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espécie, então descobre que os símbolos realmente não são bons ou maus, certos ou errados. 

Você os torna certos ou errados de acordo com suas crenças. Esse é o poder da convicção, 

mas a verdade está além das convicções. Quando você vai além dos símbolos, o que encontra 

é um mundo de perfeição onde tudo e todos na criação são perfeitos. Até o investimento da 

sua crença em cada palavra é perfeito. Até sua raiva, seu drama e suas mentiras são perfeitas. 

Até o inferno em que você às vezes vive é perfeito, porque só existe perfeição. Imagine só se 

você 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, superstições e 

opiniões. Você seguiria a vida como o resto dos animais, ou seja, manteria a inocência por 

toda a sua vida.  

No processo de domesticação você perde sua inocência, mas, ao perder a inocência, você 

começa a procurar o que perdeu, e isso te leva ao despertar da consciência. Uma vez que a 

recupera, você passa a ser totalmente responsável por sua própria evolução – e por cada 

escolha que faz na vida. 

Quando você é educado pelo sonho do planeta, não tem escolha: aprende várias mentiras. Mas 

talvez seja tempo de desaprendê-las e reaprender como ir atrás da verdade, seguindo o próprio 

coração. 

(Don Miguel Ruiz – O Quinto Compromisso) 



 

RESUMO 

 

CAMPOS, Vera Maria Araujo de. Efeito da radiação ionizante e quimioterapicos em tecido 

cardíaco e expressão do peptídeo natriurético do tipo B. 2013. 62 f. Dissertação (Mestrado 

em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

A utilização de biomarcadores cardioespecíficos vem sendo recomendado como 

ferramenta útil na monitoração e identificação precoce de lesão cardíaca, em decorrência do 

potencial de cardiotoxicidade da terapêutica oncologica. O objetivo do presente estudo foi 

avaliar o nível plasmático do peptídeo natriurético do tipo B (BNP) e da expressão gênica do 

BNP e outros genes relacionados a sua síntese, a interleucina-6 (IL-6), fator β1 de 

transformação de crescimento (TGF-β1) e procolágeno tipo I, mediante a associação dos 

agentes antineoplásicos docetaxel e ciclofosfamida (TC) e da radiação ionizante (IR) no 

coração de ratas Wistar, 2 meses após o término do tratamento. Para isso, Ratas Wistar (3-4 

meses, n=7) foram irradiadas no coração com dose única de 20Gy, em um campo ântero-

posterior de 2x2cm
2

, 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 após 7 dias do tratamento quimioterápico. Como 

controle (n=7), animais não irradiados e não tratados com quimioterápicos. Após 2 meses do 

fim do tratamento, a eutanásia dos animais foi realizada. Amostras de plasma e tecido 

cardíaco, ventrículo esquerdo (VE), foram coletadas. Por ensaio ELISA foi quantificada a 

concentração plasmática de BNP; parte do tecido cardíaco foi fixado, incluído em parafina e 

cortado em micrótomo, para assinalar a presença de BNP no VE, avaliação qualitativa, pela 

técnica de imunohistoquímica (IHQ); e a outra parte para a técnica RT-qPCR, onde foram 

avaliados a expressão relativa de mRNA dos genes do BNP, IL-6, TGF-β1 e procolágeno tipo 

I. Na IHQ o grupo controle apresentou uma marcação pontual, enquanto que os grupos 

tratados apresentaram uma marcação mais difusa, sendo que o grupo TC+IR foi o que 

apresentou maior dispersão na marcação do BNP no tecido cardíaco. Embora não tenha sido 

observado no ensaio ELISA uma diferença significativa entre as concentrações plasmáticas de 

BNP dos grupos tratados em relação ao controle, nota-se uma tendência de aumento no grupo 

TC+IR. Na analise por RT-qPCR, a expressão relativa de BNP foi similar ao apresentado no 

ELISA. O grupo TC+IR foi o grupo que apresentou maior expressão gênica de BNP, porém a 

diferença não é significativa em relação ao controle. A única análise em que se obteve 

diferença na expressão gênica em relação ao controle foi a do gene IL-6 que apresentou 

expressão reduzida. Todos os demais genes analisados por RT-qPCR apresentaram uma 

expressão similar ao controle. Assim, os resultados obtidos sugerem que o BNP não se 

apresentou como um bom biomarcador cardioespecífico para identificação precoce de lesão 

cardíaca, no período a qual foi avaliado. As ratas Wistar, 2 meses após a submissão do 

tratamento, não apresentaram um resultado diferenciado em relação ao controle, nos genes 

TGF-β1 e procolágeno tipo I, sugerindo ausência de um quadro de remodelamento cardíaco. 

Entretanto, apresentou redução significativa do gene IL-6, no grupo TC+IR, propondo ação 

anti-inflamatória do BNP, que no mesmo grupo, apresentou uma tendência de aumento em 

sua expressão gênica.  

 

Palavras-chave: Biomacador. BNP. Tratamento contra o Câncer. 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 β1 

(TGF-β1) and procollagen type I 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-

qPCR were evaluated in the relative expression of mRNA of the genes of BNP, ANP, IL-6, 

TGF-β1 and procollagen type I. 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-qPCR, 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-qPCR. 
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INTRODUÇÃO  

 

 

Os avanços na terapêutica oncológica resultam no aumento da expectativa de vida dos 

pacientes. Todavia, entre 5 a 30% dos pacientes vêm apresentando complicações 

cardiovasculares, decorrentes do tratamento, que podem levá-los ao óbito. A implementação 

de um monitoramento contínuo dos pacientes que foram submetidos ao tratamento é uma 

estratégia essencial para reverter este quadro, visto que, a detecção prévia do desenvolvimento 

da disfunção cardíaca permite uma intervenção salutar na evolução da doença, reduzindo a 

morbimortalidade dos pacientes por cardiopatias consequentes dos efeitos colaterais do 

tratamento. 

A utilização de biomarcadores cardioespecíficos vem sendo apontada como ferramenta 

útil na identificação precoce de lesão cardíaca induzida por quimioterápicos e pela radiação 

ionizante na radioterapia, uma vez que, nenhuma das técnicas estabelecidas atualmente, 

possui parâmetro sensível suficiente para detectar precocemente os efeitos colaterais da 

terapêutica oncogênica. O nível elevado do peptídeo natriurético do tipo B (BNP) plasmático 

é indicado como preditor de problemas cardíacos na área clínica. Logo, o objetivo deste 

trabalho é avaliar o nível do BNP através de análises moleculares de amostras coletadas do 

plasma e tecido cardíaco de ratas Wistar submetidos a protocolos de tratamento oncológicos, 

utilizados no combate ao câncer de mama. 
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1 O CÂNCER 

 

 

O processo global de industrialização, ocorrido principalmente no século passado, 

desencadeou a redefinição de padrões de vida no trabalho, nutrição e consumo. Essas 

alterações de padrões provocaram uma grande modificação no perfil de saúde-doença no 

mundo. Houve uma diminuição da taxa de doenças infecciosas e aumento da taxa de doenças 

crônicas degenerativas, especialmente as cardiovasculares e câncer (Guerra et al, 2005). Os 

fatores de risco relacionados ao câncer podem ser encontrados no meio ambiente ou ser 

hereditários, todavia, a maioria deles está associada ao ambiente (geral - água, terra e ar; 

ocupacional - quando insalubre; social e cultural - estilo e hábitos de vida; e consumo – 

alimentos e medicamentos) (Almeida et al., 2005). O número de casos de câncer tem 

aumentado de maneira considerável em todo o mundo, configurando-se como um dos mais 

importantes problemas de saúde pública na atualidade (INCA, 2012a). 

Células normais, de todo o organismo vivo, estão em plena harmonia citológica, 

histológica e funcional. Trata-se de harmonia essencial à manutenção da vida. No entanto, 

para que esse fenômeno seja preservado, é necessária a regulação cuidadosa das diversas 

etapas envolvidas no ciclo celular. Apesar de não estar totalmente esclarecido, o controle do 

ciclo celular parece ser dependente de fatores estimulantes ou inibitórios, que estariam em 

equilíbrio constante. Mesmo em tecidos que apresentam alta rotatividade de células, como os 

tecidos epiteliais e sanguíneos, observa-se uma organização estrutural e uma massa celular 

rigorosamente controlada (Dalerba et al., 2007). 

O câncer é uma doença celular, caracterizada por um desvio dos mecanismos de 

controle da proliferação e diferenciação das células. As células que sofreram transformação 

neoplásica proliferam excessivamente e formam tumores locais, que podem comprimir ou 

invadir estruturas normais adjacentes (Katzung, 2006). A metástase constitui o crescimento 

neoplásico secundário, à distância, sem continuidade com o foco primitivo (Gatenby & 

Gillies, 2008). O câncer é um processo comum a um grupo heterogêneo de doenças, que 

diferem em sua etiologia, frequência, manifestações clínicas, tratamentos e prognósticos 

(INCA, 2002). O diagnóstico precoce associado a tratamentos modernos e eficazes aumenta a 

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

 

 

Foi estimado para o biênio 2012/13 pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA), que 

520 mil brasileiros receberão diagnóstico de câncer, sendo 52.680 casos novos de câncer de 

mama (CM). O risco médio estimado é de 52 casos para cada 100 mil mulheres. 

É consenso mundial que a maior incidência dos tumores malignos de mama ocorra em 

torno dos 50 anos. Entretanto, nos últimos anos têm sido observado um aumento da incidência 

dessa doença em mulheres com idade igual ou inferior a 35 anos (Liebens et al., 2008). 

O crescente número, a cada ano, de casos diagnosticados, a elevada taxa de 

mortalidade registrada e a demanda de recursos financeiros para resolver os problemas de 

diagnóstico e tratamento definem o CM como um grave problema de saúde pública mundial 

(Amado et al., 2006). 

Existem três tipos principais de tratamento contra o CM: cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia. A determinação do tratamento oncológico a ser aplicado no paciente 

dependerá do estadiamento do tumor, classificado de acordo com normas estabelecidas pelo 

sistema TNM (INCA, 2002). A estratégia de tratamento mais utilizada contra o CM é a 

intervenção cirúrgica, que consiste na excisão do tumor. Entretanto, a cirurgia normalmente é 

acompanhada de radioterapia e/ou quimioterapia, para uma maior eficácia do tratamento. 

A radioterapia é utilizada com a finalidade de diminuir o tamanho do tumor, reduzir a 

chance de recorrência e a possibilidade de desenvolver metástase, aumentando, 

consequentemente, à sobrevida do paciente (Almeida et al., 2005). Esta modalidade de 

tratamento oncológico tem como fundamento a aplicação da radiação ionizante no intuito de 

eliminar células neoplásicas por apoptose (Basavanraju e Easterly, 2002; Magne et al., 2006). 

Uma dose pré-calculada de radiação é aplicada a um determinado volume de tecido, 

que engloba o tumor, buscando erradicar todas as células tumorais, com o menor dano 

possível às células normais circunvizinhas. A radiação ionizante ao interagir com os tecidos, 

causam ionizações e excitações em moléculas do meio, podendo ocasionar a formação de 

radicais livres (INCA, 2012b). 

A resposta dos tecidos às radiações depende de diversos fatores, tais como a 

sensibilidade do tumor à radiação, sua localização, oxigenação e a taxa de dose. Para que o 

efeito biológico atinja maior número de células neoplásicas, e a tolerância dos tecidos normais 

seja respeitada, a dose total de radiação a ser adminitrada é habitualmente fracionada em 
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doses diárias 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 aplicação de fármacos que interferem 

na reprodução celular, levando as células malignas à morte. Estes fármacos podem ser 

ministrados isoladamente ou combinados (poliquimioterapia), apresentando assim resultados 

mais eficazes, obtendo respostas mais amplas a cada aplicação, diminuindo o risco de 

resistência e conseguindo atingir as células em diferentes fases do seu ciclo. (Nicolaou et al., 

1994). 

Um terço dos pacientes conseguem ser curados através de medidas locais, que são 

eficientes quando o tumor ainda não sofreu metástase. Todavia, nos demais casos, a neoplasia 

caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de micrometastáses, indicando uma abordagem 

sistêmica, no emprego de substâncias químicas isoladas ou em combinação, que pode ser 

efetuada em cerca de 60-70% dos casos de neoplasia maligna (Almeida et al., 2005). 

O objetivo primário da quimioterapia é destruir células neoplásicas, preservando as 

normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterápicos atua de forma não específica, 

lesando tanto células malignas quanto benignas, particularmente, as células benignas de 

rápido crescimento. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais imediatos da 

quimioterapia ser náuseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior ás infecções. Porém, o 

corpo recupera-se destes inconvenientes após o tratamento (Almeida et al., 2005; Müller, 

2010). 

Os diferentes fármacos utilizados no combate as neoplasias podem ser divididos em 

ciclo-celular específicos e não específicos. Os específicos atuam em uma das fases do ciclo 

celular. Os fármacos que não atuam em fases específicas da divisão celular acabam exercendo 

sua citotoxicidade de outra maneira. Por exemplo, agentes alquilantes induzem ligação 

cruzada e/ou fragmentação das hélices de DNA, interferindo na sua síntese e função. A 

ciclofosfamida necessita de uma ativação bioquímica no fígado a fim de atingir sua função 

antitumoral (Chabner et al., 2006). 

Dentre a classe de produtos naturais temos os taxanos, docetaxel e paclitaxel, que 

atuam exercendo efeito citotóxico sobre a formação dos microtúbulos do fuso mitótico da 

célula cancerosa, por meio da ligação à tubulina. Na ausência do fuso mitótico, 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 característica é que se opta por usar, mais frequentemente, a 

poliquimioterapia, na qual mais de dois tipos de medicamentos de classificações 
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farmacológicas diferentes são aplicados, buscando-se um efeito mais abrangente sobre as 

células tumorais (Martin, 2003). É importante, sempre que possível, a associação de 

medicações com diferentes ações, buscando o aumento do efeito antitumoral sem elevar o 

grau de toxicidade (Lenihan e Esteva, 2006). 

A escolha do melhor regime quimioterápico depende do estadiamento do tumor, e 

também da condição clínica do paciente. A quimioterapia neoadjuvante (que se inicia antes de 

qualquer tratamento, cirúrgico ou radioterapia) é cada vez mais usado no tratamento de CM 

em estágio inicial (Crow et al., 2004; Shen et al., 2012). Um dos regimes utilizados é a 

associação de taxanos (docetaxel) e ciclofosfamida, conhecido como esquema TC (Jones et 

al., 2006). 

Vários estudos relatam que a associação do uso das técnicas de quimioterapia e 

radioterapia aumentam as chances de um tratamento contra o câncer de forma efeitva, porém 

também aumenta a probabilidade de que a paciente venha a desenvolver algum dos efeitos 

cardiotóxicos conseqüentes 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 doenças cardiovasculares nos pacientes com câncer são eventos cada vez mais 

frequentes, em decorrência de avanços na terapêutica oncológica, que resultam tanto na 

melhora da qualidade de vida quanto no aumento da sobrevida dos pacientes. Nas últimas 

décadas, os progressos no tratamento oncológico resultaram também na maior exposição dos 

pacientes a fatores de risco cardiovasculares e a quimioterapia com potencial cardiotóxico 

(Kalil et al., 2011). 

Quando as modalidades de radioterapia e quimioterapia são aplicadas em 

concomitância, dependendo do estadiamento do tumor, esperam-se, teoricamente, os maiores 

benefícios do tratamento. Todavia, tem sido reportado que a administração simultânea de 

ambas as modalidades pode conduzir a um aumento dos efeitos colaterais (figura 1) (Dolci et 

al., 2008)  

Uma mudança de paradigma é observada em relação ao prognóstico oncológico, onde 

o paciente é visto como um portador de uma possível doença crônica, que ao longo da sua 
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evolução pode apresentar descompensações agudas, como as manifestações cardiovasculares 

(Kalil et al., 201l). A colaboração e a interação das áreas de Cardiologia e Oncologia têm 

contribuído para reduzir os efeitos cardiovasculares adversos e obter melhores resultados no 

tratamento do paciente com câncer (INCA, 2012c). 

Atualmente, são essenciais para o cuidado adequado do paciente com câncer a 

identificação precoce do risco cardiovascular, a implementação de estratégias para a redução 

de risco, o diagnóstico correto da descompensação 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 possível, no tratamento específico do câncer (Kalil et 

al., 2011). 

 

 

Figura 1. Fatores que podem potencializar o risco de desenvolver disfunção 

cardíaca. Fonte: Chargari et at., 2010, modificado. 
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1.3 Difunção cardíaca: evento decorrente da cardiotoxicidade 

 

 

A prevenção e o tratamento das doenças cardiovasculares em pacientes submetidos a 

terapia contra o câncer vêm ganhando destaque. As complicações cardíacas observadas estão 

associados a uma série de alterações metabólicas sistêmicas que podem comprometer de 

forma significativa a qualidade e a expectativa de vida do paciente, mesmo após a cura do 

câncer, sendo reponsável por considerável morbidade (Kalil et al., 2011). A incidência de 

toxicidade cardíaca crônica depende de diferentes fatores de risco, que estão demonstrados no 

esquema da Figura 1. 

A disfunção cardíaca apresentada por alguns pacientes, submetidos à radioterapia e/ou 

á quimioterapia, parece estar associada ao desenvolvimento de fibrose, em diferentes partes 

do coração. O remodelamento do tecido cardíaco pode comprometer o desempenho de 

bombeamento do coração, devido a alterações na complacência da sístole e/ou diástole 

(Bovelli e Roila., 2010; Dolci et al., 2008, Franchini, 2011). 

A fibrose, tipicamente, resulta de uma inflamação crônica, definida como uma 

resposta imune, que persiste por vários meses, durante os quais a inflamação, o 

remodelamento do tecido e o reparo ocorrem em períodos simultâneos. Apesar da inflamação 

crônica possuir diferentes etiologias e manifestações clínicas, ela sustenta a produção de 

fatores de crescimento, enzimas proteolíticas, fatores angiogênicos e citocinas fibrinogênicas, 

que são fatores estimuladores da deposição de colágeno e do progressivo remodelamento do 

tecido (Wynn, 2008). 

O desenvolvimento de cardiopatias, que possivelmente irão evoluir para a 

insuficiência cardíaca (IC), demanda o uso de terapias antineoplásicas menos agressivas, 

porém, isso provavelmente irá desencadear efeitos menos eficientes na ação contra o tumor 

(Dolci et al., 2008). A partir do momento que as cardiopatias progridem para IC, ocorre uma 

série de alterações histopatológicas no miocárdio, assim como alterações estruturais no 

ventrículo esquerdo (Pontes e Leães, 2004). A compreensão dos mecanismos de adaptação do 

coração permitem o estabelecimento de condutas preventivas e terapêuticas (Franchini, 2011). 
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1.4 Cardiotoxicidade associada à radioterapia 

 

 

O coração é um órgão localizado na região torácica, especificamente, no mediastino 

médio. Sua localização faz dele um alvo da radiação quando pacientes com tumores na região 

do mediastino são submetidos à radioterapia, como parte do tratamento oncológico 

(Wondergem et al., 1996; Krüse et al., 2001; Salminen et al., 2006; Seemann et al., 2012). 

As complicações aludidas do tratamento oncológico com radioterapia não estão 

associadas somente a pacientes com CM. A doença cardiovascular radioinduzida (RIHD) 

pode ser observada em pacientes irradiados para tratamento de doença de Hodgkin (ou 

linfoma de Hodgkin), câncer de pulmão, timoma, câncer de esôfago, câncer gástrico, etc. Um 

número considerável desses pacientes será submetido à radioterapia durante o tratamento da 

doença (Wondergem et al., 2001; Gaya e Ashford, 2005; Giordano et al., 2005; Seemann et 

al., 2012). 

No CM, o VE e a coronária esquerda são as estruturas cardíacas 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 

precisão o alvo desejado, ainda assim, é possível observar a RIHD em pacientes. As lesões 

cardíacas são efeitos tardios da radioterapia, que podem se manifestar após anos ou décadas 

(Seemann et al., 2012; Chargari et al., 2010). O mecanismo molecular subjacente ao 

desenvolvimento de problemas cardíacos induzidos pela radiação ionizante não é bem 

compreendido. 

As lesões provocadas pela radiação no tecido sadio podem estar associadas à gênese 

de uma série de doenças. Uma variedade de complicações cardíacas crônicas, ocasionalmente 

agudas, incluindo pericardite, tamponamento ou constrição, fibrose de artérias coronárias, 

infarto do miocárdio (IM), anormalidades valvares, fibrose miocárdica, podem ser observadas 

(Stewart, 1995; Affonso, 2004; Kalil et al., 2011).  

Várias complicações cardíacas, em pacientes com CM, expostos à radioterapia, estão 

associadas ao processo de fibrose. A fibrose, em decorrência da radiação ionizante, tem sido 

observada em diferentes órgãos (pele, pulmão, coração e fígado). Entretanto, os mecanismos 

envolvidos na fibrose induzida pela radiação ionizante não estão totalmente esclarecidos 

(Sime e O’Reilly, 2001).  

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

50% dos pacientes assintomáticos desenvolvem irregularidades de perfusão cardíaca. 
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O intervalo de tempo médio para o desenvolvimento de doença coronária (DAC) é de 

aproximadamente 7 anos (Senkus et al., 2010). A degeneração de miócitos e seu 

preenchimento por fibroblastos, no miocárdio, podem refletir no funcionamento ventricular, 

conduzindo a um quadro de disfunção sistólica ou diastólica ou ambas. Cardiomiopatias 

dilatadas, hipertróficas e restritivas vêm sendo notificadas (Wondergem et al., 2001; Gaya e 

Ashford, 2005; Schultz-Hector e Trott, 2007).  

 

 

 

1.5 Cardiotoxicidade associado à quimioterapia 

 

 

Os efeitos adversos da quimioterapia, como por exemplo, o aumento da atividade 

inflamatória e as alterações de coagulação estão associados a um risco de desenvolver 

complicações cardiovasculares, como hipertensão arterial (HA), IC e doença coronariana 

(Ganz et al., 2002; Yeh et al., 2009). 

Os mecanismos subjacentes a IC ainda não são bem compreendidos. Vários agentes 

neoplásicos são potencialmente cardiotóxicos, e os mais comumente associados à cardiopatia 

são as antraciclinas (doxorrubicina e epirubicina), taxanos (paclitaxel e docetaxel), agentes 

alquilantes (ciclofosfamida). A peroxidação lipídica e a formação de radicais livres pela 

antraciclina têm um papel importante na cardiotoxicidade. Quando comparados a outros 

órgãos, como rim e fígado, o coração tem níveis mais baixos de sistemas antioxidantes, 

aniquiladoras dos radicais livres, logo, ele se torna mais vulnerável e os danos podem ser 

irreversíveis (Dolci et al., 2008). 

Como citado anteriormente, um dos esquemas terapêuticos utilizados para o 

tratamento de CM é a associação de taxanos e ciclofosfamida, conhecido como esquema TC 

(Jones et al., 2006; Lenihan et al., 2008), que é utilizado em pacientes com estágio inicial da 

doença. Os mecanismos precisos da cardiotoxicidade induzida por ciclofosfamida e taxanos 

ainda são desconhecidos. Todavia, uma das hipóteses elaboradas para a ciclofosfamida é de 

que ela provoque danos diretos ao endotélio, seguindo de extravasamento de metabólitos 

tóxicos, resultando em dano aos cardiomiócitos, hemorragia e edema. A ciclofosfamida está 

relacionada a difunção ventricular em até 10% a 20% dos casos. Dentre os quimioterápicos 

mais associados à isquemia miocárdica encontra-se os quimioterápicos antimicrotúbulos 

(paclitaxel e docetaxel) (Yeh et al., 2009). 
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Entre os efeitos adversos dos quimioterápicos no sistema cardiovascular destaca-se, pela 

sua maior frequência e gravidade, a disfunção ventricular sistólica e IC. A ocorrência da 

disfunção ventricular sistólica e diastólica, assintomática ou sintomática, vária nas séries 

clínicas entre 5% e 30%, sendo mais frequentes em pacientes que apresentam os clássicos 

fatores de risco como: extremos de idade, disfunção ventricular prévia, hipertensão arterial, 

diabetes, uso de associação de quimioterápicos, radioterapia mediastinal, suscetibilidade 

genética, entre outros (Figura 1), além da dose administrada no paciente (Bovelli e Roila, 

2010; Kalil et al., 2011). 

Teoricamente, qualquer quimioterápico tem potencial para causar toxicidade. Na 

tabela 1 estão listados os quimioterápicos mais utilizados, relacionados à sua incidência de 

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

 

Tabela 1: Principais Agentes Quimioterápicos Utilizados no Tratamento do Câncer e a 

Incidência de Cardiotoxicidade (Redução da Fração de Ejeção e/ou Insuficiência Cardíaca)

Fonte: Kalil et al., 2011. Modificada.
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1.6 Técnicas de diagnóstico e monitoramento de complicações cardíacas 

 

 

O monitoramento de sinais e sintomas de IC é aspecto fundamental no manejo de 

pacientes que se submetem a terapia oncológica cardiotóxica. Como a toxicidade pode se 

manifestar em qualquer momento, durante e após vários anos da finalização do tratamento, 
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faz-se necessária vigilância contínua das manifestações clínicas dos efeitos cardíacos quimio-

radioinduzidos.  

O reconhecimento do indivíduo em risco, a prevenção da disfunção ventricular 

esquerda assintomática e insuficiência cardíaca são, portanto, importantes objetivos no 

manejo desses pacientes, apesar das recomendações para embasar condutas, nesse contexto 

clínico, serem baseados em estudos com número pequeno de pacientes monitorados. Além 

das recomendações de diretrizes e bases internacionais ainda serem escassas (Kalil et al., 

2011). 

Existem vários procedimentos de monitoração para detecção de cardiomiopatia, 

porém, nenhuma das técnicas estabelecidas atualmente possui parâmetro sensível suficiente 

para detectar precocemente os distúrbios e sequelas cardíacas desenvolvidas pelos tratamentos 

antineoplásicos (Dietz et al., 2003; Dolci et al., 2008; Bovelli & Roila, 2010;). Por exemplo, o 

índice de fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE), avaliado na ecocardiografia, 

quando se apresenta alterado no exame, indica que já existe um quadro de disfunção instalado 

no coração (Bovelli e Roila, 2010). A única técnica que poderia representar um método mais 

confiável para avaliação dos danos do miocárdio seria a biópsia endomiocárdica, mas a 

viabilidade deste método é muito limitada na prática clínica, por se tratar de um procedimento 

invasivo (Dolci et al., 2008). Exames como angiografia, que são utilizados associados a 

radionuclídeos, ecocardiograma e ressônancia magnética, possuem baixa sensibilidade para 

detecção precoce das alterações cardíacas geradas pelo tratamento contra o câncer, além 

destes exames serem de custo elevado. O uso de biomarcadores para identificação de 

cardiotoxicidade é estratégia atrativa, pois permite identificar dano precoce e subclínico; 

proporcionando janela terapêutica para o uso de medidas potencialmente cardioprotetoras, 

além de acompanhamento clínico intensivo de disfunção ventricular (Ewer & Ewer, 2010). 

 

 

 

1.6.1 Biomarcadores 

 

 

A utilização de biomarcadores cardioespecíficos vem sendo indicada como uma 

técnica promissora na identificação precoce de lesão cardíaca por quimioterápicos em dos 

pacientes oncológicos (Cardinale  e Sandri, 2010). De forma geral, podemos classificar os 

métodos de monitoramento entre aqueles que identificam lesão funcional global do coração, 
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avaliada tradicionalmente pela FEVE, e aqueles que buscam identificar a lesão precoce do 

cardiomiócito, avaliação por biomarcadores (Dolci et al., 2008). 

Como mencionado anteriormente, o ideal seria que a detecção do desenvolvimento da 

cardiopatia ocorresse na fase latente, e não depois que já se instalou no órgão. Dessa forma, 

pois seria possível realizar uma intervenção, visando interromper o desenvolvimento da 

disfunção cardíaca, melhorando a qualidade de vida do paciente, além de reduzir o índice 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 não está bem estabelecido o momento ideal de sua análise no paciente, uma vez que 

ainda não existem estudos conclusivos. Porém, o ponto positivo está no fato de que para 

realizar a sua quantificação apenas é necessário um pequeno volume de sangue do paciente. O 

que possibilita a coleta recorrente de amostras, durante o período estabelecido de 

acompanhamanto do paciente. Os biomarcadores mais testados nesse contexto são as 

troponinas e os peptídeos natriuréticos (Ewer & Ewer, 2010). 

 

 

 

1.6.1.1 Peptídeos natriuréticos 

 

 

Humanos produzem três tipos de peptídeos natriuréticos, o atrial (ANP), o tipo B 

(BNP) e o tipo C (CNP). O CNP é produzido pelas células endoteliais e macrófagos, enquanto 

que o ANP e BNP são sintetizados pelo músculo cardíaco (Sullivan et al., 2005). O coração 

participa na regulação da homeostase cardivascular, como um órgão endócrino (Ogawa et al., 

2001). ANP e BNP ligam-se ao receptor de membrana tipo A (NPR-A), da guanilil ciclase, 

ativando a via de sinalização do cGMP (Sullivan et al., 2005; McGrath et al. 2005). 

O ANP é expresso e armazenado, em grandes concentrações, em grânulos atriais, 

sendo liberado dentro da circulação em resposta à tensão gerada na parede do átrio. O ANP 

também pode ser produzido nos ventrículos, porém é encontrado em concentrações menores, 

dependendo da condição fisiopatológica do coração, e não foi detectada, nesta região, 

grânulos de armazenamento (Costa, 2007; Krüse et at., 2001). Dados sugerem que o nível 

plasmático de ANP pode refletir o mau funcionamento do coração e sua concentração possa 

ser utilizada como um marcador da disfunção cardíaca induzida pela radiação (Wondergem et 

al., 2001; Kruse et al., 2002). 
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1.6.1.1.1 Peptídeo natriurético tipo B 

 

 

Durante a última década a compreensão dos peptídeos natriuréticos ANP e BNP 

expandiram-se rapidamente, e, atualmente, o BNP vem desempenhando um papel importante 

como ferramenta de diagnóstico, para identificação de presença ou risco de desenvolver 

problemas cardíacos na área clínica (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 concentrações mais elevadas nos ventrículos cardíacos de 

pacientes, ou animais, que sofreram estiramento cardíaco, como ocorre na insuficiência 

cardíaca congestiva ou IM. Mediante isso, ele passou a ser denominado de peptídeo 

natriurético tipo B (Kuwahara et al., 2010). 

Um dos principais estímulos que levam a produção e liberação do BNP pelo coração é 

a sobrecarga de pressão, volume e aumento da tensão pariental no VE, que estimulam 

alterações fisiológicas nos cardiomiócitos ventriculares ativando a sua síntese (Cardinale e 

Sandri, 2010). A doença cardíaca hipertensiva descreve uma fase de remodelação no 

miocárdio, que pode ocorrer decorrente da perpetuidade do estímulo da sobrecarga de pressão 

ou da liberação de substâncias hipertróficas (Watson et al., 2012). Neste remodelamento 

observa-se a tranformação estrutural do tecido cardíaco e subsequente deficiência funcional 

do órgão, que também são elementos relacionados com o aumento da expressão de BNP 

(Menon et al., 2009). Além disso, já foi demonstrado que o BNP exibe efeito anti-fibrótico, 

reduzindo a síntese de colágeno, por possuir ação antagonista ao TGF-β1 (Watson et al., 

2012), a Ang II, e endotelina-1 (ET-1) (Majalahti et al., 2007). Entretanto, numerosos estudos 

estão relacionando a expressão de BNP a estados patológicos distintos dos relacionados à 

sobrecarga hemodinâmica crônica (Xia et al., 2011), o que não ocorre com o ANP (Ogawa et 

al., 2008). 

Existem relatos de pacientes que não possuem o quadro de IC, mas possuem doenças 

cardiovasculares, como por exemplo, isquemia miocárdica aguda (IMA) e síndrome 

coronariana aguda, que apresentam maiores níveis de circulação de BNP do que os pacientes 

que apresentam IC (Palazzuoli et al., 2011). Além disso, alguns ensaios relataram elevados 

índices plasmáticos de BNP em pacientes com isquemia miocárdica, independentemente, se 

estes possuíam FEVE deficiente ou normal (Goetze et al., 2003; Xia et al., 2011). Portanto, o 
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mecanismo de regulação de síntese de BNP em IMA pode ser diferente do mecanismo de 

sobrecarga hemodinâmica crônica, ou seja, um novo fator, sem ser o de estiramento das 

células, pode influenciar a regulação de BNP. Dentro desse contexto, alguns estudos sugerem 

o envolvimento de citocinas pró-inflamatórias, particularmente a interleucina-6 (IL-6), na 

regulação da síntese do BNP (Goetze et al., 2003; Ogawa et al., 2004; Casals et al., 2009). No 

entanto, a influência de uma reação inflamatória, em quadros de isquemia miocárdica, ainda 

não está clara (Xia et al, 2011). 

Existem estudos na literatura demonstrando que outros fatores podem aumentar a 

expressão de BNP. Entre eles estão a redução da tensão de oxigênio (Goetze et al., 2003; Xia 

et al., 2011), a rejeição de aloenxerto cardíaco (Ogawa et al., 2004), e a expressão aumentada 

de citocinas pró-inflamatórias (Ma et al., 2004). 
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2  OBJETIVOS 

 

 

 

2.1  Objetivo geral 

 

 

   O propósito deste trabalho foi simular dois protocolos da terapêutica oncológica: 

radioterapia (IR) e radioterapia associada à quimioterapia (TC) em modelo animal com o 

objetivo de avaliar após 2 meses de tratamento, o nível plasmático e expressão gênica do 

peptídeo natriurético do tipo B (BNP) e avaliar a expressão de genes envolvidos no processo 

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

 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

As amostras do coração e sangue coletados na eutanásia dos Ratos Wistar tratados e 

controle foram utilizadas para realizar as seguintes análises:  

 

 

 Avaliar qualitativamente a expressão de BNP no ventrículo esquerdo, através da 

técnica de imunohistoquímica 

 Avaliar a alteração da concentração de BNP plasmático pelo ensaio ELISA 

 Avaliar as alterações na expressão de componentes moleculares envolvidos no 

processo de fibrose (TGF-β1 e procolágeno tipo I) 

 Avaliar a alteração na expressão da citocina pró-inflamatória IL-6. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

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 água 

potável e ração padrão para roedores ad libitium. Os animais foram divididos aleatoriamente 

em três grupos, cada um contendo 7 animais, conforme pode ser observado no quadro abaixo. 

A distribuição dos animais, nos diferentes grupos experimentais, foi realizada de forma 

aleatória. Os protocolos de manuseio e experimentação foram submetidos e aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os procedimentos 

experimentais respeitaram os procedimentos para o uso cinetífico de animais, de acordo com 

a Lei nº 11.794 de 08 de Outubro de 2008 (Anexo 1). 

 

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

 

Grupos Nº de animais Tratamento 

Controle 7 Sem tratamento 

TC+IR 7 
Quimioterapia (docetaxel + 

ciclofosfamida) + Irradiação (20 Gy) 

IR 7 Irradiação (20 Gy) 

 

 

 

3.2 Administração dos quimioterápicos 

 

 

Para a realização da administração do poliquimioterápico 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 posição supina sobre a bancada. O quimioterápico foi 
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injetado pela via intraperitoneal (ip). Sendo realizados quatro ciclos de administração, 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 fármacos, 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 através da fórmula de conversão toxicológica 

(FDA, 2005). Após sete dias do último ciclo de quimioterapia, os animais do grupo TC + IR 

foram irradiados. O grupo controle recebeu o volume equivalente ao volume da quimioterapia 

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

 

 

Figura 2: Procedimento de administração do poliquimioterápico TC, por via intraperitoneal, 

em ratas Wistar, com aproximadamente 3 meses de idade. 

 

Após o término dos procedimentos, os animais retornaram as caixas de origem e 

permaneceram sob observação constante até o próximo ciclo de tratamento. Sete dias após a 

finalização dos ciclos de quimioterapia o grupo TC+IR foi exposto à radiação ionizante. 

 

 

 

3.3 Irradiação dos animais 

 

 

Antes da irradiação, foi realizada uma simulação, com a finalidade de determinar a 

geometria espacial para o posicionamento do animal durante a irradiação. 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 irradiação no 

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

Durante o procedimento de irradiação, os animais foram anestesiados 

(ketamina/xilasina, intramuscular), e imobilizados em posição supina no suporte de isopor. 

Isso garantiu a permanência do rato na mesma posição no decorrer do procedimento (figura 

3). A localização do coração do animal foi determinada por tato, e foi feita uma marcação em 

sua devida localização. 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 região do coração ao campo de irradiação do aparelho 

(campo 2x2 cm). Foi posicionado sobre a pele do animal um “bólus” de 0,5 cm, no local do 

campo de irradiação. “Bólus” é um material com densidade equivalente ao tecido, e é 

utilizado para deslocar o máximo da curva de dose, direcionado à superfície para o centro do 

coração. Dessa forma, o “bólus” converge a dose máxima para o alvo desejado, absorvendo 

seu espalhamento, e protegendo a pele da exposição a radiação  

As ratas foram irradiados com dose única 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 máximo de dose é alcançado a 1,5 cm de profundidade. 

 

 

Figura 3: (A) Geometria espacial para a irradiação do animal. (B) Projeção luminosa do campo 

de irradiação na superfície do tórax. (C) Colocação do bólus na superfície do tórax. Adaptado 

Ferreira-Machado, 2008.  

 

A dose de 20 Gy foi utilizada por apresentar bioequivalência com as doses de 45 a 60 

Gy em pacientes expostos à radioterapia para CM. A irradiação foi realizada no Hospital 
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Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF/ UFRJ). 

O único procedimento de tratamento a qual o grupo IR foi submetido foi a radiação 

ionizante. Já o grupo TC+IR foi submetido a 4 ciclos de quimioterapia, com intervalo de uma 

semana entre eles, para após uma semana, ser exposta a irradiação. Ambos os grupos (TC+IR 

e IR) foram expostos no mesmo período a radiação 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 o mesmo volume que foi 

administrado dos fármacos nas ratas do grupo TC+IR, porém de soro fisiológico. No 

procedimento de radioterapia, as ratas do grupo controle foram deslocadas, junto com as 

demais, até o Hospital Universitário 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 Laboratório de Ciências Radiologia, onde ficaram sob observação, sob as 

mesmas condições mencionadas anteriormente, até o momento da eutanásia, que foram dois 

meses finalizado o tratamento. 

 

 

 

3.4 Análise histológica 

 

 

3.4.1 Imunohistoquímica 

 

 

3.4.1.1 Preparo das amostras: 

 

 

As amostras do VE coletadas, no momento da eutanásia, foram embebidas em 

paraformaldeído 3%, utilizado como fixador,  até o momento do processamento do material.  

As amostras foram lavadas em água corrente por 20-30 minutos. Em seguida, as 

amostras foram imersas em álcool, em banhos sucessivos de 1 hora, em diluições crescentes 

de 70%, 80%, 90%, 100% de álcool. Posteriormente, as amostras passaram por imersão de 

álcool absoluto + Xilol, ambos na mesma proporção, por 30 minutos. Depois passaram por 
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dois banhos de 15 minutos em Xilol, para, em seguida, dar início a sua inclusão em parafina. 

Na inclusão em parafina, as amostras passaram por dois banhos de imersão em parafina 

líquida, sendo cada um deles de 1 hora, realizados em recipientes distintos. A parafina, para se 

manter líquida, foi condicionada em estufa, com temperatura em torno de 55ºC. Após o 

segundo banho em parafina líquida, o material foi retirado do cassete e inserido na forma de 

emblocamento, que foi preenchida com a parafina líquida, proveniente do segundo banho. 

Depois que a parafina solidificou, as amostras foram desemblocadas e identificadas. Foram 

realizados cortes seriados de 5 µm do material emblocado com pelo menos três animais de 

cada grupo, para realizar a imunohistoquímica (IHQ). 

 

 

 

3.4.1.2 Reações imunohistoquímicas: 

 

 

As lâminas 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. Após este período foi 

aplicado anticorpo policlonal anti-BNP (Abcam ab19645) diluído 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 4ºC. 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 secundário anti-IgG de coelho, conjugado a 

ALEXIA-488 (Invitrogen), diluído em PBS 0,1 M pH 7,4, na diluição de 1:400. Após 40 

minutos, o excesso de anticorpo foi lavado novamente, por 6x de 5 minutos, com PBS 0,1 M 

pH 7,4, sendo então as lâminas montadas utilizando N-Propil-galato, como meio de 

montagem. As lâminas foram fotomicrografadas com câmara digital acoplada a um 

microscópio de epifluorescência (Olympus BX40 – Tóquio, Japão). 
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3.5 Ensaios moleculares  

 

 

3.5.1 RT-qPCR 

 

 

A técnica quantitativa de Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-

qPCR) pode auxiliar na compreensão de vários processos fisiológicos, devido a sua grande 

sensibilidade para detectar transcritos em pequenas quantidades. A RT-qPCR é uma 

adaptação da clássica ferramenta PCR, que permite acompanhar, a cada ciclo, a amplificação 

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 amplificação. Essa técnica foi utilizada para verificar alterações nos níveis gênicos de 

TGF-β1, procolágeno tipo I, BNP, IL-6, no tecido cardíaco de ratas Wistar submetidas aos 

tratamentos, em relação ao controle no período de 2 meses após os procedimentos. 

 

 

 

3.5.1.1 Extração de RNA total 

 

 

O ventrículo esquerdo do coração dos animais, 2 meses após o tratamento, foi lavado 

com 0,9% NaCl, o ápice foi seccionado (aproximadamente 100mg) e  inserido em tubo cônico 

de 1,5 mL contendo 300 µL do reagente Trizol (Invitrogen). O material coletado foi triturado, 

com o auxilio de uma tesoura cirúrgica esterilizada, e o volume final ajustado para 1mL do 

reagente Trizol e em seguida congelado em nitrogênio líquido. As amostras foram 

armazenadas em freezer -70ºC até o procedimento de extração de RNA total. Para a extração 

do RNA total, as amostras foram descongeladas, homogenizadas e incubadas por 5 minutos a 

27ºC. Em seguida centrifugadas (12.000 xg, 10 minutos, 4ºC), para a retirada do excesso de 

componentes celulares de elevado peso molecular (membrana celular, polissacarídeos, DNA e 

proteínas de alto peso molecular). Os sobrenadantes foram transferidos para tubos novos de 

1,5 mL e a esses foram adicionados 0,2 mL de clorofórmio. 

Essa mistura foi homogenizada por inversão 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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4ºC). A fase aquosa de cada extração 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, então, centrifugadas (10 minutos,12.000 xg, 4ºC), 

e os precipitados de RNA obtidos lavados com etanol gelado 75%, diluído em água tratada 

com dietil-pirocarbonato 0,1% (DEPC). Essa mistura foi homogenizada por inversão por 30 

segundos. Após a lavagem, os precipitados foram novamente centrifugados (12.000 xg,10 

minutos, 4ºC) e, por fim, reconstituidos em 20 µL de água tratada com DEPC 0,1%. As 

concentrações foram estabelecidas por meio da densidade óptica a 260nm (Biophotometer). 

 

 

 

3.5.1.2 Purificação dos RNAs 

 

 

Para eliminar possíveis contaminações com DNA genômico, os RNAs obtidos foram 

submetidos a reações de digestão com DNase, seguindo protocolo da RQ1 RNase-free DNase 

(Promega). Em seguida, o RNA, proveniente dessa reação foi purificado com kit RNeasy 

(Qiagen), seguindo as instruções do fabricante. Dando seqüência, as concentrações de cada 

amostra, que foram estabelecidas pela densidade óptica a 260nm (Biophotometer). 

 

 

 

3.5.1.3 Reação de transcriptase reversa 

 

 

Cada reação, para sintetizar o DNA complementar (cDNA), foi constituída de 1 µL de 

mistura de dNTPs (10 mM de cada, Invitrogen), 1µL de RNA total (1 µg/µL), 1µL de Oligo-

(dT) (500 µg/mL, IDT) e 9µL de água DEPC durante 65ºC por 5 minutos, seguido de 

incubação no gelo por pelo menos 5 minutos. Posteriormente, adicionou-se 4 µL de 5X RT 

Buffer (250mM Tris-HCL, 375 mM KCl, 15mM MgCl2 pH 8.3 ), 2 µL DTT (0,1M), 1 µL de 

inibidor de RNAse (40U/µL, Invitrogen) e 1 µL de MMLV RT (200 U/µL, Invitrogen), 

incubando por 37ºC durante 50 minutos. A reação foi inativada, mantendo-se durante 15 

minutos a 70ºC. Os cDNAs foram diluídos para concentrações, estimada de 3 ng/µL, com 

base na adição inicial de 1 µg em um total 20 µL (50 ng/µL) de volume final de reação, 
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dividido em alíquotas e armazenados a -70ºC até o uso. 

 

 

 

3.5.1.4 Elaboração dos primers 

 

 

Os iniciadores foram desenhados de acordo com instruções contidas no manual do 

Power SYBER® Green PCR Master Mix and RT-PCR (Applied Biosystems), com auxílio da 

ferramenta disponível on-line na página da Integrated DNA Technologies (IDT). As 

sequências dos mRNas foram obtidas no banco de dados do genoma de ratos disponível 

online na página da National Center for Biotecnology Information (NCBI). As especificidades 

dos oligonucleotídeos 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 possuíam homologia 

(Hits), exclusivamente com seus alvos. Na figura 5, encontra-se a relação dos primers 

elaborados a partir dos mRNA obtidos.  

 

Iniciadores Utilizados para Análise da Expressão Diferencial com PCR em tempo Real

Gene Alvo 5’- PRIMER – 3’ Gene Alvo 5’ - PRIMER – 3’

GAPDH
F ATGATTCTACCCACGGCAAG

R CTACGTTCACTTCCAAGGGAAGA
ANP

F AGGTCAAGCTGCTTCGGGGGT

R CACCGCAAGGGCTTGGGATCT

TGF-β1
F TTGCCCTCTACAACCAACACAA

R GGCTTGCGACCCACGTAGTAGTA
BNP

F CTGGGAAGTCCTAGCCAGT

R GCCTTGGTCCTTTGAGAGC

Procolágeno
F TCTGTGTGGATTGGTGGCTCT

R CCATGTAGGCTACGCTGTTCTTG
IL-6

F CAAAGCCAGAGTCATTCAGAGC

R CTTAGCCACTCCTTCTGTGAC

Iniciadores Utilizados para Análise da Expressão Diferencial com PCR em tempo Real

Gene Alvo 5’- PRIMER – 3’ Gene Alvo 5’ - PRIMER – 3’

GAPDH
F ATGATTCTACCCACGGCAAG

R CTACGTTCACTTCCAAGGGAAGA
ANP

F AGGTCAAGCTGCTTCGGGGGT

R CACCGCAAGGGCTTGGGATCT

TGF-β1
F TTGCCCTCTACAACCAACACAA

R GGCTTGCGACCCACGTAGTAGTA
BNP

F CTGGGAAGTCCTAGCCAGT

R GCCTTGGTCCTTTGAGAGC

Procolágeno
F TCTGTGTGGATTGGTGGCTCT

R CCATGTAGGCTACGCTGTTCTTG
IL-6

F CAAAGCCAGAGTCATTCAGAGC

R CTTAGCCACTCCTTCTGTGAC

Gene Alvo 5’- PRIMER – 3’ Gene Alvo 5’ - PRIMER – 3’

GAPDH
F ATGATTCTACCCACGGCAAG

R CTACGTTCACTTCCAAGGGAAGA
ANP

F AGGTCAAGCTGCTTCGGGGGT

R CACCGCAAGGGCTTGGGATCT

TGF-β1
F TTGCCCTCTACAACCAACACAA

R GGCTTGCGACCCACGTAGTAGTA
BNP

F CTGGGAAGTCCTAGCCAGT

R GCCTTGGTCCTTTGAGAGC

Procolágeno
F TCTGTGTGGATTGGTGGCTCT

R CCATGTAGGCTACGCTGTTCTTG
IL-6

F CAAAGCCAGAGTCATTCAGAGC

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 Avaliação dos amplicons e PCR 

 

 

Antes das reações definitivas, para verificação das diferenças da expressão, foram 

realizadas reações testes, nas quais não só foi possível determinar condições ideais de 

iniciadores e cDNA, mas também a especificidade in vitro dos alvos amplificados pelos 

iniciadores abordados nas análises. A amplificação de um produto específico foi apurada por 

intermédio da análise da Curva de Melting, pelo programa Opticon Monitor 2.03 (MJ 

Research). 

Para análise da determinação da eficiência de amplificação e especificidade dos 

primers foram realizadas reações a partir de uma curva padrão, dos genes analisados, variando 

a massa de cDNA em 15 ng, 3 ng, 0,6 ng e 0,024 ng em 20 µl de reação, que também possuía 

0,8 µM de cada oligo específico (senso e anti-senso) e 1X Power SYBER Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems).  

Para a determinação da quantidade de mRNA, nas diferentes condições experimentais, 

foram utilizados para cada reação 1 ng ou 1,5 ng de cDNA, 0,8 µM de cada oligonucleotídeo 

e 1X Power SYBER Green PCR Master Mix em 20 µL de reação. O resultado final é 

representado pela média de cada grupo no período de 2 meses após o fim do tratamento. As 

amostras de cada indivíduo, componente dos respectivos grupos, foram avaliadas em 

duplicata. 

Nas reações para análise de RT-qPCR, as amostras foram submetidas à incubação 

inicial no termociclador Applied 7500 (Applied Biosystems) de 1 ciclo de 50ºC por 2 minutos 

seguidos por 1 ciclo de 95ºC por 10 minutos e 45 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 

minutos.  

Os resultados da RT-qPCR foram analisados com auxílio do programa Applied 7500 

software versão 2.0.1. As massas dos produtos amplificadas de cada gene foram determinadas 

através da interpolação dos resultados dos pontos experimentais com dados gerados pela 

curva padrão. Os dados de massa de cada ponto experimental, nas suas diferentes condições, 

foram normalizados com a massa obtida do gene GADPH (gene constitutivo). A seguir, para 

calcular a diferença de expressão, dividiu-se a massa normalizada do gene alvo dos grupos 

tratados pela massa normalizada do gene alvo do grupo controle. Cada indivíduo do grupo 

controle teve sua expressão determinada pela razão entre o valor de cada indivíduo com a 

média desse grupo a fim de determinar as variações individuais dentro do grupo controle. As 

determinações para os cálculos do RT-qPCR estão disponíveis em [Livak e Schimittigen, 
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2008]. 

Os dados obtidos pelo programa Applied 7500 software, versão 2.0.1, foram 

transpostos para o programa Excel 2000 (Microsoft), para realização dos cálculos. Os gráficos 

foram obtidos através do programa GraphPad Prism 5.03 (La Jolla, CA, USA). 

 

 

 

3.5.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA 

 

 

Os métodos imunoenzimáticos envolvem o uso de anticorpos, componentes chaves de 

todos os imunoensaios, sendo caracterizados por sítios de reconhecimento, presentes nas suas 

estruturas, que possibilitam interações altamente específicas com os antígenos. As técnicas 

imunohistoquímicas foram desenvolvidas como métodos de análise de macromoléculas 

(enzimas, hormônios), e posteriormente para moléculas pequenas (drogas, fármacos), tendo 

seu maior êxito no campo da química clínica.  

 

 

 

3.5.2.1 Coleta das amostras 

 

 

As amostras de sangue foram coletadas por punção do átrio, após a abertura da caixa 

torácica do animal, com seringa de 3,0 mL, contendo anticoagulante citrato de sódio 0,1 M, 

na proporção 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 alíquotas de 

200 µl, congelado em nitrogênio líquido, e posteriormente armazenado em freezer -70ºC, até 

o momento de sua utilização.  
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3.5.2.2 Procedimento para realização do kit ELISA 

 

 

A dosagem do biomarcador BNP foi realizada através do kit de ELISA comercializado 

pela empresa Abcam® (Cambridge, UK). Para a quantificação do BNP foi utilizado o kit 

BNP 45 Rat (ab108816), tipo sanduíche, de alta sensibilidade. 

Os padrões de concentração e as amostras do plasma foram pipetadas na microplaca, 

composta por 96 poços, que é revestida com o anticorpo policlonal para o BNP. O anticorpo 

presente na microplaca, eventualmente, irá aprisionar as moléculas de BNP tanto nas amostras 

como na curva-padrão. Após uma sequência de lavagens, para retirar as substâncias não 

ligadas, anticorpos policlonais conjugados as enzimas peroxidase são adicionados à placa e se 

ligam as moléculas do BNP. Mais uma sequência de lavagens é realizada, para remover 

qualquer ligação antígeno-anticorpo inespecífica. Em seguida, o substrato da enzima e seu 

respectivo cromógeno são aplicados, e as enzimas conjugadas presentes em cada amostra e 

nos padrões de concentração reagem com seus substratos, cujo produto de reação, uma vez 

formado, reage com o cromógeno promovendo o aparecimento da cor, cuja intensidade é 

diretamente proporcional a atividade enzimática, e consequentemente, à concentração do BNP 

nas amostras. Ao final do ensaio a reação enzimática é inibida com a adição de uma solução 

ácida e é então realizada a mensuração da densidade óptica (450 nm) de cada um dos 96 

poços da microplaca, através de um Leitor Universal de Microplacas (Bio Tek modelo ELX 

800, EUA). 

A concentração do BNP é determinada fazendo a correlação do valor de densidade 

óptica das amostras com o valor de densidade óptica da curva-padrão, gerada através do ajuste 

logístico de 4 parâmetros, e com auxílio de um programa de análise 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 estatística e construção dos gráficos 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 Análise estatística 

 

 

Os resultados obtidos pelo ensaio ELISA e pela técnica de RT-qPCR foram 

representadas por médias e erro padrão da média (SEM). As comparações entre os grupos 

foram efetuadas pela análise de variância (ANOVA) one-way e pós-teste Tukey. Diferença 

significativa com um p<0,05.  
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4  RESULTADOS 

 

 

4.1  Análise imunohistoquímica anti-BNP no ventrículo esquerdo de ratas Wistar: 

 

 

Após a coleta das amostras foi realizado a IHQ com a finalidade de avaliar a presença do 

BNP no VE dos animais. As imagens capturadas por fotomicrografia estão dispostas na figura 

6, onde estão 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 após ter finalizado o tratamento.  

 

 

O grupo controle apresenta expressão da marcação apenas na região de vasos. Porém, 

nos grupos TC+IR e IR, essa marcação não é visualizada. Nesses grupos a sinalização é 

dispersa e se apresenta de forma difusa, ao longo de todo o VE. Através de uma avaliação 

 
Controle Controle + 

TC+IR IR 
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qualitativa, o grupo TC+IR foi o grupo que apresentou uma marcação de BNP mais difusa. 

 

 

 

4.2 Análise do plasma sanguíneo por Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA 

 

 

As médias da concentração plasmática de BNP, quantificadas por ELISA, dos grupos 

controle, TC+IR e IR estão apresentadas na tabela 3. Embora não tenha sido observada 

diferença significativa entre os grupos, nota-se uma tendência de aumento na concentração 

plasmática de BNP no grupo TC+IR em relação ao controle. 

 

0,067 ± 0,007IR

0,175 ± 0,033TC+IR

0,095 ± 0,011Controle

Concentração plasmática de BNP 

(ng/mL)

Grupos

0,067 ± 0,007IR

0,175 ± 0,033TC+IR

0,095 ± 0,011Controle

Concentração plasmática de BNP 

(ng/mL)

Grupos

Tabela 3: Média das concentrações plasmáticas de BNP 

 

 

     Média das amostras plasmáticas de BNP ± erro padrão da média (SEM) das amostras. n=7. 

 

 

 

4.3. Quantificação da expressão gênica por RT-PCR 

 

 

O resultado da expressão do BNP por RT-qPCR (figura 6) apresenta um perfil similar 

ao obtido pelo ELISA. O grupo TC+IR é o que apresenta um maior nível de  expressão gênica 

BNP, porém, a diferença em relação ao controle não é significativa.  
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Figura 6: Expressão relativa de mRNA de BNP nos grupos controle, TC+IR e IR. As 

barras de erro na figura presentam o erro padrão da média (SEM). 

 

Outras proteínas, como IL-6, TGF-β1 e procolágeno tipo I, também foram avaliadas 

quanto a sua expressão, uma vez que estão relacionadas com a síntese de BNP, mediante 

as vias de sinalização do processo inflamatório, proliferação celular ou remodelamento 

tecidual. Os histogramas da expressão relativa de mRNA dos genes IL-6, TGF-β1 e 

procolágeno tipo I, estão, respectivamente, nas figuras 7, 8 e 9. 
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Figura 7: Expressão relativa de mRNA de IL-6 nos grupos controle, TC+IR e IR. 

As barras de erro da figura representam o erro padrão da média (SEM). *p<0,05. 
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Figura 8: Expressão relativa de mRNA de TGF-β1 nos grupos controle, TC+IR e IR. 

As barras de erro da figura representam o erro padrão da média (SEM).  
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Figura 9: Expressão relativa de mRNA de procolágeno tipo I nos grupos controle, 

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

 

 O único grupo que obteve resultado com diferença significativa em relação ao 

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

do que a do controle. Todos os demais apresentaram uma expressão similar ao controle. 
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5  DISCUSSÃO 

 

 

Os avanços da terapia oncológica conduziram uma melhora na sobrevida dos 

pacientes, o que possibilitou a constatação de manifestações de doenças cardiovasculares 

decorrentes do tratamento (Yeh e Bickford, 2009; D’Errico et al., 2012). A percepção de que 

efeitos adversos das terapias contra o câncer poderiam desencadear disfunção cardíaca 

propiciou o reconhecimento da necessidade de implantar protocolos de identificação precoce 

de risco de desenvolver essa enfermidade (Dietz, 2003; Perik et al., 2005; Dolci et al., 2008). 

A vantagem da identificação precoce é a possibilidade de intervenção médica que interrompe 

a manifestação da doença cardiovascular, preservando o coração e reduzindo os índices de 

morbimortalidade consequentes da exposição ao tratamento (Menon et al., 2009; Kalil et al., 

2011). Apesar de já ser utilizado como ferramenta de diagnóstico na área clínica (Yoshimura 

et al., 2001; Palazzuoli et al., 2010), o BNP é um dos biomarcadores cardioespecíficos que 

está sendo avaliado para ser utilizado como preditor de disfunção cardíaca promovida pela 

terapêutica oncológica (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 não se 

apresentou como um bom biomarcador preditor de lesão cardíaca induzida pela terapêutica 

oncológica, uma vez que, para desempenhar esta função, deveria apresentar uma alteração 

mais significativa no nível de sua expressão. Resultados obtidos por Jingu e colaboradores em 

2007 sugerem que a concentração plasmática de BNP pode ser um bom preditor de dano 

induzido pela técnica terapêutica de radioterapia, porém apenas foi observado alteração 

significativa da concentração plasmática de BNP a partir do 3º mês, após o tratamento. 

Estudos sugerem que a exposição do paciente às técnicas terapêuticas contra o câncer, 

principalmente quimio e radioterapia, induzem danos que tendem a ser progressivos e podem 

desencadear disfunção cardíaca assintomática ou sintomática, 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 padrão atual de detecção de cardiotoxicidade e monitoração da 

função cardíaca apenas possui a capacidade de detectar alterações quando um 

comprometimento funcional já tenha ocorrido (Cardinale e Sandri, 2010; Kalil et al., 2010; 

Cardinale et al., 2000). A dosagem de BNP pode ser utilizada na identificação de pacientes 

que necessitem de acompanhamanto cardiológico, visto que estudos relatam a associação do 

aumento do nível de BNP com o potencial cardiotóxico da terapia oncológica (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 expressão e liberação de BNP podem ser decorrentes da 

sobrecarga hemodinâmica (Ramos et al., 2006; Samesina & Amoedo), do uso de 

quimioterápicos cardiotóxicos como as antraciclinas (Daugaard et al., 2005; Pichon et al., 

2005), da isquemia miocárdica (Goetze et al., 2003; Haaff et al., 2011) e da exposição à 

radiação ionizante (D´Errico et al., 2012). Todavia, a alteração da exposição de BNP quanto à 

exposição com cilofosfamida e docetaxel não está clara.  

Não se observou nenhuma alteração significativa na comparação dos grupos tratados em 

relação ao controle, na análise realizada pelo ELISA; porém, observa-se uma tendência no 

aumento da concentração plasmática do BNP no grupo TC+IR. Sabe-se que as lesões 

cardíacas induzidas por estes tratamentos são progressivas (Eidem, 2008; Floyd et al., 2005; 

Gallucci et al., 2011) e a tendência de aumento do nível plasmático apresentada pelo grupo 

TC+IR, 2 meses depois de ter finalizado o tratamento, pode ser interpretada como uma 

elevação decorrente ainda da fase de adaptação do coração, na tentativa de reverter os danos 

causados. Caso a capacidade de adaptação do tecido cardíaco seja ultrapassada, terão início as 

alterações denominadas como irreversíveis, que conduzirão à insuficiência (Samesina & 

Amoedo, 2001; Agrawal et al., 2010). 

Após o resultado obtido pelo ensaio ELISA, foram necessários mais experimentos que 

pudessem esclarecer a resposta do BNP ao tratamento neste período. Para tal, realizaram-se 

ensaios de IHQ, nas quais o propósito foi verificar a marcação do BNP no VE dos animais, 

através de uma avaliação qualitativa. Os resultados obtidos em animais tratados (TC+IR) 

demonstraram marcação de maneira mais difusa do que a obtida no controle, que é mais 

pontual. A marcação 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 

cardiotóxicos (Yeh et al., 2009; Kalil et al., 2011; Seemann et al., 2012). 

Complementando este ensaio, foi realizada uma avaliação quantitativa de RT-qPCR, pois, 

pelo RT-qPCR poderíamos não só quantificar esta expressão, mas também de outros genes 

que estão relacionados a sua expressão, para obter mais informações que pudessem auxiliar na 

interpretação de sua resposta ao tratamento neste período. 

A análise do resultado por RT-qPCR sugere que a expressão do BNP está de acordo com 

os resultados obtidos pelo ensaio ELISA. Ambos apresentaram perfis semelhantes. A 

semelhança dos resultados entre o nível de expressão gênica e o nível da concentração 

plasmática de BNP estão de acordo com dados da literatura onde é mencionado que o BNP 

não é armazenado em grânulos nos ventrículos, sendo liberado mediante a sua transcrição e 
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síntese (Sullivan et al., 2005; Ogawa et al., 2001). 

Na maioria dos casos, o aumento do nível de BNP está sendo relacionado ao 

desencadeamento de uma série de cascatas de eventos bioquímicos, que, através de 

modificações nos mecanismos de transducção celular determinam a formação de um tecido 

cardíaco com proporcionalidades de fibras diferentes do tecido normal, com relação a fibras 

elásticas, fibras colágenas e células musculares cardíacas. Entre eles, o BNP está associado ao 

TGF-β1 e procolágeno tipo I, devido a sua ação anti-proliferativa (Ogawa et al., 2001; 

Samesina e Amoedo, 2001; Ramos et al., 2006); e ao IL-6, por suas propriedades anti-

inflamatórias (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-β1 está presente no sítio de lesões teciduais e age 

promovendo a proliferação de fibroblastos, aumentando a síntese de componentes da matriz 

extracelular (colágeno, fibronectina e proteoglicanas) e inibindo os processos que levam à 

degradação da matriz extracelular (Sime e O’Reilly, 2001). O colágeno tipo I, formado a 

partir da clivagem do procolágeno tipo I, representa 80% do colágeno presente na matriz 

extracelular do tecido cardíaco (Lijnen et al., 2000). 

O desenvolvimento do tecido fibrótico no coração não, necessariamente, substituirá as 

células parenquimais. Têm-se descrito, na literatura, sobre dois tipos de resposta fibrótica, 

uma reativa e outra reparativa. A fibrose reparativa é a que está relacionada com a perda de 

células parenquimais e seu preenchimento pela fibrose, na tentativa de manter a estrutura do 

tecido cardíaco. A fibrose reativa, por sua vez, tem sido referida como o espessamento de 

fibras de colágeno preexistentes e aumento de fibras entre miócitos viáveis (Lijnen et al., 

2000). 

A expressão relativa do mRNA dos genes do TGF-β1 e procolágeno tipo I não 

apresentaram alterações nos resultados da RT-qPCR em relação ao controle. Acredita-se que, 

nesse período, o coração ainda se encontre em adaptação aos danos induzidos. A tendência de 

aumento observada no nível de expressão de BNP no grupo TC+IR pode ter influenciado na  

manutenção da expressão de TGF-β1 e procolágeno I em nível basal. Em estudos realizados 

anteriormente pela nossa equipe, foram detectadas alterações significativas de TGF-β1 e 

procolágeno tipo I do intervalo de 4 meses depois do término do tratamento (Ferreira-

Machado et al., 2010). Além de que, o mesmo modelo experimental foi utilizado pela equipe 

para analisar alterações da fisiologia cardíaca provocadas pela terapêutica contra o câncer, 

onde foram encontradas alterações significativas após 5 meses do fim do tratamento, o que 

valida o modelo experimental utilizado (Salata et al., 2012). 
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A inflamação crônica pode ser induzida por vários estímulos, incluindo agentes químicos, 

radiação e injúrias mecânicas, e a IL-6 é uma das citocinas pró-inflamatórias amplamente 

expressas nesse processo (Wynn, 2008). Quando comparamos o nível de expressão da IL-6, o 

grupo TC+IR apresenta diminuição significativa de sua expressão em relação ao controle. 

Existem vários trabalhos que relacionam processo inflamatório à produção de hormônios 

cardíacos (BNP) tanto pelos cardiomiócitos (Ma et al., 2004; Ogawa et al., 2004; Meirovich et 

al., 2008) quanto pelos fibroblastos (Jarai et al., 2009). Além disso, já existem trabalhos que 

testam a infusão de BNP como método de tratamento contra insuficiência cardíaca, e os 

resultados obtidos mostram que o BNP apresenta efeito similar a do enalapril, reduzindo os 

níveis de citocinas inflamatórias, incluindo o IL-6 (Pan et al., 2011). O mesmo parece ocorrer 

quando comparamos os resultados obtidos da expressão relativa dos genes BNP e IL-6 no 

grupo TC+IR, onde o nível de expressão do BNP parece estar aumentando e o nível de 

expressão do IL-6 pode estar sendo inibido por esse aumento. 
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6  CONCLUSÃO: 

 

Os resultados obtidos sugerem uma tendência de aumento do nível de BNP plasmático e 

cardíaco no período de tempo avaliado. Concomitantemente a este resultado, observou-se uma 

diminuição significativa na expressão gênica da citocina pró-inflamatória IL-6. Dessa forma, 

sugere-se que na fase inicial da cardiotoxicidade induzida por tratamentos quimio e 

radioterápicos o BNP possa desempenhar papel anti-inflamátório. Entretanto, estudos 

adicionais são necessários para se avaliar estes parâmetros em tempos diferentes após os 

tratamentos aqui avaliados.  

Sugere-se que seja implantado em hospitais universitários e/ou no INCA a monitoração 

com biomarcadores encontrados no plasma sanguíneo e avaliação por exames de imagem dos 

pacientes do sistema único de saúde, tanto antes como durante e após serem submetidos a 

terapêutica contra o câncer. Pois dessa forma, poderia ser desenvolvido uma pesquisa 

epidemiológica que possibilitaria uma analise mais abrangente se estes biomarcadores, como 

a troponina I e T, BNP e ANP poderiam complementar a monitoração dos pacientes e 

realmente prever o desenvolvimento de insuficiência cardíaca. 
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