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RESUMO



A doxorrubicina, ou adriamicina, é uma droga utilizada como agente
antineoplasico no tratamento de tumores sélidos e neoplasias hematoldgicas,
principalmente. Apesar de seu amplo uso, apresenta como efeito colateral mais
importante a cardiotoxicidade. A toxicidade crénica é bastante conhecida e estudada
e cursa com miocardiopatia dilatada e quadro clinico classico de insuficiéncia
cardiaca. A toxicidade aguda, por cursar com quadro clinico pouco exuberante e
manifestar-se através de alteragdes eletrocardiograficas, €& muito pouco
diagnosticada e seu mecanismo fisiopatolégico ndo é totalmente conhecido. Os
mecanismos envolvidos na toxicidade cardiaca sdo distintos dos mecanismos de
acao da droga e sdao multiplos: aumento do estresse oxidativo, aumento da apoptose
e alteracao na dindmica intracelular do célcio. Nossa hip6tese é que ocorra leséo
estrutural e funcional cardiaca, precocemente, apds infusdo da doxorrubicina. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a fungdo ventricular esquerda agudamente
apés administracao de doxorrubicina, a expressao génica das proteinas reguladoras
do transito de calcio, a atividade de metaloproteinases 2 e 9 no miocardio e
alteragdes das citocinas inflamatoérias no miocardio de ratos tratados com a droga.
Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos adultos (n=35), que foram
submetidos a infusdo intraperitoneal de dose Unica de doxorrubicina de 20 mg/Kg ou
volume equivalente de salina (grupo controle). Os animais foram eutanasiados 48
horas apés injecao da droga. Todos os ratos foram submetidos ao ecocardiograma
antes e 48 horas apés a injecdo da doxorrubicina. Além da avaliacdo da funcao
cardiaca in vivo pelo ecocardiograma, a funcao ventricular esquerda foi avaliada in
vitro através de estudo do coragao isolado, segundo preparacao de Langendorff. Foi
realizada microscopia Optica com coloragdo hematoxilina-eosina para andlise
morfolégica e infiltrado inflamatério e Picrosirius red para analise do colageno

intersticial. Além disso, o tecido cardiaco foi submetido a zimografia para avaliagao
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de atividade de metaloproteinases 2 e 9, dosagem de citocinas inflamatérias (TNF- ,
IFN- , IL-1 e ICAM-1) através do método ELISA e expressdo génica de RNA
mensageiro para as proteinas reguladoras do transito de calcio (receptor rianodinico,
fosfolamban e Serca-2a) através da técnica de PCR em tempo real. Houve
diminuicdo do peso corporal dos ratos tratados 48 horas apos infusdao da droga,
provavelmente devido a desidratacdo. Foi observada disfuncao diastélica (aumento
do tempo de relaxamento isovolumétrico) e sistélica do ventriculo esquerdo
(diminuicao da fracao de encurtamento, do débito cardiaco e da fragdo de ejecao) ao
ecocardiograma. In vitro, houve aumento da rigidez passiva miocardica no grupo que
recebeu a doxorrubicina. Essa alteracdo da fungéao cardiaca nao foi acompanhada
de alteragéo nas citocinas inflamatérias ou na expressao de Serca-2a, fosfolamban e
receptor rianodinico. Também nao houve diferenca entre os grupos na analise da
microscopia oOptica. No entanto, houve ativagdo de metaloproteinases 2 e 9 no
miocardio dos ratos tratados quando comparados com o grupo controle. Em
conclusdo, a doxorrubicina é capaz de provocar disfuncao diastélica e sistélica em
ratos, precocemente, e esta disfuncado estd associada a aumento de atividade de
metaloproteinases 2 e 9. Nao houve diferenca na expressdo das proteinas
reguladoras do transito de calcio ou na concentracao de citocinas inflamatérias entre

0s grupos estudados.
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ADBSTRACT



Doxorubicin, or adriamycin, is a drug used as an antineoplastic agent in the
treatment of solid tumors and hematologic malignancies. Despite of its use, there are
several side effects, and the most important is cardiotoxicity. Chronic toxicity is well
known and studied. It presented with dilated cardiomyopathy and clinical features of
heart failure. The acute toxicity has mild clinical signs manifesting usually as
electrocardiographic changes. Probably, this acute effect is underdiagnosed and the
pathophysiological mechanism is not fully understood.

The mechanisms involved in cardiac toxicity are multiple, and include
increased oxidative stress, increased apoptosis and alteration in intracellular calcium
dynamics. Our hypothesis is that structural and functional damage occurs in the heart
early after infusion of doxorubicin. The purpose of this study was to evaluate left
ventricular function acutely after doxorubicin administration. In addition, gene
expression of calcium regulatory proteins, activity of metalloproteinases 2 and 9, and
inflammatory cytokines in the myocardium of rats treated with this drug will also be
evaluated. Thus, we used adult male Wistar rats (n = 35) who received a single-dose,
by intraperitoneal infusion, of doxorubicin (20 mg / kg) or equivalent volume of saline
(control group). After 48 hours of drug injection the rats were euthanized. All animals
were submitted to echocardiography before drug infusion and immediately before
euthanasia. Besides in vivo cardiac function evaluation by echocardiography. In vitro
left ventricular function was assessed by isolated perfusion heart study, according to
Langendorff preparation. We evaluated interstitial collagen and myocyte hypertrophy
by light microscopy, and cardiac tissue metalloproteinases 2 and 9 activity was
assessed by zymography. In addition, cardiac tissue concentrations of inflammatory
cytokines (TNF-, IFN-, IL-1 and ICAM-1) were analyzed by ELISA, and gene
expression of calcium regulatory proteins (ryanodine receptor, and fosfolamban

Serca-2a) by real-time PCR. There was a reduction in rat's body weight after 48
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hours of drug infusion, probably due to dehydration. Echocardiographic analysis
showed left diastolic (increased isovolumetric relaxation time) and systolic
dysfunction (decreased fractional shortening, cardiac output and ejection fraction). In
Isolated perfusion heart study, there was increased myocardial passive stiffness in
the treated group. These alterations of cardiac function were not accompanied by
changes in inflammatory cytokines or expression of Serca-2a, fosfolamban or
ryanodine receptor. However, there were early activation of metalloproteinases 2 and
9 in the myocardium of the rats treated with doxorubicin when compared with the
control group. In conclusion, doxorubicin caused early systolic and diastolic
dysfunction, and this dysfunction in rats is associated with increased
metalloproteinases 2 and 9 activity. There was no difference in of calcium regulatory

proteins expression or inflammatory cytokines concentrations between groups.
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INTRODUCAO



A doxorrubicina, ou adriamicina, € um antibidtico descoberto nos anos 50,
derivado de pigmento vermelho produzido pelo fungo Streptomyces peucetius. Seu
uso, como agente antineoplasico, iniciou-se nos anos 60, para tratamento de
diversos tipos de neoplasias, destacando-se os tumores soélidos e as neoplasias
hematolégicas (1). E utilizada em mais de 50% dos esquemas de tratamento de
neoplasias na infancia e esta relacionada a taxas de sobrevida maiores que 75%
nesta populagéo (2).

A estrutura da doxorrubicina consiste em anel tetraciclico com dois
grupamentos adjacentes, o grupo quinona/hidroquinona e o grupo aminoagucar
denominado daunosamina. Além da doxorrubicina, outras drogas dessa classe sao
amplamente utilizadas na pratica clinica como a daunorrubicina, a epirrubicina e a
idarrubicina (3), sendo as duas ultimas derivadas semissintéticas da doxorrubicina e
da daunorrubicina, respectivamente (4). As estruturas dessas drogas apresentam
pequenas diferencas em relacdo a doxorrubicina, que implicam em mudangas no
espectro de acao: doxorrubicina é utilizada no tratamento do cancer de mama,
tumores solidos da infancia, sarcomas e linfomas; ja a daunorrubicina apresenta
maior beneficio nas leucemias linféide e mieldide agudas (3).

A atividade antineoplésica da doxorrubicina deve-se, principalmente, a sua
acao junto ao DNA. Embora os mecanismos exatos de acdo nao estejam
completamente elucidados, sabe-se que essa droga inibe a DNA topoisomerase |l,
bloqueia a DNA polimerase, insere-se entre os pares de base do DNA, impedindo a
sintese de macromoléculas, induz apoptose e gera radicais livres durante sua
metabolizag¢ao (5).

Apesar de sua alta efetividade no tratamento do céncer, a doxorrubicina
apresenta efeitos colaterais graves, sendo a cardiotoxicidade o mais importante e,

muitas vezes, limitante no tratamento (6). O potencial da doxorrubicina de induzir
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insuficiéncia cardiaca ja é conhecido desde final dos anos 60, sendo que este efeito
adverso € dependente da dose cumulativa da droga e da maneira de infusdo (2). A
cardiotoxicidade € dividida em 4 formas clinicas: aguda, subaguda, crénica e tardia e
esta divisdo esta relacionada ao tempo decorrido entre o término da quimioterapia e
o inicio dos sintomas. A toxicidade crbnica é a mais conhecida e estudada e ocorre
em 0,4 a 23% dos pacientes tratados. Manifesta-se como miocardiopatia dilatada e
quadro clinico tipico de insuficiéncia cardiaca. Surge semanas a meses apos a
quimioterapia, observando-se aumento progressivo da incidéncia conforme se eleva
a dose total utilizada, sendo o valor critico 500 a 550 mg/m? (6). Doses menores que
550 mg/m? cursam com insuficiéncia cardiaca em 0,1 a 0,2% dos pacientes tratados,
sendo que a incidéncia sobe para 50% quando a dose total utilizada é de 1000
mg/m? (6). No entanto, ha ainda a possibilidade de aparecimento de quadro clinico
de insuficiéncia cardiaca com miocardiopatia dilatada ou arritmias, anos apo6s o
tratamento, mesmo com baixas doses da droga (< 500 mg/m?). Esse efeito é
conhecido como toxicidade tardia e sua incidéncia € em torno de 5% (7). A
toxicidade subaguda é rara e ocorre de dias a semanas apdés o término da
quimioterapia e costuma manifestar-se como pericardite e/ou miocardite (7).

A doxorrubicina pode induzir efeitos colaterais agudos, imediatamente apos a
infusédo da droga ou em 2 a 3 dias. Mais comumente ocorrem nauseas, vomitos,
inapeténcia, alopécia e neutropenia, mas pode haver aparecimento de toxicidade
cardiaca neste periodo, com incidéncia de aproximadamente 11% (8). Na maioria
dos casos, 0 paciente encontra-se assintomatico e as manifestagdes clinicas mais
frequentemente observadas sao as alteragbes eletrocardiograficas: alteracao
inespecifica da repolarizagdo ventricular, complexos QRS de baixa voltagem,
taquicardia sinusal, extrassistoles ventriculares e supraventriculares e alongamento

do segmento QT. Em menos de 1% dos casos pode ocorrer morte subita,
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provavelmente associada a presenga de arritmias (6). O potencial da doxorrubicina
cursar com arritmias esta relacionado tanto com o efeito direto da droga sob o
miocérdio quanto com o efeito indireto: a doxorrubicina estimula a liberacdo de
catecolaminas e histamina, que facilitam a entrada de calcio na célula cardiaca e
também pode levar a distlrbios no transporte de membrana de so6dio e potassio (5).
O risco de ocorrerem arritmias € maior quando a infusao da droga é realizada em
administracdo Unica de alta dose (6). Ha escassez de estudos na literatura sobre a
cardiotoxicidade aguda induzida pela doxorubicina, mas ha evidéncias de que ocorra
dano miocardico agudo, a despeito de quadro clinico pouco exuberante ou ausente.

Os mecanismos envolvidos na génese da cardiotoxicidade doxo-induzida séo
parcialmente distintos dos mecanismos relacionados a seu efeito antitumoral e ainda
nao estao completamente elucidados (4). Um dos mecanismos mais importantes no
desenvolvimento da lesdo cardiaca é o aumento do estresse oxidativo. A geracao
de espécies reativas de oxigénio mediada pela doxorrubicina ocorre por 2 vias: 1)
enzimatica, via citocromo p450. Ha reducéo da doxorrubicina pela NADPH redutase
e formagao de radical semiquinona, que em contato com O, e H>O, (perdxido de
hidrogénio) gera os radicais livres superdxido e hidroxil. 2) via nao-enzimatica,
durante as reagbes da doxorrubicina que envolvem o ferro (5). Ocorre também
aumento da peroxidacao lipidica, que tem papel fundamental na lesdo da membrana
celular, vacuolizacdo mitocondrial e perda de miofibrilas induzida pela doxorrubicina
(5). O miocardio é mais susceptivel a lesao oxidativa porque apresenta baixos niveis
de catalase e superoxido dismutase, além da doxorrubicina ser capaz de inativar a
glutationa-peroxidase no tecido cardiaco (4).

O aumento do estresse oxidativo, por si s6, é capaz de produzir lesdao do
midcito, mas a formacao de radicais livres também induz apoptose através ativagao

da p38 proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) e inibicao da serina/treonina
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quinase (Atk), proteina citosélica que fornece sinal antiapoptético (4). A apoptose
também pode estar ativada por outras vias, além do estimulo oxidativo, como a via
citocromo C. O citocromo C é uma proteina localizada na mitocéndria, que é liberada
no interior da célula onde interage com procaspase-9, culminando com ativacao da
caspase-3, conhecidamente indutora de apoptose. A regulacdo da apoptose também
depende da concentracado de proteinas, como Bax e Bcl-2. A formacao de dimeros
Bax-Bax cria poros na membrana mitocondrial e facilita a liberagéo de citocromo C,
estimulando, por sua vez, a apoptose; a formacao de dimeros Bcl-2-Bax previne a
formagdo destes poros, inibindo apoptose (9). Apdés a administracdo de
doxorrubicina ocorre aumento da relagao Bax/Bcl-2, constituindo importante estimulo
apoptético (10). A infusdo de doxorrubicina inibe a expressao de GATA-4 em estudo
realizado com miécitos isolados e a expressao ectopica de GATA-4 atenua a
apoptose (11). O GATA-4 é um fator de transcricdo que regula a expressao de
genes especificos no miocardio, constituindo estimulo antiapoptético (10).

Parece nao haver duvidas na literatura a respeito do papel fundamental do
aumento do estresse oxidativo e do aumento da apoptose na génese da leséao
cardiaca pela doxorrubicina, mas ainda nao se sabe exatamente qual é a
participacao da inflamacéao, das metaloproteinases ou do calcio no desenvolvimento
da lesao cardiaca ap6s a ativacao inflamatéria e a formacao de radicais livres.

Os mediadores inflamatorios, principalmente interleucina-1 (IL-1) e fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), também participam na formacao de espécies reativas de
oxigénio e na inducao de apoptose e, por esta razao, poderiam estar envolvidos na
génese da lesdo cardiaca induzida pela doxorrubicina. O papel da inflamacdo em
diversos modelos de agressao cardiaca ja € bem conhecido, mas os resultados
obtidos no modelo de cardiotoxicidade pela doxorrubicina ainda sdo controversos. A

doxorrubicina, em camundongos, aumentou 0s niveis circulantes de IL-1 e a
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administracdo de antagonista do receptor da IL-1 foi capaz de diminuir a taxa de
apoptose (12). Além disso, em cardiomidcitos isolados o uso de TNF-a (fator de
necrose tumoral a) exégeno, associado ao uso de adriamicina, aumentou a taxa de
apoptose (13). Por outro lado, estudo do papel agudo da inflamagdo na instalacéo
da cardiotoxicidade pela doxorrubicina ndo mostrou alteracdo na expressao ou na
concentracao dos niveis séricos das citocinas inflamatérias (14). Além disso, esses
mediadores, principalmente o TNF-a, tem a capacidade de ativar metaloproteinases
da matriz extracelular em diversos modelos de agressao miocardica (15).

As metaloproteinases sao enzimas proteoliticas zinco-dependentes,
encontradas no intersticio e produzidas por diversos tipos de células, principalmente
fibroblastos, macréfagos, mastécitos, cardiomiécitos e células endoteliais (16). A
ativacao das metaloproteinases, que pode ocorrer por aumento da inflamagéao ou do
estresse oxidativo, leva a quebra do colageno intersticial e, consequentemente, o
deslizamento dos cardiomiécitos o que favorece a dilatagdo ventricular (17).
Possivelmente, as metaloproteinases estdo envolvidas na génese da
cardiotoxicidade pela doxorrubicina ja que esta, na sua forma clinica mais comum,
cursa com miocardiopatia dilatada. De fato, estudo realizado com autopsia de
pacientes com leucemia aguda que evoluiram para 6bito, que estavam em uso de
doxorrubicina, evidenciou presenca de dilatacdao ventricular em 50% dos pacientes
estudados (18). O papel das metaloproteinases no processo de remodelamento ja
esta bem estabelecido em diversos modelos experimentais: infarto agudo do
miocardio e nos modelos de sobrecarga pressorica e volumétrica (17). Em
camundongos, houve aumento da expressao génica de metaloproteinase 2 e 9 no
miocardio a partir do segundo dia apés tratamento com doxorrubicina (19). Portanto,

a atuacao das metaloproteinases cardiacas, principalmente as formas 2 e 9 (20),
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podem ter papel no desenvolvimento de cardiotoxicidade aguda induzida por essa
droga.

Além das alteragdes inflamatérias, do efeito apoptético e da ativagdo das
metaloproteinases, a doxorrubicina parece interferir com a homeostase do calcio. O
ion calcio é elemento importante no processo de contracao e relaxamento muscular,
interagindo com a troponina C e participando na despolarizagao/repolarizacao do
midcito. Apesar de essencial para o funcionamento cardiaco, o aumento do calcio no
citosol é um dos gatilhos para ocorréncia de dano celular e inducao de apoptose por
ativacao direta da caspase (21). Bem como nas outras formas de insuficiéncia
cardiaca, ocorre na cardiotoxicidade crénica induzida pela doxorrubicina diminui¢cao
a expressao génica das proteinas envolvidas na homeostase de calcio: receptor
rianodinico, Serca-2a, fosfolamban e calsequestrina apds infusdo da droga em
coelhos (22). Apesar da alteracdo no transito de calcio intracelular ser potencial
desencadeante das alteracoes observadas na fase aguda da lesao cardiaca, nao ha
dados concretos sobre o comportamento destas proteinas na cardiotoxicidade
aguda induzida pela doxorubicina.

Assim, acreditamos que haja lesdo cardiaca estrutural e funcional,
precocemente, nos ratos submetidos a infusdo aguda de doxorrubicina, mesmo na
auséncia de quadro clinico exuberante e que essas alteracbes podem ser
decorrentes de alteracdes na homeostase do célcio e da degradacdo do colageno

intersticial, estimulada pela resposta inflamatéria.

Introdugéo 13



OBJETIVOS



Avaliar os efeitos cardiacos agudos da infusdo da doxorrubicina por meio de
variaveis morfologicas, funcionais, citocinas inflamatérias, atividade de

metaloproteinases 2 e 9 e proteinas reguladoras do transito de célcio.
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MATERIAL E METODOS



Foram utilizados ratos Wistar machos, com 25 a 30 semanas de idade,
provenientes do Biotério Central do Campus de Botucatu. Foram utilizados 25
animais para estudo funcional com coragdo isolado e estudo morfolégico e 10
animais para a dosagem de citocinas inflamatoérias, determinacdo dos RNAm das
proteinas reguladoras do transito do calcio e de atividade das metaloproteinases.
Este cuidado foi necessario para afastar a influéncia da perfusao retrégrada,
realizada durante estudo do coracado isolado, sobre a atividade colagenolitica,
produgao de citocinas inflamatérias e quantidade de RNA no tecido cardiaco. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da FMB — UNESP,

Protocolo 666/08 (anexo 1).

Calculo do tamanho amostral

A funcao sistélica foi mensurada pela velocidade maxima de elevagcao da
pressao sistolica na unidade de tempo (+dP/dt), em modelo de coracao isolado. Para
deteccdo de 10% de variacdo e considerando-se o valor normal de 3800 + 244
mmHg/s (valores médios de estudos prévios realizados no nosso laboratorio) e 2
grupos experimentais, com poder do teste de 0,80, houve necessidade de 11

animais para cada grupo experimental.

Inducao da cardiotoxicidade pela doxorubicina

A cardiotoxicidade aguda foi induzida por meio de injecao intraperitoneal de
20 mg/kg de doxorubicina em dose Unica (9, 23-25). Os animais foram estudados 48
horas apés a injecao da droga e constituiram o grupo Doxo. O grupo controle foi
constituido por ratos de mesmo sexo, peso e idade, que receberam injecao

intraperitoneal de salina, na mesma propor¢cao de volume do grupo Doxo.
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Os animais foram submetidos a eutanasia 48 horas apds o tratamento, com
injecao intraperitoneal de tiopental sédico (50 mg/kg), de acordo com as diretrizes
estabelecidas pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal e em conformidade com

as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

Avaliacao Ecocardiografica

Todos os animais foram submetidos a estudo ecocardiografico imediatamente
antes da injecao intraperitoneal da doxorrubicina, para avaliar a homogeneidade
entre os grupos estudados, e 48 horas apés a injecao da doxorrubicina. Para isso,
receberam anestesia leve com ketamina (50 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg) e foram
posicionados em decubito lateral esquerdo parcial. Foi utilizado o equipamento HDI
5000, marca Philips, dotado de transdutor multifrequencial de 7-12 MHz. Todas as
variaveis foram obtidas a partir dos cortes paraesternal eixo longo e curto e apical
quatro e cinco camaras. Os exames foram realizados pelo mesmo examinador, que
era cego em relagao ao tratamento.

As variaveis morfolégicas analisadas ao Doppler-ecocardiograma foram:
didmetro do atrio esquerdo, espessura da parede posterior, diametros diastélico e
sistolico do ventriculo esquerdo e didmetro da via de saida do ventriculo esquerdo.
Para avaliacdo da funcdo diastdlica foram mensuradas, através do Doppler
transmitral, as ondas A e E e o tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo
esquerdo. Para avaliacdo da funcéao sistélica foram calculados o volume sistélico (a
partir do fluxo sistélico na via de saida do ventriculo esquerdo), a fragcao de ejecao, a
fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo, obtida pelo didmetro diastélico e
sistdlico do ventriculo esquerdo, e o débito cardiaco (através do volume sistolico e

da frequéncia cardiaca). A frequéncia cardiaca foi calculada a partir da distancia
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entre dois ciclos cardiacos consecutivos e todos os valores foram obtidos a partir da

média de 3 batimentos consecutivos.

Estudo da funcao ventricular em coracao isolado: preparacao de Langendorff

Os animais foram anestesiados com tiopental soédico (50 mg/kg,
intraperitoneal) e submetidos a injecao intraperitoneal de 2000 Ul de heparina nao
fracionada. Imediatamente, foi realizada a esternotomia mediana, com ventilagao
assistida, e dissecada a aorta ascendente. A aorta foi canulada e iniciada a perfusao
retrégrada com solucao de Krebs-Henseleit (composicao, em milimoles/litro: 118,5
NaCl; 4,69 KClI; 2,52 CaCly; 1,16 MgSQy; 1,18 KH2PO4; 5,50 glicose ; 25,88 NaHCO3
e manitol). Antes de sua utilizagdo essa solugéao foi filtrada com filtro de acetato de
celulose com poro de 5 ym. Durante a perfusdao do coragdo, a temperatura da
solucdo e a pressdo de perfusdo foram mantidas constantes, 37°C e 75 mmHg,
respectivamente. A pressao parcial de oxigénio (PO.) da solucao foi mantida entre
550 e 600 mmHg por meio de contato da pelicula de solucdo de Krebs com gas
carbogénio (95% 0O, 5% CO,). O coracao, conectado a canula perfusora, foi
rapidamente retirado e transferido para o aparato de perfusdo de coracao isolado
tamanho 3, tipo 830 da Hugo Sachs Elektronik - March-Hugstetten, Germany (figura
1). A auriculeta esquerda foi retirada para a introducao de balao de latex (volume
aproximado de 40 microlitros) na cavidade ventricular esquerda. O volume do balao
era conhecido em cada momento e este era conectado a transdutor de pressao
P23XL, que permitiu a afericdo precisa da pressédo ventricular durante todo o
experimento. O estudo funcional apresentou o0s seguintes passos:

1) Determinacao do volume para obtencédo de pressao ventricular diastolica

de zero mmHg (V0).
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2) A partir do VO foram acrescidos, sucessivamente, 10 ou 20 microlitros de
agua ao volume do baldo até obter-se pressdo diastélica de 30 mmHg. A cada
acréscimo, foram registradas as curvas de pressao do VE e da primeira derivada
temporal da pressao (+dP/dt e —dP/dt), utilizando-se poligrafo da GOULD, modelo
Windowgraf (figura 2).

3) A calibracdo dos tracados permitiu a afericdo das pressoes sistélicas e
diastdlicas do ventriculo esquerdo correspondentes aos diferentes volumes. A
obtencdo dos dados de pressao e volume, foram construidas curvas de relacao
pressao-volume sistélica e diastdlica.

As relagOes estresse-deformacgao sistélicos e diastolicos foram calculadas

utilizando-se as seguintes formulas:

Estresse= (1,36xPVEXVVE?®) / [(VVE+0,943xMVE)?*-VVE??]
Deformacdo= {[VVE'"%+(VVE+0,943xMVE)"*)/[V0"*+(V0+0,943xMVE)"®-1} x100, onde PVE ¢

pressao do ventriculo esquerdo; VVE é o volume do ventriculo esquerdo; MVE ¢é a
massa do ventriculo esquerdo. Estresse é expresso em g/cm® e deformacao
miocardica em porcentagem (%).

A complacéncia ventricular foi mensurada a partir da curva de relacao
pressdo-volume diastélicos, sendo determinada como a variagdo de volume
necessaria para elevar a pressao diastolica de zero a 20 mmHg (AV20). A rigidez
passiva miocardica foi determinada a partir da curva de relagdo estresse-
deformacao diastélicos e foi determinado como deformagdo necessaria para
provocar estresse de 20 g/cm? (26).

Terminado o experimento, o coracdo foi retirado do aparato de

perfusdo e os ventriculos direito e esquerdo foram separados e pesados.
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Figura 1: Aparato do coragéo isolado
A: visdo geral da aparelhagem para realizagao do estudo do coragéo isolado. B: coragdo do rato colocado no aparato, ja
sendo perfundido, com o baldo intraventricular alocado e com marcapasso (haste preta) posicionado préximo aos atrios.
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Figura 2: Registro grafico das medidas de presséo diastdlica e sistdlica e das derivadas positiva e

negativa.

O tragado superior representa a pressdo de perfusdo coronariana, o tragcado intermediario representa as derivadas positiva e
negativa e o tragado inferior mostra a curva de pressao ventricular para determinado volume (marcagédo realizada no canto
inferior esquerdo da figura).

Estudo Morfolégico
Apds a eutanasia, amostras de tecido cardiaco, obtidas de corte seccional do
ventriculo esquerdo 5 mm a partir do apice, foram fixadas em solugéo tamponada de

formol a 10% por periodo de 48 horas. Apos a fixagao, o tecido foi incluso em blocos
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de parafina, obtendo-se a seguir, cortes histolégicos coronais de 4 um para
coloragcdo com Hematoxilina-Eosina (HE). Cortes histolégicos de 6 pm foram
corados pelo Picrosirius red, coloragdo especifica para colageno. Os cortes
histolégicos corados pelo HE foram utilizados para analise histolégica para
identificacdo de infiltrado inflamatério, alteracbes vasculares, intersticiais ou
miocardicas. As laminas coradas pelo Picrosirius red foram utilizadas para a
quantificacdo da fracdo de colageno intersticial por meio de video-densitometria.
Imagens do tecido cardiaco foram capturadas por computador IBM compativel e
analisadas por software de andlise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics,
Sever Spring, Maryland, USA). Os elementos do tecido cardiaco foram identificados
de acordo com os niveis de cor. Assim, as fibras colagenas apareceram vermelhas,
0s midcitos, amarelos e os espacos, brancos. O perfil digitalizado foi analisado pelo
computador que calculou o volume de fragdo do colageno bem como a soma de
toda area do tecido conectivo dividido pela soma da area de tecido conectivo mais a
area do miécito. Em média, foram analisados 30 campos com a utilizacdo de

objetiva 40X. O colageno perivascular foi excluido da presente analise (27).

ELISA para determinacao de citocinas e molécula de adesao

Para extracao da proteina do tecido cardiaco foi adicionado 1,5 ml de tampao
de extracado (50 mM de tampéo fosfato de potassio pH=7,0; 0,3 M sucrose; 0,5 mM
de DTT; 1 mM de EDTA pH=8,0; PMSF 0,3 mM; NaF 10 mM; e inibidor de protease
1:100) a 60 mg de tecido cardiaco proveniente do septo interventricular. O material
foi homogeneizado por 10 segundos, 2 vezes. O material extraido foi centrifugado
por 20 min a 4°C com 12.000 rpm, e o sobrenadante coletado. A quantidade de
proteina do extrato foi determinada pelo método de Bradford e a concentragao final

ajustada para 1 mg/ml. Nesse extrato protéico foi avaliada a producédo de IFN-y,
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TNF-a, IL-10 e ICAM-1. Placas de 96 pogos (Nunc) foram recobertas com solugao
contendo anticorpo purificado de captura anti-IFN-y ou anti-TNF-o ou anti-IL-10 ou
ICAM-1 de rato (R&D Systems), diluidos em tampao PBS. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente durante uma noite. Apds sucessivas lavagens
com solugao PBS — Tween 20 (0,05%) foi adicionado 300 ul da solugcao de bloqueio,
constituida de PBS contendo 1% de albumina, com incubacdo por 2 horas, a
temperatura ambiente. As placas novamente lavadas foram incubadas por 2 horas, a
temperatura ambiente, com as amostras e com as respectivas curvas de citocinas,
diluidas na base 2 em tampao PBS contendo 1% de albumina. Decorrido o tempo de
incubacgao, as placas foram lavadas e incubadas com os anticorpos anti-IFN-y ou
anti-TNF-a ou anti-IL.-10 ou ICAM-1 de rato biotinilados, durante 2 horas, a
temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente incubadas com
estreptoavidina diluida 1:200 em tamp&o PBS contendo 1% de albumina, durante 20
minutos, a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e reveladas com OPD
(Sigma). A reacao foi interrompida por adicao de H.SO4 16% € a leitura realizada em

492 nm.

Avaliacao da expressao génica do fosfolamban, receptor rianodinico e reticulo
sarcoplasmatico calcio-ATPase (Serca-2a) por reacao em cadeia da polimerase

apos transcricao reversa em tempo real (RT-PCR)

Extracdo do acido ribonucléico (RNA)

Fragmentos do tecido cardiaco do ventriculo esquerdo de 5 animais de cada
grupo foram coletados, apds eutanasia dos animais, com auxilio de material
autoclavado, e rapidamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em
freezer a -80°C. As amostras congeladas foram homogeneizadas em aparelho

Polytron (lka Ultra Turrax® T25 Basic, Wilmington, NC, USA) apoés adigéo de 1 ml de
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TRIzol® (Invitrogen Brasil, Sdo0 Paulo) para cada 100 mg de tecido. O TRIzol®,
solugdo monofasica de fenol e guanidina isotiocianato, tem como finalidade manter a
integridade do RNA durante a lise celular que ocorre no processo de
homogeneizagéo.

A amostra homogeneizada foi transferida para um tubo esterilizado de 1,5 ml
e incubada a temperatura ambiente durante 5 minutos, para permitir a completa
dissociacao do complexo nucleo-proteico. Em seguida, adicionou-se cloroférmio
(Merck KGaA, Damstadt, Germany) na proporcdo de 0,2 ml/1ml TRIzol®; a amostra
foi agitada, manualmente, com vigor por 15 segundos e incubada por 3 minutos a
temperatura ambiente. Apds essa segunda incubagédo, o material foi centrifugado
(Eppendorf Centrifuge 5804R, Hamburg, Germany) a 12.000 x g durante 15 minutos
a 4°C. Este processo separou a amostra em uma fase aquosa (onde se encontra o
RNA) e uma fase organica (onde se encontra DNA e proteinas).

A porgédo aquosa composta de RNA foi transferida para um tubo esterilizado
de 1,5 ml; a seguir, adicionou-se alcool isopropilico (Merck KGaA, Damstadt,
Germany) na proporcdo de 0,5 ml/iml de TRIzol®; a amostra foi, entdo, agitada
manualmente 10 vezes por inversdo, incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente e, posteriormente, centrifugada a 12.000 x g durante 10 minutos a 4°C.
Apos desprezar o sobrenadante, o precipitado de RNA é visualizado como um gel
esbranquicado e semitransparente aderido no fundo do tubo (pellet). Este foi lavado
com alcool etilico 75% (Merck KGaA, Damstadt, Germany) na propor¢do de 1ml/1ml
de TRIzol® e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. Apés o alcool etilico ser
descartado, o pellet foi seco por 10 minutos a temperatura ambiente. O sedimento
de RNA foi diluido em 20 pl de agua ultrapura e incubado por 10 minutos a 60°C em
banho-maria (Fanem 100, Sdo Paulo, Brasil); este procedimento teve como

finalidade inativar a possivel presenca de RNase.
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A quantificagdo do RNA foi realizada com auxilio de espectrofotémetro
(NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer Thermo Scientific — Nanodrop Technologies).
Foram analisados os valores de absorbancia para comprimentos de onda de 230,
260 e 280 nm e realizadas razdes entre as absorbancias 260/230 e 260/280. As
amostras cujas razdes foram inferiores a 1,8 foram descartadas por apresentarem
contaminacao por proteinas. A concentracao do RNA foi quantificada de acordo com
arelagéo:

[RNA] = Azeo X 40 x 70, onde:

[RNA] = concentragéo de RNA (ug/ml)

Azeo = Absorbancia em densidade éptica em 260 nm

40 = fator de converséao (1 unidade de densidade éptica = 40 ug/ml RNA)

70 = fator de diluicdo

Para verificar a integridade do RNA, amostras de 1 pl do RNA total foram
diluidas em 8 ul de agua ultrapura e 1 ul de corante (Orange G, Acros Organics,
New Jersey, USA), aplicadas em gel de agarose 1% (0,3 g agarose, 30 ml de TAE
Buffer 1x, 3 pl de brometo de etidio) e submetidas a uma voltagem de 80 mV (Power
Pac Basic™ Bio-Rad, Hercules, CA, USA) por 20 minutos. A integridade do RNA foi
constatada pela visualizagdo das bandas de RNA ribossémico, 28S e 18S, e

auséncia de rastros do RNA no gel. As amostras que se mostraram integras foram

utilizadas como substrato para a transcri¢cao reversa.

Transcricdo reversa do RNA

Transcrigdo reversa € um processo que converte as moléculas do RNA em
acido desoxirribonucléico complementar (cDNA). As amostras do RNA do tecido
cardiaco foram submetidas a transcrigao reversa pela acdo da enzima transcriptase
reversa, utilizando-se o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied

Biosystems, CA, USA). Foi adicionado a cada microlitro de amostra 10X RT Buffer,
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25X dNTP Mix, 10X RT Random Primers, MultiScribe™ Reverse Transcriptase e
agua nuclease-free em quantidades recomendadas pelo fabricante.

As amostras foram colocadas em termociclador (Mastercycler® Gradient,
Eppendorf, Hamburg, Germany) com ciclagem programada de 10 minutos a 25°C,
120 minutos a 37°C, 5 minutos a 85°C e a partir de entdo mantidas a 4°C até
retirada do material do termociclador. Apds, foi adicionado 180 pul de agua ultrapura
a cada amostra para completar um volume total de 200 ul em cada tubo. O produto
da transcricao reversa (cDNA) foi armazenado em freezer na temperatura de -20°C.

Para checar a qualidade da transcricdo reversa, foram empregados dois
controles: 1) Utilizacdo de uma amostra qualquer a qual foi adicionado todos os
componentes do kit, exceto a Transcriptase Reversa e 2) Substituicdo da amostra
por volume igual de agua ultrapura, ou seja, todos os componentes do kit sem

produtos da extracdo de RNA.

PCR em tempo real

O PCR em tempo real foi realizado com ensaios prontos contendo sonda
TagMan MGB-FAM (TagMan Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, CA,
USA) e primers especificos (TagMan Gene Expression Assay GEx, Applied
Biosystems, CA, USA). A identificacdo dos ensaios utilizados para PCR em tempo

real encontra-se descrita no quadro abaixo:

Gene Ensaios
Atp2a2 (Serca) Rn00568762_m1
PIn (fosfolamban) Rn01434045_m1
Ryr2 (receptor rianodinico) Rn01470303_m1
Ppia (ciclofilina) Rn00690933_m1

O sistema TagMan utiliza uma sonda fluorescente que permite a detecgcéao de
um produto especifico da PCR conforme seu acumulo durante os ciclos da reagao. A

sonda é constituida por um corante reporter fluorescente na extremidade 5" e um
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corante quencher (silenciador) na extremidade 3". Enquanto a sonda esté intacta, a
proximidade do quencher reduz bastante a fluorescéncia emitida pelo corante
reporter através da transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia. A
sonda se anela a sequéncia antes dos primers e é clivada por meio da atividade da
nuclease 5'da Taq DNA polimerase enquanto o primer € estendido. A clivagem da
sonda separa o corante reporter do corante quencher, aumentando o sinal da
fluorescéncia emitida pelo corante reporter. A fluorescéncia foi monitorada em tempo
real com o aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems, CA, USA). As amostras
foram normalizadas pelo controle interno Ciclofilina e a quantificagdo da expressao
realizada pelo método 22°°T (28). Todas as amostras foram amplificadas em

triplicatas.

Determinacao da atividade da metaloproteinase cardiaca: zimografia
Aproximadamente 30 mg de tecido congelado foram utilizados para extragdo
de proteina em tampao de extracao contendo: 50 mM Tris, pH 7,4; 0,2 M NaCl; 0,1%
Triton X and 10 mM CacCl,. Para cada 30 mg de tecido foram adicionados 1,5 ml
deste tamp&o. As amostras foram trituradas utilizando o aparelho Ultra Turrax,
21.000 rpm e centrifugadas a 12.000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e a proteina quantificada, utilizando método de Bradford e a concentragéo
final ajustada para 1 mg/ml. As amostras foram diluidas em tamp&o da amostra
contendo 0,5 M Tris, pH 6,8; glicerol 100%, e 0,05% de azul de bromofenol. O gel de
separagdo utilizado foi de poliacrilamida a 8% e 1% de gelatina e a corrida foi
realizada com aparato Bio-Rad mini-protean, a 80 V por 2 horas, contendo tampéao
Tris-Glicina-SDS, pH 8,3. Apds a corrida o gel foi lavado 2 vezes, por 30 minutos
cada vez, em 2,5% Triton X-100 e apés, em tampao tris-HCI 50 mM pH 8,4. Em

seguida, o gel foi incubado por 18 horas em tampéao tris-HCI 50 mM pH 8,4 com 500
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mM de CaCly, em agitagdo continua e a temperatura de 37°C. Apos a incubacao o
gel foi corado com coumassie blue 2,5% por 1 hora e descorado com solugao de
30% metanol e 10% &cido acético (29). Os géis foram fotografados em UVP, UV,
White Darkhon e o programa utilizado para avaliar a densidade foi o Gelpro, que

mede a area de digestdo da gelatina em unidade de imagem denominada pixel.

ANALISE ESTATISTICA

As variaveis estudadas de distribuicao normal sdo apresentadas em média e
desvio-padrao. As varidaveis de distribuicdo nao normal sdao apresentadas em
mediana e intervalo interquartil. As comparagdes entre os grupos foram efetuadas
por teste t de Student, para variaveis de distribuicao normal e teste U de Mann-
Whitney, para varidveis de distribuicdo ndo normal.

Além disso, foi utilizado teste t de medidas repetidas para as variaveis
analisadas dentro do mesmo grupo em dois momentos distintos (peso corporal).
Para analise das relacdes de pressado-volume e estresse-deformagdo no estudo do
coracao isolado foi utilizado modelo de regressao linear.

Considerando-se que a variagao da frequéncia cardiaca e o peso corporal
poderiam interferir nos resultados dos parametros de funcao sistélica obtidos, foi
realizado teste de analise de covaridncia (ANCOVA) com o intuito de corrigir os
valores das variaveis estudadas de modo a anular a influéncia da variacao do peso
(peso final - peso inicial) e da frequéncia cardiaca entre os grupos estudados.

Admitiu-se, para todos os testes, nivel de significancia de 5%.
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Resultados morfométricos

Houve diminuigdo do peso corporal final dos animais do grupo Doxo (48 horas
apoés injecao da droga) quando comparado com 0S mesmos animais no inicio do
experimento, 0 que nao ocorreu no grupo controle (figura 3). No entanto, ndo houve
diferenca no peso do VE e peso do VE corrigido pelo peso corporal (VE/PC) entre os

grupos controle e Doxo (tabela 1).

Tabela 1: Dados morfométricos

VE(9) PCi(g) PCf(g) VE/PC(mg/qg)
Controle 0,78 + 0,06 (12) 329 +14 (17) 338 + 21 (17) 2,30 £ 0,17 (12)
Doxo 0,75 + 0,06 (13) 333 +16 (15) 318 £ 19 (15) 2,38+ 0,28 (13)
Valor p 0,203 0,437 0,001 0,495
VE: ventriculo esquerdo, PCi: peso corporal antes da injegdo da droga e PCf: peso corporal 48h apés infusdo da droga. (n): nimero
de animais.
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Figura 3: Peso inicial e final dos animais nos grupos controle e Doxo.

Resultados funcionais in vivo: ecocardiograma
Foi realizado ecocardiograma inicial para demonstrar a homogeneidade entre

0s grupos estudados. Os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 2. Nao
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houve diferenca  estatisticamente significante para nenhuma variavel
ecocardiografica neste momento entre os dois grupos. A figura 4 mostra os registros

ecocardiograficos obtidos de ecocardiograma inicial de animal do grupo controle.

Figura 4: Imagens ecocardiograficas de animal do grupo controle.
A: imagem monodimensional do ventriculo esquerdo. B: imagem monodimensional
da aorta e do atrio esquerdo. C: fluxo transmitral obtido por Doppler.
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Tabela 2: Variaveis ecocardiograficas iniciais

Controle (n=17) Doxo (n=15) Valor de p
FC (bpm) 318 (290-347) 307 (283-335) 0,440
AE (mm) 3,80+ 0,53 4,10 £ 0,31 0,075
Ao (mm) 3,37 £ 0,31 3,54 + 0,31 0,139
VSVE (mm) 2,26 £0,14 2,19+0,16 0,179
VED (mm) 6,96 + 0,51 7,27 £ 0,57 0,112
VES (mm) 2,98 + 0,46 3,16 £ 0,65 0,366
PP (mm) 1,42 +£0,16 1,38 +0,15 0,482
Onda E (cm/s) 72,3 (69,8-82,4) 74,7 (69,1-78,6) 0,895
Onda A (cm/s) 57,6+12,8 53,9+ 11,1 0,389
Relacao E/A 1,30 (1,14-1,52) 1,37 (1,27-1,55) 0,385
TRI (ms) 19,9 + 4,03 19,1 £ 3,14 0,568
VS (ml) 0,22 £ 0,04 0,21 £0,04 0,417
Fenc 0,57 + 0,046 0,57 + 0,063 0,805
VmaxAo (cm/s) 97,6 £14,7 101 +8,8 0,440
FE 0,92 +0,02 0,92 + 0,04 0,651
DC (ml/min) 69,2 (63,8-77,0) 66,1 (57,9-71,2) 0,290

FC: frequéncia cardiaca, AE: atrio esquerdo, Ao: aorta, VSVE: via de saida do ventriculo esquerdo, VED: diametro diastélico do ventriculo
esquerdo, VES: diametro sistélico do ventriculo esquerdo, PP: parede posterior do ventriculo esquerdo, TRI: tempo de relaxamento
isovolumétrico, VS: volume sistélico, Fenc: fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo, VmaxAo: velocidade maxima na aorta, FE:
fracdo de ejecéo do ventriculo esquerdo, DC: débito cardiaco.

Houve diminuicdo da fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo, da
fracdo de ejecao, do volume sistélico e do débito cardiaco no grupo Doxo, 48 horas
apos a infusdo da droga. Houve também diminuicao da frequéncia cardiaca neste
mesmo grupo, que poderia contribuir para a diminuigdo do débito cardiaco
observada no grupo Doxo. Além disso, ocorreu aumento do tempo de relaxamento
isovolumétrico, mesmo quando corrigido para a frequéncia cardiaca, nos animais
que receberam a droga, indicando prejuizo da fungédo diastélica neste grupo. Os
resultados do ecocardiograma realizado 48 horas apds a infusdo da doxorrubicina

sao mostrados na tabela 3.
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Tabela 3: Variaveis ecocardiograficas 48 horas ap6s injegao

Controle (n=17) Doxo (n=15) Valor de p

FC (bpm) 346 + 65 301 + 46 0,032
AE (mm) 422+0,5 4,01 £0,58 0,292
Ao (mm) 3,53+0,3 3,5 +0,21 0,714
VSVE (mm) 2,2+0,12 2,3+0,16 0,587
VED (mm) 7,2+0,52 6,82 + 0,64 0,08

VES (mm) 2,97 + 0,66 3,36 + 0,62 0,095
PP (mm) 1,31 £0,15 1,33+0,16 0,711
Onda E (cm/s) 779+ 15 68,7 +10,5 0,058
Onda A (cm/s) 63,2+ 19,7 51,9+ 14,3 0,077
Relacao E/A 1,19 (1,1-1,47) 1,25 (1,17-1,53) 0,29

TRI (ms) 20,3+4,3 247 +4.2 0,007
TRI corrigido 448 +49 49,5+ 4,3 0,007
Fenc 0,59 + 0,07 0,51 +0,05 <0,001
VmaxAo (cm/s) 96,0+ 10,3 80,9+ 11,3 <0,001
FE 0,93 + 0,03 0,88 + 0,04 <0,001
VS (ml) 0,21 £ 0,03 0,18+ 0,05 0,039
DC (ml/min) 72,7 11,7 55,3+ 16,4 0,002

FC: frequéncia cardiaca, AE: atrio esquerdo, Ao: aorta, VSVE: via de saida do ventriculo esquerdo, VED: diametro diastélico do ventriculo
esquerdo, VES: didmetro sistélico do ventriculo esquerdo, PP: parede posterior do ventriculo esquerdo, TRI: tempo de relaxamento
isovolumétrico, VS: volume sistélico, Fenc: fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo, VmaxAo: velocidade maxima na aorta, FE:
fracdo de ejecéo do ventriculo esquerdo, DC: débito cardiaco.

Como houve diferenca estatisticamente significante na frequéncia cardiaca e
no peso corporal entre os grupos e estas varidveis poderiam interferir nos
parametros de avaliacao da fungao sistdlica, os valores foram ajustados pela analise
de covariancia, conforme mostrado na tabela 4. Os resultados obtidos de débito
cardiaco, de fracao de encurtamento e de fracao de ejecao foram influenciados pela
frequéncia cardiaca, mas foi mantida diferenca estatisticamente significante mesmo
apdés correcao. A variagdo de peso nao influenciou nenhuma das variaveis

analisadas.

Tabela 4: Variaveis ecocardiograficas 48 horas ap6s infusdo da droga, ajustadas pela variagdo de
peso e pela frequéncia cardiaca (ANCOVA).

Controle (n=17) Doxo (n=15) Valor de p
Fenc 0,59 + 0,02* 0,52 £ 0,02 0,011
FE 0,93 £ 0,01 0,88 £ 0,01 0,003
DC (ml/min) 70,9 + 3,49 57,4 +£3,79 0,028

Fenc: fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo, FE: fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo, DC: débito cardiaco. *Valores
expressos em média e erro padréo.
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Resultados funcionais in vitro: estudo do coracao isolado

Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos no volume
inicial do balédo intraventricular, que determinava pressao diastélica final de zero
(Controle: 127 = 31 pl X Doxo: 155 + 41 ul; p=0,175), ndo havendo, portanto,
diferenca no tamanho diastélico da cavidade do ventriculo esquerdo.

Para analise das derivadas positiva e negativa foi considerado o maior e o
menor valor, respectivamente. No estudo do coragéo isolado, o valor da derivada de
pressao positiva e a relacao pressao-volume sistélica, bem como a relacao estresse-
deformacao sistélica foram semelhantes entre os grupos, evidenciando que a
doxorrubicina nao foi capaz de induzir disfungéo sistélica nos ratos tratados. J& com
relagdo a funcao diastélica, apesar da derivada de pressdo negativa e da relagéo
pressao-volume diastélica (figura 5) serem semelhantes entre os grupos, houve
diferenca na variacdo de deformagcéo para obter estresse de 20 g/cm?, que foi menor
no grupo Doxo, caracterizando maior rigidez passiva miocardica no grupo tratado
(Controle: 14,7 £1,5 % vs Doxo: 12 £ 2,2 %; p<0,05), conforme ilustrado na figura 5.
A tabela 5 mostra os resultados dos parametros funcionais obtidos no estudo do

coracao isolado.

Tabela 5: Dados de funcéo ventricular esquerda nos grupos controle e Doxo

Controle Doxo Valor de p
+dP/dt (mmHg/s) 3471 £899 (12) 3359 + 950 (13) 0,811
-dP/dt (mmHg/s) 2328 + 438 (12) 2078 + 377 (13) 0,242
RPVsist (mmHg/pl) 452 £ 262 (5) 400 £ 132 (7) 0,700
RPVdiast (mmHg/ul) 346 + 153 (7) 323 £ 95 (7) 0,726
SSsist (g/cm?/ pl) 4,74 £ 0,45 (5) 5,23 £ 0,90 (6) 0,286
Log SSdiast (g/cm2/ pl) 0,130 £ 0,04 (7) 0,137 £ 0,03 (7) 0,705

+dP/dt e —dP/dt: primeira derivada temporal da presséo sistélica e diastdlica, respectivamente. RPVsist: obtida pela inclinagao
(regressao linear) da reta da relagéo presséo sistdlica-volume diastélico do ventriculo esquerdo. RPVdiast: obtida pela inclinagéao
(regressao linear) da funcéo logaritmica da relacdo pressdo-volume diastélica. SSsist: relacéo estresse-deformacéo sistélica. Log
SSdiast: funcao logaritmica da relacéo estresse-deformacao diastélica. (n) nimero de animais.
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Figura 5: Relacao pressao-volume diastolica e estresse-deformacao diastélica

Resultados histolégicos

A analise histologica das amostras coradas por hematoxilina-eosina (HE), por
sua vez, nao identificou alteragdes na estrutura do miocardio, tamanho dos midcitos
ou do tecido intersticial, bem como excluiu a presenga de infiltrado inflamatério
perivascular e necrose celular, quando se comparou 0 grupo controle com o grupo

Doxo (figura 6).

Figura 6: Musculo cardiaco corado com hematoxilina-eosina

A esquerda, grupo controle e a direita, grupo Doxo.
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Também nao houve diferenga na fragdo de colageno intersticial mensurado
nas laminas coradas com Picrosirius red (Controle: 3,43% + 1,16% vs Doxo: 3,82% *
1,63%; p=0,257). A figura 7 ilustra lamina corada com Picrosirius red visualizada

com luz polarizada.
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Figura 7: Coloragao Picrosirius red visualizada com luz polarizada.
A esquerda, grupo controle e a direita, grupo Doxo.

Dosagem das citocinas inflamatérias e moléculas de adesao

Nao houve diferenca, entre os grupos estudados, na concentragdo de
interleucina-10, fator de necrose tumoral-a, interferon-y e na molécula de adesao
ICAM-1 cardiacos. Todos os resultados foram ajustados para a quantidade total de
proteina de cada amostra. A tabela 6 mostra os resultados da quantificacao pelo

método ELISA.

Tabela 6: Valores de molécula de adeséo e citocinas inflamatérias quantificada pelo método ELISA.

Controle (n=5) Doxo (n=>5) Valor de p
TNF-a 5,07 £1,09 5,78 £2,11 0,520
IFN-y 7,90 £1,75 8,92 +2,07 0,424
IL-10 10,8 + 3,30 12,3 +3,77 0,536
ICAM-1 65,7 £ 10,52 54,5 +£10,9 0,192

Valores expressos em pg/mg de proteina do tecido, em média + desvio-padrao. TNF-a: fator de necrose tumoral-a, IFN-y: interferon-
v, IL-10: interleucina-10, ICAM-1: molécula de ades&o intercelular-1.
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Resultados da zimografia

Foi avaliada atividade colagenolitica das metaloproteinases 2 e 9 no
miocardio dos ratos estudados através de eletroforese (figura 8) e quantificagcdo da
degradacao da gelatina incorporada no gel por analise de densidade éptica (figura
9). No gel de eletroforese foram identificadas duas bandas de degradagao
correspondentes a metaloproteinase 2: a metaloproteinase 2 inativa (pro-MMP-2)
com peso molecular de aproximadamente 72 KDa e a forma ativa apresenta peso
molecular de aproximadamente 64 KDa (30). E possivel ainda identificar banda de
degradacao intermediaria entre as duas ultimas citadas. A metaloproteinase 9 foi
visualizada em apenas uma banda, na sua forma ativa, com peso molecular de

aproximadamente 92 KDa.

92KDa

72KDa

64KDa

Figura 8: Gel de eletroforese
Gel com degradagéo da gelatina (em branco). Colunas 1, 2, 3, 4 e 5: grupo Doxo. Colunas 6, 7, 8 e 9:
grupo controle. Coluna 10: padrédo. A direita, peso molecular aproximado das bandas de degradagao
da gelatina. MMP-9: 92 KDa, MMP-2 inativa: 72 KDa e MMP-2 ativa: 64 KDa.
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Figura 9: Atividade colagenolitica por densitometria 6ptica no tecido cardiaco
A esquerda, grupo controle e a direita, grupo Doxo.

O grupo controle exibiu maior quantidade de metaloproteinase total,
metaloproteinase 2 inativa e ativa intermediaria que o grupo tratado, no entanto, o
grupo tratado com doxorrubicina apresentou maior quantidade de metaloproteinase
2 ativa (tabela 7). Quando realizada relagédo entre metaloproteinase 2 ativa e
metaloproteinase 2 inativa, evidenciou-se aumento de atividade da metaloproteinase
2 no grupo tratado (figura 10). Também houve aumento de atividade das
metaloproteinases 2 e 9 ap6s normalizacdo pela quantidade total de

metaloproteinase (figura 11).

Tabela 7: Valores de densidade Optica correspondentes a degradagao do gel para ambos os grupos.

Grupo Controle (n=4) Grupo Doxo (n=5) Valor de p
MMP-2 inativa 40212 (31730-46509) 19066 (18454-19830) 0,016
MMP-2 ativa intermediaria 104500 (87197-108000) 67967 (67423-70340) 0,032
MMP-2 ativa 8301 + 1032 11891 + 1344 0,003
MMP-9 7007 + 2681 7494 + 823 0,708
MMP total 161272 (135485-168565) 107359(104406-109548) 0,032
MMP: metaloproteinase. (n): nimero de animais. Valores expressos em média * desvio-padrdo ou mediana (primeiro quartil-terceiro

quartil).
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Relacao MMP-2 ativa e MMP-2 inativa
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Figura 10: Relacdo entre metaloproteinase 2 ativa e metaloproteinase 2 inativa

Relacéo entre MMP-2 ativa + ativa
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Figura 11: Relacdo entre metaloproteinases 2 e 9 e metaloproteinase total.

Resultados da RT-PCR

Ambos os grupos estudados apresentaram expressao génica estatisticamente
semelhante de fosfolamban, Serca-2a e receptor rianodinico. Os valores de
expressdao de RNAm foram normalizados pelos valores de expressdao do gene de
controle endégeno (ciclofilina), para cada amostra (ACt). Os valores de AACt foram

obtidos a partir da diferenca entre os ACt de cada amostra e a média dos ACt dos
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controles. A figura 12 ilustra as curvas de amplificacdo obtidas e a tabela 8 mostra

os resultados da RT-PCR.

Tabela 8: Resultados de expressdo génica para as proteinas reguladoras do transito de calcio 48
horas ap6s tratamento com doxorrubicina.

Gene Controle (n=5) Doxo (n=5) Valor de p
Fosfolamban 1,138 £ 0,560 1,169 + 0,466 0,926
Serca 2a 1,501 £ 1,561 1,620 + 0,828 0,885
Receptor rianodinico 1,382 + 1,246 2,018 £ 0,969 0,394

Valores expressos em média + desvio-padréo.

Figura 12: Curvas de amplificacdo de RNA obtidas apdés RT-PCR.
Cada amostra é representada em cor diferente na figura e cada uma delas foi amplificada em triplicata. O eixo horizontal

representa o numero de ciclos de amplificagao a que as amostras foram submetidas e o eixo vertical representa a quantidade de
RNA formado.
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DISCUSSAO



A cardiotoxicidade pela doxorrubicina € um processo continuo que se inicia
imediatamente apds a aplicagdo da droga. No nosso estudo observamos
precocemente prejuizo da funcdo sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo e
ativacdo das metaloproteinases 2 e 9. Essas alteracées ndo foram relacionadas ao
processo inflamatério, a alteracdo no colageno intersticial ou a expressao das
proteinas reguladoras do transito de célcio.

Devido a necessidade de investigacdo da fisiopatologia, dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da toxicidade e da pesquisa de métodos para
minimizar a lesdao miocardica induzida pela doxorrubicina foram criados varios
modelos animais para o estudo dessa droga. J& estd bem descrito na literatura o uso
do rato como modelo de desenvolvimento de cardiotoxicidade (31, 32). Esse modelo
apresenta como vantagens ser de facil manejo e necessitar de menor quantidade de
droga para infusdo, diminuindo custos (33). A dose utilizada de doxorrubicina no
nosso estudo é considerada uma dose alta e se mostrou efetiva em produzir
alteracbes cardiacas em varios estudos experimentais prévios, como dilatacdo
ventricular, aumento da expressdo de metaloproteinases e aumento do estresse
oxidativo (23, 25, 34, 35).

A doxorrubicina é um quimioterapico com moderado potencial de induzir
nauseas e vomitos, com 30 a 90% de incidéncia destes sintomas nos pacientes
tratados (36), 0 que poderia levar a diminui¢do da ingestao de agua e alimentos. Os
ratos no nosso experimento tratados com doxorrubicina apresentaram reducédo do
peso corporal em relacdo a eles mesmos no inicio do experimento e também em
relacdo ao grupo controle 48 horas apos o tratamento. Como houve diminuigéo do
peso corporal num periodo curto de tempo, provavelmente essa reducao deveu-se a
desidratacdo dos animais e nao a diminuicdo da massa magra corporal por

diminuicdo da ingestao alimentar. No presente estudo ndo foi possivel mensurar a
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ingestdo de agua e ragao, pois os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas. Estes
resultados estdo de acordo com outros encontrados na literatura, que mostram
perda de peso na primeira semana apés tratamento, mesmo com dose menor de
doxorrubicina administrada em bolus (31, 32). Este dado é extremamente relevante,
pois a desidratacdo reduz a pré-carga e pode aumentar a pés-carga devido a
vasoconstri¢do, interferindo nos resultados obtidos de fungao ventricular in vivo.

A avaliacdo da funcao diastélica através do ecocardiograma nos ratos
apresenta dificuldades devido a alta frequéncia cardiaca apresentada por esses
animais, prejudicando a mensuracao do fluxo transmitral e a obteng&o dos valores
de onda A e E ao Doppler (32). No entanto, no presente estudo, houve tendéncia de
diminuicdo das ondas A e E (p=0,077 e p=0,058, respectivamente) no grupo tratado
com doxorrubicina, mas que nao foi estatisticamente significante. A reducao
concomitante das ondas E e A nao caracteriza nenhum padrdo conhecido de
disfuncéao diastélica (alteracao de relaxamento, padrao pseudonormal ou restritivo) e
pode ter ocorrido devido a reducao da pré-carga pela possivel desidratacao (37).

Outro parametro de avaliacdo da funcao diastélica é o tempo de relaxamento
isovolumétrico (38), que € o periodo de tempo entre o fechamento da valva aértica e
a abertura da valva mitral, no qual o ventriculo ndo altera seu volume. Este
parametro ecocardiografico € influenciado pela frequéncia cardiaca e pelas
caracteristicas intrinsecas do musculo cardiaco (fibrose, hipertrofia), além do
suprimento de ATP e transito de célcio. Nas situagbes em que ocorre diminui¢gdo da
pré-carga espera-se diminuicdo do tempo de relaxamento isovolumétrico (37). Ao
contrario, nos nossos animais, houve aumento do tempo de relaxamento
isovolumétrico no grupo Doxo, caracterizando déficit de relaxamento e,

consequentemente, disfuncao diastolica.
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As alteragbes ecocardiograficas observadas nas variaveis relacionadas a
funcao sistélica ao ecocardiograma (fragao de encurtamento do ventriculo esquerdo,
débito cardiaco e fragcdo de ejecdo) poderiam ser justificadas por alteragdes
hemodinamicas presentes no animal vivo, ja que essas variaveis sdo dependentes
do estado volémico, da pressao arterial e da frequéncia cardiaca do animal. Houve
diminuicao da frequéncia cardiaca no grupo doxorrubicina e provavel desidratacao,
conforme ja descrito anteriormente, o que poderia culminar com a diminuicao do
débito cardiaco. Apesar disso, o débito cardiaco manteve-se diminuido mesmo
quando esta variavel foi ajustada pela variacao de peso corporal e pela frequéncia
cardiaca (ANCOVA). O mesmo ocorreu para a fragdo de encurtamento e a fracao de
ejecdo do ventriculo esquerdo, demonstrando que os ratos tratados com
doxorrubicina apresentaram, também, disfuncdo sistélica. Em situacées de
desidratacdo, supde-se que haja diminuicdo da cavidade ventricular esquerda, tanto
na sistole quanto na diastole. No entanto, nos animais tratados observamos
tendéncia a aumento do ventriculo esquerdo na sistole, possivelmente decorrente de
aumento do volume residual ao final da sistole por diminuicdo do volume ejetado.
Estudos prévios que avaliaram agudamente a funcado ventricular esquerda apés
altas doses de doxorrubicina em modelos experimentais com camundongos sao
controversos com relacdo ao diametro do ventriculo esquerdo. Estudo prévio
demonstrou diminuicdo da cavidade ventricular esquerda na diastole e na sistole,
em 2 e 4 dias, respectivamente, apds infusdo de doxorrubicina, com manutencao da
fracdo de encurtamento (19). Outro estudo mostrou diminuicdo do didmetro
diastélico e da fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo 5 dias apés infusao
da droga (35). Em outro estudo houve aumento dos didmetros sistélico e diastélico

do ventriculo esquerdo 24 horas ap6s a infusdo de dose Unica de doxorrubicina (25).
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Outra alteragdo hemodindmica que pode ocorrer apods infusdo da
doxorrubicina é diminuicdo da pressao arterial sistémica, conforme ja descrito na
literatura (22, 32). No entanto, ndo foi aferida pressdo arterial dos animais
estudados, o que poderia fornecer dado adicional ao comportamento hemodinamico
nos ratos tratados.

O método de estudo do coracao isolado foi descrito por Langendorff em 1985
e desde entdo vem sendo utilizado para avaliacao da fungéao cardiaca em diversos
modelos experimentais (39). Em modelos de cardiotoxicidade crénica e aguda
induzidas pela doxorrubicina é utilizado com o intuito de comparar as diversas
drogas da classe das antraciclinas e avaliar possiveis substancias que minimizariam
a cardiotoxicidade (40). Dentre as variaveis avaliadas por esse método encontra-se
a derivada pressao-tempo positiva que se relaciona com a fungédo sistélica e a
negativa que se relaciona com a fungédo diastolica. No presente estudo, ndo foi
evidenciada alteracdo nas derivadas positiva e negativa. Foi realizada regressao
linear para avaliacdo da relacdo pressdo-volume sistolica e diastdlica e néo foi
encontrada diferenca no coeficiente de inclinagcdo das retas entre os grupos para
ambas as relacdes. No entanto, evidenciamos que houve deslocamento da curva de
relacdo estresse-deformacdo diastélica para cima e para a esquerda. O estresse
parietal refere-se a forga por unidade de area seccional transversa. Deformagéao, por
sua vez, é definida como a modificagdo da forma de um tecido quando a ele é
aplicada uma forca, sendo capaz de avaliar a intensidade de deformacao que o
miocardio apresenta durante o ciclo cardiaco. Pela Lei de Frank-Starling, essa
correlagao é direta, ou seja, 0 aumento do estresse parietal deve ser acompanhado
de aumento da deformacdo miocardica. Portanto, a correlacdo dessas duas
variaveis representa as propriedades elasticas intrinsecas do musculo cardiaco, ou

seja, o grau de rigidez miocardica. Como houve deslocamento da curva do grupo
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Doxo para cima e para a esquerda, podemos concluir que o grupo tratado apresenta
maior rigidez miocardica que o grupo controle. Nao houve diferenga entre os grupos
que pudesse caracterizar disfungéo sistélica no estudo do coragéo isolado.

O aumento da rigidez miocardica poderia ser secundario a aumento do
depdsito de colageno intersticial, mas no nosso estudo nao houve diferenca na
quantidade de colageno intersticial entre os grupos, portanto, 0 aumento da rigidez
nao ocorreu por este mecanismo. O edema intersticial que pode ocorrer pelo
aumento da permeabilidade apés infusdo da droga também poderia contribuir para
aumento da rigidez diastdlica. No nosso estudo ndo foi mensurado o teor de agua
tecidual no coracao dos ratos e ndo pudemos confirmar ou excluir essa hipdtese.

Ainda é possivel que a rigidez miocardica aumentada possa ser explicada por
alteracdes na contratilidade e relaxamento do musculo cardiaco, que por sua vez €
dependente da homeostase intracelular do calcio. O calcio € um ion essencial para o
processo de contracdo-relaxamento, ligando-se a troponina C e permitindo a
interacdo actina-miosina. Seu fluxo é regulado por 3 sistemas de membranas
(mitocondrial, plasmatica e do reticulo sarcoplasmatico) e pelas proteinas nelas
inseridas. O processo de contracdo inicia-se com o estimulo elétrico gerando influxo
pequeno e lento de calcio para o interior da célula através dos canais L na
membrana citoplasmatica. Esse aumento de calcio ativa o receptor rianodinico no
reticulo sarcoplasmatico, que leva a liberagéo de grande quantidade de célcio para o
citosol, caracterizando a fase de contracdo muscular. O relaxamento inicia-se
quando a bomba de membrana do reticulo sarcoplasmatico, calcio ATPase-
dependente (Serca2a), comega a recaptar o calcio para o interior do reticulo
sarcoplasmatico. A atividade da Serca2a é regulada por uma série de fatores,
incluindo o fosfolamban, proteina que sofre fosforilagdo, muda sua conformacéao e

ativa a Serca2a. A fosforilagdo do fosfolamban acontece em resposta a varios
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estimulos intracelulares, como AMP ciclico, estimulo 3-adrenérgico, calmodulina e a
prépria concentragéo do ion célcio.

Aparentemente, o déficit contrétil cronico decorrente da cardiotoxicidade da
doxorrubicina é, em grande parte, decorrente da alteracdo da dinamica intracelular
do calcio (41, 42). Ha indicios na literatura que esta alteracao ocorre precocemente
apdés exposicdo a droga em cardiomiocitos isolados de ratos e musculo papilar
isolado (43, 44). Apesar de alguns estudos revelarem que, agudamente, na
agressao miocardica pela doxorrubicina possa haver deplecao do calcio intracelular
(5), outros estudos demonstram que a doxorrubicina aumenta a concentracao de
célcio no citoplasma de cardiomiécitos isolados de ratos, através de aumento da
liberagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico (43). Além disso, pode aumentar o
influxo de calcio na mitocdndria, provocando aumento da formacao de espécies
reativas de oxigénio e aumento da liberagédo de citocromo C, aumentando a taxa de
apoptose nestas células (43). As alteragcdes agudas do calcio poderiam estar
relacionadas as manifestacdes clinicas agudas provocadas pela doxorrubicina, que
sdo as alteracbes eletrocardiograficas. No entanto, pode ser que o aumento do
célcio citosolico seja apenas consequéncia de outros mecanismos indutores de dano
celular e ndo o desencadeante inicial da lesdo miocéardica e outros disturbios
possam preceder a alteracdo no fluxo de calcio como, por exemplo, disfuncdo da
cadeia respiratdria com formacao de espécies reativas de oxigénio (45) ou inibicao
da fosfolipase A2 célcio-independente na membrana celular (46).

Como em outras formas de insuficiéncia cardiaca, na cardiotoxidade crénica
induzida pela doxorrubicina ocorre diminuicdo da expressao de RNAm de proteina
Serca2a, fosfolamban e receptor rianodinico, conforme observado em estudo
experimental realizado em coelhos avaliados cronicamente apo6s infusédo de

doxorrubicina (22). Ndo ha dados na literatura a respeito da expressdo destas

Discussao 47



proteinas na cardiotoxicidade aguda induzida pela doxorrubicina. No nosso estudo,
nao foi observada alteragdo da expressdao de RNAm para fosfolamban, receptor
rianodinico e Serca2a. A expressao semelhante entre os dois grupos ndo descarta a
possibilidade das alteracdes no transito do calcio estarem envolvidas no prejuizo do
relaxamento miocardico detectado no nosso estudo, visto que poderia haver
alteracdes pos-transcricionais, alteracdes qualitativas na funcao destas proteinas ou
alteracao da concentracdo do calcio ndo dependente da liberacdo pelo reticulo
sarcoplasmatico, ja que as vias intracelulares envolvidas na regulacao do calcio sao
multiplas (47).

A resposta inflamatéria também é citada na literatura como possivelmente
envolvida na génese da toxicidade cardiaca doxorrubicina-induzida, que ndo so6
mediaria apoptose, como também o processo de remodelagcdo miocéardica (14).
Diferentemente do que ocorre em outros tipos de insuficiéncia cardiaca, onde ha
aumento dos niveis séricos de TNF-a e da expressao génica para esta citocina
inflamatéria, os resultados obtidos no modelo de cardiotoxicidade induzida pela
doxorrubicina ainda sao conflitantes. Ao passo que alguns estudos experimentais no
modelo de toxicidade crbnica em ratos mostram aumento da expressdo de RNAm
para TNF-a (48) e IL-1 (12), outros ndo revelam alteracao nos niveis séricos ou na
expressdo de RNAm para TNF-a (14). Os diferentes resultados encontrados na
literatura talvez possam ser explicados devido aos diferentes modelos experimentais
utilizados em cada estudo, no qual a infusdo de altas doses em uma Unica aplicacao
cursa com maior quantidade de genes expressos, voltando a expressao normal
destes genes apos o periodo de meia vida da droga, que € em torno de 48 horas no
musculo cardiaco, enquanto a infusdo de baixas doses em mudltiplas aplicagées leva
a ativacdo de menor quantidade de genes, mas com um perfil de ativacdo génica

que simularia o encontrado na toxicidade crénica em humanos (49).
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O TNF-a é citocina liberada pelos linfécitos T, principalmente na fase aguda
da inflamacdo (4 a 6 horas ap6s gatilho inflamatério), e sua principal fungéo é
aumentar a expressao das moléculas ligantes de integrinas (ICAM-1, VCAM-1) na
superficie celular, aumentando o recrutamento e ligacao de leucécitos ao endotélio
vascular. Além disso, estimula producao de outras citocinas inflamatérias, promove
ativacao de neutréfilos e aumenta a capacidade trombogénica do endotélio. O IFN-y
também é citocina inflamatéria produzida pelos linfécitos T ativados, relacionada
mais especificamente com a fase cronica da inflamagdo (dias apo6s gatilho
inflamatério inicial), e induz diferenciacdo de macréfagos em células gigantes,
aumenta a apresentacdo de antigenos e estimula producdo de outras citocinas
inflamatérias. A IL-10 é produzida por linfécitos T, macréfagos e mondécitos com a
finalidade de regular e/ou inibir a resposta inflamatéria, sendo uma citocina anti-
inflamatéria.

Nao houve alteragcdo na concentragédo tecidual de TNF-a, IFN-y ou IL-10 no
presente estudo, bem como ndo ocorreu alteragdo nos niveis de ICAM-1. Nossos
resultados reproduziram outros ja presentes na literatura, no qual ratos tratados com
doxorrubicina (15 mg/kg) foram sacrificados com 1, 2, 4 e 24 horas ap6s dose total
administrada e nao houve diferenca nos niveis de TNF-a sérico ou na sua expressao
tecidual em qualquer dos momentos avaliados (14). O papel do TNF-a no
mecanismo de toxicidade cardiaca da doxorrubicina talvez esteja relacionado mais
com a “qualidade” de resposta ao TNF-a que com a “quantidade” de TNF-a expresso
ou liberado nos tecidos, através de sua ligagcao em diferentes tipos de receptores de
membrana, que determinam estimulo de apoptose ou estimulo de sobrevivéncia

celular (13).
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As citocinas inflamatdrias, principalmente IL-1 e TNF-a, constituem importante
indutor de remodelacdo cardiaca, interferindo nas caracteristicas da matriz
extracelular, também por ativarem metaloproteinases (17).

As metaloproteinases sdo enzimas proteoliticas, zinco-dependentes, que sao
produzidas na forma de pro-enzimas, e sao ativadas com a clivagem do propeptideo
terminal com exposicao do ion zinco (30). As metaloproteinases estao envolvidas na
degradacao dos componentes da matrix extracelular e, por isso, sdo essenciais para
a manutencdo normal dos tecidos. Podem ter sua quantidade e/ou atividade
aumentada em resposta a diversos estimulos, como ativacdo neuro-hormonal
(angiotensina Il e norepinefrina), estresse oxidativo, aumento de trombospondina e
osteopontina, estimulos mecéanicos (aumento de pressdao transmural ou da
deformacao miocardica) e resposta inflamatéria (17). As metaloproteinases 2 e 9,
também denominadas gelatinases, possuem alta afinidade pelo colageno fibrilar,
colageno 1V, fibronectina e laminina. Sdo encontradas naturalmente no miocardio,
mas em situagcdes de agressdo, como isquemia e sobrecargas de pressao ou
volume, essas enzimas sao mais ativadas (17).

No presente estudo houve ativagdo de metaloproteinase 2 € 9 no miocardio
dos ratos tratados com doxorrubicina 48 horas apds exposi¢cdao a droga e a ativagao
ndo esta relacionada a aumento da atividade inflamatéria. Os resultados obtidos sao
similares aos encontrados na literatura, que mostram aumento da expressao de
metaloproteinase 2 no miocardio de camundongos tratados com doxorrubicina no
dia 1 e 2 ap6s exposicao a droga e aumento da expressdao de metaloproteinase 9
nos dias 2 e 4 apos a exposicao (19).

Apesar de, classicamente, as metaloproteinases estarem relacionadas com a
degradacao da matriz extracelular, a metaloproteinase 2 também tem efeitos

intracelulares e sua ativagcdo pode estar relacionada a modulagdo de estresse
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oxidativo. Quando ativada, esta enzima tem afinidade por uma série de proteinas
intracelulares, incluindo as proteinas contrateis troponina |, a-actina e miosina de
cadeia leve, resultando em alteragdo da contratilidade miocardica (50, 51). Isto é
extremamente interessante, ja que sabidamente um dos mecanismos iniciais da
lesdo miocardica pela doxorrubicina € o aumento do estresse oxidativo e nossos
ratos apresentaram disfuncao ventricular diastélica e sistélica.

O tipo mais comum de cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina é o que
se manifesta como miocardiopatia dilatada e quadro tipico de insuficiéncia cardiaca,
observado meses apéds tratamento com a droga, também denominado
cardiotoxicidade crbnica. Apesar desta denominagcdo, a ativagdo de
metaloproteinases observada no nosso estudo, leva a crer que o processo de
remodelacdo, que culmina em dilatacdo ventricular esquerda, inicia-se

precocemente apds tratamento com doxorrubicina.
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CONCLUSOLES



e A ativagao das metaloproteinases ocorre precocemente no miocardio dos ratos

tratados com doxorrubicina.

e Ocorre aumento da rigidez passiva miocardica in vitro e disfungédo diastélica e
sistélica in vivo neste modelo experimental.

e A disfuncédo cardiaca ndo esta relacionada a alteracdo na expressdao de RNAm
para Serca-2a, receptor rianodinico ou fosfolamban.

e Nao ha aumento da inflamagao no miocardio ap6s a infusdo de doxorrubicina.
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