agentes
alquilantes (ciclofosfamida). A peroxidacdo lipidica e a formacdo de radicais livres pela
antraciclina tém um papel importante na cardiotoxicidade. Quando comparados a outros
6rgdos, como rim e figado, o coracdo tem niveis mais baixos de sistemas antioxidantes,
aniquiladoras dos radicais livres, logo, ele se torna mais vulneravel e os danos podem ser
irreversiveis (Dolci et al., 2008).

Como citado anteriormente, um dos esquemas terapéuticos utilizados para o
tratamento de CM ¢ a associacdo de taxanos e ciclofosfamida, conhecido como esquema TC
(Jones et al., 2006; Lenihan et al., 2008), que ¢ utilizado em pacientes com estagio inicial da
doenga. Os mecanismos precisos da cardiotoxicidade induzida por ciclofosfamida e taxanos
ainda sao desconhecidos. Todavia, uma das hipéteses elaboradas para a ciclofosfamida é de
que ela provoque danos diretos ao endotélio, sequindo de extravasamento de metabdlitos
toxicos, resultando em dano aos cardiomiocitos, hemorragia e edema. A ciclofosfamida esta
relacionada a difuncéo ventricular em até 10% a 20% dos casos. Dentre 0s quimioterapicos
mais associados a isquemia miocardica encontra-se 0s quimioterapicos antimicrotdbulos
(paclitaxel e docetaxel) (Yeh et al., 2009).
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Entre os efeitos adversos dos quimioterapicos no sistema cardiovascular destaca-se, pela
sua maior frequéncia e gravidade, a disfuncdo ventricular sistolica e IC. A ocorréncia da
disfuncdo ventricular sistélica e diastolica, assintomatica ou sintomatica, varia nas series
clinicas entre 5% e 30%, sendo mais frequentes em pacientes que apresentam os classicos
fatores de risco como: extremos de idade, disfungdo ventricular prévia, hipertenséo arterial,
diabetes, uso de associacdo de quimioterdpicos, radioterapia mediastinal, suscetibilidade
genética, entre outros (Figura 1), além da dose administrada no paciente (Bovelli e Roila,
2010; Kalil et al., 2011).

Teoricamente, qualquer quimioterapico tem potencial para causar toxicidade. Na
tabela 1 estdo listados os quimioterapicos mais utilizados, relacionados a sua incidéncia de

cardiotoxicidade e frequéncia de uso (Kalil et al., 2011).

Tabela 1: Principais Agentes Quimioterapicos Utilizados no Tratamento do Cancer e a
Incidéncia de Cardiotoxicidade (Reducéo da Fracéo de Ejecdo e/ou Insuficiéncia Cardiaca)

Incidéncia (%) de

Agente disfunc@o ventricular Frequéncia de
Quimioterapico ou insuficiéncia uso
cardiaca
Antraciclinas 5% a 35% (dose acima .
(doxorrubicina) de 400mg/m?)
Agentes
Alquilantes 5% a 25% dos casos ++++
(ciclofosfamida)
Agentes
antimicrotubulos 2% al10% dos casos +++
(docetaxel)

Fonte: Kalil et al., 2011. Modificada.

1.6 Técnicas de diagnostico e monitoramento de complicacgdes cardiacas

O monitoramento de sinais e sintomas de IC ¢é aspecto fundamental no manejo de
pacientes que se submetem a terapia oncologica cardiotoxica. Como a toxicidade pode se

manifestar em qualquer momento, durante e apos véarios anos da finalizacdo do tratamento,
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faz-se necessaria vigilancia continua das manifestagdes clinicas dos efeitos cardiacos quimio-
radioinduzidos.

O reconhecimento do individuo em risco, a prevencdo da disfuncdo ventricular
esquerda assintomatica e insuficiéncia cardiaca sdo, portanto, importantes objetivos no
manejo desses pacientes, apesar das recomendacdes para embasar condutas, nesse contexto
clinico, serem baseados em estudos com numero pequeno de pacientes monitorados. Além
das recomendacdes de diretrizes e bases internacionais ainda serem escassas (Kalil et al.,
2011).

Existem varios procedimentos de monitoracdo para deteccdo de cardiomiopatia,
porém, nenhuma das técnicas estabelecidas atualmente possui parametro sensivel suficiente
para detectar precocemente os disturbios e sequelas cardiacas desenvolvidas pelos tratamentos
antineoplasicos (Dietz et al., 2003; Dolci et al., 2008; Bovelli & Roila, 2010;). Por exemplo, 0
indice de fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE), avaliado na ecocardiografia,
quando se apresenta alterado no exame, indica que ja existe um quadro de disfuncéo instalado
no coracdo (Bovelli e Roila, 2010). A Unica técnica que poderia representar um método mais
confiavel para avaliacdo dos danos do miocardio seria a biopsia endomiocardica, mas a
viabilidade deste método é muito limitada na préatica clinica, por se tratar de um procedimento
invasivo (Dolci et al., 2008). Exames como angiografia, que sdo utilizados associados a
radionuclideos, ecocardiograma e ressdnancia magnética, possuem baixa sensibilidade para
deteccdo precoce das alteracdes cardiacas geradas pelo tratamento contra o cancer, além
destes exames serem de custo elevado. O uso de biomarcadores para identificacdo de
cardiotoxicidade € estratégia atrativa, pois permite identificar dano precoce e subclinico;
proporcionando janela terapéutica para o uso de medidas potencialmente cardioprotetoras,

além de acompanhamento clinico intensivo de disfuncao ventricular (Ewer & Ewer, 2010).

1.6.1 Biomarcadores

A utilizagdo de biomarcadores cardioespecificos vem sendo indicada como uma
técnica promissora na identificacdo precoce de lesdo cardiaca por quimioterapicos em dos
pacientes oncolégicos (Cardinale e Sandri, 2010). De forma geral, podemos classificar 0s

métodos de monitoramento entre aqueles que identificam lesdo funcional global do coracéo,
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avaliada tradicionalmente pela FEVE, e aqueles que buscam identificar a lesdo precoce do
cardiomidcito, avaliagdo por biomarcadores (Dolci et al., 2008).

Como mencionado anteriormente, o ideal seria que a detec¢do do desenvolvimento da
cardiopatia ocorresse na fase latente, e ndo depois que ja se instalou no 6rgdo. Dessa forma,
pois seria possivel realizar uma intervencdo, visando interromper o desenvolvimento da
disfuncéo cardiaca, melhorando a qualidade de vida do paciente, além de reduzir o indice de
mortalidade por infarto ou IC decorrentes do tratamento (Bovelli & Roila., 2010).

Atualmente, um dos problemas econtrados no uso de biomarcadores é devido ao fato
de que ndo esta bem estabelecido 0 momento ideal de sua analise no paciente, uma vez que
ainda ndo existem estudos conclusivos. Porém, o ponto positivo esta no fato de que para
realizar a sua quantificacdo apenas é necessario um pequeno volume de sangue do paciente. O
que possibilita a coleta recorrente de amostras, durante o periodo estabelecido de
acompanhamanto do paciente. Os biomarcadores mais testados nesse contexto sdo as
troponinas e os peptideos natriuréticos (Ewer & Ewer, 2010).

1.6.1.1 Peptideos natriuréticos

Humanos produzem trés tipos de peptideos natriuréticos, o atrial (ANP), o tipo B
(BNP) e o tipo C (CNP). O CNP é produzido pelas células endoteliais e macrofagos, enquanto
que o ANP e BNP séo sintetizados pelo musculo cardiaco (Sullivan et al., 2005). O coragdo
participa na regulacdo da homeostase cardivascular, como um 6rgdo endécrino (Ogawa et al.,
2001). ANP e BNP ligam-se ao receptor de membrana tipo A (NPR-A), da guanilil ciclase,
ativando a via de sinalizagdo do cGMP (Sullivan et al., 2005; McGrath et al. 2005).

O ANP ¢ expresso e armazenado, em grandes concentracdes, em granulos atriais,
sendo liberado dentro da circulagcdo em resposta a tensdo gerada na parede do atrio. O ANP
tambeém pode ser produzido nos ventriculos, porém é encontrado em concentragcdes menores,
dependendo da condicdo fisiopatologica do coracdo, e ndo foi detectada, nesta regido,
granulos de armazenamento (Costa, 2007; Krise et at., 2001). Dados sugerem que o nivel
plasmético de ANP pode refletir o mau funcionamento do coragdo e sua concentracdo possa
ser utilizada como um marcador da disfuncéo cardiaca induzida pela radiacdo (Wondergem et
al., 2001; Kruse et al., 2002).
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1.6.1.1.1 Peptideo natriurético tipo B

Durante a ultima década a compreensdo dos peptideos natriuréticos ANP e BNP
expandiram-se rapidamente, e, atualmente, o BNP vem desempenhando um papel importante
como ferramenta de diagndstico, para identificacdo de presenca ou risco de desenvolver
problemas cardiacos na area clinica (Yoshimura et al., 2001; Sullivan et al., 2005;
Gwechenberger et al., 2003; Bruggink et al., 2006; Palazzuoli et al., 2010).

O BNP foi inicialmente purificado de extrato de cérebro de porco, sendo por este
motivo denominado anteriormente de “brain natriuretic peptide”. No entanto, foi
posteriormente encontrado em concentracbes mais elevadas nos ventriculos cardiacos de
pacientes, ou animais, que sofreram estiramento cardiaco, como ocorre na insuficiéncia
cardiaca congestiva ou IM. Mediante isso, ele passou a ser denominado de peptideo
natriurético tipo B (Kuwahara et al., 2010).

Um dos principais estimulos que levam a producéo e liberacdo do BNP pelo coracao é
a sobrecarga de pressao, volume e aumento da tensdo pariental no VE, que estimulam
alteragBes fisiologicas nos cardiomidcitos ventriculares ativando a sua sintese (Cardinale e
Sandri, 2010). A doenga cardiaca hipertensiva descreve uma fase de remodelacdo no
miocardio, que pode ocorrer decorrente da perpetuidade do estimulo da sobrecarga de pressdo
ou da liberacdo de substancias hipertroficas (Watson et al., 2012). Neste remodelamento
observa-se a tranformacéo estrutural do tecido cardiaco e subsequente deficiéncia funcional
do 6rgdo, que também sdo elementos relacionados com o aumento da expressdao de BNP
(Menon et al., 2009). Além disso, ja foi demonstrado que o BNP exibe efeito anti-fibrotico,
reduzindo a sintese de coladgeno, por possuir acdo antagonista ao TGF-p1 (Watson et al.,
2012), a Ang 11, e endotelina-1 (ET-1) (Majalahti et al., 2007). Entretanto, numerosos estudos
estdo relacionando a expressdao de BNP a estados patologicos distintos dos relacionados a
sobrecarga hemodinamica cronica (Xia et al., 2011), o que ndo ocorre com 0 ANP (Ogawa et
al., 2008).

Existem relatos de pacientes que ndo possuem o quadro de IC, mas possuem doencas
cardiovasculares, como por exemplo, isquemia miocardica aguda (IMA) e sindrome
coronariana aguda, que apresentam maiores niveis de circulacdo de BNP do que 0s pacientes
gue apresentam IC (Palazzuoli et al., 2011). Além disso, alguns ensaios relataram elevados
indices plasmaticos de BNP em pacientes com isquemia miocardica, independentemente, se

estes possuiam FEVE deficiente ou normal (Goetze et al., 2003; Xia et al., 2011). Portanto, o
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mecanismo de regulacdo de sintese de BNP em IMA pode ser diferente do mecanismo de
sobrecarga hemodinadmica cronica, ou seja, um novo fator, sem ser o de estiramento das
células, pode influenciar a regulacdo de BNP. Dentro desse contexto, alguns estudos sugerem
0 envolvimento de citocinas pro-inflamatorias, particularmente a interleucina-6 (IL-6), na
regulacdo da sintese do BNP (Goetze et al., 2003; Ogawa et al., 2004; Casals et al., 2009). No
entanto, a influéncia de uma reacao inflamatoria, em quadros de isquemia miocérdica, ainda
ndo esta clara (Xia et al, 2011).

Existem estudos na literatura demonstrando que outros fatores podem aumentar a
expressao de BNP. Entre eles estdo a reducéo da tenséo de oxigénio (Goetze et al., 2003; Xia
etal., 2011), a rejeicdo de aloenxerto cardiaco (Ogawa et al., 2004), e a expressdo aumentada

de citocinas pré-inflamatorias (Ma et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O proposito deste trabalho foi simular dois protocolos da terapéutica oncologica:
radioterapia (IR) e radioterapia associada a quimioterapia (TC) em modelo animal com o
objetivo de avaliar apds 2 meses de tratamento, o nivel plasmatico e expressdo génica do
peptideo natriurético do tipo B (BNP) e avaliar a expressdo de genes envolvidos no processo

de fibrose no tecido cardiaco das ratas Wistar submetidas ao tratamento.

2.2 Objetivos especificos

As amostras do coracgdo e sangue coletados na eutanasia dos Ratos Wistar tratados e

controle foram utilizadas para realizar as seguintes analises:

¢ Auvaliar qualitativamente a expressdo de BNP no ventriculo esquerdo, atravées da
técnica de imunohistoquimica

e Auvaliar a alteracdo da concentracdo de BNP plasmatico pelo ensaio ELISA

e Avaliar as alteracOes na expressdo de componentes moleculares envolvidos no
processo de fibrose (TGF-B1 e procolageno tipo I)

e Auvaliar a alteracdo na expressdo da citocina pro-inflamatoria IL-6.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Ratas Wistar (Rattus norvegicus), com idade aproximada de 3 meses, pesando entre
250 e 300 gramas, foram mantidos em biotério, com ciclo de luminosidade e temperatura
controlados (ciclos claro/escuro de 12-12 horas e 21°C, respectivamente). Os animais
permanecerem em caixas de polipropileno apropriadas contendo maravalha, e receberam agua
potavel e racdo padrdo para roedores ad libitium. Os animais foram divididos aleatoriamente
em trés grupos, cada um contendo 7 animais, conforme pode ser observado no quadro abaixo.
A distribuicdo dos animais, nos diferentes grupos experimentais, foi realizada de forma
aleatoria. Os protocolos de manuseio e experimentacdo foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os procedimentos
experimentais respeitaram os procedimentos para o uso cinetifico de animais, de acordo com
a Lein®11.794 de 08 de Outubro de 2008 (Anexo 1).

Tabela 2: Distribuicédo dos animais de acordo com o tratamento realizado

Grupos N° de animais Tratamento
Controle 7 Sem tratamento
uimioterapia (docetaxel +
TC+IR 7 . Q ] pia ( )
ciclofosfamida) + Irradiacdo (20 Gy)
IR 7 Irradiagéo (20 Gy)

3.2 Administracéo dos quimioterapicos

Para a realizacdo da administracdo do poliquimioterapico TC, os animais foram
anestesiados (ketamina/xilasina — na ordem de 2 para 1, sendo aplicados 0,1 mL por grama,

por via intramuscular), colocados em posic¢éo supina sobre a bancada. O quimioterapico foi
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injetado pela via intraperitoneal (ip). Sendo realizados quatro ciclos de administragcdo, com
intervalo de sete dias entre eles. Cada animal recebeu 10 mg/Kg/dia de ciclofosfamida e 1,5
mg/Kg/dia de docetaxel. A dose administrada para cada um dos farmacos, em cada ciclo, foi
dimensionada de acordo com a dose equivalente dos 4 ciclos de quimioterapia em humanos
(HEDs), para ratos. Esses valores foram obtidos atraves da formula de converséo toxicoldgica
(FDA, 2005). Apds sete dias do ultimo ciclo de quimioterapia, os animais do grupo TC + IR
foram irradiados. O grupo controle recebeu o volume equivalente ao volume da quimioterapia

de solucédo salina (NaCl 0,9%), também em quatro ciclos, espacados por sete dias entre eles.

Figura 2: Procedimento de administracdo do poliquimioterdpico TC, por via intraperitoneal,
em ratas Wistar, com aproximadamente 3 meses de idade.

Apbs o término dos procedimentos, 0s animais retornaram as caixas de origem e
permaneceram sob observacdo constante até o proximo ciclo de tratamento. Sete dias apos a

finalizagdo dos ciclos de quimioterapia o grupo TC+IR foi exposto a radiacdo ionizante.

3.3 Irradiagdo dos animais

Antes da irradiacdo, foi realizada uma simulacdo, com a finalidade de determinar a
geometria espacial para o posicionamento do animal durante a irradiagdo. O animal foi
submetido a uma tomografia computadorizada, com o objetivo de realizar o planejamento do
procedimento. Com as imagens adquiridas realizou-se o planejamento da irradiagdo no

volume cardiaco do rato, a geometria espacial e o tamanho do campo de irradiacdo (Ferreira-
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Machado, 2008).

Durante o procedimento de irradiagdo, o0s animais foram anestesiados
(ketamina/xilasina, intramuscular), e imobilizados em posicdo supina no suporte de isopor.
Isso garantiu a permanéncia do rato na mesma posicao no decorrer do procedimento (figura
3). A localizagéo do coragédo do animal foi determinada por tato, e foi feita uma marcagéo em
sua devida localizag&o. Posteriormente, o animal acomodado no suporte foi levado para a sala
onde fica localizado o acelerador linear, o animal imobilizado foi colocado sobre a cama,
onde foi realizado o enquadramento da regido do coracdo ao campo de irradiacdo do aparelho
(campo 2x2 cm). Foi posicionado sobre a pele do animal um “bo6lus” de 0,5 cm, no local do
campo de irradiagdo. “Bélus” é um material com densidade equivalente ao tecido, e é
utilizado para deslocar o maximo da curva de dose, direcionado a superficie para o centro do
coracdo. Dessa forma, o “bolus” converge a dose méxima para o alvo desejado, absorvendo
seu espalhamento, e protegendo a pele da exposic¢do a radiagéo

As ratas foram irradiados com dose Unica de 20 Gy, através do acelerador linear
Varian® (Clinac 2100) com feixe de raio-X de energia nominal de 6 MeV e taxa de dose de

240 cGy/ min. O méaximo de dose é alcancado a 1,5 cm de profundidade.

Figura 3: (A) Geometria espacial para a irradiacdo do animal. (B) Projecdo luminosa do campo
de irradiacdo na superficie do térax. (C) Colocacdo do bélus na superficie do térax. Adaptado
Ferreira-Machado, 2008.

A dose de 20 Gy foi utilizada por apresentar bioequivaléncia com as doses de 45 a 60
Gy em pacientes expostos a radioterapia para CM. A irradiacdo foi realizada no Hospital
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Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF/ UFRJ).

O Unico procedimento de tratamento a qual o grupo IR foi submetido foi a radiacéo
ionizante. Ja o grupo TC+IR foi submetido a 4 ciclos de quimioterapia, com intervalo de uma
semana entre eles, para apds uma semana, ser exposta a irradiacdo. Ambos os grupos (TC+IR
e IR) foram expostos no mesmo periodo a radiacao ionizante.

No grupo controle as ratas foram submetidas a procedimentos que simularam o
protocolo de tratamento. Para mimetizar o tratamento de quimioterapia, as ratas do grupo
controle foram anestesiadas e foi adminitrado intraperitonealmente o0 mesmo volume que foi
administrado dos farmacos nas ratas do grupo TC+IR, porém de soro fisiologico. No
procedimento de radioterapia, as ratas do grupo controle foram deslocadas, junto com as
demais, até o Hospital Universitario Clementinho Fraga Filho (HUCFF?UFRJ) onde as ratas
que foram submetidas as tratamento foram irradiadas, entretanto, as ratas do grupo controle
apenas foram submetidas a anestesia. Finalizado o procedimento todos os animais retornaram
para o biotério do Laboratério de Ciéncias Radiologia, onde ficaram sob observacao, sob as
mesmas condi¢Ges mencionadas anteriormente, até 0 momento da eutanasia, que foram dois

meses finalizado o tratamento.

3.4 Analise histologica

3.4.1 Imunohistoguimica

3.4.1.1 Preparo das amostras:

As amostras do VE coletadas, no momento da eutanasia, foram embebidas em
paraformaldeido 3%, utilizado como fixador, até o momento do processamento do material.

As amostras foram lavadas em agua corrente por 20-30 minutos. Em seguida, as
amostras foram imersas em &lcool, em banhos sucessivos de 1 hora, em dilui¢des crescentes
de 70%, 80%, 90%, 100% de alcool. Posteriormente, as amostras passaram por imersao de

alcool absoluto + Xilol, ambos na mesma proporc¢éo, por 30 minutos. Depois passaram por
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dois banhos de 15 minutos em Xilol, para, em seguida, dar inicio a sua inclusdo em parafina.
Na inclusdo em parafina, as amostras passaram por dois banhos de imersdo em parafina
liquida, sendo cada um deles de 1 hora, realizados em recipientes distintos. A parafina, para se
manter liquida, foi condicionada em estufa, com temperatura em torno de 55°C. Ap0s o
segundo banho em parafina liquida, o material foi retirado do cassete e inserido na forma de
emblocamento, que foi preenchida com a parafina liquida, proveniente do segundo banho.
Depois que a parafina solidificou, as amostras foram desemblocadas e identificadas. Foram
realizados cortes seriados de 5 um do material emblocado com pelo menos trés animais de

cada grupo, para realizar a imunohistoquimica (IHQ).

3.4.1.2 Reagbes imunohistoquimicas:

As laminas com os cortes foram lavadas 6x por 5 minutos em PBS 0,1 M, triton 0,3%,
pH 7,04, e incubadas em BSA 5% por 1 hora em PBS 0,1 M, pH 7,4. Apos este periodo foi
aplicado anticorpo policlonal anti-BNP (Abcam ab19645) diluido 1:100 em PBS 0,1 M, pH
7,4, por 1 hora a temperatura ambinete, ficando em seguida reagindo por overnight na
geladeira a 4°C. No dia seguinte foram feitas 6 lavagens de 5 minutos com PBS 0,1 M, pH
7,4, e os cortes foram incubados com o anticorpo secundéario anti-lgG de coelho, conjugado a
ALEXIA-488 (Invitrogen), diluido em PBS 0,1 M pH 7,4, na diluicdo de 1:400. Apds 40
minutos, o excesso de anticorpo foi lavado novamente, por 6x de 5 minutos, com PBS 0,1 M
pH 7,4, sendo entdo as laminas montadas utilizando N-Propil-galato, como meio de
montagem. As laminas foram fotomicrografadas com camara digital acoplada a um

microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX40 — Téquio, Japéo).
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3.5 Ensaios moleculares

3.5.1 RT-gPCR

A técnica quantitativa de Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-
gPCR) pode auxiliar na compreensdo de varios processos fisiologicos, devido a sua grande
sensibilidade para detectar transcritos em pequenas quantidades. A RT-gPCR é uma
adaptacdo da classica ferramenta PCR, que permite acompanhar, a cada ciclo, a amplificacéo
do DNA alvo, através de corantes fluorecentes. O corante SYBER Green liga-se a fitas duplas
de DNA alvo, permitindo determinar a quantidade de moléculas de DNA sintetizadas a cada
ciclo de amplificacdo. Essa técnica foi utilizada para verificar alteragdes nos niveis génicos de
TGF-B1, procolageno tipo I, BNP, IL-6, no tecido cardiaco de ratas Wistar submetidas aos

tratamentos, em relacdo ao controle no periodo de 2 meses ap6s 0s procedimentos.

3.5.1.1 Extragdo de RNA total

O ventriculo esquerdo do coracdo dos animais, 2 meses apds o tratamento, foi lavado
com 0,9% NacCl, o apice foi seccionado (aproximadamente 100mg) e inserido em tubo conico
de 1,5 mL contendo 300 uL do reagente Trizol (Invitrogen). O material coletado foi triturado,
com o auxilio de uma tesoura cirargica esterilizada, e o volume final ajustado para 1mL do
reagente Trizol e em seguida congelado em nitrogénio liquido. As amostras foram
armazenadas em freezer -70°C até o procedimento de extracdo de RNA total. Para a extracdo
do RNA total, as amostras foram descongeladas, homogenizadas e incubadas por 5 minutos a
27°C. Em seguida centrifugadas (12.000 xg, 10 minutos, 4°C), para a retirada do excesso de
componentes celulares de elevado peso molecular (membrana celular, polissacarideos, DNA e
proteinas de alto peso molecular). Os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos de
1,5 mL e a esses foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio.

Essa mistura foi homogenizada por inversdo por 30 segundos e mantida por 5 minutos

a temperatura ambiente. Depois, as amostras foram centrifugadas (12.000 xg, 15 minutos,
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4°C). A fase aquosa de cada extracdo foi transferida para tubos novos de 1,5mL, aos quais
foram adicionados 0,5 mL de isopropanol e a mistura foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambinete. As amostras foram, entdo, centrifugadas (10 minutos,12.000 xg, 4°C),
e os precipitados de RNA obtidos lavados com etanol gelado 75%, diluido em agua tratada
com dietil-pirocarbonato 0,1% (DEPC). Essa mistura foi homogenizada por inversao por 30
segundos. Apos a lavagem, os precipitados foram novamente centrifugados (12.000 xg,10
minutos, 4°C) e, por fim, reconstituidos em 20 pL de agua tratada com DEPC 0,1%. As

concentracdes foram estabelecidas por meio da densidade dptica a 260nm (Biophotometer).

3.5.1.2 Purificacdo dos RNAs

Para eliminar possiveis contaminacfes com DNA genémico, os RNAs obtidos foram
submetidos a reacGes de digestdo com DNase, seguindo protocolo da RQ1 RNase-free DNase
(Promega). Em seguida, o RNA, proveniente dessa reacdo foi purificado com kit RNeasy
(Qiagen), seguindo as instrugdes do fabricante. Dando seqiiéncia, as concentragdes de cada
amostra, que foram estabelecidas pela densidade Optica a 260nm (Biophotometer).

3.5.1.3 Reacdo de transcriptase reversa

Cada reacéo, para sintetizar o DNA complementar (cCDNA), foi constituida de 1 pL de
mistura de dNTPs (10 mM de cada, Invitrogen), 1uL de RNA total (1 pg/uL), 1uL de Oligo-
(dT) (500 pg/mL, IDT) e 9uL de &gua DEPC durante 65°C por 5 minutos, seguido de
incubacgédo no gelo por pelo menos 5 minutos. Posteriormente, adicionou-se 4 pL de 5X RT
Buffer (250mM Tris-HCL, 375 mM KCI, 15mM MgCl, pH 8.3), 2 uL DTT (0,1M), 1 pL de
inibidor de RNAse (40U/pL, Invitrogen) e 1 uL de MMLV RT (200 U/pL, Invitrogen),
incubando por 37°C durante 50 minutos. A reacdo foi inativada, mantendo-se durante 15
minutos a 70°C. Os cDNAs foram diluidos para concentracfes, estimada de 3 ng/uL, com

base na adigdo inicial de 1 pug em um total 20 pL (50 ng/pL) de volume final de reacdo,



37

dividido em aliquotas e armazenados a -70°C até o uso.

3.5.1.4 Elaboragé&o dos primers

Os iniciadores foram desenhados de acordo com instru¢Bes contidas no manual do
Power SYBER® Green PCR Master Mix and RT-PCR (Applied Biosystems), com auxilio da
ferramenta disponivel on-line na pagina da Integrated DNA Technologies (IDT). As
sequéncias dos mRNas foram obtidas no banco de dados do genoma de ratos disponivel
online na pagina da National Center for Biotecnology Information (NCBI). As especificidades
dos oligonucleotideos foram determinadas previamente in silico diante de sua homologia a
dados de mRNA de rato, através da ferramenta BLAST Rat Sequences, realizando buscas de
baixa expectativa. Os melhores iniciadores foram determinados, quando possuiam homologia
(Hits), exclusivamente com seus alvos. Na figura 5, encontra-se a relacdo dos primers

elaborados a partir dos mMRNA obtidos.

Iniciadores Utilizados para Anélise da Expressdo Diferencial com PCR em tempo Real

Gene Alvo 5’- PRIMER - 3’ Gene Alvo 5 - PRIMER - 3’
GAPDH F ATGATTCTACCCACGGCAAG ANP F AGGTCAAGCTGCTTCGGGGGT
R CTACGTTCACTTCCAAGGGAAGA R CACCGCAAGGGCTTGGGATCT
TGF-p1 F TTGCCCTCTACAACCAACACAA BNP F CTGGGAAGTCCTAGCCAGT
R GGCTTGCGACCCACGTAGTAGTA R GCCTTGGTCCTTTGAGAGC
Procol4geno F TCTGTGTGGATTGGTGGCTCT IL-6 F CAAAGCCAGAGTCATTCAGAGC
g R CCATGTAGGCTACGCTGTTCTTG R CTTAGCCACTCCTTCTGTGAC

Figura 4. Quadro de iniciadores, senso (F) e antisenso (R), foram elaborados a partir dos
MRNA obtidos.
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3.5.1.5 Avaliagdo dos amplicons e PCR

Antes das reacdes definitivas, para verificacdo das diferencas da expressao, foram
realizadas reages testes, nas quais ndo sé foi possivel determinar condigdes ideais de
iniciadores e cDNA, mas também a especificidade in vitro dos alvos amplificados pelos
iniciadores abordados nas analises. A amplificacdo de um produto especifico foi apurada por
intermédio da andlise da Curva de Melting, pelo programa Opticon Monitor 2.03 (MJ
Research).

Para analise da determinacdo da eficiéncia de amplificacdo e especificidade dos
primers foram realizadas reacdes a partir de uma curva padrédo, dos genes analisados, variando
a massa de cDNA em 15 ng, 3 ng, 0,6 ng e 0,024 ng em 20 pul de reacdo, que também possuia
0,8 uM de cada oligo especifico (senso e anti-senso) e 1X Power SYBER Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems).

Para a determinacdo da quantidade de mRNA, nas diferentes condi¢des experimentais,
foram utilizados para cada reacdo 1 ng ou 1,5 ng de cDNA, 0,8 uM de cada oligonucleotideo
e 1X Power SYBER Green PCR Master Mix em 20 pL de reacdo. O resultado final é
representado pela média de cada grupo no periodo de 2 meses ap6s o fim do tratamento. As
amostras de cada individuo, componente dos respectivos grupos, foram avaliadas em
duplicata.

Nas reacdes para analise de RT-qPCR, as amostras foram submetidas a incubacdo
inicial no termociclador Applied 7500 (Applied Biosystems) de 1 ciclo de 50°C por 2 minutos
seguidos por 1 ciclo de 95°C por 10 minutos e 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minutos.

Os resultados da RT-qPCR foram analisados com auxilio do programa Applied 7500
software versdo 2.0.1. As massas dos produtos amplificadas de cada gene foram determinadas
através da interpolacdo dos resultados dos pontos experimentais com dados gerados pela
curva padrdo. Os dados de massa de cada ponto experimental, nas suas diferentes condicdes,
foram normalizados com a massa obtida do gene GADPH (gene constitutivo). A seguir, para
calcular a diferenga de expressdo, dividiu-se a massa normalizada do gene alvo dos grupos
tratados pela massa normalizada do gene alvo do grupo controle. Cada individuo do grupo
controle teve sua expressdo determinada pela razdo entre o valor de cada individuo com a
média desse grupo a fim de determinar as varia¢Ges individuais dentro do grupo controle. As

determinagfes para os calculos do RT-qPCR estdo disponiveis em [Livak e Schimittigen,
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2008].

Os dados obtidos pelo programa Applied 7500 software, versao 2.0.1, foram
transpostos para o programa Excel 2000 (Microsoft), para realizacdo dos calculos. Os graficos
foram obtidos atraves do programa GraphPad Prism 5.03 (La Jolla, CA, USA).

3.5.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA

Os métodos imunoenzimaticos envolvem o uso de anticorpos, componentes chaves de
todos os imunoensaios, sendo caracterizados por sitios de reconhecimento, presentes nas suas
estruturas, que possibilitam interagdes altamente especificas com os antigenos. As técnicas
imunohistoquimicas foram desenvolvidas como métodos de andlise de macromoléculas
(enzimas, hormdnios), e posteriormente para moléculas pequenas (drogas, farmacos), tendo

seu maior éxito no campo da quimica clinica.

3.5.2.1 Coleta das amostras

As amostras de sangue foram coletadas por puncéo do atrio, ap6s a abertura da caixa
toréacica do animal, com seringa de 3,0 mL, contendo anticoagulante citrato de sédio 0,1 M,
na proporcdo de 1:10 de sangue coletado. O sangue coletado foi transferido para tubo de
ensaio e centrifugado por 10 min, 2000 xg. O plasma coletado foi dividido em aliquotas de
200 pl, congelado em nitrogénio liquido, e posteriormente armazenado em freezer -70°C, até

0 momento de sua utilizagéo.
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3.5.2.2 Procedimento para realizagdo do kit ELISA

A dosagem do biomarcador BNP foi realizada através do kit de ELISA comercializado
pela empresa Abcam® (Cambridge, UK). Para a quantificagdo do BNP foi utilizado o kit
BNP 45 Rat (ab108816), tipo sanduiche, de alta sensibilidade.

Os padrdes de concentracdo e as amostras do plasma foram pipetadas na microplaca,
composta por 96 pogos, que é revestida com o anticorpo policlonal para o BNP. O anticorpo
presente na microplaca, eventualmente, ird aprisionar as moléculas de BNP tanto nas amostras
como na curva-padrdo. Ap6s uma sequéncia de lavagens, para retirar as substancias nao
ligadas, anticorpos policlonais conjugados as enzimas peroxidase sao adicionados a placa e se
ligam as moléculas do BNP. Mais uma sequéncia de lavagens é realizada, para remover
qualquer ligacdo antigeno-anticorpo inespecifica. Em seguida, o substrato da enzima e seu
respectivo cromodgeno sao aplicados, e as enzimas conjugadas presentes em cada amostra e
nos padrdes de concentracdo reagem com seus substratos, cujo produto de reacdo, uma vez
formado, reage com o cromogeno promovendo o aparecimento da cor, cuja intensidade €
diretamente proporcional a atividade enzimaética, e consequentemente, a concentracdo do BNP
nas amostras. Ao final do ensaio a reagdo enzimatica é inibida com a adi¢do de uma solugédo
acida e é entdo realizada a mensuracdo da densidade Optica (450 nm) de cada um dos 96
pocos da microplaca, através de um Leitor Universal de Microplacas (Bio Tek modelo ELX
800, EUA).

A concentracdo do BNP é determinada fazendo a correlacdo do valor de densidade
Optica das amostras com o valor de densidade dptica da curva-padrdo, gerada através do ajuste
logistico de 4 parametros, e com auxilio de um programa de analise de dados adequado (KC
Junior, Bio Tek, USA) sendo a sensitividade do kit de 30 pg/mL e a reprodutibilidade intra-
ensaio de 4,6%.

Para a analise estatistica e construcao dos graficos os dados obtidos pelo programa KC
Junior, Bio TeK-USA foram transpostos para o programa GraphPad Prism 5.03 (La Jolla, CA,
USA).
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3.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos pelo ensaio ELISA e pela técnica de RT-gPCR foram
representadas por médias e erro padrdo da média (SEM). As comparagdes entre 0s grupos
foram efetuadas pela anélise de variancia (ANOVA) one-way e pos-teste Tukey. Diferenca

significativa com um p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise imunohistoquimica anti-BNP no ventriculo esquerdo de ratas Wistar:

Apds a coleta das amostras foi realizado a IHQ com a finalidade de avaliar a presenca do
BNP no VE dos animais. As imagens capturadas por fotomicrografia estdo dispostas na figura
6, onde estdo apresentadas as imagens referentes aos grupos controle, controle positivo
(realizado com tecido cerebral do animal), TC+IR e IR.

Figura 5: Fotomicrografia de IHQ anti-BNP, indicado por setas, no VE (controle, TC+IR e
IR) e cérebro (controle positivo) de ratas Wistar de 2 meses ap0s ter finalizado o tratamento.

O grupo controle apresenta expressdo da marcagao apenas na regido de vasos. Porém,
nos grupos TC+IR e IR, essa marcacdo ndo é visualizada. Nesses grupos a sinalizacdo é

dispersa e se apresenta de forma difusa, ao longo de todo o VE. Através de uma avaliacdo
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qualitativa, o grupo TC+IR foi 0 grupo que apresentou uma marcacdo de BNP mais difusa.

4.2 Analise do plasma sanguineo por Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA

As médias da concentracdo plasmatica de BNP, quantificadas por ELISA, dos grupos
controle, TC+IR e IR estdo apresentadas na tabela 3. Embora ndo tenha sido observada
diferenca significativa entre os grupos, nota-se uma tendéncia de aumento na concentragéo

plasmatica de BNP no grupo TC+IR em relacdo ao controle.

Tabela 3: Média das concentracdes plasmaticas de BNP

Grupos Concentracdo plasmética de BNP
(ng/mL)
Controle 0,095 + 0,011
TC+IR 0,175 + 0,033
IR 0,067 + 0,007

Média das amostras plasmaticas de BNP + erro padrdo da média (SEM) das amostras. n=7.

4.3. Quantificacédo da expressao génica por RT-PCR

O resultado da expressao do BNP por RT-gqPCR (figura 6) apresenta um perfil similar
ao obtido pelo ELISA. O grupo TC+IR é 0 que apresenta um maior nivel de expressao génica
BNP, porém, a diferenca em relacéo ao controle néo € significativa.
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Figura 6: Expressao relativa de mRNA de BNP nos grupos controle, TC+IR e IR. As
barras de erro na figura presentam o erro padréo da media (SEM).

Outras proteinas, como IL-6, TGF-B1 e procolageno tipo I, também foram avaliadas
guanto a sua expressao, uma vez que estdo relacionadas com a sintese de BNP, mediante
as vias de sinalizacdo do processo inflamatorio, proliferacdo celular ou remodelamento

tecidual. Os histogramas da expressdo relativa de mRNA dos genes IL-6, TGF-B1 e

procolageno tipo I, estdo, respectivamente, nas figuras 7, 8 e 9.

2.0

15

1.0

0.5

Expressédo Relativa de mRNA

0.0

Controle

Grupos

Figura 7: Expressdo relativa de mRNA de IL-6 nos grupos controle, TC+IR e IR.
As barras de erro da figura representam o erro padréo da média (SEM). *p<0,05.
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Figura 8: Expressao relativa de mRNA de TGF-B1 nos grupos controle, TC+IR ¢ IR.

As barras de erro da figura representam o erro padrdo da média (SEM).
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Figura 9: Expressdo relativa de mRNA de procolageno tipo | nos grupos controle,

TC+IR e IR. As barras de erro da figura representam o erro padrdo da média (SEM).

O Udnico grupo que obteve resultado com diferenca significativa em relacdo ao

controle foi o grupo TC+IR na andlise da expressdo da IL-6, sendo a sua expressdo menor

do que a do controle. Todos os demais apresentaram uma expressao similar ao controle.
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5 DISCUSSAO

Os avancos da terapia oncoldgica conduziram uma melhora na sobrevida dos
pacientes, o que possibilitou a constatacdo de manifestacbes de doencas cardiovasculares
decorrentes do tratamento (Yeh e Bickford, 2009; D’Errico et al., 2012). A percepgdo de que
efeitos adversos das terapias contra o cancer poderiam desencadear disfuncdo cardiaca
propiciou o reconhecimento da necessidade de implantar protocolos de identificacdo precoce
de risco de desenvolver essa enfermidade (Dietz, 2003; Perik et al., 2005; Dolci et al., 2008).
A vantagem da identificacdo precoce € a possibilidade de intervencdo médica que interrompe
a manifestacdo da doenca cardiovascular, preservando o coracdo e reduzindo os indices de
morbimortalidade consequentes da exposicdo ao tratamento (Menon et al., 2009; Kalil et al.,
2011). Apesar de ja ser utilizado como ferramenta de diagndstico na area clinica (Yoshimura
et al., 2001; Palazzuoli et al., 2010), o BNP é um dos biomarcadores cardioespecificos que
estd sendo avaliado para ser utilizado como preditor de disfuncdo cardiaca promovida pela
terapéutica oncoldgica (Cardinale e Sandre, 2010; Bovelli e Roila, 2010; Ewer e Ewer, 2010;
Chargari et al., 2011).

Pelos resultados obtidos neste estudo, no intervalo de tempo avaliado, o BNP néo se
apresentou como um bom biomarcador preditor de lesdo cardiaca induzida pela terapéutica
oncologica, uma vez que, para desempenhar esta funcdo, deveria apresentar uma alteracdo
mais significativa no nivel de sua expressdo. Resultados obtidos por Jingu e colaboradores em
2007 sugerem que a concentracdo plasmatica de BNP pode ser um bom preditor de dano
induzido pela técnica terapéutica de radioterapia, porém apenas foi observado alteracdo
significativa da concentracdo plasmatica de BNP a partir do 3° més, apds o tratamento.

Estudos sugerem que a exposicdo do paciente as técnicas terapéuticas contra o cancer,
principalmente quimio e radioterapia, induzem danos que tendem a ser progressivos e podem
desencadear disfuncéo cardiaca assintomética ou sintomatica, depois de alguns anos do tempo
do tratamento (Chargari et al., 2010; Crippa et al., 2002; Crown et al., 2004; Cardinale et al.,
2004; Kruse et al., 2002). O padrao atual de deteccdo de cardiotoxicidade e monitoracdo da
funcdo cardiaca apenas possui a capacidade de detectar alteracbes quando um
comprometimento funcional ja tenha ocorrido (Cardinale e Sandri, 2010; Kalil et al., 2010;
Cardinale et al., 2000). A dosagem de BNP pode ser utilizada na identificacdo de pacientes
que necessitem de acompanhamanto cardioldgico, visto que estudos relatam a associa¢do do

aumento do nivel de BNP com o potencial cardiotoxico da terapia oncoldgica (Perik et al.,
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2005; Jingu et al., 2007; Krawczuk-Rybak et AL., 2011; Daugaard et al., 2005).

Os mecanismos que estimulam a expressao e liberacdo de BNP podem ser decorrentes da
sobrecarga hemodinamica (Ramos et al.,, 2006; Samesina & Amoedo), do uso de
quimioterapicos cardiotoxicos como as antraciclinas (Daugaard et al., 2005; Pichon et al.,
2005), da isquemia miocérdica (Goetze et al., 2003; Haaff et al., 2011) e da exposi¢do a
radiacdo ionizante (D Errico et al., 2012). Todavia, a alteracdo da exposi¢do de BNP quanto a
exposicdo com cilofosfamida e docetaxel ndo esta clara.

N&o se observou nenhuma alteracédo significativa na comparacdo dos grupos tratados em
relacdo ao controle, na andlise realizada pelo ELISA; porém, observa-se uma tendéncia no
aumento da concentracdo plasmatica do BNP no grupo TC+IR. Sabe-se que as lesbes
cardiacas induzidas por estes tratamentos sdo progressivas (Eidem, 2008; Floyd et al., 2005;
Gallucci et al., 2011) e a tendéncia de aumento do nivel plasmatico apresentada pelo grupo
TC+IR, 2 meses depois de ter finalizado o tratamento, pode ser interpretada como uma
elevacdo decorrente ainda da fase de adaptacdo do coragéo, na tentativa de reverter os danos
causados. Caso a capacidade de adaptacdo do tecido cardiaco seja ultrapassada, terdo inicio as
alteracdes denominadas como irreversiveis, que conduzirdo a insuficiéncia (Samesina &
Amoedo, 2001; Agrawal et al., 2010).

Apobs o resultado obtido pelo ensaio ELISA, foram necessarios mais experimentos que
pudessem esclarecer a resposta do BNP ao tratamento neste periodo. Para tal, realizaram-se
ensaios de IHQ, nas quais o propdsito foi verificar a marcacdo do BNP no VE dos animais,
através de uma avaliacdo qualitativa. Os resultados obtidos em animais tratados (TC+IR)
demonstraram marcacdo de maneira mais difusa do que a obtida no controle, que é mais
pontual. A marcacéo anti-BNP no VE dos animais parece ser mais evidente no grupo TC+IR,
provavelmente devido a este grupo ter sido submetido a dois tratamentos potencialmente
cardiotoxicos (Yeh et al., 2009; Kalil et al., 2011; Seemann et al., 2012).

Complementando este ensaio, foi realizada uma avaliacdo quantitativa de RT-gPCR, pois,
pelo RT-gPCR poderiamos ndo sé quantificar esta expressdo, mas também de outros genes
que estdo relacionados a sua expresséo, para obter mais informag6es que pudessem auxiliar na
interpretacdo de sua resposta ao tratamento neste periodo.

A analise do resultado por RT-qPCR sugere que a expressdo do BNP esta de acordo com
os resultados obtidos pelo ensaio ELISA. Ambos apresentaram perfis semelhantes. A
semelhanga dos resultados entre o nivel de expressdo génica e o nivel da concentracéo
plasmatica de BNP estdo de acordo com dados da literatura onde € mencionado que o BNP

ndo é armazenado em granulos nos ventriculos, sendo liberado mediante a sua transcricdo e
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sintese (Sullivan et al., 2005; Ogawa et al., 2001).

Na maioria dos casos, o aumento do nivel de BNP estd sendo relacionado ao
desencadeamento de uma série de cascatas de eventos bioquimicos, que, através de
modificagdes nos mecanismos de transduccao celular determinam a formacdo de um tecido
cardiaco com proporcionalidades de fibras diferentes do tecido normal, com relacéo a fibras
elasticas, fibras colagenas e células musculares cardiacas. Entre eles, 0 BNP esta associado ao
TGF-B1 e procolageno tipo I, devido a sua acdo anti-proliferativa (Ogawa et al., 2001;
Samesina e Amoedo, 2001; Ramos et al., 2006); e ao IL-6, por suas propriedades anti-
inflamatorias (Ogawa et al., 2004; Masters et al., 1999; Jarai et al., 2009; Tanaka et al., 2004;
Gwechenberger et al., 2003).

Dados demosntraram que o TGF-B1 estad presente no sitio de lesdes teciduais e age
promovendo a proliferacdo de fibroblastos, aumentando a sintese de componentes da matriz
extracelular (colageno, fibronectina e proteoglicanas) e inibindo os processos que levam a
degradacdo da matriz extracelular (Sime e O’Reilly, 2001). O colageno tipo I, formado a
partir da clivagem do procolageno tipo I, representa 80% do colageno presente na matriz
extracelular do tecido cardiaco (Lijnen et al., 2000).

O desenvolvimento do tecido fibrético no coracdo ndo, necessariamente, substituira as
células parenquimais. Tém-se descrito, na literatura, sobre dois tipos de resposta fibrotica,
uma reativa e outra reparativa. A fibrose reparativa é a que esta relacionada com a perda de
células parenquimais e seu preenchimento pela fibrose, na tentativa de manter a estrutura do
tecido cardiaco. A fibrose reativa, por sua vez, tem sido referida como o espessamento de
fibras de colageno preexistentes e aumento de fibras entre midcitos vidveis (Lijnen et al.,
2000).

A expressdo relativa do mRNA dos genes do TGF-Bl1 e procolageno tipo | néo
apresentaram alteracfes nos resultados da RT-qPCR em relacdo ao controle. Acredita-se que,
nesse periodo, o coracgdo ainda se encontre em adaptacao aos danos induzidos. A tendéncia de
aumento observada no nivel de expressdo de BNP no grupo TC+IR pode ter influenciado na
manutencdo da expressdo de TGF-B1 e procolageno I em nivel basal. Em estudos realizados
anteriormente pela nossa equipe, foram detectadas alteracGes significativas de TGF-B1 e
procolageno tipo | do intervalo de 4 meses depois do término do tratamento (Ferreira-
Machado et al., 2010). Além de que, 0 mesmo modelo experimental foi utilizado pela equipe
para analisar alteracbes da fisiologia cardiaca provocadas pela terapéutica contra o cancer,
onde foram encontradas altera¢Ges significativas apos 5 meses do fim do tratamento, o que

valida 0 modelo experimental utilizado (Salata et al., 2012).
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A inflamacéo cronica pode ser induzida por varios estimulos, incluindo agentes quimicos,
radiacdo e injdrias mecénicas, e a IL-6 € uma das citocinas pro-inflamatorias amplamente
expressas nesse processo (Wynn, 2008). Quando comparamos o nivel de expressédo da IL-6, 0
grupo TC+IR apresenta diminuicao significativa de sua expressdo em relacao ao controle.

Existem varios trabalhos que relacionam processo inflamatério a producédo de horménios
cardiacos (BNP) tanto pelos cardiomidcitos (Ma et al., 2004; Ogawa et al., 2004; Meirovich et
al., 2008) quanto pelos fibroblastos (Jarai et al., 2009). Além disso, ja existem trabalhos que
testam a infusdo de BNP como método de tratamento contra insuficiéncia cardiaca, e 0S
resultados obtidos mostram que o BNP apresenta efeito similar a do enalapril, reduzindo os
niveis de citocinas inflamatorias, incluindo o IL-6 (Pan et al., 2011). O mesmo parece ocorrer
guando comparamos 0s resultados obtidos da expressdo relativa dos genes BNP e IL-6 no
grupo TC+IR, onde o nivel de expressdo do BNP parece estar aumentando e o nivel de

expressao do IL-6 pode estar sendo inibido por esse aumento.
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6 CONCLUSAO:

Os resultados obtidos sugerem uma tendéncia de aumento do nivel de BNP plasmaético e
cardiaco no periodo de tempo avaliado. Concomitantemente a este resultado, observou-se uma
diminuicéo significativa na expressdo génica da citocina pro-inflamatoria IL-6. Dessa forma,
sugere-se que na fase inicial da cardiotoxicidade induzida por tratamentos quimio e
radioterapicos o BNP possa desempenhar papel anti-inflamatério. Entretanto, estudos
adicionais sdo necessarios para se avaliar estes parametros em tempos diferentes apos 0s
tratamentos aqui avaliados.

Sugere-se que seja implantado em hospitais universitarios e/ou no INCA a monitoracgao
com biomarcadores encontrados no plasma sanguineo e avaliacdo por exames de imagem dos
pacientes do sistema unico de saude, tanto antes como durante e ap6s serem submetidos a
terapéutica contra o cancer. Pois dessa forma, poderia ser desenvolvido uma pesquisa
epidemioldgica que possibilitaria uma analise mais abrangente se estes biomarcadores, como
a troponina | e T, BNP e ANP poderiam complementar a monitoracdo dos pacientes e

realmente prever o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.
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