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RESUMO

SALATA, Camila. Acédo concomitante da irradiacao e quimioterapia no coracao de
ratas Wistar. 2013. 85f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental) -
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

O Céncer de mama (CM) ¢é hoje o tipo de cancer mais incidente entre as
mulheres, com a estimativa de 53 mil novos casos para 0 ano de 2013, segundo o
Instituno Nacional do Céancer (INCA). E considerada uma doenca de bom prognostico,
principalmente quando diagnosticada na sua fase mais precoce. A evolucdo no
diagnostico, e nas técnicas de tratamento para o CM, que incluem a quimioterapia e/ou
radioterapia, aumentaram a expectativa de sobrevida para este tipo de cancer. Uma das
complicacgdes tardias induzidas pelo tratamento desta doenca é a cardiotoxicidade. O
termo cardiotoxicidade abrange uma série de efeitos colaterais, que incluem arritmias,
alteracbes na pressdo arterial, isquemia do miocérdio, trombose ou insuficiéncia
cardiaca. E, por isso, fundamental entender os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da toxicidade cardiaca para o sucesso do tratamento dos pacientes com
CM. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos cardiacos tardios induzidos pela
irradiagdo e quimioterapia, simulando um tratamento para o CM, em ratas Wistar. Ratas
Wistar, com aproximadamente 3 meses de idade, foram divididas em: grupo controle,
grupo que recebeu quimioterapia + irradiacdo (TC+IR), e grupo que recebeu apenas
irradiacdo (IR). A quimioterapia foi administrada em 4 ciclos, com intervalo de 1
semana entre eles. A irradiacdo na regido do coragdo foi realizada em dose Unica, de
20Gy, em um campo de 2x2 cm?. Os ratos foram submetidos & eutanasia 5 meses ap6s o
término dos tratamentos, para que os efeitos tardios pudessem ser avaliados. Varios
estudos foram conduzidos: ecocardiografia para observar as alteracdes funcionais do
coragdo; PCR em tempo real para detectar alteracdes no nivel mMRNA de procolageno
tipo 1, TGF-B1, angiotensinogénio, renina, ECA, AT1, VEGF e razio Bax/;bcl2, no
tecido do ventriculo esquerdo (VE); Além de ensaios histoldgicos para avaliar o aspecto
do tecido cardiaco do VE. Os resultados obtidos indicam um processo de
remodelamento cardiaco ap0s o0s tratamentos para o CM. Sugere-se que este
remodelamento inicie-se com a diminuicdo de vasos no VE, causada pelos tratamentos,
conforme os resultados da estereologia e do PCR para VEGF. Em seguida mostrou-se
hipertrofia dos cardiomidcitos, o aumento da expressdo de procoladgeno e TGF-B1 e de
tecido conjuntivo neste tecido. E associado a estes resultados, mostrou-se a participacéo
dos sistema renina angiotensina cardiaco neste processo de remodelamento. Porém,
apesar de todas estas alteracfes terem ocorrido em ambos 0s grupos tratados, apenas o
grupo que recebeu irradiacdo e quimioterapia concomitantemente apresentou alteragéo
da funcdo cardiaca, na ecocardiografia. Sugere-se, desta forma, que a associagdo destas
terapias seja mais lesiva ao coragdo, do que a irradiagdo aplicada exclusivamente. Os
objetivos do trabalho foram alcancados, e pode-se entender melhor as vias envolvidas
na cardiotoxicidade. Este € um estudo inédito, o assunto abordado € recente, e de sumo
importancia para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para o CM,
onde sejam consideradas as complicacGes cardiacas tardias envolvidas.

Palavras-chave: Cancer de Mama. Cardiotoxicidade. Sistema Renina Angiotensina
Cardiaco. Docetaxel. Radioterapia.



ABSTRACT

SALATA, Camila. Concurrent Action of Irradiation and Chemotherapy at Wistar Rats
Hearts. 2013. 85f. Tese de Doutorado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2013.

Breast cancer (BC) is today the most frequent type of cancer among women,
there were estimated 53 000 new cases for the year 2013, according to the National
Cancer Institute (INCA). It is considered a disease of good prognosis, especially when
diagnosed in early stages. The developments in the diagnosis, and treatment techniques
for the BC, which include chemotherapy and/or radiotherapy, increased the survival
rates for this type of cancer. One late complication induced by BC treatment is the
cardiotoxicity. The cardiotoxicity term comprises different cardiotoxic side effects,
which includes arrhythmia, blood pressure alterations, myocardial ischemia, thrombosis
or congestive heart failure. It is, therefore, essential to understand the mechanisms
involved in the development of cardiac toxicity for the successful treatment of patients
with BC. This study aimed to evaluate the late cardiac effects induced by irradiation and
chemotherapy, simulating a treatment for BC in Wistar rats. Wistar rats, about 3 months
old, were divided into control group; a group receiving chemotherapy + irradiation
(TC+IR), and a group that received only irradiation (IR). Chemotherapy was
administered in 4 cycles, with an one week interval between them. The irradiation at the
heart area was performed in a single dose of 20 Gy, and a field of 2x2 cm?. The rats
were euthanized 5 months after the end of treatments, so the late effects could be
evaluated. Several studies were conducted: echocardiography to observe the heart
functional changes, real-time PCR to detect alterations in mMRNA level of procollagen
type I, TGF-B1, angiotensinogen, renin, ACE, AT1, VEGF and Bax/bcl2 ratio, in the
left ventricle (LV) tissue; The LV cardiac tissue was also evaluated by assays. The
results indicate a process of cardiac remodeling after the BC. It is suggested that this
remodeling starts with a reduction of the cardiac vessels, induced by treatments,
according the results of stereology, and the PCR for VEGF. Then, it was showed a
cardiomyocyte hypertrophy, an increased expression of TGF-p1 and procollagen, and
increased connective tissue in the LV. Associated with these results, it was indicated the
involvement of the cardiac renin-angiotensin system in the remodeling process.
However, even though all these changes have occurred in both treated groups, only the
group receiving concurrent radiation and chemotherapy had a decrease in the cardiac
function, showed by echocardiography. It is suggested that the combination of these
therapies to the heart is more detrimental than the irradiation applied alone. The aims of
this work were achieved, and it is possible to better understand the pathways involved in
cardiotoxicity. This is a novel study, the subject issue is recent, and of high impact in
the development of new treatment strategies for BC where the involved cardiac
complications are considered.

Key-words: Breast Cancer. Cardiotoxicity. Cardiac Renin-Angiotensin System.
Docetaxel. Radiotherapy.
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INTRODUCAO

O Cancer de mama € hoje um problema de saude muadiaa incidéncia cresce a
cada ano, tanto em paises desenvolvidos, quanteelesqgem desenvolvimento, como o
Brasil.

O presente trabalho teve como foco de estudo uito éédio, adverso, provocado
pelo tratamento do cancer de mama, a cardiotoxieid&ste € um assunto recente, e 0s
mecanismos precisos envolvidos na etiologia defstitoeainda ndo estdo completamente
esclarecidos.

Neste trabalho serdo abordados os aspectos maeoes;ulastologicos e funcionais
envolvidos na cardiotoxicidade provocada pela ad@aadioterapia, associada ou nédo, a
quimioterapia. Para este fim foi desenvolvido undelo animal, com ratas Wistar, e o estudo
foi realizado no Laboratério de Ciéncias RadiolégiLCR), em colaboracdo com o
Laboratério de Morfometria, Metabolismo e Doencardi@avascular (LMMC), ambos
localizados na Universidade do Estado do Rio deida(UERJ).
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Cancer de mama

O céancer é hoje considerado um problema de saddiegpinundial. A Organizacéo
Mundial da Saude estimou que, no ano 2030, podemsperar 27 milhdes de casos
incidentes de céancer, 17 milhdes de mortes porecaac75 milhdes de pessoas vivas,
anualmente, com cancer (1, 2). No Brasil, as estrasado INCA para o ano de 2012, que
sao validas também para o ano de 2013, apontarareéncia de aproximadamente 518.510
casos novos de cancer, sendo o cancer de mamafé@iiina o mais incidente deles entre
as mulheres, com uma estimativa de aproximadamg&®tenil novos casos. O CM é
considerando um céancer de bom prognéstico, prilmgae quando seu diagnostico é
precoce, e sua sobrevida média apos cinco ano88em paises desenvolvidos, e de 60%
em paises em desenvolvimento (3).

Ainda hoje a principal estratégia para a preverdi@CM € a detecgdo precoce. O
Ministério da Saude recomenda o rastreamento panagiafia, de todas as mulheres com
idade entre 50 e 69 anos, com intervalo maximo dad3 entre os exames. O estadiamento
do cancer de mama é baseado na classificacdo cosrds Malignos TNM, proposta pela
Unido Internacional Contra o Cancer, conforme asateristicas do tumor primario, dos
linfonodos das cadeias de drenagem linfatica d@dmem que o tumor se localiza, e a
presenca ou auséncia de metéstases a distan@aol® com esta classificagdo, o CM varia
do estagio 0, onde observa-se um carcinomsitu, sem comprometimento de linfonodos
regionais, e sem metastases a distancia; atégiesta onde ha a presenca de uma, ou mais,
metastases a distancia. O estadio do tumor édmryadio para que a melhor conduta de
tratamento seja definida (4, 5).

O CM deve ser abordado por uma equipe médica rudijpdinar, onde devem estar
presentes oncologistas, radioterapeutas e carditdisg As principais modalidades
terapéuticas disponiveis sdo a cirlrgica e a mdipica para o tratamento loco-regional e a
hormonioterapia e a quimioterapia para o tratamsist@mico, e frequentemente aplicam-se
duas ou mais destas estratégias concomitantemande gbter um melhor resultado no

tratamento do CM. Concentraremo-nos em explicancgralmente a radioterapia e a
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quimioterapia, por serem o foco deste estudo, alnd@ de forma resumida os demais tipos
de tratamento.

1.1.1 Tratamento cirtrgico para o CM

A indicacéo de diferentes tipos de cirurgia depetmlestadiamento clinico e do tipo
histologico. Antes dos anos 80, o tratamento cicorgadrdo envolvia a mastectomia radical,
ou seja, a retirada completa da mama. No inicid9®®, dois estudos randomizados da Italia
e dos Estados Unidos demonstraram que a remocéasage cancer, e irradiacao do restante
da mama, chamado de cirurgia conservadora da nmagutou em sobrevivéncia equivalente
a mastectomia radical (6, 7). Desde entdo, divemdsos trabalhos foram publicados
confirmando estes resultados. Estudos randomizadgsriram também a melhoria da
qualidade de vida e satisfacdo para mulheres &ratddsta forma. Um conceito elementar
para a cirurgia conservadora é o fato da necessdiadadioterapia adjuvante no parénquima
residual. Dois estudos compararam a eficacia dagiir conservadora com e sem a adi¢do de
radioterapia adjuvante e ambos demonstraram taxescdrréncia local inaceitaveis no grupo

no qual a radioterapia foi omitida (8-10).

1.1.2 Hormonioterapia

A terapia hormonal adjuvante € frequentementezath, associada a terapia local,
para diminuir os riscos de recorréncia e metastaskstancia. Os estrdgenos sao um potente
estimulo para o crescimento de seus Orgaos-alvantuo ciclo hormonal feminino: utero,
vagina, e mama. A ligacao entre estrégenos e @inresto do CM serviu como incentivo
para o desenvolvimento de tratamentos antiestrogénlevando a um importante avanco
terapéutico. O tamoxifeno, um modulador seletivaameptor de estrogénio, é administrado
as pacientes que apresentam tumores com receptmrasnais positivos. Estudos mostram
que este tipo de terapia aumenta significativamans®brevida média em 10 anos destas

mulheres, além de diminuir a incidéncia de CM aateral (11, 12).
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1.1.3 Radioterapia

A cirurgia pode remover tumores locais detectados, ainda linfonodos
comprometidos, porém células cancerigenas podemapecer no local da cirurgia (no
tecido mamario remanescente, na cicatriz, nosrlodos regionais, na parede toracica), ou
ainda em locais mais afastados e, se ndo forenmalil@s podem dar inicio a um novo tumor.
Aproximadamente 50% das pacientes para CM receaéioterapia (RT) para tratamento de
CM, totalizando mais de 500.000 pacientes no mundo que recebem RT por ano. E
utilizada com o objetivo de destruir as célulasarescentes apOs a cirurgia ou para reduzir o
tamanho do tumor antes da cirurgia (13).

A RT utiliza a radiacdo ionizante, principalmenteaaés de feixes de fotons ou
elétrons, para eliminar as células neoplasicas.oféenla de DNA é o alvo critico para o
dano induzido pela radiagdo ionizante, e as célokaplasicas sdo mais sensiveis por
apresentarem alta taxa de divisdo. A radiacao imdiforma direta ou indireta, o surgimento
de diferentes tipos de danos genéticos, como gsisbrgples ou duplas na molécula de DNA,
alteracdes de bases e ligacdes DNA-DNA e DNA-pnate(14-16).

A estratégia de RT mais usada é a teleterapia, arfdate de radiacdo € externa ao
paciente, a uma distancia média de 80-100 cm. @amento € usualmente iniciado seis
semanas apos a cirurgia, porém no caso de tumeorestadios mais avancados, a RT pode
ser usada para reduzir o tumor antes de cirurgiaircda de forma paliativa para melhorar a
qualidade de vida de pacientes terminais. O trattom€lura em média 5-6 semanas,
totalizando 45-50 Gy em doses diarias fraciona@a$.8-2.0 Gy. As técnicas de RT tem se
tornado cada vez mais eficazes, sempre visandmerda da dose no tumor, e diminuindo as
doses nos tecidos sadios vizinhos (17-19).

A RT aplicada adjuvante a cirurgia conservadorazexrisco de recorréncia local em
50 a 70%. A RT esta indicada a todas as pacientascaurgia conservadora, e a pacientes
submetidas a mastectomia que preencham um dossEgaritérios: a) tumor maior que 5
cm, ou que invade pele ou musculo; b) mais quditrBsodos positivos; ¢) linfonodos com

extravasamento extracapsular (20).



17

1.1.4 Quimioterapia

7

A quimioterapia (QT), diferente da cirurgia e dadioterapia, € utilizada em
tratamento sistémico, ou seja, que atua em todwocar base de farmacos que impedem a
reproducao celular e, consequentemente, levamladasénalignas a morte. A QT aumenta a
sobrevida em pacientes com CM, e esquemas magosogroduzem maior ganho relativo e
absoluto. O ganho relativo é basicamente semellanteéodos os estadios. No entanto, o
ganho absoluto depende diretamente do risco deréacta.

A grande dificuldade, na escolha do melhor esquden@atamento, reside em pesar a
magnitude do ganho absolutesusa toxicidade inerente de cada tratamento (21)st&xi
hoje muitos esquemas de QT que podem ser apliggal@aso CM, e sempre se aplicam
concomitantemente dois ou mais agentes quimiotapipara uma maior eficacia do
tratamento. Alguns dos esquemas mais conhecido® $88C (fluorouracil, adriamicina e
ciclofosfamida) e o CMF (ciclofosfamida, metotrexat fluorouracil), porém em quase todos
a adriamicina (doxorrubicina) e a ciclofosfamidtiegpresentes.

Os antraciclicos, doxorrubicina e epirorrubicinastde entre os mais efetivos
tratamentos citotoxicos desenvolvidos para trate@raer de mama (22). Ambos melhoram a
sobrevida dos pacientes de uma forma geral, aundmiatempo livre da doenca, porém as
antraciclinas estdo entre as drogas mais cardga®Xa desenvolvidas. A cardiomiopatia €
dose dependente, ou seja, quanto maior a dose aim drilizada, maior o risco do
desenvolvimento da doencga, o que limita seu uswatamento para o0 CM (23, 24). Alguns
estudos sugerem que 0s esquemas contendo ant@xiglossam ser substituidos por
esquemas com taxanos, sendo tao efetivos quantminses tradicionais. Sugere-se utilizar
quatro ciclos de docetaxel, um taxano, associadol@éosfamida, conhecido como esquema
TC. Em um estudo feito pela US Oncology, 1016 pdese foram selecionados
randomicamente para receber doses de doxorrubi¢ting/m2) e ciclofosfamida
(600mg/m?), (AC) ou docetaxel (75mg/m2) com cickiédamida (600mg/m?) (TC). Sete anos
apos o fim do tratamento, o tempo livre da doengasebrevida em pacientes tratados com
TC foram significativamente melhores que em paegetratados com AC (25-27).

Os taxanos foram introduzidos na pratica clinicaimoio de 1990, primeiro para
cancer de mama metastatico, e depois no tratamadiigante. Ainda hoje sao considerados
farmacos novos, e nao existem muitos estudos pefttigos que mostrem seus efeitos

colaterais em longo prazo. Os dois mais conhedmi@nos utilizados hoje sédo o paclitaxel e
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o docetaxel. Seus mecanismos de acao sao idérgipoisicipal diferenca entre os dois é que
o docetaxel é, em média, 1,6 vezes mais ativo quaeiitaxel (27-30).

Os taxanos sdo capazes de estabilizar os microsgiformados, impedindo sua
despolimerizacdo necessaria a replicacao celulagueando, assim, o processo de divisdo
celular. Os microtubulos sdo absolutamente nedessaw processo de divisdo celular, sendo
usados pelas células para formar uma estruturaadteanie citoesqueleto, o qual da forma a
célula e determina a posicdo das organelas. Asipdagles dinamicas dos microtubulos sé&o
usadas para transmitir sinais celulares, reorgaminganelas, proporcionar mobilidade as
células, intervir no processo de secrec¢do celutar @municac¢do neuronal, o que explica sua
abundancia nos neurénios. Devido a sua versatdidado e importancia no crescimento
celular, os microtubulos tém sido comumente comadibes importantes alvos subcelulares
para a atuacdo de agentes quimioterapicos. Emngeesk paclitaxel ou docetaxel, ocorre
uma estabilizagcdo das proteinas dos microtubuleta [ntercalacdo destes farmacos
resultando, assim, em disturbio na formag&o doatibulo (31).

Outra classe de quimioterapicos utilizada, freqereente associada aos taxanos, no
tratamento do CM sédo os agentes alquilantes, conicdaiosfamida. Ela foi primeiramente
descrita por Arnold e Bourseaux, em 1958. Os agalgrilantes, doadores de radicais
alquila, sdo farmacos que apds sua ativacdo fortgagdo covalente cruzada com as
moléculas de DNA. O &omo de Nitrogénio 7 da guarénparticularmente susceptivel a
formacdo de ligacdo covalente com os agentes afded, sendo portanto o principal alvo.
Outros atomos nas bases purinicas e pirimidingzasp os nitrogénios 1 e 3 da adenina, 0 3
da citosina, e 0 oxigénio 6 da guanina, também mposker alquilados, mas em menor grau.
Esta alquilagdo danifica seriamente a molécula N& B deve ser reparada, e caso iSso ndo
seja possivel, a célula entra em apoptose.

A ciclofosfamida também afeta as células sadiag t®a menos efeito sobre estas
células, uma vez que elas dividem-se mais lentamergdo mais capazes de reparar quebras
de DNA quando comparadas com as células neoplagic@d adjuvante para CM inclui a
ciclofosfamida em aproximadamente 90% dos casoslosmuito eficaz no tratamento do
tumor, mas ndo na prevencao da recorréncia. Esgeigcipal motivo de associa-la sempre a

outros farmacos, como o docetaxel ou a doxorrudi(32-34).



19

1.2 O Tratamento para o CM e a cardiotoxicidade

Um paciente com neoplasia ou pré-neoplasia, qusubenete ao tratamento para
cancer corre o risco substancial de deterioracdsadde cardiovascular. No passado, esse
risco era menos evidente, pois sua expectativaidie ao ter uma doenca metastética era
muito curta para evidenciar complicacGes cardiayases. Entretanto, com 0s progressos em
relacdo ao diagndstico, terapia, drogas e intedeEng comum que o paciente oncoldgico
tenha consideravel aumento na sua expectativadde podendo até assumir que ele possui
uma doenca crbnica. Assim, a cardiotoxicidade pragta pela terapia para o cancer € um
importante assunto de estudo (35).

O National Cancer Institut€dNCI) define cardiotoxicidade, em termos gera@no
“toxicidade que afeta o coragdo” (36). Apesar deesge que 0s agentes quimioterapicos e a
radioterapia para tratamento de cancer afetamag&ore o sistema vascular, ha caréncia de
estudos dos efeitos colaterais em longo prazo destpia, assim como do entendimento
claro do que é cardiotoxicidade e de como a tergy@ea cancer afeta o sistema
cardiovascular. Uma definicAo padronizada de cwoxiicidade € essencial para fins
assistenciais e de pesquisa em pacientes com caxasrultimas duas décadas, as definicoes
de cardiotoxicidade dos ensaios clinicos de on@ls&o baseadas nas medidas da fracdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE). National Institutes of Health(NIH) define
cardiotoxicidade, segundo a FEVE em (37):

Grau I: reducéo assintomatica da FEVE entre 10% e 20%

Grau II: reducéo da FEVE abaixo de 20% ou abaixo do normal

Grau llI: insuficiéncia cardiaca sintomatica

Esta definicdo nédo inclui danos cardiovasculardéglicos que podem ocorrer em
resposta a alguns agentes quimioterapicos; logalraénte ndo existe uma definicdo ideal de
cardiotoxicidade. Em diversos casos, falta liteeatem relacdo aos efeitos cardiotoxicos das
drogas antineoplasicas, particularmente para as moaas (38, 39).

A cardiotoxicidade pode se desenvolver de formaagudba, aguda ou cronica. As
formas agudas ou subagudas sao caracterizadasopeteéncia de anormalidade na
repolarizacao do ventriculo esquerdo, mudancasoedatliograficas, arritmias ventriculares,
sindromes coronarianas agudas e pericardites/rditesrobservadas tanto no inicio da
terapia quanto duas semanas apoés o termino degata. A cardiotoxicidade crénica pode

ser diferenciada em dois subtipos baseada nosmmstoclinicos: o primeiro ocorre
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inicialmente, dentro de um ano apés o termino demigterapia. E o segundo ocorre
tardiamente, mais de um ano ap6és a terapia. O giaE comum para a cardiotoxicidade
cronica é a disfuncdo ventricular esquerda, di@stéé/ou sistOlica, que leva a severa
insuficiéncia cardiaca congestiva, podendo chegaybito (40, 41). Porém outros sintomas
que podem surgir sdo: hipertensdo, alteracbes mfil fipidico, miocardites, etc. O
aparecimento destes tipos de complicacdo pode nuater interrupcdo do tratamento
quimioterapico e comprometer a cura ou o adequanitrale do cancer. E importante
ressaltar que a insuficiéncia cardiaca tem piogmbstico que muitas neoplasias e pode
comprometer seriamente a evolugéo do pacienteagamtento (42, 43).

Existem diversos fatores que podem estar relacasmadm o desenvolvimento da

toxicidade cardiaca, conforme elucidado na figura 1

{ Riscos inerentes) Terapias-Alvo: Radioterapia:
ao paciente: -Trastuzumab; -Dose total:
-Idade; - Lapati.nib; - Feixes tangenciais;
- Doenga - Bevacizumab - Radiosensibilidade.

cardiaca prévia;
- tabaco, alcool;

- IMC; 1
- RT prévia;
- QT prévia Cardiotoxicidade
Hipertensao
Alteracdes no perfil lipidico
Tromboenbolia

Doengas coronarianas
Faléncia cardiaca congestiva

Menopausa:
« - Natural;
- Induzida por QT.

Quimioterapia:
- Antraciclicos;

) Fl.ur)rfu]rcaul_; Miocardite
- Ciclofosfamida; ‘ Valvulopatias - -
- Taxanos. Hormonioterapia:

s -Tamoxifeno;
t - Inibidores de
aromatase

Figura 1. Fatores potencialmente cardiotox@moglvidos no tratamento do Céancer de
Mama (modificado de Chagari et al. (42).

E importante ressaltar que n&o existem estudosngs&rem as alteragdes, no coragio,
da associacdo de um ou mais destes fatores dwrdraeamento para o CM. Alguns destes
parametros sao inerentes a paciente, como a ittatlee de massa corporal (IMC), estar ou

ndo na menopausa, o histdrico de doencas cardidaess prévias, ou ainda familiares, logo
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sdo mais dificeis de serem controlados. Outrogdatestdo relacionados ao tratamento do
CM, como o uso de terapias alvo, hormonioterapianipterapicos e irradiacao (42).

As terapias alvo sdo um tipo recente de tratamemntra o cancer, onde os farmacos
usados identificariam e atacariam apenas as cétalaserigenas, porém nem sempre iSSo
ocorre. Um exemplo é o do Trastuzumab, um anticonpaoclonal que se liga a proteina
HER2, presente em grande escala na superficieétidasneoplasicas do CM, em quase 20%
das pacientes. No entanto, estudos mostraram quienfes tratadas com este farmaco
desenvolveram disfungdes cardiacas tardias, e amseco envolvido neste processo ainda
nao foi esclarecido (44, 45).

A hormonioteria, como ja citado anteriormente, @lizada através do uso de
tamoxifeno ou de inibidores de aromatase, com etiwbj de reduzir os niveis de estrogénio
das pacientes. Porém o0 uso desta terapia estdiaaksoao aumento do risco de
tromboembolismo venoso. Sua associacdo com a taitiolade ainda esta em estudo, e 0s
resultados sao controversos (11, 46). Por semeipal foco deste estudo, a associagcéo entre
quimioterapia e/ou radioterapia e cardiotoxicidadea abordada em detalhe nas proximas
seccoes.

Desta forma, pode-se afirmar que a toxicidadeiaeadé considerada hoje uma das
mais importantes complicagdes no tratamento pazancer. Em canceres com alta taxa de
sobrevida, como mama e prostata, € de suma imp@taoonsiderar 0S riscos

cardiovasculares do tratamento.

1.3 A radioterapia e a cardiotoxicidade

Embora muitos estudos mostrem claramente o beoefiei radiacdo, outros
confirmam que a terapia também causa algumas daxies. Pacientes tratados para CM com
a radiacdo tém maior risco de desenvolverem CMralaeral, cancer de pulméo e
mortalidade por doenca cardiaca. O aumento na Idada por doencas cardiacas nos
pacientes irradiados diminui o beneficio da radiagdando consideramos a sobrevida do
paciente (47).

A irradiacdo do torax pode causar danos ao per@andocardio, valvas e artérias

coronarias, sendo o pericardio a estrutura maguéetemente acometida. A incidéncia de
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complicagBes cardiovasculares induzidas por radipi@ € maior com altas doses de
irradiacdo e com a associagao de quimioterapiaasuraciclicos (48).

A doenca cardiaca radioinduzida (RIHD) é definideno as alteracdes clinicas e
patolégicas decorrentes da injuria cardiaca caugpatk irradiacdo do tecido neoplasico
adjacente. As manifestacdes clinicas da RIHD @mtupericardite, miocardite, doengas
coronarianas e valvulopatias, entre outrsRIHD € uma doencga progressiva e tanto sua
incidéncia quanto severidade aumentam quanto raalose absorvida pelo coracdo, menor a
idade do paciente no momento da radioterapia, ni@mpo decorrido desde o tratamento, e
com o uso concomitante de agentes quimioterap&0).

O dano vascular causado pela radioterapia podg&leecioso; aproximadamente 50%
dos pacientes assintomaticos desenvolvem alteraigdpsrfusdo no miocardio. Do ponto de
vista clinico, a consequéncia mais importante déCRé o dano ao miocardio, que parece ser
resultante da diminuigédo do fluxo sanguineo deaterdo dano causado na microcirculagdo
cardiaca, podendo levar a fibrose do tecido (5BHdd3 da necropsia de pacientes jovens
tratados com irradiacdo toracica para linfoma dedgkm’s, com doses superiores a 36 Gy,
mostraram um aumento de fibrose no pericardio, anthe e endocardio, além de severa
aterosclerose nas artérias coronarianas, no vatanaéaco irradiado (49).

Sabe-se que os cardiomiécitos sdo pouco afetadasrpediacdo, o principal dano
cardiaco ocorre nas células endoteliais, devidacip@lmente a sua maior taxa de divisao
celular, e maior tempo de recuperacao dos danasiddzidos. A hipotese mais aceita sobre
a causa da RIHD é que a radiacdo ionizante causgtcsge dos microvasos sanguineos
cardiacos, diminuindo o fluxo sanguineo do tecigwando a um quadro de isquemia
miocardica. Os grandes vasos coronarianos tambélanpser afetados pela irradiacao,
porém este sera um efeito tardio, e sua consequérgiaterosclerose, um espessamento da
parede das artérias. O intervalo médio para o mmergio de doencas coronarianas apos
radioterapia é de 82 meses. E importante resspltaps efeitos colaterais cardiacos devido a
radiacdo ionizante ndo sdo completamente explicados termos radiobiol6gicos,
principalmente devido ao coracdo apresentar esasiitom sensibilidades muito distintas a
radiacao (52-54).

Um estudo realizado pelo grupo EBCTCG, com aprodangente 20.000 mulheres
gue receberam RT para CM, mostrou um aumento de r#@%cidéncia de mortalidade
decorrente de doencas cardiovasculares, além ddramammbém uma reducdo da
mortalidade nestas pacientes decorrente do CM Esblpora outros estudos confirmem estes

resultados, todos foram realizados com paciengtadins entre 1970 e 1980, e as técnicas
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hoje de RT evoluiram muito. E como RIHD é um efédtalio da terapia, ou seja, demora ao
menos uma década para que 0s sintomas possam epairia ndo existem estudos

conclusivos considerando as técnicas mais moddeBRS usadas a partir do ano 2000 (56).

1.4 A quimioterapia e a cardiotoxicidade

O sistema cardiovascular tem numerosos e diferaiwes que podem sofrer danos
apés a QT para o tratamento do CM. Alguns farmadostamente lesionam o0s
cardiomiocitos e causam inflamacéo no pericardiatr@3 afetam o sistema de coagulacéo e
podem ocasionar diminuicdo do calibre dos vasosligpondo o paciente a tromboses e
isquemia cardiovascular. E ainda, alguns agentesi@ferapicos antiangiogénicos causam
hipertenséao arterial, provocando hipertrofia efiegncia cardiaca (35, 57).

A cardiotoxicidade causada por uma droga dependi&atdess intrinsecos a ela, e
também do paciente. Entender melhor estes fatads gjudar a reduzir o aparecimento das
doencas cardiacas. A dose da droga aplicada em ses$fio de quimioterapia, dose
acumulada, intervalo entre sessdes, combinacdoddmms aplicadas, e a sequencia de
administracdo dessas drogas séo fatores que podflaenciar na cardiotoxicidade. (58).

Alguns quimioterapicos estdo associados com o ngekemento de disfuncéo
ventricular esquerda e/ou faléncia cardiaca (Hftjeesles a doxorrubicina, ciclofosfamida e
docetaxel. A HF foi associada a ciclofosfamida em Z8% dos pacientes em um estudo de
coorte. O risco de cardiotoxicidade parece estacimmado com a dose, e ocorre entre 1 e 10
dias apos a administracdo da primeira dose defastéonida. A incidéncia de HF associada
ao docetaxel varia de 2.8 a 8% (53, 59).

Um possivel mecanismo pelo qual os taxanos podesacaardiotoxicidade é devido
a massiva liberacdo de histamina. Em estudos camaan a estimulagdo dos receptores de
histamina no tecido cardiaco resulta em arritmfiecentemente, o estudo experimental de
Casini S. et al. sugere que os taxanos reduzemcadulos canais de sédio do midcito, sendo
esta a provavel causa do aparecimento das arri{60as

Alternativamente, a indugcdo da cardiotoxicidade tasanos pode ser atribuida aos
danos causados ao musculo cardiaco via efeito®ngaselas subcelulares. As moléculas
anti-microtubulos, como o docetaxel, podem causeadibardia sinoatrial, bloqueio

atrioventricular, taquicardia ventricular, hipotéas HF e isquemia. Ainda ha caréncia de
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estudos que relacionem o docetaxel com a cardmtiade, e que expliguem o mecanismo
com o qual isto ocorre (61).

Os efeitos de alguns agentes quimioterapicos stensa de coagulacdo podem
promover estreitamento dos vasos, que € um pracpes@a trombose e tromboembolia,
consequentemente para isquemia cardiovascular.aAnm@d se sabe como os inibidores
antiangiogénicos alteram a hemostase normal, etmsmyelmente alteram a funcdo ou a
integridade do endotélio vascular. Danos aos vpedsm envolver lesbes a camada intima
ou ruptura da comunicacdo endotelial célula-célden ambos os casos, a perda da
integridade dos vasos ativa a cascata de coagul@atomboembolismo venoso foi
associado a diversas categorias de agentes quigpmas, entre elas os agentes alquilantes,
como a ciclofosfamida (35). Os principais efeit@gdéacos causados por esses agentes
incluem faléncia cardiaca, miocardite ou pericardiOs mecanismos precisos da
cardiotoxicidade induzida por ciclofosfamida sdsabmhecidos. Uma das hipGteses € que a
ciclofosfamida provoque danos diretos ao endotéfieguido de extravasamento de
metabolitos toxicos, resultando em dano aos caidmtos, hemorragia e edema. Necrose
hemorragica, edema intersticial, depdsito de faégrinlesbes endoteliais, trombos
microvasculares, areas isquémicas e bandas dexc@otsao as principais consequéncias da
insuficiéncia cardiaca aguda relacionada a ciclafogla (53, 62, 63).

Desta forma, percebemos que os efeitos dos dandgcos induzidos pelo docetaxel
e pela ciclofosfamida sdo ainda pouco conhecidés. $¢ sabe se eles afetam a liberacdo de
proteinas pré-apoptoéticas ou a geracdo de radilnas, como acontece no tratamento com
a doxorrubicina. E particularmente sobre o docétawa acdo nas células endoteliais ainda

nao é esclarecida.

1.5 Mecanismos envolvidos na cardiotoxicidade

Dentre os efeitos adversos da quimioterapia e adioterapia no sistema
cardiovascular destaca-se, pela sua maior frequ@&ngravidade, a agressdo miocardica com
disfuncédo ventricular sistdlica e insuficiénciadiaca. S&o muitos os mecanismos envolvidos
na cardiotoxicidade causada pelo tratamento do €Mjem todos sdo completamente

esclarecidos, porém o endpoint observado é o mesfitrpse cardiaca (64).



25

1.5.1 A citocina TGH3, e a fibrose

O Fator Transformador de Crescimento beta 1 (BgFeontrola diversos fatores
como desenvolvimento, diferenciacdo, reparo tetidtutanorigénese e fungbes imuno-
enddcrinas. As proteinas T@rsdo secretadas pela maioria das células dos masjiéesua
acao é mediada localmente de forma autécrina/paaa(@s).

O TGF{f; também desempenha importante papel no desenvolaneehipertrofia
cardiacos, remodelamento ventricular, e resposta@lirao infarto de miocardio. Embora o
mecanismo preciso envolvido na transicdo de cotagersubsequente fibrose durante o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca ndo sdmnente esclarecido, existem evidéncias
que sugerem a producédo local de T&FO TGFf; € uma citocina regulatéria importante no
reparo tecidual, e sua continua producao estaoakda a fibrose (65, 66).

Préximo a leséo tecidual no miocardio o T@EFdiberado por linfocitos, plaquetas,
macrofagos ativados, e fibroblastos) aumenta asigim de matriz extracelular para reparar
0os danos. Isto ocorre devido ao estimulo na pradugd colageno, fibronectina e
proteoglicanos, inibicdo da sintese de proteasestinulo da sintese de inibidores de
proteases. Os efeitos bioldégicos do TFsdo aumentados pela auntoinducdo de sua
producdo nas células da matriz. Durante repetido®g] h4 uma continua autoinducdo na
producdo de TGP, levando a continua producdo de matriz extracekla fibrose do
tecido. Existem trés isoformas do fator de cresoim Beta: TGH,, TGF{3, e TGFfs.
Todos desempenham importante papel na regulacdwedoimento celular, diferenciacéo,
producao de matriz e apoptose (65, 67).

Os receptores de TGh-estédo presentes nos ventriculos esquerdo e di@itoracao
de ratos sadios. O modelo de rato com hipertrcdi@iaca, desenvolvido por Villareal e
Dillmann, demonstrou que aumento de mRNA T&Rprecedem aumento dos niveis de
MRNA de proteinas da matriz extracelular, sugeruniopossivel papel regulatério do TGF-
31 em processos de remodelamento do miocardio. Umraoma expressdo de mRNA TGF-
B1 e proteinagambém foi encontrado na regido infartada do maioardois dias apos o
infarto, sugerindo que o TGE- desempenha papel na cicatrizagéo do tecido (68, 69)

Duas caracteristicas importantes na resposta defL@Hnjurias sdo: autoindugéo de
sua producdo, e aumento da deposi¢cdo de matracekitar induzida pelo proprio TGk

Esta citocinaestimula a sintese dos componentes da matriz ekitag como fibronectina,
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coldgeno e proteoglicanos; e simultaneamente inilegradacdo da matriz extracelular,
diminuindo a sintese de protease e aumentandovess rde inibidores de protease. Uma
consequéncia indesejavel dos efeitos do PoE- que a excessiva deposicdo de matriz
extracelular no local da injuria, associada a saldilidlade de auto-inducdo, pode levar a
fibrose de uma forma crénica e progressiva, acardet a perda de estrutura do tecido. Varias
evidéncias salientam o envolvimento de TfFno processo de fibrose do tecido cardiaco e
em outros Orgaos irradiados. Sua expressdo aud@ertdia associada diretamente com o
aumento do tecido fibrético e com a progressédo atnodelamento do tecido exposto a

radiacdo ionizante (65, 70).

1.5.2 A Fibrose cardiaca

O coragédo é formado por, cardiomidcitos e outrpgsticelulares como: fibroblastos,
células endoteliais, e ainda por matriz extracel@a cardiomidcitos compde 1/3 do total das
células cardiacas, formando 70 a 80% da sua m@ssibroblastos cardiacos s&o as células
mais predominantes no coracgao, depois dos cardiites) seguidos das células endoteliais e
das células musculares lisas dos vasos ali preseAtsim, fatores que afetem a quantidade e
funcionamento dessas células podem ter efeitos riemies na estrutura, fisiologia e
desempenho normal do tecido cardiaco (71). Atéal fle 1970, a pesquisa cardiovascular
foi focada apenas nos cardiomiocitos, e a impoidadas células ndo-midcitos na fisiologia
normal e patoldgica do coragdo foi ignorada. Aipal® entdo, varios grupos de pesquisa
elucidaram o papel dos fibroblastos e miofibroldaste os definiram como reguladores
criticos da funcdo cardiaca. Os miofibroblastos tém extenso reticulo endoplasmatico
rugoso e complexo de golgi, caracteristico de blastos. Em contraste com fibroblastos,
eles apresentam extensos feixes de microfilamed#oactina, lembrando as miofibrilas do
muculo liso. Os miofibroblastos produzem proteias matriz extracelular via secrecéo
autocrina/paracrina de TQk-e, sdo responsaveis pelo remodelamento/fibrosedidot Os
miofibroblastos sédo eliminados por apoptose apésmino do processo de fibrose (65, 72).

A fibrose tecidual é caracterizada por acumulo @éageno e outros componentes da
matriz extracelular (ECM), seguida do desequililemire a sintese e degradacao da ECM. A
ECM intersticial € composta por uma mistura de gnas (colageno e elastinas),

glicoproteinas (fibronectina, laminina e tenascir@apteoglicanos, e glicosaminoglicanos
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(heparina e sulfato de condroitina) sobre um gallundbnico composto por longas cadeias de
polissacarideos. Existem 42 genes de colageno lagneada um codifica uma molécula de
proé-colageno, que se juntam para formar uma lamgja hélice (73).

Cinco isoformas de colageno estéo presentes ncardioc tipo I, 1, IV, V e VI. O
colageno tipo I, um heterodimero de subunidadeso maior subtipo de colageno produzido
por fibroblastos cardiacos, representando aproxamadte 80% do total. O colageno tipo Il
é relativamente abundante no miocardio, represdataproximadamente 10% do total; e os
subtipos 1V, V e VI representam juntos 10% do cetagtotal. O colageno tipo | esta presente
sob a forma de fibras espessas, com grande forgesd#€éncia a tensédo, sendo responsaveis
pela rigidez na diastole do miocardio. O colagepo tll esta presente na forma de finas
redes, e € mais elastico que o tipo I. O remodeitorea ECM durante a cicatrizacdo normal
e reparo requer uma delicada regulacdo de divgysateinas envolvidas na sintese e
degradacédo da ECM, incluindo proteinas estrutupsistieases e inibidores de protease (65,
73).

Uma das mais conceituadas hipéteses da radiobéoédgima que os danos vasculares
Sao o0s primeiros sinais patogénicos que anteceddmosae. Estudos mostram que alteracoes
na permeabilidade vascular estdo associadas contumuép de fibrina no espaco
extravascular apos doses Unicas de radiacao em Aatteplecdo microvascular também pode
causar isquemia, e hipdxia tecidual, que séo iraptes fatores para o desenvolvimento da
fibrose. As respostas imunes a injurias, como c¢aheou alguns agentes quimioterapicos,
podem ser inatas (agudas) ou adaptativas (croniNas}a reacdo, as células inflamatorias,
neutrofilos, linfécitos, mondcitos e macrofagobgliam citocinas que estimulam fibroblastos
e outras células progenitoras a se diferenciarenrméfibroblastos. Os miofibroblastos séo
produtores de colageno (principalmente tipos Ik fibronectina e outros componentes da
ECM; eles tém atividades contrateis e metabdlicaspoglem ser fenotipicamente
transformados em fibroblastos expressando actierados responsaveis pela reposicao de
coldgeno no reparo do miocardio. Em casos nornwasmiofibroblastos e as células
inflamatodrias entram em apoptose. Porém em casasfldenacdo cronica, estas células
persistem no meio, assim como suas citocinas tilbsré/3, 74).

Os fibroblastos locais ndo sdo a unica fonte ddfilnablastos. Células epiteliais,
endoteliais e musculares lisas também podem sagepitoras. Mondécitos sao também
precursores de fibroblastos. A ativagdo dos progess de miofibroblastos acontece em

resposta a sinalizagdes paracrinas, e a mais ddahém TGH3;, produzido por diversas
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células inflamatorias, epiteliais e endoteliaistoite imediata de TGB; ativado é de uma
reserva extracelular, onde esta citocina esta asdoca sua forma latente (L T@E); ligada

a ECM. Uma vez ativado, TGEr € entdo liberado por acdo de proteases (plasmina e
trombina) e por espécies reativas de oxigénio,@r@ntes da radiacao ionizante, ou ainda de

alguns quimioterapicos (73, 75).

1.5.3 O sistema renina-angiotensina

O conhecimento do sistema renina-angiotensina (RA@hcou muito nos ultimos
anos desde o classico sistema enddcrino que exphicanutencdo da homeostase corporal e
da pressao arterial a um novo conceito que inaio@ wserie de RAS locais que operam
independentemente em diversos 6rgaos.

A ativacdo do RAS classico inicia-se pela sintege rdninas pelas células
justaglomerulares da arteriola eferente renal. &éesélulas, a preprorenina é transformada
em prorenina e posteriormente em renina ativagoemao liberada na circulacdo. A secrecao
da renina pelos rins € estimulada pela diminuicdovdlume sanguineo, aumento da
concentragcdo de sal nos tubulos distais, atividedaervo simpatico renal e diminuigdo da
perfusdo renal. No sangue, a renina cliva o anggotegénio (AngT), originado no figado,
formando o decapeptideo inativo, angiotensina |g(Ah A enzima conversora de
angiotensina (ECA) hidrolisa a Ang | em Ang I, apéptideo biologicamente ativo. A ECA é
encontrada principalmente nas células endotelegpecialmente no endotélio pulmonar.
Além de clivar a Ang |, a ECA metaboliza a bradicin(BK), um vasodilatador, para BK-(1-
7) inativa. Ou seja, a ECA tem dupla funcdo na wasgra, aumenta a producédo de Ang I,
um potente vasoconstritor, e degrada BK, um vaztadior (76).

Os efeitos adrenais, renais, cardiacos e vascuarésg Il sdo mediados através de
dois receptores, tipo 1 (AJe tipo 2 (AR), que agem em direcdes opostas. A maior parte dos
efeitos patofisiologicos da Ang Il € mediada pedoeptor AT, que incluem vasoconstricéo,
secrecdo de aldosterona, reabsorcdo renal de $ditonacéo cardiovascular, hipertrofia e
fibrose (77).
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Os receptores Al sdo pouco expressos nos tecidos adultos, e sumEs &@o
antagbnicas as dos receptores; AD AT, estimula vasodilatacdo, natriurese, acédo anti-
inflamatoria e anti-fibrética, e inibicdo do craseinto celular (77).

A renina sempre foi considerada uma enzima respehpala producao de Ang I, sem
ter nenhuma outra acdo biolégica. Porém, hoje Ise gae a prorenina e a renina se ligam a
receptores especificos, que ativam moléculas zatras, que por sua vez promovem
crescimento celular e fibrose, independente delAmgps cardiomiocitos, células mesangiais,
células endoteliais, células musculares lisas Vases) poddcitos e células do tubulo distal
(76, 78)

O RAS circulante é um dos muitos RAS existentee BAS dos tecidos pode
funcionar de forma independente do sistema cirgutat Os sistemas dos tecidos
caracterizam-se pela presenca de alguns, ou atglde os componentes do RAS, incluindo
renina, AngT, ECA, Ang |, Ang Il e receptores ATs@ encontrados no coracao, vasos, rins,
glandula adrenal, pancreas, sistema nervoso centra$ tecidos linfatico e adiposo. Embora
seja bem estabelecido que a Ang Il dos tecidogmsefuzida pela Ang | local, ndo se sabe ao
certo se a renina € sintetizada localmente, o $ectdos usam a renina liberada pelos rins na
circulagao (76, 79).

Um RAS local cardiaco foi postulado através derdive estudos, porém, ainda faltam
evidéncias sobre a producao de Ang | e Il no carpgia acao da renina sintetizadasitu.

Os niveis de renina no coracdo sao normalmenteonbaitxos, e raramente detectados, e
provavelmente a renina encontrada € a produzidamondJm estudo realizado por De Mello
et al. sugere uma sequéncia de eventos no RASacardi renina, captada da circulagéo pelo
coracao, atua no tecido, no AngT para formar a lABgANng | é entdo convertida localmente
em Ang Il principalmente pela ECA. A Ang Il regulatravés da ativacdo de receptores
especificos (AT ou AT,), contratilidade cardiaca, comunicacdo celulapr@agacao de
impulsos. Além disso, a Ang Il estd envolvida nmodelamento cardiaco, crescimento e
apoptose. O receptor ATtem 2 subtipos: Ala € ATig. O receptor ATa € o principal
regulador da pressédo sanguinea e da estimulagé&@stmmento de cardiomidcitos, enquanto
receptor AT esta envolvido no controle do ténus vascular. gegptores A7, em midcitos

de ratos, estéo localizados no sarcolema, tabutsalicleo (80).
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1.5.4 O sistema renina-angiotensina e a fibrosd aea

Como foi mostrado anteriormente, a irradiacdo mpéoetoracica e alguns agentes
quimioterapicos podem induzir o remodelamento eaali caracterizado pela fibrose,
elevando o risco para o desenvolvimento de ingusfaa cardiaca. Hoje, sabe-se que a Ang
II, um dos principais componentes do RAS, ndo egnas envolvida na regulacdo da
presséao arterial, mas também na génese e progss$drose em varios tecidos. Assim, um
aumento nos niveis de Ang Il tem sido relacionanim @ patogénese de doencas fibréticas
em orgdos como o figado, rins e coragéo (81).

A Ang-Il € uma potente indutora de proteinas da E@4 como o colageno tipo | e
de fibronectina, através do receptor,Am diversos tecidos e tipos de células, entraiass q
as células do musculo cardiaco. Um dos mecaniselos guais a Ang-ll induz a fibrose é
através do aumento da expressao da citocina patiia TGFB;. Estudos mostram que
infusdo crénica de Ang Il em ratos induz a proéfgo de fibroblastos cardiacos e a sintese
de proteinas da ECM nas zonas intersticiais e gsrular do coracdo. Outros trabalhos
comparam culturas de cardiomiocitos de ratos eolfilastos em relacdo a expressdo de
receptores A, e mostram que os fibroblastos expressam 10 vemes este tipo de
receptores que os cardiomidcitos (82). Estes bt sugerem que os fibroblastos sdo o
principal alvo da Ang Il. Logo, a hipGtese aceitagpo mecanismo de fibrose induzida por
Ang Il postula que a Ang Il ativa diretamente fiblastos cardiacos, através dos receptores
AT, presentes nestas células. Além disso, nos filstadacardiacos, a Ang Il aumenta a
sintese de proteinas, a producéo de colagenosmessao de TGB: (83).

Em situacdes patoldgicas, os niveis cardiacos dellfglevam-se devido ao aumento
dos niveis de renina no plasma, que permitem queracdo sequestre mais renina da
circulacdo, e, além disso, nessas condi¢cdes ossrdaediacos de ECA também se elevam
(80). Estudo desenvolvido com ratos irradiadosiuiando um tratamento para cancer de
mama, com dose de 20 Gy demonstra que o aumeMGE#, e de componentes RAS (da
ECA e do receptor A) ocorre de forma simultadnea, sugerindo uma polssiteracdo dos
mesmos em uma comum rota de sinalizacdo (64). Po&nforam encontrados pelo nosso
grupo, na literatura, estudos que apresentem daderentes a expressdo do RAS apods o
tratamento concomitante com QT e RT.

Numerosos ensaios randomizados, placebo-contrglatimsonstram que o uso de
inibidores da ECA ou de blogueadores do receptor #®m prevenido o surgimento de
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complicagfes cardiacas em pacientes assintomaticmspedindo a progressao em pacientes
sintomaticos. O tratamento com inibidores de EQAcom antagonistas de ATatenuam a
fibrose cardiaca, apresentando efeitos mais beséBobre o coracdo do que o esperado
unicamente em funcdo da reducdo da pressao artdBd). A administracdo de farmacos
moduladores do RAS ja é utlizada e tem mostrado efetiva na prevencdo do
desenvolvimento de lesdes tardias, decorrentasathacédo e quimioterapia (85).

1.5.5 Participacao da apoptose no desenvolvimentadliotoxicidade

Durante a Uultima década, varias evidéncias sugegem a apoptose seja um
importante mecanismo envolvido no desenvolvimento pegressdao de doengas
cardiovasculares. Processos apoptéticos sdo regufaal varias proteinas incluindo, Bax e
Bcl2 que desempenham papéis importantes nestextmniida verdade, a expressao de Bcl2 e
Bax é umcheckpoinintracelular essencial para a regulacdo do proassapoptose, ou seja,
da morte celular programada. A superexpressao tegBomove a sobrevivéncia de células
in vitro e in vivo, ou seja, € uma proteina com fungdo anti-apopt@86). Enquanto que,
gquando o Bax € superexpresso, 0 processo de martapoptose é acelerado. Assim, a
proporcao Bax/Bcl2 é importante para determinauszeyptibilidade celular a apoptose (87).
No miocardio, a apoptose ja foi relacionada conmiewas patologias cardiacas, incluindo
hipoxia, isquemia, infarte do miocéardio, hiperteoflo miocéardio, e, mais recentemente, em
pacientes com fase final da insuficiéncia cardia¢@8). Um estudo desenvolvido por
Hochhauser et al. mostrou que camundorigasckoutpara Bax mostraram melhor funcéo
contratil cardiaca, menos lesdo mitocondrial e meémea de infarto apos lesdo isquémica
induzida, quando comparados com comparagdo comews Bomologos, com expressao
normal de Bax. Este resultado, junto a outros anmad, mostrou que o Bax desempenha um
papel pré-apoptético em cardiomiocitos (89, 90)mldisso, outras publicacdes relatam a
importancia da funcdo anti-apoptotica da proteick2bna recuperacdo de lesdes no
miocardio (91, 92).

O estimulo para a apoptose pode ser mediado pae$asistémicos ou locais. A
expressdo acentuada do RAS, mediadores adrenémgioafras citocinas (TGBp podem

estar envolvidos nesse processo. O aumento locahglél, atuando via Affoi relacionado
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ao aumento da expressdo de proteinas relacionadggmmose de cardiomidciotos, em
modelos que estudavam a irradiagcdo cardiaca es (6th 93).

1.6 Monitoramento da cardiotoxicidade

Cardiologistas e oncologistas enfrentam hoje oftbeda avaliar a fung&o cardiaca de
pacientes que estdo se submetendo, ou ainda ir&abseeter, a terapias potencialmente
cardiotéxicas, e identificar os pacientes que estaorisco. A avaliacdo deve inicialmente
incorporar a realizacdo de anamnese e exame ffeicagos para a area cardiovascular, um
eletrocardiograma em repouso e avaliagdo basaludgdd ventricular esquerda pela
ecocardiografia (61). A ecocardiografia, uma tégméo invasiva, € um dos métodos mais
comuns usados para monitorar a cardiomiopatia iddyzor quimioterapia. Trata-se de um
método que permite verificar as funcdes de sigtal&@stole, sendo esta ultima mais sensivel
a alterag@es iniciais na funcéo cardiaca. A fralgiejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) é
um dos mais importantes sinais de doenca cardi@aeientes com fracdo de ejecdo
substancialmente reduzida tém pior prognéstico. (94)

O monitoramento de sinais e sintomas de insufi@écerdiaca é aspecto fundamental
do manejo de pacientes que se submetem a teragpidgita cardiotoxica. Atencao especial
deve ser dada as manifestacdes clinicas precoce®xdrdade, que embora ocorram
raramente, podem se apresentar como quadro clii@icmiocardite aguda fulminante e/ou
arritmias ventriculares graves. Como a toxicidaddepse manifestar em qualquer momento
apos o0 uso de quimioterapicos, até mesmo varias gmnas a finalizacdo do tratamento, faz-se
necessaria vigilancia continua das manifestacdescats da sindrome, com avaliacdo de
sintomas pouco especificos como cansaco, fadigaita¢do funcional para as atividades do
dia a dia (41). O monitoramento periddico da cdodicidade durante os ciclos de
quimioterapia é uma estratégia essencial para mpiredesdes miocardicas graves e
irreversiveis, embora ndo existam estudos prospsctandomizados que tenham testado tal
conduta.

Diversas diretrizes internacionais recomendam diagé® da FEVE em diferentes
momentos do tratamento: () antes do inicio deptaraantineoplasica potencialmente

cardiotoxica, (II) depois da administracdo de metdd dose total cumulativa ou apds doses
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especificas de antraciclinas ou equivalentes, B @p6s cada ciclo subsequente de
quimioterapia. No seguimento, apos a finalizacaddrdtamento oncoldgico, recomenda-se
avaliacdo da FEVE em intervalos variaveis, de acoom o risco basal de cardiotoxicidadel.
O comportamento da FEVE no acompanhamento tem tenges implicacdes terapéuticas.

Sao critérios aceitos e validados para suspensé@atdmento a reducédo da FEVE maior que
10% e/ou reducéo para valores absolutos menoreS@ie A principal desvantagem da

ecocardiografia € ser ineficaz na deteccdo preanakagnostico da cardiotoxicidade s6 é
feito quando a leséo ja esta bem estabelecidarevérsivel na maior parte das vezes (40, 61,
95).

Como vimos, cardioncologia é uma especialidade caédjue vem ganhando
importante papel no controle da cardiotoxicidadgsada pelo tratamento do cancer. Porém
0s mecanismos envolvidos no desenvolvimento de$éioetardio ainda ndo sao
completamente elucidados. Muitos estudos relacmnadcardiotoxicidade tendem a relatar
os efeitos isolados da RT ou da QT; e, no entaxiste um déficit de informagdes, incluindo
ambas as modalidades de tratamento. Dessa forma;ge importante estudar os fendmenos
envolvidos nas complicacdes cardiacas, possildiitansurgimento de novas estratégias que

melhorem a qualidade de vida dos pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este projeto teve o objetivo de avaliar e compasaefeitos induzidos pela radiacao,
pela administracdo de quimioterapia e por suasagiles associadas no coragdo de ratas
Wistar Rattus novergicys

2.2 Objetivos especificos

- Observar as possiveis alteracdes funcionais éohldgicas do coracdo, quando exposto a
irradiacd@o e/ou quimioterapia;

- Avaliar quantitativamente os componentes do tecatdiaco, através da estereologia;

- Avaliar as alteracGes na expressao de componerdlesulares envolvidos no processo de
fibrose (TGFB; e procolageno tipo I);

- Analisar o nivel de AT, ECA, Renina, angiotensinogénio (AngT) e do fa®rcrescimento
endotelial vascular VEGF na participacao do renadehto cardiaco.

- Observar alteracdes no nivel de mRNA de Bax &,Behvolvidos no processo de apoptose
e associa-los a disfuncao cardiaca;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Animais

Ratas Wistar Rattus norvegicys com idade aproximada de trés meses (jovens
adultas), pesando entre 190 e 210 gramas foramidaanem biotério, com ciclo de
luminosidade e temperatura controladas. Os anipisianeceram em gaiolas de plastico
apropriadas, contendo serragem, e receberam agareepe racaad libitum Os animais
tiveram massa corporal aferida semanalmente dutaahbeo experimento. Conforme pode ser
observado no quadro 1, as ratas foram divididagliéenentes grupos, cada um contendo 7
ratas. Esse numero foi adotado em virtude do tamdalamostra ser suficiente para se testar
a normalidade dos dados, dentro de cada amostes&a forma, se escolher o teste estatistico
apropriado para andlise dos resultados. A distfdmuidos animais, nos diferentes grupos

experimentais, foi realizada de forma randdmica.

Quadro 1Distribuicdo dos animais, de acordo com o tratamesdlizado.

Grupos # Animais Tratamento

Controle 7 Controle

TC+IR 7 Quimioterapia (TC) + Irradiacéo (20Gy)
IR 7 Irradiacao (20Gy)

3.2 Administracdo de quimioterapicos

Nos grupos especificos, o poliquimioterapico TC faidministrado pela via
intraperitoneal (ip), com 0s animais previamenteséesiados com ketamina/xilazina (1ml/g).
Foram realizados 4 ciclos TC, com intervalo de &sdentre eles. Cada animal recebeu
50mg/Kg de ciclofosfamida e 12,5 mg/Kg de docetax@l figura 2 mostra um animal
recebendo o quimioterapico docetaxel. A dose adinada para cada uma das drogas, em
cada ciclo, foi calculada adequadamente para seivaegnte a dose por ciclo de

quimioterapia em humanos (96). Apos 7 dias dandltticlo de quimioterapia, 0os animais
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dos grupos TC+IR foram irradiados. Os animais dg@rR ndo receberam quimioterapia,
sendo apenas irradiados. O Grupo controle recefdleme de solugdo NaCl 0,9% equivalente
ao volume de quimioterapico, também em 4 ciclosgegos por 7 dias.

A guimioterapia nos animais foi realizada no Cerdeo Terapia Oncolégica (CTO), em

Petropolis, RJ.

Figura 2. Animal do grupo TC+IR recettemuimioterapia.

3.3Simulacéo, planejamento e irradiacao

Antes da irradiacdo dos ratos, foi realizada umaulsicdo prévia do procedimento.
Esse procedimento tem o propdsito de determinaoengtria espacial para o posicionamento
do rato durante a irradiacdo. Para isso, 0os anifoesn anestesiados com ketamina/xilazina
(Iml/g) e imobilizados em suportes de isopor. Egus, o animal foi submetido a uma
tomografia com o objetivo de se obterem as imageqgseridas para o planejamento da
irradiacdo. Foi utilizado o tomdégrafo Helicoidabi@putadorizado; Fabricante: General
Electric; Modelo: HiSpeed 2246999-3; Série: 821M24

Com as imagens obtidas, durante a simulacao, &sipel realizar o planejamento da

irradiacéo no volume cardiaco do rato (no sistemdRtan da Varian), determinando-se com
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ISSO a geometria espacial e tamanho do campo ddidagdo (campo antero-posterior,
2x2cnf).

Um aspecto importante a ser ressaltado sao as sfieemnatomicas do térax do rato,
onde o coracao se encontra muito préximo da panetdgior do térax (aproximadamente 1cm
abaixo). Dada a energia nominal do feixe de raipst¥izado (6 MV), o maximo de dose é
alcancado a 1,5 cm de profundidade. Por esse mfmtiiprescindivel a utilizagdo de um
bélus (material com densidade equivalente ao tecitliizado para o deslocamento da curva
do maximo de dose em direcdo a superficie) der@,5para que a dose maxima atingisse o
centro do coragao.

Durante o procedimento de irradiacdo, as ratasgmpos TC+IR e IR foram
anestesiadas com ketamina/xilazina (1 mg/Kg) e ilmadas com o suporte de isopor. Isso
garante a permanéncia do rato na mesma posicadecwrer do procedimento. Os ratos
foram irradiados com dose Unica (20 Gy), atravéaadterador linear Varian® (Clinac 2100),
em posi¢cdo supina, com feixe raios-X de energiaimantde 6 MV e taxa de dose de 240
cGy/min, conforme mostra a figura 3. Os animaisgdgpo controle foram anestesiados e
posicionados da mesma forme que aqueles dos glPetR e IR, porém ndo foram
irradiados. A dose de 20 Gy foi utilizada por aprgar bioequivaléncia com a dose de 45 a
60 Gy em pacientes expostos a radioterapia paecéde mama (97).

Figura 3. Irradiacdo dos animais dos grupos TC+IR.€é\) Animal no suporte de isopor; B)
animal posicionado para a irradiacao.

A tomografia e a irradiacdo foram realizadas nepital Universitario Clementino
Fraga Filho (HUCFF / UFRJ).
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3.4Eutanésia dos animais

ApoOs a irradiacdo, 0s animais retornaram as caikasrigem e permaneceram sob
observacéo constante até a data da eutanasia €s me8s o tratamento), com 9 meses de
idade. A data foi escolhida, pois estudos antesionostraram que, a partir de 4 meses, pode-
se observar lesdes cardiacas em ratos expostdsmea@ ionizante, com dose Unica de 15Gy
(64). No dia da eutanasia os animais foram aneskesi Ketamina/Xilazina (1ml/g) e
pesados. Em seguida, foi injetado cloreto de potdss ventriculo esquerdo, de forma a
garantir que todos os animais teriam parada cad&m didstole, como forma de
padronizacao. Posteriormente o coracao foi entdadoe e seccionado para a preparacao das

amostras, de acordo com a técnica a ser empregada.

3.5Preparacédo das amostras para analises

Foram coletadas amostras para as técnicas de RR-gP@icroscopia Optica. Para
cada uma das técnicas mencionadas o material@®helc foi preparado de forma adequada.
Para a RT-gPCR o &pice do VE de cada animal fdadorem partes muito pequenas,
colocado em criotubo, e armazenado imediatamen®¥. No caso das amostras para
microscopia Optica, a parte medial do VE colocadd@malina 10% tamponada de Millong,
para o posterior processamento, 48h depois.

3.6 Retirada das tibias

ApoOs o término do experimento, as tibias direitas dnimais foram removidas,
desarticulando o fémur do acetabulo do quadriltibims foram dissecadas, e todo o tecido
adjacente foi removido. Usou-se um paquimetro aligiara medir o comprimento total da

tibia, para cada animal.
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3.7 Avaliagéo funcional

3.7.1Exame ecocardiografico

Neste estudo, foi empregado o ecocardiograma pafse da morfologia e da funcéo
ventricular esquerda. Todos os exames foram caholkizpelo mesmo observador, a Dr2
Nazareth Rocha. No tempo de andlise de 5 mesés,aatratamento, uma semana antes da
eutanasia, os animais dos diferentes grupos forastesiados com ketamina/xilazina (1
ml/g); em seguida, tricotomizados na regidao doxt@aposicionados em decubito lateral
esquerdo, permitindo a localizacdo do transduttneers espacos intercostais do hemitorax
esquerdo, objetivando a aquisi¢do de imagens.

Para a realizacdo do procedimento, foi utilizado aparelho ecocardiografico com
Doppler (Esaote, modelo CarisPlus, Firenze-ltabgm transdutor de 10MHz. Para as
medidas das estruturas cardiacas, foram obtidagemsaa partir dos cortes para-esternal
longitudinal e transverso. Este ultimo, ao nivelnaasculo papilar, nos modos bidimensional
e unidimensional. Os seguintes parametros foratidasb de acordo com o padrdo da
Sociedade Americana de Ecocardiografia e descotdSphn e colaboradores (98): diametro
do atrio esquerdo em diastole (AE D), espessursegto interventricular em diastole (septo
D) e espessura da parede posterior em diastol®)Pfracdo de ejecao (FE), diametro da
aorta (A). O débito cardiaco esquerdo (DC) setéragnado, multiplicando-se a integral de
velocidade do fluxo adrtico pela area valvar aérégela frequéncia cardiaca.

Para cada animal as medidas foram adquiridas eficatas, sendo, posteriormente,
calculados os valores médios e realizados os testésisticos. As medidas estdo

representadas em tabela, sob a forma de mésliepadrdo da média (EPM).

3.7.2 Exames fisicos

Foi aferida a massa corporal dos animais semantdmeiciando uma semana antes
do primeiro ciclo de quimioterapia do grupo TC+IR{é a semana da eutanasia.

Especialmente para esta analise estatistica foeafizados os testes seguintes estatisticos:
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ANOVA para medidas repetidas, com o objetivo dentifiear variacdes dentro do préprio
grupo; e ANOVA com pos-teste de Holm-Sidak, parmparar os trés grupos, em todas as
semanas onde a massa corporal foi aferida

Foi mensurado o peso do coracdo em balanca desfog@igipeso DP-3000, Denver
Instrument AA- 160), em seguida o ventriculo esdadWE) foi isolado. Ambos, coracédo e
VE, foram pesados diretamente na balanca, e tanp®m método de Scherle, para a
obtencdo do volume. Relacbes como massa corac&ancasporal, massa VE/massa do
coracao foram feitas. Foi realizada também a naozagiio da massa do coracao e do VE pelo

comprimento da tibia, de cada animal.

3.8 Ensaios moleculares

Os ensaios moleculares foram realizados atravééctiéca dequantitative real time
Reverse transcription Polymerase Chain Reacti@®l-gPCR). Esta € uma técnica
guantitativa, que pode auxiliar na compreensaoati®s processos fisioldgicos, devido a sua
grande sensibilidade para detectar produtos triéns@m pequenas quantidades. Essa técnica
foi utilizada para verificar se os niveis de mRN& TGF$1, procolageno tipo | (Proc 1),
ECA, AT,, angiotensinogénio (AngT), renina, Bax, bcl2 eBA=estavam alterados no tecido
cardiaco dos diferentes grupos. A RT-gPCR € mddizem diversas etapas, como sera

mostrado nas proximas seccgoes.

3.8.1 Extracao de RNA total

O ventriculo esquerdo do coracdo dos ratos foidavaom 0,9% NaCl (p/v),
congelado em nitrogénio liquido e armazenado 4G-70 RNA total de cada ventriculo foi
extraido de 100mg do tecido congelado utilizanduallde trizol (Invitrogen). As amostras
foram homogeneizadas e incubadas por 5 min a AttCseguida, centrifugadas a 12.000 xg
por 10 min a 4°C para a retirada de particuladinsets (membrana celular, polissacarideos e
DNA de alto peso molecular). Os sobrenadantesrfaransferidos para tubos estéreis de 1,5

mL e a esses foram adicionados 0,2 mL de clorofirrissa mistura foi homogeneizada por
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inversdo durante 30 segundos e mantidos por 5 nfii°&®. Depois, as amostras foram

centrifugadas a 12.000 xg por 15 min a 4°C. A fagpeosa de cada extracao foi transferida
para tubos novos, aos quais foram adicionados D,8enisopropanol e incubados por 10 min

a27°C.

As amostras foram, entdo, centrifugadas durantenibOem 12.000 xg a 4°C e 0s
RNAs obtidos, lavados com etanol gelado 75%, diu@im agua tratada com dietil-
pirocarbonato 0,1% (DEPC). Apoés a lavagem, os pitacios foram, de novo, centrifugados a
12.000 xg por 10 min a 4°C e, por fim, ressuspesxlem 20 uL de agua tratada com DEPC
0,1%. As concentracbes foram estabelecidas por rdeiodensidade Optica a 260nm

(Biophotometer).

3.8.2 Reacdo de transcriptase reversa

Cada reacéo, para sintetizar o DNA complementaNfDfoi constituida de 1 pL de
mistura de dNTPs (10mM de cada, Invitrogen), 1uRO&A total (1pug/pL), 1 pL Oligo-(dT)
(500ug/mL, IDT) e 9 pL de dgua DEPC durante 656€ 5% min, seguido de incubacgéo no
gelo por pelo menos 5 min. Posteriormente, foiiadado 4uL de 5X RBuffer (250mM
Tris-HCI pH 8.3, 375mM KCI, 15mM MgG), 2uL DTT (0,1M), 1 uL de Inibidor de RNAse
(40U/uL, Invitrogen) e 1 puL de MMLV RT (200U/uL, \itrogen), incubando por 37°C
durante 50 min. A reagéao foi inativada, mantendiov@ante 15 min a 70°C. Os cDNAs foram
diluidos para concentragéo, estimada de 3 ng/ph, lsase na adig&o inicial de 1pg em um
total 20uL de volume final de reacéo, divididos aligquotas e armazenados a -70°C até o

uso.

3.8.3 RT-gPCR: elaboracdo dos primers

Os iniciadores foram desenhados de acordo conmu@@ss contidas no manual do
Power SYBR® Green PCR Master Mix and RT-R&Rvlied Biosystems), com auxilio da
ferramenta disponivelon-line na péagina da IDT liftegrated DNA Technologies -

www.idtdna.com/scitools/scitools.aspx). As sequénados mMRNAs foram obtidas no banco
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de dados do genoma humano (www.ncbi.nlm.nih.golotide). A especificidades dos
oligonucleotideos foram determinadas previamantglico diante de sua homologia a dados
de mRNAs de rato, através da ferramenta BLAST Ratequ8nces

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sedq/BlastGen/BlastGgiftaxid=1011¥, realizando buscas

de baixa expectativa. Os melhores iniciadores foid@terminados, quando possuiam
homologia Hits), exclusivamente com seus alvos. A tabela 1 mostesumo dos iniciadores

utilizados.

3.8.4 Avaliacdo dos amplicons e a RT-gPCR

Antes das reacgOes definitivas, para verificacdo cifesencas da expressdo, foram
realizadas reacgfes testes, nas quais ndo sO feivpbgleterminar condi¢des ideais de
iniciadores e cDNA mas também a especificidadesitro dos alvos amplificados pelos
iniciadores abordado nas anélises. A amplificagdord produto especifico foi apurada por
intermédio da andlise da Curva &i#elting, pelo programa Opticon Monitor 2.03 (MJ
Research).

Para analise da expresséo génica diferencial, dmddCtempo real, foram realizadas
reacdes, para curva padrdo, dos genes analisat@do a massa de cDNA em 15ng, 3ng,
0,6ng, 0,12ng, e 0,024ng em 20uL de reacdo queérangossuia 0,8uM de cada oligo
especificos (senso e anti-senso) e 1X GoTaff®CR Master Mix(Promega). Para a
determinacdo da quantidade de mRNA, nas diferecteglicdes experimentais, foram
utilizados para cada reacdo 1ng ou 1,5ng de cDN&,uM de cada oligonucleotideo e
GoTag®qPCR Master MiXPromegagkm 20uL de reacdo. Essas reacdes foram realizadas e
quadruplicatas para cada condicao experimental.

Nas reacOes para analise de PCR em tempo reamestras foram submetidas a
incubacao inicial no termociclador (7500 Fast Reale PCR System, Applied Biosystems)
de 50°C por 2 min seguidos por uma de 95°C por @50 ciclos de 95°C por 15s e 60°C

por 1min.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para andlise gaessao diferencial com RT-q PCR.

GENE _ #ACESSO 5 — PRIVER — 3 AMPLICON

ALVO FIR
ATGATTCTACCCACGGCAAG] 135

GAPDH — NM_O017008  o1GGAAGATGGTGATGGGTT

TGFp.  NM 021575 ACAGCTCCAGGCACCGGAGA! "

GCATGGTAGCCCTTGGGCTCG

CCAGTTCGAGTATGGAAGCGAAG]
Procl NM_053304  -c A TGTAGGCTACGCTGTTCTTG 132

CTACGTTCACTTCCAAGGGAAGA/
AngT NM_134432 - A\ CAGACACTGAGGTGCTGTTG 90

. GGTGCCCTCCACCAAGTGT/
Renina  NM_012642" o1 AGAGGATTCGGAGGAGTCA 8

GCACGACACCAACATCACGGA/

ECA NM_012544 " o 17GCCCCAGACCTCTGCAAACT 87
(i) NM030985 o CTTTeTecoAGeGT 104
o o A e

Os resultados da PCR em tempo real foram analisedims auxilio do programa
Opticon Monitor 2.03 (MJ Research). As massas dodytos amplificadas de cada gene
foram determinadas gracas a interpolacao dos aegeslidos pontos experimentais com dados
gerados pela curva padrédo. Os dados de Ct (thceskicle) de cada ponto experimental, nas
suas diferentes condi¢des, foram normalizados caandp dos Cts do gene GAPObene
constitutivo) Uma vez normalizadas, as variacfes dos niveis RINAnN correspondente a
cada gene de interesse, foram determinadas endevidtarazao dos pontos experimentais, em
comparacdo com as amostras controles. As férmudassdeterminacdes para os calculos do
RT-gPCR estéo disponiveis em Wong e Medrano (99).
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3.9Ensaios histolégicos

Os ensaios histoldgicos foram realizados atravésideoscopia 6ptica, para tal foi
utilizado processamento de rotina, que sera destseguir.

As amostras dos ventriculos esquerdos (VE) foramdady utilizando o método
“orientator”, que consiste em sucessivos cortes aleatériogromes e isotropicos (100). Em
seguida, as amostras foram fixadas em formol taagmmaa 10% e, mais tarde, desidratados
em séries crescentes de alcoois, diafanizados leiircluidos em paraplast e seccionados
em cortes de Jum de espessura. Parte das laminas foi coradaautil@ a técnica de
hematoxilina-eosina, e estas foram usadas partg@e®gia; parte foi corada pela técnica de
Picrosirius red, onde se avaliou a estrutura madpisa do tecido; e outras laminas nao
foram coradas, pois foram utilizadas para imunohisimica. As imagens digitais foram
adquiridas usando a camera microscopica de aldugd® Zeiss AXIOCAM HRc (Jena,

Alemanha), acoplada ao microscopio Zeiss AXIO SC@RKJena, Alemanha).

3.9.1 Imunohistoquimica para o anticorpo Anti-CD31

A molécula CD31, também conhecida como PECAM-1ma das responsaveis pela
adesdo célula-célula, e esta construtivamente ssqnea superficie das células endoteliais.
Foi realizada a imunohistoquimica para o anticapti-CD31 com o objetivo de marcar as
células endoteliais do tecido cardiaco, e assimatgoossivel a visualizacdo dos microvasos
intracardiacos (101). Dessa forma a técnica deeedbtgiia pdde ser realizada de forma mais
precisa para a contagem dos vasos.

Os cortes de VE foram processados conforme citadtem 3.9, e ndo foram corados.
As laminas montadas primeiramente passaram peloeggo de desparafinizacdo, que
consiste na retirada da parafina (para que as @ gugtilizadas posteriormente pudessem
infiltrar-se no material), para isso ficaram porrBihutos em estufa a 37°C e passaram por 3
banhos em xileno (por 2 minutos cada). Apés a dafpaacdo, os cortes foram hidratados
com banhos decrescentes (100%, 90% e 70%) de &ithad P.A. e agua destilada (todos os
banhos tiveram a duracdo de 2 minutos). Apos oddehagua destilada, as laminas foram

transferidas para camara umida. O bloqueio da pmlEes enddgena foi realizado por 15
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minutos, através do peroxido de hidrogénio a 3%etirada do excesso de perdxido de
hidrogénio a 3% foi realizada com 3 banhos em taniiZS de 5 minutos cada. Foi realizada
recuperacao antigénicvernight onde as laminas ficaram imersas na solucao tamB#s-
EDTA pH 8,0 a 60°C. O excesso foi retirado atrastés3 banhos em tampdo PBS de 5
minutos cada. A reacdo das amostras com PBS/BSA pa8 20 minutos foi realizada para
gue ocorresse 0 bloqueio de sitios inespecificggsAeste intervalo de tempo ocorreu a
incubacdo da amostra com o anticorpo primario @bB1 (abcam®, ab28364, Cambridge,
UK), diluido na proporc¢éo 1:50, em PBS/BSA a 1%, Dboras a 37°C. Apos este periodo o
excesso de anticorpo primario foi retirado com Bhos em tampéo PBS, de 5 minutos cada.
Seguidamente foi realizada a incubacdo do anticegmundario, conjugado com biotina
(DAKO®, K400611, California, USA) durante 30 minstce retirado o excesso do anticorpo
secundario através de 3 banhos em tampao PBS deitoscada.

A posterior incubacdo com streptavidina (DAKO®, K8Q1, Califérnia, USA), por
20 minutos, foi realizada para que essa conjugamsea biotina do anticorpo secundario, e
com isso amplificasse o sinal da reacdo antigeticeapo. Passado esse intervalo o excesso
de streptavidina foi retirado por lavagem unica ampé&o PBS. Apds essa lavagem foi
aplicado uma gota de DAB (DAKO®, K400611, Calif@nUSA), durante 20 segundos, para
evidenciar a reagdo antigeno-anticorpo, tornandssipel a visualizagdo da mesma ao
microscoépio de luz. A reacdo com o DAB foi interuda através da colocacdo das laminas
em agua destilada. O material foi contra corado b@matoxilina por 1 minuto. Apés a
contra coloracdo as amostras foram desidratadafgndiadas e montadas com Entellan

(Merck Millipore, MA, USA), e visualizadas com owggamento descrito no item 3.8.

3.9.2 Estereologia

Esta técnica tem como objetivo quantificar paraosetrardiacos que possam estar
envolvidos no remodelamento cardiaco. Desta fopaga cada grupo foram analisados 5
animais, para cada animal 3 laminas, e para cadadaforam obtidas imagens digitais de 3
campos, de forma a permitir a andlise estatistio@ta. As imagens digitais foram adquiridas
no equipamento acima mencionado. Para o célculpai@snetros estereoldgicos foi utilizada
uma area teste, e um sistema de pontos, com 36sdkg analises foram realizadas online,

através do sistema STEPanizenfv.stepanizer.co)n(102) Os parametros estimados foram:
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a densidade de volume, dos cardiomiocitosi My, dos vasos intramiocardicos (Vo) €
de tecido conjuntivo (My); a densidade de comprimento dos vasos intranumos
(Lvpaso); € a area seccional media dos cardiomiocitgsn{A Foi também estabelecida a
relacdo de vasos por cardiomiocitos,(¥ofVviemi) (103) Os vasos foram primeiramente
marcados por imunohistoquimica, conforme o iteml3.para depois serem quantificados

com maior precisdo. As formulas utilizadas paraabsulos foram:

n° nucleos na area teste

1
A area teste (um?) (1)
P, (miocito) P, (vaso) P,(Tec. Conj.)
p p p
Wiemil =—5—— Wpaso) =—5— Wit=—F (2)
Pr Pr Pr
Onde,
Pocmiy= NUmero de pontos que atingem os cardiomiocitos;
Powasoy= NUMero de pontos que atingem os vasos;
Po(tec. conj.i= NUMero de pontos que atingem o tecido conjuntivo;
Pr= numero de pontos totais na area teste.
Lvivaso] = 2 X Qavaso] 3)
VW (emi]
A[cmi] =5~ (4)

2QA[cmi]
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3.9.3 Coloracdo azul de toluidina

A coloracdo com o corante azul de toluidina evigeras mastocitos. Esta célula
contém, no seu citoplasma, numerosos e pequenasilgsaque armazenam grande
guantidade de proteoheparina e histamina. A hemaaitamente sulfatada, é revelada pelo
azul de toluidina produzindo o fenémeno da metaasian(104).

Os cortes de VE foram processados conforme itepe3@ra a coloracéo utilizou-se a
técnica por azul de toluidina. Primeiramente asnamforam desparafinizadas em 3 banhos
de xileno (por 2 minutos cada). ApOs a desparafg@in, os cortes foram hidratados com
banhos decrescentes (100%, 90% e 70%) de alcdiobe®.A. e agua destilada (todos os
banhos tiveram a duracdo de 2 minutos). As lamioemm entdo incubadas em solucéo
aquosa de azul de toluidina a 0,20% (Sigma-Aldridid,, USA), e acidificadas por 2-3
minutos até que o pH fosse de 2.3. As laminas folawadas em &gua destilada, e
rapidamente desidratadas em um banho de alcool 8586js banhos de alcool 100% (30
segundos cada). As seccOes entdo foram diafanizsdasleno, e montadas com Entellan
(Merck Millipore, MA, USA). Os mastécitos adquinmacor purpural/violeta, e o fundo da
lamina permanece levemente azulado. As imagenmfotaidas conforme descrito no item
3.9.

3.10Analise dos dados

Os dados foram expressos como a média e seu adrdopassociado (EPM). A
homogeneidade das variancias foi confirmada atrdeésste de Bartlett. As diferengas entre
os grupos foram analisadas através do teste onéAN@WA, com teste post-hoc de Tukey.
Valores de P< 0,05 foram considerados estatisticamente sighifizg As analises foram
realizadas através do programa GraphPad Prismaovég€91 para Windows (GraphPad
Software, La Jolla California USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagéo funcional

A avaliagéo funcional do coracgéo foi realizadaaisada ecocardiografia. O objetivo
deste exame foi avaliar parametros cardiacos gdespam estar relacionados a disfungdes
causadas pelos tratamentos de RT e/ou QT. A t@befostra os valores obtidos para os

parametros mensurados no exame.

Tabela 2. Par@metros obtidos através de Ecaocpedia

GRUPOS

Parametros Controle TC+IR IR Valor p
AE D (cm) 0,3586 £ 0,0098  0,3444 +0,0130 0,3283 +0,0230 3@,2
Septo D (cm) 0,1438 £ 00,0032 0,1378 + 0,0059 0,1683 + 0,0187 0,5261

Pp D (cm) 0,1438 £ 0,0032  0,1333 £0,0033 0,1567 +0,0123 8213

A (cm) 0,3214 +0,0073 0,2922 +0,0114 0,3100 = 0,0146 0,3393
FEVE (%) 93,20 £ 0,80 80,20 £ 1,93 91,83 +1,40 0,0002
DC (L/min) 0,0637 + 0,0042 0,0244 + 0,0029 0,0500 + 0,0052 0,0006

Valores expressos em Média + EPM. AE D = diametricattio esquerdo em diastole;
Septo D= espessura do septo em diastole; Pp D es&g@m da parede posterior em
dastole; A = diametro da aorta; FEVE = fracdo @& do ventriculo esquerdo; DC =
débito cardiaco.

Foi entdo realizada a andlise estatistica dos damiglos no exame de
ecocardiografia. As figuras 4 e 5 mostram o grafics parametros FEVE (%) e Débito
cardiaco (L/min), respectivamente.

Nota-se que tanto a fracdo de ejecdo, quanto dodéhidiaco estdo reduzidos nos
animais que receberam quimioterapia e radioteramaomitantemente. Houve uma reducao
de aproximadamente 14% da FEVE do grupo TC+IR, dua@omparado com o controle, e

de aproximadamente 62% do DC no mesmo grupo.
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Figura 4. Fracdo de ejecdo do ventriculo esquebliida por ecocardiografia, dos animais
dos grupos controle, TC+IR e IR. As barras de sesppesentam o EPM. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de @05. (***) = p< 0,001.
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Figura 5. Débito cardiaco, obtido por ecocardiagraflos animais dos grupos controle,
TC+IR e IR. As barras de erro representam o EPMarkoconsiderados estatisticamente
significativos valores de $ 0,05. (***) = p< 0,001.
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4.2 Exames fisicos

4.2.1 Massa corporal

As massas corporais dos animais dos grupos conttIR e IR foram
semanalmente aferidas. A figura 6 mostra a evolugBomassas desde antes do inicio do
tratamento, semana 0, até a Ultima semana, serflana dia da eutanasia. Cabe ressaltar que

apenas os animais do grupo TC+IR receberam osoqeialos de QT.
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Figura 6. Acompanhamento das massas corporaisnilmsia dos grupos controle, TC+IR e
IR. Nas semanas 1QT, 2QT, 3QT e 4QT apenas os iantomagrupo TC+IR receberam
quimioterapia. As barras de erro representam o BPM.significa diferenca estatistica em
relacdo ao controle. Foram considerados estatisticte significativos valores de<p0,05.
(*) = p< 0,05; (**) = p< 0,01; (***) = p< 0,001.

Nota-se que a partir do quarto ciclo de quimioterags animais do grupo TC+IR
apresentam massa corporal significativamente orfeai do controle. De fato, durante as
semanas onde o quimioterapico foi administrado, amémais estavam indispostos,
emagrecidos e apresentaram discreta diarréia. Buemte periodo 2 animais faleceram, e

mais 3 faleceram nas semanas seguintes (1, 3 sesrapos o fim do trataemneto). A fim de
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manter o mesmo numero de animais em todos os gregtes que faleceram ndo foram

contabilizados em nenhuma analise estatistica,andatassim 7 animais por grupo.

4.2.2 Massa do coracao e do VE

Foram obtidas as massas do coracdo e do VE dearadel. As massas foram
posteriormente normalizadas pelo comprimento da.ttBstudos anteriores mostram que a
normalizagdo do comprimento da tibia correlaciomaislhor com as massas do coragéo e do
VE que a massa corporal (105-107). As figuras 7neo8tram o resultado desta correlacéo

para o coracgdo e para o VE, respectivamente.
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Figura 7. Massa do coracdo normalizada pelo congmtonda tibia nos grupos: controle,
TC+IR e IR.As barras de erro representam o EPM. Foram comasidsrestatisticamente
significativos valores de $ 0,05. (*) = < 0,05; (**) = p<0,01.
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Figura 8.Massa do ventriculo esquerdo (VE) normalizada pgelmprimento da tibia nos
grupos: controle, TC+IR e IRAs barras de erro representam o EPM. Foram comsidsr
estatisticamente significativos valores de @05. (*) = < 0,05; (**) = p< 0,01.

Através das figuras 7 e 8 pode-se observar que tamhassa do coragdo quanto a
massa apenas do VE estavam significativamente me&noo grupo TC+IR, quando

comparadas com os grupos controle e IR.

4 3 Resultados dos ensaios moleculares

Os ensaios moleculares foram obtidos através dacggde RT-gPCR em tempo Real.
Esta técnica tem a vantagem de ser quantitatinaj\ss e precisa.

4.3.1 Avaliacdo molecular dos niveis de expressab@F-f, e procolageno tipo | (Proc I).

Como visto na introducdo, a cardiotoxicidade caasadravés da acdo de
quimioterapicos e irradiacdo para o tratamento Blon@iitas vezes leva a fibrose cardiaca no
decorrer dos anos. Por isso, resolveu-se estyakatiaipacéo da citocina TGhR-e de Proc |,

fortes candidatos moleculares, envolvidos no psmee fibrose. As figuras 9 e 10 mostram
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os resultados obtidos para a diferenga de expressiniveis de mMRNA de TGR-e de Proc

[, respectivamente.
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Figura 9. Diferenca no nivel de expressdao de mREA @F$1 no ventriculo esquerdo dos
ratos dos grupos controle, TC+IR e IR. As barrasede representam o EPM. Foram
considerados estatisticamente significativos valdeep< 0,05 (*).
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Figura 10. Diferenca no nivel de expressao de mRIEAProcolageno tipo | no ventriculo
esquerdo dos ratos dos grupos controle, TC+IR é#Rbarras de erro representam o EPM.
Foram considerados estatisticamente significatrabsres de x 0,05. (**) = p< 0,01.
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As analises estatisticas dos dados de RT-qPCRT@#8, e de Proc | mostram que,
em ambos 0S casos, niveis de expressdo destes reamgm® estdo significativamente
aumentados no grupo TC+IR, quando comparados coomtoole. No caso da citocina TGF-
B1, houve aumento significativo também do grupo IRrefacdo ao grupo controle. Embora
ndo tenha sido encontrada diferenca significatiteeeo grupo IR e controle para os niveis de
MRNA de Proc I, nota-se uma forte tendéncia de atone

4.3.2 Avaliacdo molecular dos niveis de expressémodponentes do RAS e do VEGF

Depois de observado o aumento de TRzlE-de Proc |, sugerindo a ocorréncia de um
processo de fibrose, foi investigada a participag@ocomponentes do sistema renina-
angiotensina neste evento. Para isso, averiguaurgeel de mRNA, do angiotensinogénio,
da renina, da ECA e do receptor ABtravés da técnica de RT-qPCR em tempo real. As

figuras 11-14 mostram os graficos obtidos a pdestes resultados.
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Figura 11. Diferenca no nivel de expressdo de mRIAAngiotensinogénio no ventriculo
esquerdo dos ratos dos grupos controle, TC+IR Ad$hharras de erro representam o EPM.
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Figura 12. Diferenca no nivel de expressdo de miBARenina no ventriculo esquerdo dos
ratos dos grupos controle, TC+IR e IR. ND = ndedeio. As barras de erro representam o
EPM.
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Figura 13. Diferenca no nivel de expressdo de miRBA&nzima conversora de angiotensina
(ECA) no ventriculo esquerdo dos ratos dos gruposrale, TC+IR e IR. As barras de erro
representam o EPM. Foram considerados estatistitansegnificativos valores de $0,05.
(***) = p <0,001.
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Figura 14. Diferenca no nivel de expressdo de mRINAeceptor de angiotensina tipo 1
(AT,) no ventriculo esquerdo dos ratos dos grupos aentfC+IR e IR. As barras de erro
representam o EPM. Foram considerados estatistitansegnificativos valores de $0,05.
*)=p<0,01e(*) =p<0,01.

Através dos resultados obtidos, nota-se que natifeienca significativa nos niveis
de mRNA de angiotensinogénio entre os grupogjora este esteja elevado no grupo TC+IR.
Observa-se também que a renina ndo esta expresgaipmm controle, apenas nNos grupos
tratados TC+IR e IR. A expressdo da ECA também dwaliada, e mostrou-se
significativamente diminuida nos grupos tratad@sjm como a expressao 8d; Sabe-se
que a ECA é principalmente, e muitas vezes unicemenoduzida por células endoteliais, e
que a irradiacao afeta primeiramente estas célcdasando apoptose das mesmas (108). Por
esta razdo decidiu-se investigar os niveis de ss@ce do VEGF, por ser um fator
angiogénico amplamente estudado, com o objetivasdecia-lo a diminuicdo da ECA. A
figura 15 mostra os niveis de expressao relatieoSEGF, obtidos por RT-gPCR em tempo

real.
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Figura 15. Diferenca no nivel de expressdo de mRIgAator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) no ventriculo esquerdo dos ratcs glmpos controle, TC+IR e IR. As
barras de erro representam o EPM. Foram consideexlatisticamente significativos valores
de p<0,05. (***) = p<0,01.

A figura 14 mostra que os perfis dos resultadositiel de expressédo de VEGF e de
ECA, na figura 13, sdo muito semelhantes. O VEGHb&n estd significativamente

diminuido nos animais dos grupos tratados, quaodgparado com o controle.

4.3.3 Avaliacdo molecular dos niveis de expressi®ax e bcl2

Como visto na seccédo 1.5.5, as proteinas Bax edstid envolvidas no processo de
apoptose, e seus niveis moleculares podem seliadz®a@ disfuncdo cardiaca induzida pelos
tratamentos de QT e/ou RT. A figura 16 mostra ardifca de expressao dos niveis da razao

Bax/blc2 no ventriculo esquerdo dos animais dopaguontrole, TC+IR e IR.
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Figura 16. Diferenca no nivel de expressdao de mRidArazdo Bax/bcl2, no ventriculo
esquerdo dos ratos dos grupos controle, TC+IR &d$Rbarras de erro representam o EPM.
Foram considerados estatisticamente significatradsres de < 0,05 (*).

Os resultados desta avaliacdo mostram que a razdoieis de expressdo do mRNA
da Bax/bcl2 é significativamente maior no grupo TR +gquando comparada com o controle.
Quanto maior a razado Bax/bcl2, maior a proporca®ale com funcdo pro-apoptotica, em

relacdo a bcl2, com fungéo anti-apoptaética.

4.4 Resultados dos ensaios histologicos

Através do exame de ecocardiografia, em conjunio @® ensaios por RT-gPCR em
tempo real, algumas alteracdes funcionais molessiffmram observadas nos grupos tratados.
Para auxiliar na compreensédo dos mecanismos eduslviestas alteracdes, foram realizados

0s ensaios histologicos.
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4.4.1 Imunohistoquimica para o anticorpo anti-CD31

Esta técnica foi utilizada com o objetivo de mamsarasos e microvasos presentes no
tecido cardiaco, para auxiliar na posterior contager estereologia. Para a quantificacdo dos
vasos, assim como de todos 0s outros parametradvaos na estereologia, foi utilizado o
programa STEPanizer, conforme explicado anteriotenea item 3.9.2. A figura 17 mostra o
exemplo do uso deste programa para a contagemsds.Mdesta imagem, observa-se a area
teste, com 36 pontos, e também as linhas proilid@sas continuas) e as linhas onde a
contagem é considerada (linhas tracejadas). Adig8rmostra a imunomarcacao obtida para
0 anticorpo anti-CD31, nos grupos controle, TC+IIRe

Hit-Table 2
Key Structure Actuall Total
Murm 1 [Structure 1
MNum 2 [Structure 2
Num 3 |Structure 3
Num 4 |Structure 4
Mum 5 [Structure 5
MNum B [Structure 6
Num 7 |Structure 7
Num & |Structure 8
Mum 8 [Structure 9
Mouse [Structbouse
SUM:
Actual Image: -1
Image

FEIEEEEEEEEE
cloojo|o|ooooo o

Status: Checking image with testsystem
Image Count: 1

Image: cd teste.jpg

Image Path: C\Users\Camila\Deskiopt
ROl side length: 635 Px

TestSysType: 1,Mr oftiles: 36

input field
Structure 1 |
CLEAR | CLOSE |
Edit Hame Parameter 1 i
Delete Marks
FLIP
SAVEBNEXT

Fi{;ura 17. Imagem obtida no _programa STEPanizera parealizagdo da contagém dos
parametros estereoldgicos.
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Figura 18. Imagens obtidas por microscopia 6ptioaecido do VE dos animais, através da
técnica de imunohistoquimica para anticorpo antBCEDs vasos e microvasos miocardicos
estdo imunomarcados em marrom. A) Grupo control&mpo TC+IR; c) Grupo IR. As
setas indicam exemplos de marcacoes.
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4.4.2 Estereologia

A técnica de estereologia permitiu a quantificagécestruturas importantes para explicar o
mecanismo de cardiotoxicidade induzida pelo tratamdo CM. As figuras 19 e 20 mostram

a densidade de volume de cardiomiocitogi)), a area seccional média dos cardiomiocitos
(Aemi)), Nno VE, respectivamente.
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Figura 19. Densidade de volume dos cardiomiécito¥E dos animais dos grupos controle,

TC+IR e IR. As barras de erro representam o EPMarkoconsiderados estatisticamente
significativos valores de $ 0,05. (***) = p< 0,001.
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Figura 20. Area seccional média dos cardiomioditm$/E dos animais dos grupos controle,
TC+IR e IR. As barras de erro representam o EPMarRoconsiderados estatisticamente
significativos valores de $0,05. (**) = p< 0,01.

Observando estes resultados é possivel notar qu@rapos tratados o0 numero de
cardiomidcitos € menor, e sua area seccional n&diaior, quando comparado com 0 grupo
controle.

Para verificar a vascularizacdo do tecido cardiagmntificou-se a densidade de
comprimento (lasg) € de volume (Myasg) dos microvasos intramiocardicos. Estes
resultados estéo apresentados nas figuras 21resp2ctivamente.

Através destes resultados nota-se que ha diminua&eascularizacdo cardiaca dos
animais dos grupos que receberam QT e/ou RT, eata®lao grupo controle. Para o
suprimento sanguineo aos cardiomidcitos, foi gfieaatia a densidade de microvasos por

cardiomiocitos (WasofVviemi) de todos os grupos estudados, conforme mosigara 23.
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Figura 21. Densidade de comprimento dos microvagoamiocardicos do VE dos animais

dos grupos controle, TC+IR e IR. As barras de sppesentam o EPM. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de @05. (***) = p< 0,001.
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Figura 22. Densidade volume dos microvasos intreémgicos do VE dos animais dos grupos
controle, TC+IR e IR. As barras de erro representanEPM. Foram considerados
estatisticamente significativos valores de @,05. (**) = p<0,01; (***) = p< 0,001.
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Figura 23. Densidade de volume dos microvasosnmbi@@rdicos por cardiomiécitos do VE

dos animais dos grupos controle, TC+IR e IR. Asdsade erro representam o EPM. Foram
considerados estatisticamente significativos valae p< 0,05. (*) = p< 0,05 (**) = p<

0,01.

Conforme visto na figura 23, a densidade de migosaintramiocardicos por
cardiomiocitos € menor nos grupos TC+IR e IR, goacamparado com o controle. Além
destes parametros, também foi quantificada a dedsidle volume de tecido conjuntivo
(Vviig) no VE dos animais, apresentado na figura 24.90ltado desta ultima quantificagéo

mostra que ocorre o aumento significativo da dex&dle tecido conjuntivo nos animais dos

grupos tratados, em relacéo ao grupo controle.
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Figura 24. Densidade volume de Tecido Conjuntivd/&odos animais dos grupos controle,
TC+IR e IR. As barras de erro representam o EPMarRoconsiderados estatisticamente
significativos valores de $ 0,05. (***) = p< 0,001 (**).

4.4.3 Avaliacao estrutural do tecido cardiaco

Através da técnica de microscopia Optica foi adalia estrutura do tecido do VE dos
animais dos grupos controle, TC+IR e IR. Esta agab foi feita usando cortes do tecido
corados com picrosirius red modificado, para queragens pudessem ser observadas sem
luz polarizada. Neste tipo de coloragdo as fibidibras colagenas se coram em vermelho e
0s nacleos, em roxo.

A figura 25 mostra imagens obtidas com objetivad@ee de 100x (a 6leo) do tecido
do VE dos animais dos grupos controle, TC+IR eOBservando as imagens € possivel notar
gue a area seccional dos cardiomiécitos dos grirptaslos com QT e/ou RT é maior que a
do controle, e que nestes grupos o tecido estagiaspado. Estes achados corroboram com
os resultados obtidos na estereologia (figura XEm disso, nota-se vacuolizacdo

citoplasmatica nos animais tratados.
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Figura 25. Imagem obtida por microscopia Opticaetédo do VE corado com a técnica de
picrosirius red. A e B) Grupo controle, objetiva 4@éx e de 100x; C e D) Grupo TC+IR,
objetiva de 40x e de 100x; E e F) Grupo IR, obgetde 40x e de 100x. Os circulos
evidenciam os cardiomiocitos, e as setas mostranmoliaacao do citoplasma.

A figura 26 mostra a presenca de fibrose, em védrmmeho redor dos vasos. As

imagens foram obtidas do VE dos animais, atravé&maas coradas com picro Sirius red,

com magnificacdo de 100x (a 6leo).
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Figura 26. Imagens obtidas por microscopia optieayasos no tecido do VE corado com
picrosirius red, com objetiva de 100x (a 6leo). #nmelho, as fibras colagenas. A) Grupo
controle; B) Grupo TC+IR; C) Grupo IR.
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A imagem mostrada na figura 26 evidencia a presdagacido conjuntivo em torno
dos vasos, nos animais dos grupos TC+IR e IR. Da forma geral, nota-se através da
observacdo das laminas no microscépio, que os grtnatados apresentam mais tecido
conjuntivo, ndo somente ao redor dos vasos, maséranintersticial. A maior presenca de
tecido conjuntivo nos grupos tratados, conforme traoa figura 26, corrobora com 0s
resultados da maior densidade de tecido conjurfiiguira 23), nestes mesmos grupos,

obtidos por estereologia.

4.4.4 Presenca de mastécitos

Como visto na figura 11, através da analise madeasg RT-gPCR em tempo real, os
niveis de expressdo de mRNA de renina no VE domasido grupo controle eram
insignificantes ou nulos. Porém a renina se moséxpressa nos animais tratados. Para
melhor compreender estes achados, foi realizadacoioeacdo de Azul de Toluidina, a fim
de localizar mastdcitos no tecido cardiacos damaiside todos os grupos estudados. Sabe-se
gue o mastécito pode estar presente na injuridiaaade que eles sdo importante fonte de
renina (108).

A figura 27 mostra as imagens obtidas com a cdlaragzul de toluidina. Os
mastocitos estdo corados em purpura, e indicadosegias. Foi apenas realizada analise
qualitativa das laminas coradas por esta técniéa. fram observados mastdcitos no tecido
dos animais do grupo controle, apenas nos gruptzlos.
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Fig. 27 Imagens obtidas, através de microscopia Optica cbjetiva de 60x, do VE (s
animais, corado com azul de toluidina. As setagam os mastocitos. . grupo controle; B)
Grupo TC+IR; C) Grupo |
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5. DISCUSSAO

Os métodos para deteccao e tratamento de difertgmiesde cancer se desenvolveram
muito nos ultimos 20 anos. Hoje, a expectativaateevida de 10 anos ocorre para 70% dos
sobreviventes ao CM, e uma das complicacdes taddigsatamento para esta doenca, que
envolve o tratamento com a quimioterapia e/ou tadipia, é a cardiotoxicidade. O termo
cardiotoxicidade abrange uma série de efeitosamalat que incluem arritmias, alteragbes na
presséao arterial, isquemia do miocardio, trombasénsuficiéncia cardiaca. De fato, dados
recentes sugerem que mulheres sobreviventes acdGvhais propensas a morrer de doenca
cardiaca do que de cancer. E por isso fundamentehder as causas desta complicacéo para
0 sucesso do tratamento do paciente (45, 109, 110).

A disfuncdo miocérdica induzida por agentes anplésicos e irradiacdo, € uma area
que evolui rapidamente e € o foco do presente @siuarante varias décadas, o problema era
guase exclusivamente associado aos antraciclion® o dano cardiaco era relacionado a
dose acumulada, limitando seu uso. Apesar de magfiscos estarem sendo direcionados
para predicdo de risco de cardiotoxicidade, atéommemto ndo existe consenso sobre as
estratégias para prevenir e controlar a este dhaitiio induzido pelo tratamento do cancer. A
pouca compreensdo das bases moleculares envolaasirdiotoxicidade dificulta ainda
mais sua detecc¢éo precoce, durante o tratamergaaiente (45, 111).

Neste estudo, foi desenvolvido um modelo animands ratas Wistar submetidas a 4
ciclos de quimioterapia, e/ou irradiagcdo, mimettarum tratamento padrdo do CM em
mulheres. O principal objetivo foi avaliar as aigyes cardiacas tardias induzidas por estes
tratamentos.

A hipétese sugerida pelo nosso grupo, para expksias alteragbes, € que 0s
tratamentos QT e RT, associados ou nao, causemeipmente lesfes nos vasos
intramiocardicos. Dessa forma, 0 suprimento samguaos cardiomiocitos seria prejudicado,
levando-os a morte celular ao longo do tempo. GQddecardiaco saudavel seria entdo
substituido por tecido fibroso, levando a disfuncaadiaca tardia. Portanto, para testarmos
essa hipotese associamos técnicas histologicas lecutases, a técnicas onde a funcéo
cardiaca poderia ser avaliada.

De fato, o dano endotelial parece ser o mecanisingipal no desenvolvimento da

cardiotoxicidade induzida por QT e RT. Estudos semeque agentes que previnem a
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apoptose de células endoteliais possam proporcafedos protetores desta toxicidade (35).
Em nossa pesquisa, observamos através da esténequeg nos grupos tratados com QT e/ou
RT, houve uma diminuicdo significativa da densiddéevolume microvasos cardiacos. E
ainda através desta técnica, observou-se que addeéesde volume de cardiomidcitos
também era menor, Nn0S Mesmos grupos, quando camopeapan 0 controle, porém a area
seccional média destas células era maior nesspeggrdemais, 0s ensaios moleculares por
RT-gPCR do VEGF mostram uma diminuicdo deste fabsrgrupos TC+IR e IR, em relacdo
ao controle. Sabe-se que a sinalizacdo de VEGHmesdha um papel importante para a
manutencao da estrutura e viabilidade das célnldsteliais.

O VEGF promove a sobrevivéncia de células endidediaginversamente, sua inibi¢cdo
leva a apoptose destas células e ao remodelam@micac dos leitos capilares, um processo
conhecido como rarefacao capilar (112). Aléem disselacdo entre densidade de vasos por
cardiomiocitos era menor nos grupos tratados, sdmerque houve apoptose de
cardiomidcitos por diminuicdo aporte de nutrientesque os cardiomidcitos restantes
sofreram uma hipertrofia compensatoria. Corrobavasdm estes achados, através da
microscopia optica, mostrou-se que os cardiomisaiws tecidos do VE dos grupos TC+IR e
IR eram maiores que aqueles do grupo controle, dkmstrutura do VE destes grupos estar
desorganizada, apresentando ainda areas com i citoplasmatica. A presenca dos
vacuolos citoplasmaticos ja foi evidenciada anteremte, em animais tratados com
doxorrubicina, um quimioterapico potencialmente do#oxico. A vacuolizacdo dos
cardiomiocitos pode estar relacionada a falénciasidtema microtubular, e subsequente
alteracdo da arquitetura citoesquelética, compremdet a contratilidade do tecido (113, 114).

Ratificando nossos resultados, trabalhos anterimm@isam o importante papel da
lesdo vascular e disfuncdo endotelial na patogédesejuria cardiaca induzida apenas pela
radiacdo (115). A disfuncdo endotelial pode contritpara a ativacdo de agentes pro-
fibroticos e pro-inflamatoérios, no tecido sadioadiado. Embora o papel da disfuncéo
endotelial em RIHD nao tenha sido até o presentmento, estudado em detalhe, estudos
experimentais em ratos associam a RIHD com a digidouda densidade capilar do
miocéardio (116). Assim, a lesdo microvascular eoasequente lesdo isquémica local sao
considerados alguns dos mecanismos envolvidos HB F30). Ainda, outros demonstraram
gue varios agentes quimioterapicos, tais como cetdgel e ciclofosfamida, tém uma
atividade anti-angiogénica, através do aumento paptase de células endoteliais e

diminuindo a expressao dos niveis de VEGF (115, 118)
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Um trabalho experimental desenvolvido por Fajar@®iesvart, em coelhos irradiados,
demonstrou que a degeneracdo do miocardio desenselatravés da reducdo na densidade
de capilares, ocasionando areas de isquemia, levandnorte dos cardiomiocitos e,
subsequente fibrose (119, 120). A lesédo vasculduzida por radiacdo, e a disfuncdo
endotelial sdo mediadas, em parte, pelo PeFEStudos anteriores demonstraram uma
superexpressdo cardiaca de T&Fem modelos de rato com RIHD, apds a irradiagédo
localizada no coracdo com 20Gy (50). Por esta razi® citocina também foi objeto de
estudo desta pesquisa, através da técnica de RR-gRCtempo real. Nos grupos tratados
com QT e/ou RT ocorreu um aumento nos niveis deeegpo do mRNA de TGf; no VE.
Além disso, houve um aumento dos niveis de mRNAga@eno tipo | nos mesmos animais.
Complementar a estes resultados, porém atravestel@@ogia, mostramos um aumento da
densidade de tecido conjuntivo nos mesmos grupasidp comparado com o grupo controle.

Os resultados da afericdo da massa do VE, norrdalipalo comprimento da tibia,
evidenciaram uma diminuicdo nos animais do grupelRCsugerindo que o tecido do VE
possa ter se contraido devido a substituicdo daotsadio por tecido fibroso. Em conjunto,
estes resultados indicam que o coracao esteja epragesso de remodelamento. O conceito
de remodelamento cardiaco implica na mistura deeisip miocardica e aumento do estresse
na parede do coracdo durante a diastole, que aemmltalteracdes moleculares, celulares e
intersticiais neste 6rgdo (121). Morfologicamerdeglemento-chave da remodelagédo é a
hipertrofia dos cardiomiocitos, a perda de cardamitbs a partir de necrose ou apoptose, € 0
crescimento das células intersticiais, especialenpriliferacdo de fibroblastos do miocardio
conduzindo a fibrose (112)

Os resultados encontrados na literatura corrob@@mos nossos. Estudos anteriores
indicam que o TGP, aumenta a producdo de colageno intersticial, bi®rfectina e de
proteoglicanos através dos miofibroblastos cardiad&em disso, ele estimula a sua prépria
producdo nos miofibroblastos, estabelecendo assintialo autdcrino de diferenciacdo e
ativacdo de miofibroblastos (72). Estudos demorsstraque a superexpressao de TBE-
em ratos transgénicos pode levar a hipertrofiaiaeag caracterizada pela fibrose intersticial
(122). Pacientes que sofrem de cardiomiopatia tgfema e cardiomiopatia dilatada
idiopatica, também apresentam niveis elevados d&-fiGno VE e hipertrofia de
cardiomidcitos (123) . A lesdo miocéardica € marcpdi presenca de fibrose intersticial
difusa. Em nivel microscépico, neste tipo de lesddeposicdo de colageno aumenta como
um todo, alterando a conformidade do miocardiossna contribuindo para a disfuncao
cardiaca (120).
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Outro resultado encontrado neste estudo, atravéécdaca de RT-qPCR em tempo
real, foi 0 aumento dos niveis de expressao da faa@bcl2 nos grupos TC+IR e IR, quando
comparado com o controle. Pesquisas anterioreglt&®so aumento da expressao desta
mesma razao, em cardiomiécitos, associados adardarmiocardio (124). Enquanto que, em
pacientes com cardiomiopatia dilatada, onde a peleacardiomiocitos € uma causa
importante da lesdo, a apoptose apresenta-seesrnte associada a razdo Bax/bcl-2 (125)
Portanto, a razao entre estas proteinas pro epmpitdticas tem sido considerada como um
importante marcador da probabilidade de sobreviaé&tas células do miocardio.

Uma das limitagBes deste resultado € que a expregs@RNA de Bax e bcl2 foi
avaliado no VE como um todo, logo ndo é possivemaf que suas expressdes estdo
alteradas apenas no cardiomiocito, como esperapidarfo, como sugestdo futura, sera
realizada a técnica de apoptose por TUNEL pararoosf estes resultados.

Além destes fendmenos, também foi avaliada nessgupma a participacdo dos
componentes do SRA no desenvolvimento da toxicidad#iaca induzida pelo tratamento do
CM. Nossos resultados mostraram que ndo houveagdtersignificativa da expressao de
angiotensinogénio entre 0os grupos. Na literaturaregulacdo da expressao do
angiotensinogénio é controversa (76). Nao ha evidémue mostrem a correlacao entre a sua
expressao e os tratamentos por radiacdo ou quiaydde Curiosamente, identificamos que a
renina ndo foi expressa no tecido cardiaco do gogmirole, sadio, mas sua expressao foi
fortemente induzida pelos tratamentos com TC + IR.dstes achados sdo consistentes com
estudos anteriores que mostram a presenca de eamgiigénio, produzido por
cardiomidcitos e fibroblastos, no tecido cardianas a renina encontrada neste tecido ndo é
por ele produzida, mas sim pelos rins (76, 126).127

Os mastocitos podem residir em varios 6rgaos ddsgincluindo o coracdo. Embora
sejam mais conhecidos por seu papel nas reacOeipatsensibilidade, os mastocitos estado
também intimamente envolvidos na cicatrizacdo eodmtacdo tecidual. Sabe-se que estas
células podem sintetizar, armazenar, e secretanaiesendo uma importante fonte desta
enzima (128). O aumento no numero de mastocit@snéimente encontrado na aterosclerose
coronariana, na fibrose do miocéardio, e também exdefos animais de RIHD. Um estudo
realizado por Boerma e Hauer-Jensen revelou argrasde mastocitos no tecido cardiaco,
apos a exposicdo a radiacao localizada no coragéwn,dose Unica de 18Gy (50). Como no
presente estudo detectou-se a presenca de rersngrmpos tratados, sugeriu-se que esta
poderia estar sendo produzida por mastécitos pressan tecido. De modo a confirmar esta

hipotese, foi realizada no nosso estudo a técnécaatbracdo por azul de toluidina para
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visualizar a presenca de mastocitos no tecido @aawdiForam encontrados mastocitos apenas
nos grupos tratados, corroborando a hip6tese despss células estdo secretando renina no
tecido cardiaco dos grupos tratados TC + IR e IR.

Também foi verificada, neste trabalho, a expres&&B&CA, em tecido cardiaco, e os
grupos tratados mostraram redug&o nos niveis deArdei§ta enzima, em comparagcdo com o
controle. Sabe-se que a ECA é principalmente, middipelas células endoteliais (129, 130),
e que a irradiacdo afeta principalmente estas a®lidausando apoptose das mesmas, e
subsequente diminuicdo na densidade capilar, caintafnbém relatado no nosso estudo
(131-133). Portanto, estes achados em conjuntaesmggue a expressao de ECA local, no
VE, esteja reduzida nos grupos que receberam QITREIQ pois nestes mesmos grupos houve
uma reducao significativa da densidade vascularseja, reducdo do numero de células
endoteliais, as principais secretoras de ECA.

Embora este resultado, & primeira vista, pareca@mmrso, pois os inibidores da ECA
sdo uma das drogas mais indicadas, com efeitosrowagos, para RIHD, pouco se conhece
sobre a complexidade do SRA. Hoje se sabe que aédpenas uma das muitas enzimas que
podem converter a ang | em ang Il (134, 135). Eswdcentes sugerem gue a quimase possa
ser a enzima principal responsavel por esta coiver® coracdo; e que 0S mastocitos
parecem contribuir fortemente na geracao localrdelbhatravés da liberacdo desta enzima
(136, 137). Além disso, no nosso estudo avalianpehas a ECA cardiaca, e ndo a ECA
plasmatica. A inibicdo desta ultima é a provavelseado sucesso do tratamento das
complicacbes cardiacas induzidas por radio e gténaipia, pois é consenso que a ECA esta
intensamente envolvida no remodelamento cardie@®).(1

Outro resultado obtido no presente estudo foi oeaninda expressao dos niveis de
AT1 nos grupos tratados com QT e/ou RT. Os receptdiBs estdo expressos nos
cardiomiocitos, fibroblastos, e recentemente desc@e que também estdo expressos nos
mastocitos cardiacos (139, 140). Diversos trabaimastram que estes receptores encontram-
se superexpressos no processo de remodelamentéaccardpos diversas condi¢cdes
patoldgicas (141, 142). A ligacéo de ang Il ao pemeAT:, em fibroblastos, desencadeia uma
resposta de hiperplasia, associada a um fendtipetee de colageno. Scott e colaboradores
corroboram essa hipotese e demonstram que a amgiidl estimula a expressao de TGF-
31, em miofibroblastos cardiacos, por meio de receptaT;.

Estes resultados obtidos mostraram altera¢céesacaslimoleculares e histologicas,
porém € de suma importancia relacionar estes agisltcom alteracdes funcionais. Uma das

definicbes de cardiotoxicidade do NCI € em termmsadlucdo da FEVE. A FEVE é um dos
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mais importantes preditores de prognéstico, o0s epées com fracdo de ejecao
substancialmente reduzidos normalmente tém pigndrstico (35). Atualmente, uma série de
consideracdes sobre custos e viabilidade sugera ggecardiografia desempenhe um papel
importante para monitorar a toxicidade cardiacaith por agentes anticancerigenos. Esta
técnica ndo invasiva permite avaliar as mudancdsngio sistélica e diastélica (105, 143).
Por isto, neste estudo, decidimos também realizexame ecocardiografico, nos animais,
uma semana antes da eutanasia. Notou-se uma redeiggiroximadamente 14% na FEVE
nos animais do grupo TC+IR, em relacdo ao contRieém ndo houve reducao significativa
do mesmo parametro entre o grupo IR e o controle.

Como descrito pela NCI, a reducdo de 10% na FEVEpdwiente j4 é considerada
cardiotoxicidade de grau | (35), corroborando camassos resultados para identificar que os
animais que receberam QT e/ou RT ja manifestamragfies cardiacas funcionais
compativeis com as apresentadas por pacientes sdbsn@o mesmo tratamento. Assim com
reducdo da FEVE, os mesmos animais mostraram recug&@ébito cardiaco de 62% em
relacdo ao controle. Este parametro mostra o voldmesangue ejetado por minuto no
coracdo. Embora o débito cardiaco ndo seja um pam@inconsiderado na definicdo de
cardiotoxicidade, ele é importante para avaliauacdo cardiaca, pois sua reducdo esti
relacionada ao pior prognéstico da insuficiénciaieea (144).

Embora a avaliacdo FEVE, e de suas alteracéesga®a®@jam um passo crucial no
monitoramento deste tipo da toxicidade cardiacee der reconhecido que essas alteracdes
sdo um achado tardio, que na maior parte das &enesversivel (143). Por este motivo,
novas estratégias devem ser desenvolvidas a fipredtzer, com maior antecedéncia, quais
pacientes em tratamento para o cancer sdo maspsiveis a desenvolver a cardiotoxicidade.
Dentre as estratégias que podem auxiliar nestexionésta o uso de biomarcadores, como a
troponina |, e mais recentemente o uso de inibgldeemicroRNA especificos envolvidos no
processo de disfungdo cardiaca (39, 145-147). skestleados mostram que apenas 0 grupo
que recebeu tratamento com quimioterapia assoéiaddioterapia, grupo TC+IR, apresentou
alteracédo na funcao cardiaca. Uma possivel explicpara este fato, € que a leséo provocada
apenas pela a irradiacdo ndo causou danos sudsjerdste periodo avaliado (5 meses), para
que a FEVE e o débito cardiacos estivessem redsiZi@dvez, observando por periodos mais
longos em ratos, os resultados poderiam ser difssewisto que a lesdo RIHD pode levar até
20 anos para apresentar sintomas em pacientes.

Uma das questbes que podem surgir neste trabajhe é planejamento radioterapico

passou por muitas melhorias ao longo das uUltimaad#s, chegando a modalidades como a
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Radioterapia de Intensidade Modulada (IMRT), queala exposi¢cdes reduzidas de dose
cardiaca durante o tratamento. No entanto, algutoses recentes sugerem que 0s problemas
referentes a cardiotoxicidade podem persistir. iPatbes sobre o aumento da mortalidade
cardiovascular em individuos expostos a dosesivamaénte baixas de radiacédo, tal como
sobreviventes da bomba atémica ou técnicas dediadioostico, levantaram preocupacoes
sobre o efeito cardiaco em longo prazo do trataméatCM, mesmo utilizando as técnicas
mais modernas de RT (148, 149).

Dessa forma, é importante ressaltar que ndo exisgtudos que mostrem as bases
histolégicas e moleculares envolvidas na lesdo iaead induzida pela associacdo de
guimioterapia e radioterapia, tratamento padrda pacientes com CM em estadio inicial.
Neste contexto, o presente trabalho € inédito, poitante na determinacdo de novas

estratégias que visem a melhora da qualidade dedestas pacientes.



77

6. CONCLUSAO

Como foi visto nesse trabalho, o CM é um problemaalide mundial, e 0 nimero de
NOVOS casos cresce a cada ano. Por ser um tipanderccom bom prognéstico, as pacientes
tratadas tém alta taxa de sobrevida, podendo delsenas complicacdes tardias associadas
ao tratamento, como a cardiotoxicidade.

Trabalhos anteriores do nosso grupo ja haviam adstque a irradiagcdo na regido
toracica levava a alteracbes cardiacas molecuitgstologicas. Porém, a estratégia mais
usada no tratamento do CM inclui, além da radipiaraa quimioterapia. Entdo, este estudo
teve como objetivo avaliar as alteracfes carditaabas apds a associacdo de ambos 0s
tratamentos.

Analisando os resultados obtidos, em conjunto, padedizer que tanto a irradiacao
sozinha, quanto sua associacdo com a quimioteragizem o remodelamento cardiaco, que
se inicia com a diminuicdo do nimero de vasos aidde Em consequéncia ocorre a morte
dos cardiomidcitos, levando a substituicdo do tegddio por tecido fibroso. No grupo
apenas irradiado, o periodo de 5 meses nao faienife para que 0s animais apresentassem
diminuicdo da funcdo cardiaca. Enquanto, no grup® rgcebeu a irradiacdo associada a
guimioterapia, o dano cardiaco causado pelos teatii® em conjunto parece ser mais
intenso, levando a diminui¢cdo da FEVE e do DC.

A area de cardioncologia é hoje uma especialidad&onrecente, e também
considerada uma necessidade para o sucesso toanabedas pacientes com CM. O presente
trabalho é inédito, e de extrema importancia pardesenvolvimento de estratégias que

considerem a cardiotoxicidade como parte da texapifra o cancer.
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