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RESUMO

A cardiotoxicidade especifica, que se desenvolve apés doses cumulativas de
antraciclinas, é o principal efeito limitante para o tratamento a longo prazo com estes
agentes. Varios modelos animais reproduzindo as alteracdes morfoldgicas,
bioquimicas e funcionais induzidas por doxorubicina, tém sido descritos e usados
para testar novos analogos. Em estudos anteriores desenvolvemos um modelo de
tratamento "in vivo" para estudo da cardiotoxicidade induzida por antraciclicos em
ratos em que, consistentes e significativas alteracées da funcéo miocardica puderam
ser observadas e mensuradas em intervalo de tempo relativamente curto. O objetivo
do presente estudo foi validar o modelo proposto para avaliagdo da cardiotoxicidade
induzida por doxorubicina em ratos, usando a epirubicina (EPI), idarubicina (IDA) e
mitoxantrona (MIT). Além de avaliar o potencial cardioprotetor da talidomida e
pentoxifilina. Os pardmetros utilizados nesta avaliacdo foram: estudo eletro e
ecocardiografico; dosagem sérica dos marcadores bioquimicos (Troponina T, CK-
MB, LDH); curva ponderal; pardmetros hematolégicos, indices cardiaco, hepatico,
esplénico e analise histopatoldgica. A analise dos resultados demonstraram que a
epirubicina, idarubicina e mitoxantrona, embora sejam drogas com menor potencial
cardiotoxico, ao serem utilizadas em doses cumulativas, parecem induzir toxicidade
miocardica similar a da doxorubicina. Quando utilizamos marcadores de
cardiotoxicidade aguda , como troponina T (TnT), CK-MB e LDH, ndo se observam
diferencas significativas entre estes agentes e a doxorubicina. A talidomida e
pentoxifilina, conseguem inibir a cardictoxicidade induzida por doxorubicina,
epirubicina, idarubicina e mitoxantrona no modelo utilizado. Além disso a
doxorubicina quando administrada em doses excedentes (50 e 100%) acima da
dose cumulativa habitual, também tém seu potencial cardiotéxico inibido por estes
dois agentes. Nossos resultados sugerem que no modelo de cardiotoxicidade
experimental utilizado, ndo existem diferencas significativas entre a doxorubicina e
analogos antraciclicos na inducéo de cardiomiopatia e esta pode ser mensurada de
forma n&o invasiva através de marcadores bioquimicos como a troponina T e CK-MB
e prevenida através da utilizacdo concomitante de talidomida e pentoxifilina, que
podem vir a ser utilizados na pratica clinica como agentes cardioprotetores.
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SUMMARY

A specific cardiotoxicity, wich develops with critical cumulative doses of the
anthracylcines, is the major limiting factor in the use of these agents in long-term
treatments. Several animals models reproducing doxorubicin-induced morphological,
biochemical and functional cardiac alterations have been described an used for
screening of new analogs. In previous studies we desenvolved an in vivo doxorubicin
schedule for the study of anthracycline induced cardiotoxicty in rats with which
consistent and significant funcional and morphologic myocardial alterations can be
observed and mensured in a relatively short time. The aim of the present study was
to validate the proposed model for anthracycline-induced carditoxicity in the rat using
the epirubin, idarubicin and mitoxantrone. Besides evaluating the cardioprotector
potential of the thalidomide and pentoxifillyne.. The parameters used in this
evaluation has been: Electrocardiogram (ECG) and Echocardiogram (ECO) changes,
biochemicals markers, ponderal curve, hematologic values, cardiac, hepatic and
splenic index and histological analysis. The analysis of the result had demonstrated
that the epirubicin, idarubicin and mitoxantrone, when being used in cumulative
doses seen to present carditoxicity like to doxorubicin. When we use markers of
acute myocardial lesion as T troponin, CK-MB and LDH, not if they observe
significant differences between these agents and doxorubicin. The pentoxifillyne and
thalidomide one obtain to inhibit the induced cardiotoxicity for doxorubicin, epirubicin,
idarubicin and mitoxantrone in the used model. Moreover the doxorubicin when
mananged in exceeded doses, also it has its cardiotoxic potential inhibited by these
two agents. Our recents studies suggest that in the used model of experimental
cardiotoxicity few differences between the cardiotoxic potential presented by diverse
anthracyclics analogs exist and this can be inhibited by pentoxifillyne and
thalidomide, that can to be used in the clinic as cardioprotective agents.
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INTRODUCAO

CARDIOTOXICIDADE INDUZIDA POR ANTRACICLICOS E SEUS ANALOGOS

A doxorubicina (DXR) & um antibidtico do grupo quimico das antraciclinas
obtido por fermentacgdo do Streptomyces peucetius var. Caesius. Foi descoberta por
Arcamone e colaboradores (Arcamone, 1969) e introduzida na pratica clinica como
agente quimioterapico no final da década de 60 (Bonadonna, 1969). Desde entdo os
antibidticos antraciclicos, particularmente a DXR, tém-se revelado uma das classes
mais ativas de compostos antineoplasicos. Permanecem ainda como elementos
essenciais no tratamento de diversos tumores sdlidos (cancer de mama, sarcomas
de partes moles, osteossarcoma, sarcoma de Kaposi) € neoplasias hematologicas
(Linfoma de Hodgkin e nao-Hodgkin), além de diversas neoplasias de infancia.
Outros tumores menos responsivos, porém ainda tratados como DXR, incluem:
carcinomas gastricos, pancredticos, hepaticos e de vias biliares (Hortobagyi, 1997).
A cardiotoxicidade, a despeito da ocorréncia de outros efeitos tdxicos mais comuns
tipo nausea, vOmitos, mucosite, mielossupressdo e alopécia, tem, entretanto,
limitado o uso clinico das antraciclinas, principalmente da mais utilizada, a DXR. Tal
limitacao pode levar a um notdrio prejuizo para os pacientes, desde que determina
uma reducao da dose ideal do quimioterapico, culminando numa possivel

diminuig@o nas taxas de sobrevida e remissao completa da doenga de base.
Toxicidade clinica

Essa importante toxicidade miocéardica associada a terapia com antraciclinas
nao havia sido observada nos estudos pré-clinicos iniciais. Entretanto, durante os
primeiros ensaios clinicos com doxorubicina, alteragbes eletrocardiograficas,
incluindo taquicardia, depressé@o do segmento ST e alteracdes de onda T ja foram
detectadas (Bonadonna, 1970). Porém, somente apos a andlise retrospectiva de
399 pacientes feita por Lefrak e colaboradores, é que a ocorréncia de
cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) associada a doses

cumulativas de DXR foi definitivamente estabelecida. Esse estudo também deixou



claro que a ICC era um fendmeno dose-dependente: incidéncia maior que 5% foi
encontrada quando utilizaram doses de 501 — 550 mg/m?, e acima de 30% quando
doses a partir de 601 mg/m® foram empregadas (Lefrak, 1973). Em outro estudo,
YVon Hoff e colaboradores mostraram uma incidéncia de 7 a 10% para doses de 450
a 500 mg/m2 de DXR, e resultados semelhantes para daunorubicina (Von Hoff,
1979). A dose cumulativa de 500 mg/m? foi entdo considerada como limite maximo

no sentido de se minimizar os riscos de cardiomiopatia e ICC.

Estudos subsequentes mostraram que a cardiomiopatia poderia ocorrer com
doses menores de DXR, em pacientes com fatores de risco iais como idade,
cardiopatia previa, hipertensao, radioterapia mediastinal anterior ou concomitante, e
quando havia associacdo com outros quimioterapicos, 0s quais eram capazes de
potencializar esse para-efeito (Minow, 1977). Em relacao a esse ultimo aspecto, tem
sido descrita maior incidéncia de toxicidade cardiaca quando a DXR foi associada a
ciclofosfamida e, mais recentemente, ao paclitaxel (Gianni, 1995). Recentemente o
Transtuzumab (Herceptin®, anticorpo monoclonal antiHER2) foi aprovado para o
tratamento de cancer de mama. Entretanto 28% de pacientes recebendo ambas as
drogas, transtuzumab e antraciclinas desenvolveram 1CC. O que significa um
aumento de 7 para 28%. Embora a expressdo aumentada de HERZ2 tenha sido
associada ao desenvolvimento de cancer, os receptores HER2 parecem ter efeito
cardioprotetor, porque eles sao mediadores de importantes vias sinalizadoras
cardiacas (Feldman et al., 2000).

A doxorubicina pode causar cardiotoxicidade aguda ou, mais freqiientemente,
cronica. Agudamente — durante a infusdo ou dias apds — a toxicidade cardiaca pode
manifestar-se por arritmias, alteragdes eletrocardiograficas, pericardite, miocardite e,
ocasionalmente, infarto do miocardio e morte subita, efeitos estes, resultantes
principalmente de dano agudo aos midcitos, decorrente da liberagéo de substéancias

vasoativas, tais como catecolaminas e histaminas (Steinherz, 1991).

No entanto, o principal problema clinico estd no desenvolvimento de uma
cardiomiopatia cronica progressiva. O guadro clinico observado nesses pacientes ¢
similar aquele visto em outras miopatias cardiacas difusas: taquicardia, seguida por

fadiga, dispnéia, edema pulmonar, periférico e sinais de baixo débito cardiaco. A
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gravidade do quadro deve-se principalmente a irreversibilidade e refratariedade da
cardiomiopatia aos tratamentos convencionais, com conseqiéncias fatais em pelo
menos 30 a 50% dos individuos afetados (Von Hoff, 1979). E imporiante enfatizar
que o dano cardiaco das antraciclinas € primariamente aos midcitos, ndo afetando
diretamente as coronarias, sistema vascular ou de conducgdo. Secundariamente,
entretanto, uma ma fungao dessas estruturas pode ocorrer como resultado da
cardiomiopatia dilatada progressiva.

Alem dessas formas, tem sido descrita uma apresentacao tardia — 4 a 20
anos apos o uso de antraciclinas — particularmente em criangas. Estudos
prospectivos com subgrupos de criangas que se submeteram a terapia com
antraciclicos, tém revelado que a incidéncia de anormalidades cardiacas aumenta
com o tempo e pode chegar a 65%, sendo a magnitude desse problema talvez
maior com 0 aumento da duracao do seguimento (Steinherz, 1991). Nesse contexio,
recentemente o POG (The Pedriatric Oncology Group), avaliando
retrospectivamente 6493 criancgas tratadas previamente com antraciclinas, com o
objetivo de estudar a incidéncia de danos cardiacos precoces (Uum ano apos o
término da quimioterapia) rep'ortou cardiotoxicidade em 106 pacientes (1,6%). Os
fatores associados com maior risco relativo de ICC incluiram dose cumulativa > 500
mg/m?, dose individual maxima > 50 mg/m?, sexo feminino, raca negra, presenca de
trissomia 21 e exposicao a amsacrina, um derivado da acridina utilizado

principalmente em leucemias nao-linfoblasticas (Kirscher, 1997).

Diagnéstico

O diagnostico preciso das alteragbes, assim como a monitorizacao do
paciente antes, ao longo e apods o tratamento com antraciclinas séo procedimentos
necessarios a um adequado manuseio de individuos submetidos a terapia com
antraciclicos. Num passado recente, os medicos dispunham apenas do exame fisico
e da monitorizacao eletrocardiografica para o estabelecimento dessa cardiomiopatia,
0 que tornava dificil o diagndstico diferencial, ja que os sinais e sintomas tipo
dispnéia, estertores pulmonares, ritmo de galope, taquicardia, turgéncia jugular,
edema de membros inferiores e hepatomegalia, séo comuns a ouiras causas de
ICC. E referido que o exame fisico pode chegar a negligenciar cerca de 50% das

alteracbes cardiacas precoces e reversiveis da ICC induzida por doxorubicina
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(Dresdale, 1983; Ganz, 1996). As alteractes inespecificas do ECG associadas a
esse tipo de cardiomiopatia incluem arritmias reversiveis no inicio e mais
tardiamente, achatamento de onda T, prolongamento do intervalo QT e diminuicéo
da voltagem da onda R (Praga, 1979; Singal, 1998).

A ecocardiografia bidmensional, técnica naoc-invasiva e bastante acessivel,
tem sido comumente empregada na avaliagao sequencial da funcéo cardiaca: nesse
procedimento utilizam-se como parametros a fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE), a fracdo de encurtamento e as alteracbes da espessura da
parede ventricular. A FEVE tambem pode ser mensurada de forma mais acurada e
reprodutivel pela angiocardiografia por radioisétopos, método este considerado o
procedimento nao-invasivo mais sensivel na identificacao de disfungdes contrateis
cardiacas subclinicas, conseqientes ao uso das antraciclinas (Mason, 1978; Ganz,
1996). A acuracia dos métodos de obtencado da FEVE eleva-se quando o
procedimento € combinado ao esforgo fisico (Ganz, 1996; Mckillop, 1983). O grupo
de Yale estabeleceu algumas recomendacdes para o seguimento da FEVE em
pacientes submetidos a terapia com antraciclicos, dentre as quais estdao a
suspensdo da doxorubicina quando a FEVE diminuir mais de 10% do seu valor
inicial obtido antes do tratamento, ou quando a FEVE estiver menor que 30%
(Duckart, 1996). Baseado nesse protocolo reduziu-se em 4 vezes a incidéncia
clinica de ICC (Schwartz, 1987). Deve-se ressaltar que uma FEVE inicial menor que
45% identifica os pacientes com alto risco de cardiotoxicidade (Speyer, 1998).

Outro teste nao-invasivo que também pode ser utilizado para se detectar
alteragbes precoces induzidas pela doxorubicina € a angiocardiografia com
anticorpos monoclonais antimiosina marcados com indio 111. Os anticorpos ligam-
se a miosina cardiaca exposta quando os miocitos estao lesados. Este método é
bastante sensivel na deteccdo de necroses de células miocardicas associadas a
doengas tais como cardiomiopatia dilatada, infarto do miocardio e miocardite, além
de ser capaz de mensurar a FEVE e identificar anormalidades na motilidade da
parede cardiaca (Bhattacharya, 1991). Apesar de sua baixa especificidade, ja que
detecta células necrdticas independentemente da causa de necrose, este método
mostrou evidéncia de leséo miocardica em 85% dos pacientes sem fatores de risco

para cardiotoxicidade que receberam 500 mg/m2 de doxorubicina (Jain, 1990).



Um radioisétopo analogo da norepinefrina, metaiodobenzilguanidina (MIBG),
tem sido utilizado para se avaliar a integridade dos neurbnios adrenérgicos
cardiacos, a qual €& afetada pelos antraciclicos. Através desse método foi
demonstrado que na cardiomiopatia induzida por DXR ocorre uma desenervacgao
adrenérgica antes que uma diminuicdo da fracdo de ejecéo seja detectavel por
ecocardiograma ou angiografia com radioisétopos (Wakasugi, 1995; Takano, 1995).
Dessa forma, esta técnica pode identificar disfungdes cardiacas precoces
associadas a cardiotoxicidade induzida por DXR.

Hecentes estudos tém investigado a correlacdo dos niveis seéricos de
troponina T e troponina | com a cardiotoxicidade precoce devido aos antraciclicos.
Alguns ensaios clinicos demonstraram haver elevacdo nos niveis seéricos de
troponina T em criangas submetidas a tratamento com DXR, sendo essa elevacao
correlacionada a dilatacao do ventriculo esquerdo, ao espessamento da parede
cardiaca e as alteracOes histologicas usuais encontradas na cardiomiopatia induzida
por DXR (Ottlinger, 1995; Lipschultz, 1997; Herman, 1998).

O teste diagno’s‘iico definitivo e de maior sensibilidade e especificidade para a
mensuracao da cardiotoxicidade associada as antraciclinas € a bidpsia
endomiocardica seriada e sua avaliacao histopatolégica. Os achados patoldgicos
relacionados a cardiomiopatia cronica foram bem caracterizados por varios estudos
(Billingham, 1978; Alexander, 1996). ldentifica-se uma série progressiva de
alteragcbes morfoldgicas comuns a todos os antibidticos antraciclicos, incluindo
degeneragao miofibrilar, dilatacdo mitocondrial e vacuolizagao do citoplasma.
Billingham e colaboradores descreveram um reprodutivel sistema de escores
microscopicos para essas lesdes, utilizado para classificar o dano tecidual numa
escala de 1 a 3 (Billingham, 1978). Escores maiores ou iguais a 2 correlacionam-se
melhor com o desenvolvimento de ICC clinicamente manifesta (Ferrans, 1992); ja a
bidpsia com escore acima de 2,5 deve ser considerada como um indicativo para
suspensao da terapia com DXR (Bristow, 1982). No entanto, o carater invasivo e a
pouca disponibilidade deste procedimento tornam-no infreqliente na pratica clinica.

Na ultima década a utilizacao de marcadores bioguimicos para monitorizagéo
da injuria miocardica tem mostrado que muitos desses marcadores sédo Uteis na
deteccao de cardiotoxicidade aguda e cronica. Nao existe nenhum exame que

possa discriminar entre lesao ao musculo cardiaco e esquelético em animais de



laboratério. A utilizacéo de eletroforese para isoenzimas da creatino quinase (CK) e
desidrogenase lactica (LDH) foram usadas eficientemente na detecgdo de infarto
agudo do miocardio em humanos. Entretanto, seu uso em animais de laboratério
para detecgao de lesdo cardiaca & complicado por varios fatores.

Estas provas sao reconhecidas como tendo restrita especificidade e
sensibilidade para uso meédico na descoberta de injuria cardiaca (Keffer et al.,
1996). Os testes baseados na determinacdo da atividade eletroforética das
isoenzimas de CK e LDH podem apresentar resultados falso-negativos em algumas
espécies, como por exemplo porcos, coelhos e cavalos, mais freqlientemente que
quando usados em humanos (Burger et al., 1964; Thoren-Tlling et al., 1983).
Também, complicacéo de lesdo cardiaca por leséo do musculo de esquelético é
mais provavel em animais do que em pessoas.

Uma lesao muscular leve ou moderada freglientemente ocorre apds esforgo,
trauma, ou tensao durante a manipulacdo do animal, especialmente em animais
selvagens ou de laboratdrio. Isto pode causar liberacao aumentada das isoenzimas
CK e LDH pelo musculo esqueiético gue dificulta a deteccao da atividade
aumentada das isoenzimas cardiacas (CK-MB, LDH-1 e LDH-2) (Cardinet, 1989).
Alem disso, em algumas espécies a alta concentracdo de albumina sérica (ex.
ratos), pode mascarar a atividade da CK-MB sérica pela co-migracéo de albumina
durante a eletroforese (Alleyassine, 1978). Finalmente, semelhante aos seres
humanos, a liberacao relativamente lenta de LDH (1 a 2 dias) e clearence rapido de
CK (2 a 3 dias) no sangue, restringe o intervalo depois da les@o durante os quais
esses biomarcadores podem ser usados (Boyd, 1988).

Podem acontecer resultados falso-positivos para injuria cardiaca, baseados
na determinacao eletroforética da atividade sérica de isoenzimas de CK ou LDH,
porque estas enzimas nao sao encontradas apenas no coragao.

Em contraste com os seres humanos a atividade hepatica de LDH-1 e LDH-2
€ mais alta em cavalos, bois e porcos. Portanto, lesdo hepatocelular nestas
espécies, simula uma falsa positividade do exame de LDH '(Api!e, 1989). A lise de
plaguetas ou eritrécitos libera LDH e CK, que pode ser do tipo cardiaco em algumas
dessas espécies (Cardinet, 1989; Boyd, 1988).

Recentemente, foram desenvolvidos exames com alta especificidade e

sensibilidade para a detecgéo de infarto do miocardio em seres humanos (Bayana et
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al., 1995). A maioria destes exames ¢é baseada na deteccdo por técnicas
imunoldgicas de uma proteina, tal como troponina T cardiaca. Cuja expressao
génica esta restringida ao musculo estriado, principalmente o miusculo cardiaco.
Comparada com LDH e CK, esta proteina tem liberacao mais rapida e ¢ mais
persistente no sangue (Bayana et al., 1995; Keffer, 1996). A troponina T & uma
proteina miofibrilar importante na regulacao da contracéo do musculo estriado e sua
estrutura foi altamente conservada através do desenvolvimento filogenético (Malouf
et al. 1992).

O teste para deteccdo dos niveis sericos de Troponina T € usado para
deteccao da atividade desta proteina em humanos e varias espécies animais, apés
lesbdes toxicas (Bleuel et al, 1997), imunologicas (Remppis et al, 1995) e
isguémicas (Walpoth et al., 1995) ao miocardio.

A troponina € um complexo formado por trés subunidades protéicas: C, 1 e T.
Estas proteinas estdo localizadas nas miofibrilas do tecido muscular, sendo que a
segliéncia terminal dos seus aminoacidos difere entre o musculo esquelético e
cardiaco, permitindo que sejam distinguidos imunologicamente através de
anticorpos monoclonais dirigidos para esta segléncia de aminoacidos (Keffer,
1996).

Devido a segléncia uUnica de aminoacidos e as altas concentragdes
intracelulares, os imunoensaios para deteccao das troponinas cardiacas T e |,
tornaram-se 0s marcadores enzimaticos mais sensiveis e especificos de lesdo
miocardica. Além de sua alta sensibilidade e especificidade no diagnostico do infarto
agudo do miocardio (IAM), esses marcadores mostraram-se uteis na estratificacao
de risco em pacientes com angina estavel com relag@o a eventos cardiacos futuros.

No 1AM, a troponina T comeca a ser detectada na circulagéo a partir da 3°
hora e atinge o seu pico entre 10 e 24h, permanecendo detectavel no sangue até o
12° dia, com uma especificidade de 74% (Wong, 1996).

A troponina | comeca a ser detectada no sangue dentro de 4 horas apos o
IAM, apresentando pico entre 14 e 18 horas e permanecendo detectada na
circulagao por 5 a 7 dias. A sensibilidade da troponina | é de 96,6% com uma
especificidade de 94,9% (Wong, 1996).

O primeiro estudo correlacionando os niveis de troponina T com a gravidade

da Insuficiéncia Cardiaca (IC) e os resultados clinicos, foi publicado por Setsuta e
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col. em 1999. Foram estudados 58 pacientes hospitalizados com ICC e 169
individuos normais (controles). Os niveis séricos de troponina T (limite de deteccao
de 0,02ng/ml) foram relacionados com a severidade da ICC e os resultados clinicos
(morte ou readmissao hospitalar por nova descompensacéo cardiaca) em 12 meses
de seguimento. A troponina T foi detectada (> 0,02ng/ml) em 30 pacientes (51,7%)
do grupo ICC e em 7 individuos (4,1%) do grupo controle (p<0.0001). Os autores
também observaram que os pacientes do grupo ICC com niveis detectaveis de
troponina T apresentavam um maior indice cardio-toracico (69 + 8 vs. 59 + 7 %, p<
0.0001) e maiores niveis plasmaticos de peptideo natriurético atrial (243 + 201ng/ml
vs. 82 + 82 ng/ml; p= 0.0007). Nao houve diferenca significativa nos niveis de CK e
CK-MB entre os pacientes com e sem troponina T detectada. A taxa de eventos
cardiacos em 12 meses foi de 65,8% para os pacientes com troponina T >
0,05ng/ml e 14,8% para os pacientes com troponina T < 0,05ng/ml (p=0,004).

A relagdo entre os niveis séricos de troponina T e o grau de disfuncéo
miocardica foi publicado recentemente por Missov e col. (1999). Nesse estudo, 33
pacientes portadores de ICC (classe funcional: | a IV) e 47 individuos normais
(controles), foram comparados com relacéo aos niveis séricos de troponina T e CK-
MB massa. Os autores observaram uma diferenga estatisticamente significativa
entre os pacientes com IC e o grupo controle, com relacéo aos niveis de troponina T
(0,140 + 0,439 ng/ml vs. 0,0002 + 0,0001 ng/ml; p=0,0001) e CK-MB (3,76 + 3,75
ng/ml vs. 2,62 + 2,16 ng/ml; p=0,0474). A andlise da funcio ventricular (FEVE)
mostrou que os pacientes do grupo |ICC com maior grau de disfuncao (FEVE < 45%)
apresentavam niveis sericos elevados de troponina T em comparagdo com 0s
pacientes com FEVE < 45% (0,163 + 0,50 ng/ml vs. 0,007 + 1,01 ng/ml; p=0,04). Os
niveis de troponina T relacionavam-se com a gravidade da IC pela classe funcional
da NYHA e apresentavam uma correlacdo negativa com a funcdo ventricular
esquerda (R = -0,41, p=0,01). Segundo os autores, a avaliacdo dos niveis séricos de
troponina T poderia se uma forma simples de identificar casos suspeitos de ICC
subclinica e monitorizar o efeito da terapéutica utilizada.

A utilizagdo da troponina T como biomarcador da cardiotoxicidade crbnica
induzida por doxorubicina foi avaliada em um modelo utilizando ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). Elevagdes nos niveis séricos da troponina T e

diminuigdo da sua expressdo em secgdes de coragdo, avaliados por
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imunohistoguimica, foi observado nos animais tratados com doses de 7mg/kg de
doxorubicina e induziu minimas lesbes histolégicas (Herman et al., 1998).
Concentragbes mais elevadas de TnT coincidiram com reduzida expresséo
imunohistoquimica, em ratos recebendo 10-12mg de doxorubicina. Assim, a
monitorizagdo dos niveis sérico de TnT pode captar lesdo miocardica induzida por
doxorubicina em ratos e pode ser util para avaliagao nao invasiva desta toxicidade

am humanos.

Patogénese

A compreensdo da etiopatogenia da cardiotoxicidade das antraciclinas
fornece o suporte basico para as varias proposicbes de sua prevencdo. Nesse
sentido, o desenvolvimento de modelos experimentais em varias espécies de
animais tornou-se ferramenta fundamental para se estudar diferentes aspectos da
cardiotoxicidade e sua prevengao. A sensibilidade cardiaca aos efeitos toxicos dos
antraciclicos tem sido comprovada experimentalmente em varias espécies animais,
como rato (Metiler, 1977), camundongo (Rosenoff, 1974), cao (Kehoe, 1978) e
macaco (Denine, 1975). Particularmente, o modelo em ratos é considerado bastante
apropriado, pois mimetiza as alteracdes funcionais observadas em pacientes, além
de ser facilmente reprodutivel (Costa, 1996).

Inicialmente foi pensado que a agao cardiotoxica assim como a ag¢do anti-
tumoral das antraciclinas pudessem envolver uma via comum. Hoje, entretanto, ja
se sabe que esses dois efeitos possuem mecanismos distintos (Herman, 1998;
Singal, 1997).

Apesar de alguns autores considerarem que o exato mecanismo da
cardiomiopatia induzida por DXR ainda nao esta completamente esclarecido (Singal,
1998), a maioria dos estudos associa os efeitos cardiotdxicos das antraciclinas a
geracao de radicais livres. Nesse contexto, tem sido descrito que a DXR provoca um
estresse oxidativo, evidenciado por um aumento na formacéo de intermediarios
reativos de oxigénio e na peroxidagao lipidica, o qual, associado a uma diminuicdo
de antioxidantes celulares e de grupos sulfidrilicos, parece desempenhar um papel
importante, se nao fundamental, na patogénese desse tipo particular de
cardiomiopatia (Singal, 1995; 1987; Sinha, 1987; Rosen, 1990).
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O aumento do estresse oxidativo induzido pela DXR pode ter explicagao na
sua propria estrutura quimica: o anel quinona submete-se a ciclicas reducdes,
formando o radical semiquinona, processo no qual ha liberagéo de elétrons que séo
captados por agentes oxidantes, incluindo o oxigénio, os quais iniciam uma cadeia
de reagdes culminando com a geragao de espécies reativas de oxigénio, tais como
radical superoxido e perdxido de hidrogénio (Myers, 1998) (ver figura 01).

A eliminagdo do perdxido de hidrogénio € um passo critico na prevencao de
danos causados por radicais livres, devido a sua capacidade de gerar o radical
hidroxil, um dos mais reativos e destrutivos oxidantes conhecidos. Essa inativagao
do peroxido de hidrogénio pode ser realizada por duas enzimas: catalase e glutation
peroxidase.

O déficit constitutivo e peculiar do musculo cardiaco em catalase tormna o
sistema glutationa peroxidase a Unica via de detoxificacéo de peréxido de hidrogénio
nesse orgao. A administracdo de DXR resulta numa rapida destruicéo de glutationa
peroxidase, explicando a particular susceptibilidade do miécito aos danos por
radicais livres (Doroshow, 1979; 1980).

Alternativamente, a DXR pode, por ser um potente quelante do ferro (Fe”),
oroduzir radicais livres por um mecanismo nao enzimatico, o qual envolve a
formagéo inicial de um conjugado DXF%mFe'Q, capaz de catalisar as reagOes
supracitadas, resultando num importante incremento na geracao de radicais livres
{Dorr, 1996) (ver figura 1).

Os radicais livres podem causar danos em varios sitios intracelulares, entre
eles o envoltdrio nuclear, a membrana celular, a mitoctndria, o DNA e o reticulo
sarcoplasmatico (Gianni, 1992; Doroshow, 1983). A interacao dos radicais livres com
0 oxigénio provoca peroxidagdo lipidica nas membranas de diversas organelas.
Dessa interacao entre radicais livres e lipidios, resultam espécies reativas que
subseqglientemente reduzem outros acidos graxos. Nesse momento, se estabelece
uma cadeia de reagbes autocataliticas, resultando num extenso dano a membranas
e organelas. Além disso, & sabido que a DXR liga-se a cardiolipina presente na
membrana mitocondrial, resultando em dois efeitos danosos: comprometimento da
transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria e da ativagado pela cardiolipina do
complexo NADH: citocromo C, etapa importante na sintese de ATP, o que por si s6,

€ um evento comprometedor da contratilidade miocéardica (Goormaghtigh, 1990; Fu,



1990; Kapelko, 1989). O dano ao reticulo sarcoplasmatico causa disturbios no
transporte de calcio, evento critico na regulagdao dos potenciais de acédo cardiacos,
contracao e relaxamento (Fu, 1990; Pessah, 1990; Dodd, 1993). Além disso, ocorre
aumento do calcio livre, o qual pode ativar proteases no coracdo que causarao dano
miofibrilar, ativando o processo de apoptose celular (Fazio, 1998).

As diferentes aniraciclinas, experimentalmente e na pratica clinica, parecem
possuir mecanismos de acao cardiotoxica semelhantes aos descritos acima para a
DXR. Entretanto, tais mecanismos nao explicam totalmente os efeitos cardiacos dos
compostos antracénicos relacionados tipo a mitoxantrona. De fato, tem sido
mostrado que agentes inibidores especificos dos danos cardiacos das antraciclinas
nao foram capazes de inibir aqueles causados pela mitoxantrona, sugerindo que
outros mecanismos de cardiotoxicidade parecem existir (Alderton, 1992).

Recentes estudos envolvendo a participagdao do fator de necrose tumoral
(TNF-0) na ICC tém sugerido que a produgao dessa citocina por miocitos
submetidos a situagdes de injuria isquémica, infecciosa ou toxica desempenha um
papel impor‘tanté no processo de remodelamento ventricular (Ferrari, 1995; Mann,
1995; Van Deuren, 1992). Além disso, TNF-o € outras citocinas pro-inflamatorias
parecem contribuir na patogénese da ICC pela sua capacidade em recrutar celulas
inflamatdrias para um coragdo ja lesado, ou via estimulagdo de fatores
modificadores da funcdo vascular e contratil (Stevenson, 1989). Varios estudos
experimentais, utilizando animais e miocitos isolados, evidenciaram uma reducao da
contratilidade miocardica apds tratamenio com TNF-o (Matsumori, 1994). Alem
disso, ha evidéncias de que pacientes com ICC apresentaram niveis circulantes
elevados dessa citocina (Levine, 1990; McMurray, 1991).

Tentando entender o papel de TNF-o e de outras citocinas na cardiomiopatia
experimenial induzida por DXR em ratos, demonstramos recentemente que um
inibidor seletivo (talidomida) e outro nao-seletivo (pentoxifilina) da sintese de TNF-a
preveniram, de forma dose-dependente, o desenvolvimento de danos cardiacos
induzidos pela DXR, sem modificar seu efeito anti-tumoral. Esta demonstracao,
evidenciada por eletrocardiograma, ecocardiograma, andlise do peso cardiaco
(indice cardiaco) e histopatologia (escores de Billingham), sugere a participagéo de

TNF-o e de outras citocinas na fisiopatologia desse processo, ja que a pentoxifilina
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também inibe a sintese de outras citocinas, alem de TNF-a, como IL-1, IL-6 e GM-
CSF (Costa, 1996; Ribeiro, 1998).

Prevencao

A estratégia mais efetiva para se reduzir a toxicidade cardiaca é descontinuar
a terapia ao se atingir uma dose cumulativa pré-determinada de 450 mg/m? de DXR,
ou interromper a terapia com base no surgimento de alteracbes cardiacas
sugestivas de toxicidade, descrita anteriormente. Limitar ou restringir a terapia em
pacientes com fatores de risco cardiacos (idade > 70a, uso prévio de antraciclinas,
doencas cardiacas, hipertensao, diabetes e radioterapia mediastinal anterior) tem
sido tambem um procedimento defendido. No entanto, essas alternativas privam os
pacientes da expressiva atividade anti-tumoral das antraciclinas (Von Hoff, 1979).
Outras estratégias incluem uso de analogos da DXR, uso de DXR encapsuladas em

lipossomos, administracao concomitante de cardioprotetores.
Analogos

Varios analogos das antraciclinas tém sido investigados com o objetivo de se
reduzir a toxicidade cardiaca dessas drogas, preservando a atividade anti-tumoral.

Epirubucina, em modelos experimentais, mostrou-se menos cardiotdxica que
a DXR com semelhante atividade anti-tumoral (Dardir, 1989; Young, 1986). No
entanto, clinicamente, esta toxicidade parece ser dependente da dose cumulativa de
epirubicina e representa o maior fator limitante a utilizacéo da droga (Ryberg et al,,
1998). Caso ocorra, a cardiotoxicidade crbnica normalmente se desenvolve
tardiamente no curso da terapia com epirubicina ou dentro de dois a {rés meses
depois da conclusdo do tratamento, mas eventos tardios (varios meses a anos
depois do término do tratamento) foram informados (Cottin et al., 1998). Num estudo
retrospectivo, incluindo 9144 pacientes, principalmente com tumores soélidos em
estagios avancados, a probabilidade de desenvolver ICC aumentou com a elevacao
de doses cumulativas de epirubicina. O risco calculado de pacientes tratados com
epirubicina de desenvolver ICC clinicamente evidente numa dose cumulativa de 550
mg/m2 era 0.9%, 1.6% em 700 mg/m2, e 3.3% em 900 mg/m2. O risco de

desenvolver ICC na auséncia de.outros fatores de risco cardiovasculares aumentou



abruptamente depois de uma dose cumulativa de 900 mg/m2 (Seymour et al.,
1999).

Em outro estudo retrospectivo com 469 pacientes com cancer metastatico ou
primario, o risco informado de ICC foram compardveis aos observados no estudo
maior de mais de 9000 pacientes (Pagani et al., 1999).

Dado o risco de cardiomiopatia, uma dose cumulativa de 900mg/m2 de
epirubicina devera ser excedida s6 com cautela extrema. Os fatores de risco como:
doencga cardiovascular ativa ou incipiente, radioterapia anterior ou concomitante a
area do mediastino e/ou pericardio, terapia prévia com outro antraciclico ou
antracenediona, uso de concomitante de outras drogas com a capacidade de
suprimir a contratilidade cardiaca, podem aumentar o risco de toxicidade cardiaca.
Embora nao formalmente testado, € provavel que a toxicidade da epirubicina e

outras antraciclinas e antracenedionas sejam aditivos (Andersson et al., 1999).

A cardiotoxicidade aguda e cronica, acompanhada de Insuficiéncia Cardiaca
Congestiva (ICC) sinalizada por mudancas na fracdo de ejecao do VE (FEVE)
ocorre com a mitoxantrona, semelhante aos outros antraciclicos. Também uso
anterior de antraciclicos, radioterapia mediastinal e doenca cardiovascular pré-
existente, aumentam este risco (Crossley et al., 1984; Posner et al., 1985). Estudos
utilizando dose Uunica intermitente em outros tipos de tumor mostraram que
pacientes que receberam dose cumulativa de até 140 mg/m2 tiveram uma
probabilidade cumulativa de 2.6% de ICC. O indice cumulativo total da probabilidade
de diminuigbes moderadas ou sérias na FEVE nesta dose era de 13% em estudos
comparativos (Paxton et al., 1986). Ocasionalmente pode ocorrer Insuficiéncia
Cardiaca Aguda em pacientes tratado com mitoxantrona para Leucemia Mieldide
Aguda (LMA). Estudos de primeira-linha comparando mitoxantrona + citarabina vs
daunorubicina + citarabina em pacientes adultos portadores de LMA nZo tratada,
esteva associada faléncia cardiaca em 6.5% dos pacientes em cada brago (Arlin et
al.,, 1990). Um relacionamento causal entre terapéutica com a droga e efeitos de
cardiacos é dificil de estabelecer nestes pacientes desde que a funcao miocardica
freqlientemente estd deprimida pela anemia, febre e infeccdo e hemorragia que

freqlientemente acompanham a doenca subjacente.
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Esorubicina, da mesma forma, foi menos cardiotdxica que a DXR em ensaios
pré-clinicos. Ja em ensaios clinicos, a toxicidade cardiaca foi observada com doses
cumulativas de 220 mg/m2 (Casazza, 1979; Carlson, 1986). A relativa
cardiotoxicidade da ldarubicina necessita ser mais bem avaliada em ensaios clinicos
prospectivos e randomizados (Penco, 1983). Enfim, quando avaliados em bases
equimolares e/ou equimielotdxicas, nenhum analogo da DXR com semelhante ou
maior indice terapéutico e menor cardiotoxicidade foi seguramente estabelecido
(Weiss, 1992).

Formas de administracao e Lipossomos

Baseados no principio de que a cardiotoxicidade cronica € associada
primariamente ao pico de conceniracdo plasmatica da droga; estudos
demonstraram que infusdes continuas prolongadas (6-96h), ao contrario de infusdes
rapidas ou em "bolus", reduziram a incidéncia desse efeito colateral (Torti, 1983).
Protocolos que fracionaram a dose mensal da DXR em doses menores semanais
também diminuiram a cardiotoxicidade, permitindo, inclusive, a administracdo de
doses cumulativas maiores a esses pacientes (Torti, 1983; Weiss, 1977). No
entanto, essa abordagem aumenta o tempo de permanéncia hospitalar, requer
bombas de infusao, catéteres de acesso venoso central e, consequentemente,
aumenta os custos do tratamento. Além disso, nao esta bem estabelecida a possivel
interferéncia dessa forma de administragao lenta na eficacia anti-tumoral da DXR. O
uso de DXR encapsulada em lipossomos, ao permitir um direcionamento mais
seletivo da droga a determinados sitios, tem sido testado objetivando limitar sua
toxicidade sistémica, incluindo a cardiaca. Nesse sentido, uma menor incidéncia de
cardiotoxicidade foi relatada, utilizando-se doxorubicina lipossomal (TLCD-99) em

mutheres com cancer de mama metastatico (Fonseca, 1995).

Cardioprotetores

Devido aos distintos mecanismos fisiopatolégicos da atividade anti-tumoral e
da cardiotoxicidade das antraciclinas, tem surgido a possibilidade de prevencéo ou
inibicdo deste ultimo através de ferramentas farmacoldgicas, capazes de modular
seletivamente as vias mediadoras dos danos cardiacos. A comprovacao da

efetividade dessa abordagem tem sido viabilizada através da utilizagdo de agentes
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gue previnem a geracao de radicais livres ou neutralizam essas espécies reativas
(scavengers), interagindo diretamente nos sitios da lesao miocardica.

Numerosas substancias com reconhecida atividade anti-oxidativa, tais como
N-acetilcisteina, cisteamina, vitamina E (o-tocoferol), coenzimas Q10 e flavondides,
tém sido testadas como cardioprotetoras. Embora alguns tenham atenuado a
cardiotoxicidade em modelos experimentais, nenhum desses compostos mostrou-se
eficaz em prevenir os danos cardiacos em pacientes tratados com DXR (Dorr, 1996;
Sadzuka et. Al, 1997). Por outro lado, o isdmero-d do quelante de ferro
dexarazoxane (ICRF-187) é comprovadamente efetivo em reduzir a cardiomiopatia
induzida por DXR, sendo na atualidade o Unico agente aprovado pelo FDA (US
Food and Drug Administration) para tal fim (Speyer, 1998). Dados obtidos em nosso
laboratdrio, em modelo de cardiomiopatia cronica induzida por DXR em ratos,
comprovam a eficacia do ICRF-187 na total prevencdo das alteragbes eletro e
ecocardiograficas, o que se encontra ilustrado na Figura 2 e na Tabela 1.

A solubilidade do ICRF-187 na membrana celular permite que este alcance o
citoplasma, seja hidrolizado numa forma de anel aberto (ICRF-198), o que lhe
confere um forte poder quelahte do ferro, sendo esta propriedade a responsavel
pela atividade cardioprotetora desta substancia (Rubio, 1995; Alderton, 1992). O
dexarazoxane remove o ferro presente no complexo DXR-Fe, catalisador da
geragado de radicais livres, prevenindo as injurias celulares causadas por essas
espécies reativas (Gianni, 1992; Doroshow, 1988).

O efeito cardioprotetor do ICRF-187, em doses dez a vinte vezes superiores a
DXR, tem sido demonstrado em diversos ensaios clinicos envolvendo pacientes
portadores de céancer de mama, neoplasia pulmonar de peguenas ceélulas
(Doroshow, 1988) e sarcoma de partes moles (Speyer, 1995). Além de prevenir a
cardiotoxicidade, o ICRF-187 permitiu a utilizacao de doses cumulativas de DXR
superiores a 1000 mg/mz, sem o surgimento de toxicidade cardiaca (Lopez, 1998).
No entanto, a interferéncia desta substancia na atividadge anti-tumoral da DXR
permanece controversa. Embora a grande maioria das evidéncias aponte para a nao
interferéncia na atividade anti-tumoral, recentemente Swain e colaboradores
demonstraram haver comprometimento da eficécia anti-tumoral (Speyer, 1995) com
diminuigdo do intervalo livre de recidiva, embora sem alterar a sobrevida (Swain,

1997). Além disso, alguns pacientes tratados com DXR e ICRF-187 em proporgdes
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elevadas (1:20) apresentaram mielossupressao fatal. A partir desses dados, estudos
subseqlientes foram conduzidos utilizando apenas a proporcéo de 1:10 (Swain,
1997).

Estudos pré-clinicos tém demonstrado que o ICRF-187 parece ser também
eficaz em inibir a cardiotoxicidade induzida pela epirubicina e por outras
antraciclinas, mas nao aquela induzida pelo analogo antracénico, mitoxantrona
(Williams, 1992; Alderton, 1992; Imondi, 19986).

A amifostina (WR-2721), um tiofosfato orgénico, tem-se revelado um ativo
citoprotetor conira a toxicidade clinica de diversos agentes anti-neoplasicos,
incluindo a nefro e neurotoxicidade da cisplatina, a neutropenia da ciclofosfamida, a
tfrombocitopenia induzida pela carboplatina, além de reduzir a mucosite e a
mielossupressao provocadas pela radioterapia (Green, 1991; Dorr, 1996). Alguns
estudos experimentais recentes sugerem que a amifostina pode reduzir a
cardiotoxicidade induzida pela DXR, sem alterar sua eficacia anti-tumoral (Chnishi et
al,, 1992). Evidéncias baseadas em estudos com células cardiacas de ratos
neonatos cultivadas na presenca de DXR demonstram efeito cardioprotetor da
amifostina e de seu analogo WR 1065, em concentracdes cerca de dez vezes
menores que 0s niveis plasmaticos observados em humanos (Dorr, 1996; Dobric,
1998). Tem sido sugerido que esse efeito deve-se a capacidade dessa droga atuar
como um neutralizador de radicais livres (Dorr, 1994). Interessante é que estudos in
vitro tém mostrado que a amifostina, ao contrario do ICRF-187, parece atuar como
um estimulador da hematopoiese humana (Ohnishi, 1992). Entretanto, sua eficacia
na cardioprotecdo nao tem sido demonstrada ainda em um numero maior de
trabalhos experimentais de cardiotoxicidade cronica induzida por DXR; tampouco
em ensaios clinicos prospectivos e randomizados.

Na cardiomiopatia induzida por DXR ja instalada, as estratégias terapéuticas
tém sido as mesmas utilizadas em cardiomiopatias difusas. Nesse sentido, tem-se
utilizado inicialmente a limitacdo na ingestdo de soddio, digoxina, diuréticos,
inibidores da enzima conversora de angiotensina, como enalapril (Douay, 1994) e na
refratariedade, [ bloqueadores como metoprolol (Jensen, 1996) e mais
recentemente carvedilol (Fazio, 1998).

Concluindo podemos afirmar que, nos Ultimos 30 anos desde a introdugéo da

doxorubicina na pratica clinica, uma gama e de novos conhecimentos tem-se



avolumado na tentativa de estabelecer os mecanismos mediadores do seu efeito
cardiotoxico. A exploracdo desses mecanismos levou a descoberta de
cardioproietores, e nesse contexto, atualmente, o dexarazoxane (ICRF-187) tem
papel de destague. A pesquisa de novos mecanismos, além daqueles relacionados
unica e exclusivamente a geracao de radicais livres, pode permitir a descoberta de
outros cardioprotetores, os quais, aliados aos ja conhecidos, levardo ao uso mais

racional e seguro da doxorubicina.
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Tabela 1: O ICRF PREVINE AS ALTERACOES NA FRACAO DE
ENCURTAMENTO DO VENTRICULO ESQUERDO (VE - %AD) INDUZIDAS POR
DOXORUBICINA (DXR)#

“Grupos Fracéao de Encurtamento do VE (%AD)
Controle (salina 0,9%) 66,5+ 3,325

DXH 38,25 + 1,191

DXR + ICRF-187 65,5+ 3,275

# As doses totais de ICRF-187 e DXR forma 500 e 25 mg/kg, respectivamente,
administradas i.p., em 6 doses iguais durante duas semanas. O ICRF-187 foi
administrado 1 hora antes da DXR. Os registros ecocardiograficos transtoracicos
foram obtidos pelo Modo-M com sonda de 7,5 MHz na 5% semana apds o inicio do
tratamento. Foram utilizados 10 animais por grupo (n = 10). Os valores séo
expressos como media + desvio padrao. (*) p < 0,05 em relac@o ao grupo controle
(ANOVA-Tukey), (Costa, 1996).
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n superéxido (0,7) e (2) formagdo do conjugado DOXO-Fe*3. O 0," é novamente formado na reoxidacdo desse conjugado.
dnions superdxidos sdo reduzidos a peroxido de hidrogénio (H,0,) pela superéxido desmutase (SOD) e. caso nao sofram
ugdo pela catalase ou glutationa-peroxidase (GSH-peroxidase), irdo formar o radical hidroxil (OH*) gue juntamente com o
irdo promover os danos a célula cardfaca. O agente quelante de Fe, ICRF-187. prenive o passo (2) desse processo.
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ra 2 : TRAGADOS ELETROCARDIOGRAFICOS

ANIMAIS TRATADOS COM ICRF-187 E DOXORUBICINA { DOXO ).
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/a-se que o tratamento com ICRF-187 (500mg/kg) previne de forma estatisticamente significativa ( p<0.05 - ANOVA -

0.6mV = 0.065: ICRF-

ImV + 0,12; DOXO (25mg/Kkg):
ImV + 0,12]. e o alargamento do segmento QT [controle (salina): 0.2seg = 0.123; DOXO (25mg/kg): 0.38seg =

) as alteragdes na voltagem do complexo QRS [controle (salina):

1996) com permissao.

(Costa.

ICRF-187: 0.2seg + 0.0121].

2;
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DROGAS TESTADAS COMO AGENTES CARDIOPROTETORES:
TALIDOMIDA

A férmula molecular € C3H1oN20O4. O peso molecular é 258.233,
Aprovada pelo FDA em julho de 1998.
CLASSE DA DROGA: Imunomoduladora.

Descricao:

A talidomida uma N-fitalimidoglutarimida, € um agente imunomodulador. A
talidomida € um po6 branco, quase cristalino solivel em dimetil-sulfoxido (DMSQO) a
25°C e parcialmente sollvel em agua e etanol. A molécula de glutarimida contém
um Unico centro assimétrico e, portanto, pode existir em qualguer um de duas
formas oticamente ativas designadas S -(-) ou R-(+). A talidomida & uma mistura
igual das formas S-(-) e R-(+), portanto, tem uma rotacao otica de zero (Neubert et
al., 1996).

Farmacologia Clinica:

Mecanismo de acao:
A talidomida € um agente imunomodulador com espectro de atividade que &
plenamente caracterizado como descrito abaixo:
a) Inibe a quimiotaxia de leucécitos para os sitios inflamatérios (Faure et al.,
1980).
b) Altera a densidade das moléculas de adesao induzidas por TNF-o sobre a
superficie de leucocitos (Geitz et al., 19986).
¢) Reduz a fagocitose dos polimorfonucleares (Barnhill et al., 1984).
d) Aumenta a producdo das interleucinas 4 e 5 por células mononucleares; e
inibe a producgao de interferon v (McHugh et al., 1995).
e) Inibe a producgao de interleucina 12 (Moller et al., 1997).
f) Inibe a producdo de TNF-o por mondcitos e macrofagos por reduzir a
meia-vida do RNAm (Sampaio et al., 1991; Moriera et al., 1993).
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A redugdo da fagocitose pelos polimorfonucleares, pode explicar a acao da
talidomida nos processos inflamatorios envolvendo predominantemente as células
mononucleares como as manifestacdes cutaneas do Lupus Eritematoso Sistémico
(Barnhill et al., 1984).

O seu mecanismo de acao nao € completamente entendido em pacientes
com Eritema Nodoso da Lepra (ENL) (Sampaio, Moriera e Sarno, 1992). Dados
disponiveis de estudos in vitro e estudos clinicos preliminares sugerem que 0s seus
efeitos imunoldgicos podem variar substancialmente sob diferentes condigdes, mas
podem estar relacionados a inibigdo do TNF-o (Fator de necrose tumoral alfa) e
modulacao negativa da producao de moléculas de adesao da superficie envolvidas
na migracao leucocitaria (Sampaio et al., 1993; Neubert et al., 1996). Por exemplo, a
administragao de talidomida foi utilizada para diminuir os niveis circulantes de TNF-o
em pacientes com ENL (Sampaio et al., 1998). Entretanto, tambeéem foi mostrado um
aumento nos niveis de TNF-o no plasma de pacientes de soropositivos para HIV
(Jacobson et al., 1997).

A talidomida tem sido utilizada em uma gama de outras patologias
dermatoldgicas como a estomatite aftosa (Torras et al, 1982); nas lesbes
pustulosas cutaneas tipicas da Sindrome de Behcet (Jorizzo et al., 1986); nas
lesbes cuténeas do Lupus Eritematoso (Knop et al., 1983) e pénfigo nodular (Van
den Broek, 1980).

Nos pacientes HIV-positivos tém sido utilizada para controlar as ulceragtes
em mucosa oral (Ulceras aftosas) (Radeff et al., 1990) e nas sindromes metabdlicas
associadas a caquexia (Grunfeld et al., 1992).

Outra forma de utilizagao mais recente tem sido o uso na doenga do enxerto
contra o hospedeiro, em pacientes submetidos a transplante alogénico de medula
Ossea (Saurat et al.,, 1988 e Lim et al., 1988); na artrite reumatodide (Arend et al.,
1995) e em pacientes portadores de Mieloma Mualtiplo, onde age provavelmente

inibindo a sintese de IL-6 pelos plasmdcitos neoplasicos.
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Farmacocinética:

Em estudos realizados em voluntarios saudaveis como portadores de doencga
de Hansen, o tempo medio para concenitracao de picos plasmaticos (Tmax) de
talidomida variou de 2.9 a 5.7 horas que indicam que a talidomida & lentamente
absorvido da area gastrointestinal. Enquanto a extensé@o de absorgdo (medida por
area sob a curva [AUC]) é proporcional a dose em individuos saudaveis, a
concentracao maxima de (Cpax) aumenta de maneira inversamente proporcional.
Esta falta de proporcionalidade do Chax, juntamente com o aumento observado nos
valores de Tmax, sugere que a solubilidade pobre da talidomida em meio aquoso
pode estar impedindo o indice de absorcao (Jacobson et al., 1997).

A administracdo de talidomida junto a uma refeicdo rica em lipideos causa
diminuicao (<10%) nas mudangas nos valores de AUC e de Cpax, eniretanto, causa
um aumento em Thax em aproximadamente 6 horas. A extensao da ligagao da

talidomida com proteinas plasmatica é desconhecida (Zeldis et al., 1999).

Metabolismo:

Atualmente, a rota metabdlica exata e o destino da talidomida nZo &
conhecida em humanos (Zeldis et al, 1999). A talidomida nao parece ser
metabolizada por via hepatica, em grande quantidade, mas parece sofrer hidrélise
nao-enzimatica no plasma em multiplos metabdlitos. Num estudo em que repetidas
doses de 200 mg eram administradas em 10 mulheres saudaveis por 18 dias, a
talidomida exibiu perfis semelhantes de farmacocinética do primeiro ao ultimo dia.
Isto sugere que a talidomida ndo induz nem inibe o proprio metabolismo
(Wolkeinstein et al., 1998).

Eliminacao:

A meia-vida varia de aproximadamente 5 a 7 horas, seguidos a uma Unica
dose e nao ¢ alterada por multiplas doses. A talidomida tem um clearence renal de
1.15 ml/minuto com menos que 0.7% do excretado na urine como droga inalterada.
Apds uma Unica dose, os niveis urinarios de talidomida foram indetectaveis 48h
apos utilizacdo. Embora tenha se pensado que a talidomida fosse hidrolisada em

varios metabdlitos (Mellin et al., 1962), s6 uma quantidade muito pequena (0.02% da
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dose administrada) de OH-talidomida foi identificada na urina 12 a 24 horas apds

ingestao da droga (Sarno et al., 1991).

Farmacocinética em populacdes especiais:

Nos individuos soropositivos para HIV néo ha diferenca significativa aparente
entre os parametros farmacocinéticos, quando comparados a pessoas saudaveis
recebendo a mesma dose da droga (Naum et al., 1995; Ball et al., 1997).

Dados de um estudo feito com portadores de Hanseniase sugerem que estes
pacientes, diferentes dos individuos saudaveis, tém uma biodisponibilidade
aumentada da talidomida, refletida por um aumento da area sobre a curva do pico
de concentragbes plasmaticas (Sheskin et al, 1965; Tseng et. al., 1996). A
importancia clinica deste aumento é desconhecida.

Em portadores de insuficiéncia renal e doencga hepatica, nao foram realizados
estudos farmacocinéticos.

Foi realizado um estudo farmacocinético com individuos voluntarios
saudaveis com idade entre 20 e 69 e nao se observou qualquer mudanga
relacionada a idade (Barnhill et al., 1984).

Nao existem estudos farmacocinéticos com a talidomida em individuos
menores de 18 anos. Também ndo foram conduzidos estudos para averiguar se

haveriam diferencas entre os géneros ou enire as ragas.

Estudos clinicos:

Os primeiros dados que demonstram a eficacia da talidomida no tratamento
das manifestacdes cutaneas do Eritema Nodoso da Lepra, foram publicados em um
estudo retrospectivo realizado nos E.U. A em pacientes tratados em servigos de
salide publica.

Os dados sobre a eficacia da talidomida na prevencao de recaidas do ENL
foram derivados de uma avaliagédo retrospectiva de 102 pacientes tratados sob os
auspicios do Servico de Saude Publica dos E.U.A. Um subgrupo de pacientes com
ENL controlado com o uso da talidomida demonstrou repetidas recaidas com a

retirada da droga e remissao com reinstituicao da terapia (McHugh et al., 1995).
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Vinte pacientes entre as idades de 11 e 17 anos foram tratados com
talidomida, geralmente em 100 mg diariamente. Os indices de resposta e perfis de
seguranga eram semelhantes aqueles observados na populacao adulta.

Trinta e dois outros estudos publicados contendo mais de 1600 pacientes
demonstram consistentemente o tratamento geralmente bem sucedido das
manifesta¢des cutaneas moderadas e severas do ENL com talidomida (Sampaio et
al., 1991; Moriera et al., 1993).

Indicacoes:

A talidomida esta indicada para o tratamento das manifestacdes cuténeas
agudas moderadas e severas do Eritema Nodoso da Lepra. A talidomida nao ¢
indicada como monoterapia para tal tratamento na presenca de neurite moderada
ou severa. A talidomida tambeém esta indicada como terapia de manutencéo para
prevencao e supressao das manifestacdes cutaneas recorrentes do ENL (Hastings
et al., 1970).

Contra-indicacdes e efeitos adversos:

Devido a seu conhecido efeito teratogénico, seguido de uma Unica dose, a
talidomida é contra-indicada em mulheres gravidas ou mulheres em idade fértil,
quando nao ha tratamento alternativo as mulheres em idade fértil podem ser
tratadas desde que utilizem métodos contraceptivos eficazes. Geralmente, o
recomendado € a utilizacdo de mais de um método, sendo um deles de exirema
eficacia como: DIU, anticoncepcionais, ligadura tubdria ou vasectomia do
companheiro (Stevens et al., 1997).

O inicio da terapia com talidomida em mulheres em idade fértil sé deve ser
iniciado apo6s quatro semanas de inicio da terapia hormonal. Para casos onde a
instituicao da terapia deva ser urgente, deve ser realizado teste de gravidez pelo
menos 24h antes de iniciar a utilizagéo da droga e entdo a cada semana do primeiro
més de tratamento com talidomida (Bessis et al., 1992).

A talidomida pode causar importantes efeitos teratogénicos. Os pacientes
deverao ser instruidos a tomar talidomida sé como prescrito e ndo partilhar a droga
com ninguém, porque ndo é sabido se a talidomida esta presente no sémen de

homens que utilizam a droga. Homens que estejam fazendo uso de talidomida



sempre devem usar preservativo de latex quando desempenhar atividade sexual

com mulheres com risco potencial de engravidar (Klausner et al., 1996).

Neuropatia Periférica:

A neuropatia periféerica € um efeito potencialmente severo comum no

tratamento com talidomida e pode ser irreversivel. A neuropatia periférica
geralmente ocorre com 0 uso cronico seguida de um periodo de meses, entretanto,
também surge em tratamentos de curto prazo. A correlagdo com dose cumulativa
ainda nao esta elucidada. Os sintomas podem ocorrer algum tempo depois que o
tratamento de talidomida foi parado e pode reverter lentamente ou nao.
Poucos relatos de neuropatia surgiram no tratamento de ENL apesar de tratamento
em longo prazo com a talidomida, principalmente devido a dificuldade de
estabelecer o diagndstico em pacientes ja portadores freqlientemente de neuropatia
(Fullerton e O'Sullivan, 1968).

Os pacientes devem ser examinados em intervalos mensais para os primeiros
irés meses de terapia com ta!idomida a fim de capacitar o clinico a captar sinais
prévios de neuropatia, que incluem entorpecimento, tremores ou dor nas maos e
pés. Os pacientes devem ser avaliados periodicamente, durante e depois do

tratamento (Gardner et al., 1994).
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Pentoxifilina

A formula molecular é Cy3H15N4O5. O peso molecular € 278.3102
CLASSE DA DROGA: Disturbios Vasculares, Cerebral/Periférico.
Indicacoes: Claudicacao intermitente

Aprovada pelo FDA 1984 (Agosto)

Descricao:

Trental® (pentoxifilina) comprimidos para administracdo oral contém 400 mg
da droga ativa e mais os ingredientes inativos: alcool benzilico, Vermelho D&C no.
27 laca de aluminio ou Vermelho FD&C no. 3, hidroxipropil metilcelulose, estearato
de magnesio, polietileno glicol, povidone, talco, didxido de titanio , e outros
ingredientes. Trental € um derivado da xantina designado gquimicamente como: 1-(5-
oxohexil)-3, 7-dimetilxantina que, diferente da teofilina, € um agente hemorreoldgico,
i.e., um agente gue afeta a viscosidade do sangue. A Pentoxifilina é solivel em agua

e etanol, e parcialmente soluvel em tolueno (Aviado et al., 1984).

Farmacologia Clinica:

Modo de Agao:

A pentoxifilina e seus metabdlitos melhoram as propriedades do fluxo
sanguineo atraves da diminuicdo da viscosidade. Em pacientes com doenga arterial
periférica crbnica, esta melhora no fluxo sangiiineo afeta a microcirculagao e
aumenta a oxigenacgao tissular. O modo de acéo precisa da pentoxifiina e a
seqléncia de eventos que levam a melhora clinica ainda nao estao bem definidos. A
administragao de pentoxifilina tem mostrado produzir efeitos hemorreoldgicos,
diminuicdo da viscosidade e melhora na flexibilidade dos eritrécitos. As propriedades
hemorreoldgicas importantes dos leucécitos tém sido modificadas em estudos in
vitro realizados em animais e humanos. A pentoxifilina tem mostrado aumentar a
deformabilidade dos leucdcitos e inibir a ativacao e ades@o dos neutrdfilos. Os
niveis de oxigenacgéo tissular tém demostrado significativos aumentos em pacientes

com doenca arterial periférica recebendo doses terapéuticas (Ward et al., 1987).
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Farmacocinética de Metabolismo:

Apo6s administragao oral em solugéo aquosa a pentoxifilina é completamente
absorvida. Ela sofre um efeito de primeira passagem e varios metabdlitos aparecem
no plasma logo apods a primeira dose. O pico plasmatico do componente principal e
seus metabolitos sao alcangados dentro de 1 hora. Os principais metabdlitos séo:
Metabdlito | (1-[5-hydroxihexil]-3,7-dimetilxantina) e Metabdlito V (1-[3- carboxipropil]
-3, 7-dimetilxantina), e os niveis plasmaticos desses metabdlitos séo 5 a 8 vezes
maiores, respectivamente, do que a pentoxifilina. A co-administracdo de
comprimidos de pentoxifilina com as refeicdes resulta em um aumento em méedia da
Cmax © AUC pelo menos em torno de 28% and 13% para pentoxifilina,
respectivamente. A Cnhax para o metabdlito M' também aumenta em torno de 20%.
Acompanhando a administragao oral de solugdo aquosa contendo 100 a 400mg de
pentoxifilina, a farmacocinética do principal composto e do metabdlito | sdo dose-
dependentes e nao proporcional (nao-linear), com meia-vida, area sob a curva e
curva de nivel sérico (AUC) aumentando com a dose. A cinética de eliminagao do
metabdlito V néb e dose dependente. A aparente meia-vida da pentoxifilina varia de
0.4 a 0.8 horas e a aparente meia-vida plasmatica de seus metabdlitos varia de 1 a
1.6 horas. Nao existem evidéncias de acumulo ou indugdo enzimatica (Citocromo
Paso) acompanhando multiplas doses por via oral. A excrecéo € totalmente urinaria,
o principal produto de biotransformacao e o metabolito V. Essencialmente o principal
composto nao € encontrado na urina. A despeito de uma grande variagao nos niveis
plasmaticos do principal composto e seus metabdlitos, a recuperagdo urinaria do
metabdlito V é consistente e mostra proporcionalidade na dose. Menos de 4% da
dose administrada € recuperada nas fezes. A ingestdo de comida antes do uso da
droga A farmacocinética e metabolismo da pentoxifilina ndao tem sido estudada em
pacientes com disfungéo renal e/ou hepatica, mas a AUC estava aumentada e a
taxa de eliminacdo diminuiu em pacientes idosos (60-68 anos) comparados a
individuos jovens (22-30 anos) (Muller et al., 1983; Aviado et al., 1984; Ward et al.,
1987).

Apo6s a administracdo de um comprimido de liberacéo programada de 400 mg
de pentoxifilina, os niveis plasmaticos do principal composto e seus metabdlitos

atingem seu maximo dentro de 2 a 4 horas e permanece constantes



aproximadamente este mesmo tempo. Os comprimidos de pentoxifilina de liberacéo

controlada melhoram a tolerancia gastrica a este composto (Guerrini et al., 1983).
Indicacoes e uso:

A pentoxifilina esta indicada para o tratamento de pacientes com claudicagéo
intermitente devido a doenga arterial oclusiva cronica dos membros. A pentoxifilina
pode melhorar a fungao e os sintomas, mas nao tenciona substituir uma terapéutica
mais definitiva, como o "bypass" cirirgico, ou a remogao da obstrucdo arterial

através do tratamento da doenca vascular periférica ( Aviado et al., 1984)

Contra Indicacoes:

A pentoxifilina ndo deve ser usada em pacientes com hemorragia cerebral
e/ou retiniana recente ou em pacientes que tenham exibido previamente intolerancia
a este produto ou a metilxantinas como cafeina, teofilina ou teobromina (Warde et
al., 1987)

Precaucoes:

Gerais:

Pacientes com doenca arterial oclusiva cronica dos membros freqlientemente
mostram outras manifestacdes de doenca arterioesclerotica. A pentoxifilina tem sido
usada com seguranca para tratamento de doenca arterial periférica em pacientes
com doenga arterial coronariana e doenca cerebrovascular concomitante, mas tém
sido ocasionalmente descritos episddios de angina, hipotensao (McMillan et al,
1993). Estudos controlados nao demonstraram que a pentoxifilina causa efeitos
adversos mais freqlentemente do que placebo, mas, como ele é um derivado da
metilxantina, € possivel diferenca individual nas respostas. Pacientes utilizando
cumarinicos tém que monitorar o TAP mais freqlentemente, enquanto que
pacientes com outros fatores de risco complicados por hemorragia (e.g., cirurgia
recente, Ulcera péptica, sangramento cerebral ou retininano) devem ter monitorado

periodicamente os niveis de hematocrito e hemoglobina (Manrique et al., 1987).



Carcinogénese, Mutagénese e Infertilidade:

Estudos em longo prazo do potencial carcinogénico da pentoxifilina foram
conduzidos em ratos e camundongos, através da administracdo didria da droga em
doses aproximadamente 19 vezes (450 mg/kg) da méaxima recomendada em
humanos dose diaria (MRHD) de 24 mg/kg por 18 meses em camundongos e 18
meses em ratos com um adicional de seis meses sem exposicao a droga apods o
final do estudo. Nao foi notado potencial carcinogénico na pentoxifilina no estudo
com camundongos. No estudo com ratos, existiu um aumento estatisticamente
significativo de fibroadenoma benigno em fémeas que receberam altas doses (19 x
MRHD). A relevancia deste achado para o uso humano & incerta desde que isto foi
apenas um aumento estatisticamente significativo marginal, pois € um tumor comum
em ratas idosas. A pentoxifilina foi destituida de atividade mutagénica em varias
cepas de Salmonella (Ames test) quando testada na presenca e na auséncia de

ativacdo metabdlica ' (Ward et al., 1987)

Gravidez:

Categoria C. Estudos teratogénicos tém sido realizados em ratos e coelhos
nas doses orais acima de 25 a 10 vezes o0 maximo recomendado para as doses
humanas diarias (MRHD) de 24mg/kg respectivamente. N&o foram observadas
evidéncias de malformagdes fetais. Aumento da reabsorcdo foi vista em ratos com
MRHD de 25 vezes. Nao existem, entretanto, estudos bem controlados em mulheres
gravidas. Porque os estudos em reproducgéo animal ndo séo preditivos da resposta
em humanos, a pentoxifilina poderia ser utilizada na gestacdo apenas se claramente

necessaria ° (Ward et al., 1987)
Interacoes medicamentosas:

Embora uma relagdo causal nfo tenha sido estabelecida, existem relatos de
prolongamento no tempo de sangramento e/ou no TAP (Tempo de Atividade de
Protrombina) em pacientes tratados com pentoxifilina e sem uso de anticoagulantes

ou antiagregantes plaquetarios. Pacientes utilizando cumarinicos devem ter o TAP

i - - . . . .
Disponivel na Internet via http: //www.rxlist.com/cgi/generic/petnox.htm.
~ Disponivel na Internet via http: //www.rxlist.com/cgi/generic/pentox_cp.htm.



mais freqlentemente monitorado, enquanto que pacientes com outros fatores de
risco complicados por hemorragia (e.g. cirurgia recente, Ulcera péptica) deverdo ter
alem de avaliagdo da coagulagao, a dosagem do hematdécrito e/ou hemoglobina. A
administragao concomitante de pentoxifilina e drogas contendo teofilina levam a um
aumento nos niveis da teofilina e toxicidade a teofilina em alguns individuos. Cada
paciente deve ser monitorado de perto e ter suas doses de teofilina ajustadas
individualmente se necessario. A pentoxifilina tem sido usada concomitantemente
com drogas anti-hipertensiavas, beta-bloqueadores, digitalicos, diuréticos, agentes
antidiabetogénicos e antiarritmicos, sem serem observados problemas. Uma
pequena diminuicdo na pressao arterial tem sido observada em alguns pacientes
tratados com pentoxifilina, portanto, afericdes periddicas da presséo arterial séo
recomendadas para pacientes recebendo terapéutica  anti-hipertensiva
concomitante. Se indicado a dosagem do anti-hipertensivo deve ser reduzida
(Hammerschmidt et al., 1988).

Efeitos caiateréﬁs:

Estudos clinicos foram conduzidos utilizando ambas, comprimidos de
liberacdo programada e por mais de 60 semanas e capsulas de liberagao imediata
por mais de 24 semanas. A dosagem em ambas as apresentacdes era de 400mg.

A Tabela 1 resume a incidéncia (em percentual) dos efeitos adversos, bem como o
numero de pacientes que receberam os comprimidos de liberacdo controlada,
capsulas de liberagao imediata, ou os correspondentes placebos. A incidéncia de
reacOes adversas fol mais alta nos pacientes que receberam capsulas (onde os
efeitos colaterais observados eram principalmente digestivos e no sistema nervoso)

do que nos que receberam comprimidos (Ward et al., 1987).



Justificativa e Objetivos
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Justificativa e objetivos do estudo

A doxorubicina tem o mais amplo espectro de atividade anti-tumoral de todos
os agentes quimioterapicos e é utilizada com um alto grau de eficacia em muitos
tipos de cancer. E provavelmente o quimioterapico mais utilizado em todo o mundo e
a maioria dos pacientes que necessitam de tratamento sistémico para cancer recebe
doxorubicina em algum tempo do curso clinico da sua doenca. O maior obstaculo
para 0 seu uso & a cardiotoxicidade, que estd intimamente relacionada com as
doses cumulativas recebidas durante o tratamento. Muitos esforgos tém sido feitos
na tentativa de descobrir meios de melhorar, prevenir, ou retardar o inicio desta
cardiotoxicidade. Um dos métodos tem sido criar andlogos da doxorubicina que
causem menos cardiotoxicidade. Concomitanie a estes estudos com analogos de
cardiotoxicidade existe o interesse em drogas que possam ser administradas por via
oral e tenham melhor eficAcia anti-tumoral, especialmente para alguns tipos de
cancer como melanoma e carcinoma de célon que nao respondem a terapéutica
com doxorubicina.

Nas uUltimas décadas alguns analogos tém sido sintetizados ou isolados.
Varios desses analogos sado utilizados com sucesso, como & o caso da idarubicina,
gue pode ser administrada também por via oral. Outros estéo sendo submetidos a
estudos clinicos.

Muitos desses novos analogos tém sido testados em estudos clinicos e outros
tém sido retirados por causa da sua inferioridade sob certos aspectos.

Varios modelos animais reproduzindo as alteracdes morfoldgicas, bioquimicas
e da funcdo cardiaca tém sido descritos e usados para a avaliacdo de novos
analogos (Doroshow et al., 1979; Solcia et al., 1981). Entretanto muitos dos métodos
propostos sdo de dificil aplicacdo, devido ao tamanho dos animais empregados (ex.
macaco, cao e coelho) ou os longos intervalos de tempo requeridos para o
desenvolvimento de cardiomiopatia. Em estudos anteriores desenvolvemos um
modelo experimental para o estudo da cardiotoxicidade induzida por doxorubicina
em ratos onde consistentes e significativas alteragdes funcionais e morfologicas
miocardicas puderam ser observadas em um tempo relativamente curto (Costa,
1996).
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Em estudos pré-clinicos monitoramos a incidéncia e severidade do dano
miocardico induzido por antraciclicos, utilizando o rato como modelo animal e
demonstramos que ele & capaz de monitorar acuradamente, efetivamente e
reprodutivelmente a cardiomiopatia. Utilizando estes parametros pudemos avaliar o
efeito cardioprotetor da talidomida e pentoxifilina (Costa, 1996).

A pentoxifilina tem sido utilizada em varios estudos como agente terapéutico
no manuseio da insuficiéncia cardiaca por suas propriedade de inibir a producao de

TNF-a (Kapadia et al., 1998) e também por sua acéo antioxidante (Bergman, 1996).

A utilizacdo da pentoxifilina como: a) agente protetor das injurias pulmonares
provocadas por radioterapia (Movsas et al., 1996); b) modulador da producéo de
TNF-a no miocardio lesado (Bergaman, 1996); c¢) agente antioxidante na injuria de
reperfusdo do miocardio (Clark et al., 1999); d) prevencdo da cardiomiopatia
induzida por doxorubicina em ratos (Costa, 1996), motivaram a continuagéo da
nossa pesquisa com o intuito de administrar a droga na tentativa de prevenir ou
minorar as injurias miocardicas produzidas pela administracdo dos seus analogos

em ratos.

A talidomida entra no estudo por suas propriedades imunomodularas e por
atuar como inibidor da sintese de uma série de citocinas pro-inflamatdrias, como o

TNF-a, que pode ter participacdo nos mecanismos promotores de cardiotoxicidade.

O objetivo geral deste trabalho foi: a) realizar um estudo comparativo entre a
doxorubicina e os analogos antraciclicos mais utilizados na clinica, usando o modelo
animal estabelecido em estudos anteriores; b) testar o papel cardioprotetor da
talidomida e pentoxifilina, através da analise de parametros de cardiotoxicidade
aguda e crbnica; c¢) identificar os possiveis mecanismos implicados na génese da
cardiotoxicidade dos antraciclicos.

Os principais objetivos especificos foram:
1. Aprimorar o modelo animal de cardiotoxicidade induzida por antraciclicos;

2. Introduzir novos marcadores de cardiotoxicidade como a mensuragédo dos niveis
séricos de troponina T, CK-MB e LDH;
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Testar a eficacia dos nvos pardmetros comparado-os aos ja previmante

estabelecidos para investigacdo de cardiotoxicidade,

Avaliar a atividade de diferentes bloqueadores farmacoldgicos da
cardiotoxicidade induzida por doxorubicina, como talidomida e pentoxifilina, sobre

a cardiotoxicidade de outros analogos antraciclicos;

Acrescentar novos parametros para afericdo de cardiotoxicidade experimental,
com potencial para serem testados em ensaios clinicos;

Caracterizar uma possivel inibicdo da cardiotoxicidade por talidomida e
pentoxifilina, de modo que pudessem ser extrapolados os limites preconizados

das doses cumulativas de doxorubicina;

Validar um modelo animal de cardiotoxicidade induzida por doxorubicina e
analogos antraciclicos, de facil execucdo e parametos fidedignos, para o estudo
pré-clinico de novos analogos e de agentes cardioprotetores.



Material e Métodos
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MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar ( Rafus novergicus ) machos e fémeas, com
pesos entre 120 e 200 gramas, procedentes do Biotério Central do Campus do Pici -
UFC e transferidos para o Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
(CCS - UFC), onde foram colocados em gaiolas apropriadas, permanecendo de 5 a
6 animais em cada uma delas. Todos receberam racéo comercial balanceada e
agua “ad libitum”, e foram mantidos nas mesmas condigdes ambientais durante os

experimentos.

Aparelhos e instrumentos laboratoriais

- Eletrocardiografo ( BERGER, Modelo CD-188)

- Agulhas fenestradas de ago inoxidavel

- Papel para registro ( DARU )

- Cabo de aterramento

- Suporte isolante de isopor para permanéncia do animal durante obtencéo
do tragado.

- Camara anestésica (confeccionada no laboratério)

- Seringas de 1ml, 3mi, 5ml, 10ml e 20m! (BD Plastipak)

- Alicate para deslocamento cervical

- Luvas descartaveis (Johnson’s)



- Cubetas para colocacao de material para histopatologico

- Tubos Eppendorf

- Pipetas Pasteur

- Tesoura cirdrgica

- Laminas para microscopia

- Microscopio éptico binocular (NIKON)

- Camaras de Neubauer (0,100/0,0025 mm?)

- Tubos de ensaio

- Pipetas automaticas de 50ul, 200uL e 1000uL

- Material cirtrgico {(pincas e tesouras)

- Centrifuga Excelsa Baby |, Modelo 206 (FANEM)

- Agitador magnético

- Balancas Analiticas (Metler e Marte)

- Capela de Fluxo Laminar (VECO)

- Ecocardidgrafo Bi-Dimensional com Doppler (ALOKA - S5D643)
- Contador automatico de células (COULTER - Counter)

- Pincel Atdmico (PILOT)

- Geladeira

- Freezer

- Tubos de polipropileno para centrifuga (GIBCO) 15 e 50ml.

- Kit da BioSystems para Creatine Kinase-MB (CKMB)

- Kit da BioSystems para Desidrogenase Lactica UV (LDH UV)
- Kit para mensuracéo de Troponina T da Boehringer Manhnheim

- Fotdmetro com cubeta termostatizada

ol



- Cronbmetro

- Pipetas para medir amostras e regentes

- Leitor automatico de ELISA

SOLUGOES, DROGAS E CORANTES UTILIZADOS

®

DoxorublCCina (Cloridrato de Adriamicina) :
Nome comercial : Adriblastina (Farmitalia Carlo Ebra) frascos de 10 e
50mg sob a forma de pd liofilizado.

Soro fisiolégico (0,9%) (CEME) Frascos de 500ml.

Epirubicina (Cloridrato de Epirubicina) :
Nome comercial: Farmorubicina (Pharmacia & Upjohn) frascos de 10 e
50mg sob a forma de po liofilizado.

Idarubicina (Cloridrato de Idarubicina)
Nome comercial : Zavedos (Pharmacia & Upjonh) frascos de 5 e 10mg
de cloridrato de idarubicina sob a forma de po liofilizado.

Mitoxantrona (Cloridrato de mitoxantrona) :
Nome comercial : Novantrone (Laboratérios Wyeth-Whitehall - Divisédo
Lederle) frascos de 20 e 30mg de cloridrato de mitoxantrona sob a
forma de uma solucdo aguosa azul-escuro.

Talidomida : Comprimidos de 100mg fabricados pela CEME (Central de

Medicamentos).

Pentoxifilina:

Nome comercial : Trental (Hoechst) ampolas de 4ml (100mg/ml).
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e Liquido de Turk (diluidor para contagem de gldbulos brancos)

Acido acético glacial P.A (Merck)................... 20,0 mi
Violetade genciana..................cccocoiiins 2,0 ml
Agua destilada.................cocoooooiiiieiiee 1,0 litro

e Corante May-Grunwald-Giemnsa (corante para analise de esfregaco de

sangue periférico).

May-Grunwald (Sigma).......cccoooeiiiiiiiiiiinnaenn 1,5 grama
Giemsa (Sigma).........ccvvmiiiii e 1,0 grama
Metanol (Merck)............... 1,0 litro

e Formol (Solugéo a 10%)

o Hematoxilina (REAGEN)

e Eosina (REAGEN)

e DMSO (Dimetil sulféxido / Sigma)

e Cloridrato de Lidocaina a 2% (CEME)

e Hidrato de Cloral (p¢ liofilizado)

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Inducéio de cardiotoxicidade com antraciclicos:

Utilizamos o modelo de cardiotoxicidade induzido por doxorubicina

desenvolvido em nosso laboratério (Costa, 1996), que é uma adaptacdo de outros

modelos de cardiotoxicidade desenvolvido por varios autores (SASKIA et al., 1995;

ZHANG et al., 1995; COTTIN et al.,1994; RAMOS, 1987), com o objetivo de induzir
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a lesd3o cardiaca, porém com uma satisfatoria condicdo de sobrevivéncia dos

animais utilizados no experimento. Optamos portanto, por uma dose de 25mg/Kg,

gue corresponde a aproximadamente GDOmg/mz, para a doxorubicina; 39,5mg/kg (~

900mg/ m?) para a epirubicina; 16,6mg/kg (~400mg m?) para a idarubicina e 6,6

(160mg/ m?) para a mitoxantrona.

e Um total de 7 grupos com 10 animais em cada grupo pesando entre 120 a 200g

foram tratados da seguinte forma:

a)

b)

d)

Grupo 1. Soro fisiologico 0,9%, 0,5ml via i.p., em 6 aplicagcbes a cada 3 dias.
Grupo 2 : Adriblastina (Cloridrato de Doxorubicina), 25mg /Kg (~600mg/m?)
fracionada em 6 aplicagdes por via intra-peritoneal a cada 3 dias.

Grupo 3 : Adriblastina (Cloridrato de Doxorubicina), 37,5mg /Kg (~900mg/m?)
fracionada em 12 aplicagdes por via intra-peritoneal a cada 3 dias durante
com intervalo de 2 semanas entre cada ciclo de 6 aplicacges.

Grupo 4 : Adriblastina (Cloridrato de Doxorubicina), 40mg /Kg (~1000mg/m?)
fracionada em 12 aplicagdes por via intra-peritoneal a cada 3 dias, com
intervalo de 2 semanas entre cada ciclo de 6 aplicagtes.

Grupo 5 : Farmorubicina (Cloridrato de Epirubicina), 50 mg /Kg/dose total
(~’§200mg/m2) fracionada em 6 aplicacbes por via intra-peritoneal a cada 3
dias.

Grupo 6 : Zavedos (Cloridrato de Idarubicina), 20mg /Kg/dose total
(~480mg/m?) fracionada em 6 aplicagbes por via intra-peritoneal, a cada 3

dias
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g) Grupo 7 : Mitoxantrona (Cloridrato de Mitoxantrona), 8mg /Kg/dose total
(~192mg/m?) fracionada em 6 aplicacdes por via intra-peritoneal, a cada 3

dias.

PARAMETROS UTILIZADOS NA AVALIAGAO DA CARDITOXICIDADE

Andlise eletrocardiografica

Obtivemos os tracados eletrocardiograficos de todos os animais, antes de
iniciar o tratament apés o término do tratamento para os grupos 1,2, 5, 6 e 7. Nos
grupos 3 e 4 (doses excedentes de doxorubicina), que receberam 2 ciclos de 6
aplicacdes do quimioterapico, o ECG foi realizado no inicio e fim de cada 6 ciclos.

Realizamos uma curva dose-resposta das alteracdes eletrocardiogréficas dos
animais tratados com epirubicina, idarubicina e mitoxantrona, a curva dose resposta
com a doxorubicina ja havia sido realizada em experimentos anteriores (Costa,
1996). O aparelho utilizado foi um eletrocardidgrafo BERGER, calibrado para gravar
na amplitude de 2cm/mv (2N) e a uma velocidade de 50mm/s.

Os ratos foram anestesiados, em camara anestésica, com éter sulfirico. A
seguir os animais foram colocados em posigao supina, sobre um suporte de isopor.
Os eletrodos entédo foram introduzidos no tecido celular subcutanec dos membros
do animal nas posi¢cbes padronizadas para obtencdo das derivagdes classicas. A
derivacéo precordial foi obtida na regido para esternal esquerda aproximadamente

na altura do 5°. espaco intercostal (reproduzindo a derivagdo V1).
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Dos tracados eletrocardiograficos obtidos analisamos duas derivactes D2 e
V1, e os pardmetros mensurados foram : duracdo do intervalo QT (expresso em
segundos ) e voltagem do complexo QRS (expresso em milivolts).

Ambos foram medidos com régua medidora de eletrocardiograma
(milimetrada), fornecida pelo laboratdrio Hoechst do Brasil. O intervalo QT foi
corrigido pela frequéncia cardiaca (QTc), através da seguinte férmula :

QTc= _ QT
VR.R (BAZETT, 1920).
Estudo ecocardiografico :

Os padrdes de normalidade relacionados aos parémetros ecocardiograficos
j& haviam sido estabelecidos em experimentos anteriores, como ja revisamos na
introducé@o ao explorarmos o modelo de cardiotoxicidade induzido por doxorubicina
em nosso laboratério. Os animais foram anestesiados com Hidrato de cloral a 10%
por via i.p, a seguir eram colocados em posicao supina e depois em decubito lateral
direito. O aparelho utilizado foi um ALOKA (5§SD623) bi-dimensional com doppler e
a sonda foi de 7,5mHz. Um afastador foi utilizado para melhor obtenc¢éo de imagem
e o corte ulilizado foi o paraesternal transverso. Para andlise da fracdo de
encurtamento do ventriculo esquerdo, expressa em %AD, utilizamos o Modo-M e

obtivemos a leitura fornecida pelos calculos realizados pelo aparelho.

Analise Ponderal :
Todos os animais foram pesados antes do inicio do tratamento e depois
semanalmente até o sacrificio e os valores expresso em A de peso, em relacdo ao

peso inicial.
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Marcadores Bioquimicos:

a)

b)

Dosagem de Troponina T (Elisa):

A base da cauda dos ratos foi anestesiada com Cloridrato de Lidocaina a 2%,
a cauda foi agquecida com agua morna para se obter vasodilatacdo. Em seguida
seccionamos a ponta da cauda com uma tesoura. Foram colhidos 0,8ml em tubo
Eppendorf contendo 20ul de solucdo de heparina, depois centrifugado e
separado o plasma. As amostras de plasma foram congeladas até a realizacéo
do ensaio. Utilizamos o "kit" de ELISA para mensuracdo de Troponina T (em

humanos) da Boehringer Mannheim.

Dosagem de CK-MB:

A base da cauda dos ratos foi anestesiada com Cloridrato de Lidocaina a 2%,
a cauda foi aquecida com agua morna para se obter vasodilatacdo. Em seguida
seccionamos a ponta da cauda com uma tesoura. Foram colhidos 0,8ml em tubo
Eppendorf contendo 20ul de solucdo de heparina, depois centrifugado em
centrifuga eppendorf e separado o plasma. As amostras de plasma foram
congeladas até a realizacdo do ensaio. Utilizamos o "kit" da BioSystems para

Creatine Kinase-MB (CK-MB) que utiliza a técnica de imunoinibicéo.

Dosagem de LDH:

A base da cauda dos ratos foi anestesiada com Cloridrato de Lidocaina a 2%, a
cauda foi aquecida com agua morna para se obter vasodilatagdo. Em seguida
seccionamos a ponta da cauda com uma tesoura. Foram colhidos 0,8m! em tubo

Eppendorf contendo 20ul de solucdo de heparina, depois centrifugado em
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centrifuga de eppendorf e separado o plasma. As amosiras de plasma foram
congeladas até a realizacdo do ensaio. Utilizamos o "kit" da ABBOTT que utiliza

a técnica de fotometria no ultravioleta.

Estudo hematolégico:

A base da cauda dos ratos foi anestesiada com Cloridrato de Lidocaina a 2%,
a cauda foi aguecida com agua morna para se obter vasodilatagdo. Em seguida
seccionamos a ponta da cauda com uma tesoura. Foram colhidos 0,8ml em tubo de
Eppendorf contendo 20ul de solugdo de heparina. Este sangue foi utilizado para
realizacdo de hemograma e contagem plaquetaria em contador eletrbnico de celulas
(CELL-DYN3000) aferido para contagem de sangue de ratos conforme instrugtes
no manual. Obtivemos o hemograma antes de iniciar o tratamento, no final da

administracdo da doxorubicina e antes de sacrificar os animais.

Andlise do indice cardiaco:

Os animais ap6s o registro eletrocardiografico eram sacrificados. Dos
coragbes dissecados, retiramos os vasos da base e pesamos em balanga de
precisdo, o peso cardiaco foi dividido pelo peso corporal obtido antes do sacrificio e
multiplicado por 100, para obtengao do indice cardiaco. Em seguida o coragéo era
aberto com um corte sagital do apice a base e colocado em solugéo de formol a

10% para posterior andlise histopatologica.
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Analise do indice hepatico
O figado foi retirado e também pesado em seguida. O peso hepatico foi
dividido pelo peso corporal e multiplicado por 100, para obtencao do indice

hepatico.

Analise do indice esplénico
O baco foi retirado apés o figado e pesado logo em seguida. O peso do baco
foi dividido pelo peso corporal e multiplicado por 100 para obtenc¢do do indice

esplénico.

Analise histopatolégica do coracéao

Apods 24 horas de fixacao o coracéo foi incluido em parafina de maneira que
a microtomia acompanhasse a mesma superficie de corte da abertura do coragéo.
Foram feitos cortes seriados de 6 micrémetros. Estes cortes foram corados pela
hematoxilina-eosina escalonadamente a cada 4 cortes. Para analise microscopica
do coracdo foram selecionadas de maneira aleatoria, laminas contendo 2 cortes,
com a identificacéo lacrada, de forma a ndo ser visualizada pelo observador.

Achados como edema e congestdo vascular, foram avaliados apenas como
presentes ou ausentes e receberam para nivel de escore a pontuacéo de 0 e 1,
respectivamente. Utilizamos um microscopio NIKON e a andlise foi feita em um

aumento de 400x.
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O sistema usado para o escore das outras lesdes histoldgicas do coragéo,

como picnose nuclear e vacuolizacao citoplasmatica & abaixo discriminado:

Tabela 12. Escores para as alteracfes histopatoldgicas:

Ausente Escassa Moderada Intensa
Quanto a intensidade das leses
(picnose nuclear) 0 1 2 3
Ausente Focal Confluente Difusa
Quanto a disposicao das lesbes 0 1 2 3
(nucleos picndticos) {esparsos) (bem agrupados) | (forma esparsa)

Para estabelecer o grau de picnose nuclear foram contados 50 nlcleos em

cada campo, quanto a intensidade da lesdo foi considerada escassa menos de 5

nucleos picnéticos por campo, moderada de 10 a 20 e intensa acima de 20 nicleos

picnéticos. Quanto a disposicédo da lesdo foi considerada focal, nlcleos picnéticos

esparsos, confluente os nlcleos picnodticos bem agrupados em determinados locais

do campo microscoépico e difusa aqueles distribuidos de forma esparsa.

Este escore foi estabelecido para cada campo, e analisamos um fotal de 5

campos em cada lamina, escolhidos de modo aleatério. O escore microscdpico foi

obtido pela mediana dos campos analisados em cada lamina e depois a mediana

dos grupos estudados.



Grupos experimentais

Grupo controle
Este grupo foi constituido de 10 animais, que receberam injecdes i.p de 0,5mi
de salina (soro fisioldgico 0,9%) estéril, em 6 doses, por um periodo de 2 semanas e

apos 3 semanas do término do tratamento eram sacrificados.

Grupos da doxorubicina
Este grupo foi subdivido em 3 subgrupos (10 animais), para avaliar o grau de

alteracbes observadas com variagbes nas doses administradas. No primeiro
subgrupo administramos a dose cardiotoxica convencional ( 25mg/Kg/dose total, ou
600mg/m?), no segundo a dose de 37,5mg/Kg (~ 900mg/ m?) e no terceiro chegamos
a uma dose total de 1000mg/ m® (40mg/kg/dose total). A droga foi diluida em agua
destilada, 10 mi para cada 10mg (1mg/ml).
Administracéo: a)Subgrupo A (25mg/Kg/dose total): A droga foi administrada por via
intra-peritoneal a cada 3 dias por um periodo de 16 dias. Os animais foram
sacrificados na 5° semana ap6s o inicio do tratamento.
Protocolo do tratamento:

12 2%, 32, 42, 52, 6° (doses)

4

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 (DIAS)




b) Subgrupo B: Animais que usaram a dose de 37,5mg/kg/dose total e por um
periodo de 32 dias com intervalo de 10 dias entre as primeiras 6 doses e eram

sacrificados na 10% semana.

12, 22 3. 4 5 6% 7° 8. 9% 10° 11* 12°
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b) Subgrupo C: Animais que usaram a dose de 40mg/kg/dose total e por um periodo
de 32 dias com intervalo de 10 dias entre as primeiras 6 doses e eram sacrificados

na 10° semana.
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Grupos da Epirubicina (Farmorubicina)

Este grupo, foi dividido em 2 subgrupos (10 animais), para avaliar o grau de
alteracbes observadas com variagbes nas doses administradas. No primeiro
subgrupo administramos a dose total preconizada ( 50mg/Kg/dose total), no
segundo utilizamos 50% da dose total (25mg/Kg). A droga foi diluida em agua
destilada, 10 ml para cada 10mg ( 1mg/ml) e administrada por via intra-peritoneal a
cada 3 dias por um periodo de 2 semanas, decorridas 5 semanas 0s animais eram

sacrificados.
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Grupos da Idarubicina:

Este grupo, foi dividido em 2 subgrupos (10 animais), para avaliar o grau de
alteragbes observadas com variagbes nas doses administradas. No primeiro
subgrupo administramos a dose total preconizada ( 20mg/Kg/dose total), no
segundo utilizamos 50% da dose total (10mg/Kg). A droga foi diluida em agua
destilada, 10 ml para cada 10mg ( 1mg/ml) e administrada por via intra-peritoneal a
cada 3 dias por um periodo de 2 semanas, decorridas 5 semanas 0s animais eram

sacrificados.

Grupos da Mitoxantrona:

Este grupo, foi dividido em 2 subgrupos (10 animais), para avaliar o grau de
alteracbes observadas com variacbes nas doses administradas. No primeiro
subgrupo administramos a dose total preconizada (8mg/Kg/dose total), no segundo
utilizamos 50% da dose total (4mg/Kg). A droga foi diluida em agua destilada, 10 mi
para cada 10mg ( 1mg/ml) e administrada por via intra-peritoneal a cada 3 dias por

um periodo de 2 semanas, decorridas 5 semanas 0s animais eram sacrificados.

Grupo da Talidomida
Este grupo foi dividido em 6 subgrupos ( 10 animais), assim distribuidos:
a) 1° subgrupo : DXR 25mg/Kg/dose total (divididos em 6 aplicacdes)
+ TLD 60mg/kg (diariamente).
b) 2° subgrupo : DXR 37,5mg/Kg/dose total (divididos em 12

aplicagtes) + TLD 60mg/kg (diariamente).
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¢) 3% subgrupo : DXR 40mg/Kg/dose total (divididos em 12
aplicaces) + TLD 60mg/kg (diariamente).

d) 4° subgrupo : EPl 50mg/Kg/dose total (divididos em 12 aplicagtes)
+ TLD 80mg/kg (diariamente).

e) 5° subgrupo: IDA 20mg/Kg/dose total (divididos em 12 aplicagées)
+ TLD 60mg/kg (diariamente).

f) 6° subgrupo : MIT 8mg/Kg/dose total (divididos em 12 aplicactes)

+ TLD 60mg/kg (diariamente).

Os comprimidos de 100mg de talidomida CEME) foram dissolvidos em DMSO
(Dimetil sulféxido) 0,2ml e diluidos em 9,8ml de salina 0,9% acidificada (pH 5,0)
concentracao final de DMSO de 2%. Esta solugcdo era homogeneizada por 30
minutos no agitador magnético e logo apds administrada aos animais por via-
subcutadnea. Todos os subgrupos foram tratados com a dose padronizada dos
antraciclicos com indutoras de carditoxicidade 1 hora apés tratamento com a

talidomida.

Grupo da Pentoxifilina
Este grupo foi dividido em 6 subgrupos { 10 animais), assim distribuidos:
g) 1° subgrupo : DXR 25mg/Kg/dose total (divididos em 6 aplicactes)
+ PTX 60mg/kg (diariamente).
h) 2° subgrupo : DXR 37,5mg/Kg/dose total (divididos em 12

aplicactes) + PTX 60mg/kg (diariamente).



3° subgrupo : DXR 40mg/Kg/dose total (divididos em 12
aplicactes) + PTX 60mg/kg (diariamente).

4° subgrupo : EPI 50mg/Kg/dose total (divididos em 12 aplicactes)
+ PTX 60mg/kg (diariamente).

5° SUBgrupo: IDA 20mg/Kg/dose total (divididos em 12 aplicacoes)
+ PTX 60mg/kg (diariamente).

8°. subgrupo : MIT 8mg/Kg/dose total (divididos em 12 aplicacées)

+ PTX 60mg/kg (diariamente).

A pentoxifilina (Trental) foi administrada por via-subcuténea (0,1mg=1ml), 1 hora

antes o tratamento com os quimioterapicos. Todos os subgrupos foram tratados com

a dose padronizada dos antraciclicos com indutoras de carditoxicidade + um

execedente de 20% da dose preconizada, 1 hora apés tratamento com a

pentoxifilina.
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Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos como média + DP ou
mediana, acompanhado pelo numero de observacdes (n).
Para comparacbes entre os grupos, os seguintes testes estatisticos foram
utilizados, tendo sido considerados como significativo p<0.05:
a) Analise de varidncia (ANOVA) para medidas repetidas e aplicagéo do teste de
Tukey, utilizando niveis de significAncia maior que 95%.
b) Andlise de variancia (ANOVA) e aplicacéo do teste de Tukey, utilizando niveis de
significancia maior que 95%.
¢) Correlacéo linear e coeficiente de correlacdo (R), com ;analise de varidncia entre
as duas subpopulacdes (ANOVA), considerando os intervalos de confianga de
95% e p<0.05.
d) Teste de KRUSSKAL-WALLIS foi utilizado para comparagéo das alteracbes

histoldgicas entre os grupos.
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RESULTADOS

3.1 Tracados eletrocardiograficos dos animais tratados com doxorubicina em

doses excedentes

Os ECGs dos animais controle ndo mudou durante o curso do estudo. O
segmento PR, o complexo QRS, os intervalos ST e QT permaneceram constantes e
a forma do ECG ndo mudou (observar ECG representativo na Figura 3). Para o
grupo controle a média de duracdo do segmento QT foi 0,02s e a média da
voltagem 1mV, nas derivacdes D2 e V1. A doxorubicina teve uma profunda
influéncia na forma do ECG; quando administrada em doses cardiotoxicas
(25mg/Kg/dose total) e estas alteragfes permaneceram as mesmas quando
elevamos as doses para 37.5mg/kg (~900mg/m®) e 40mg/kg (~1000mg/m?). Dos
animais tratados com a dose de 25mg, 85% apresentaram alteragbes em todas as
derivacbes do ECG, gue consistiram em aumento na média de duracdo do
segmento QT e redugdo na amplitude do complexo QRS, cujo valor médio foi
0,6mV, os mesmos resultados foram observados com as doses mais elevadas.

Nestes grupos, semelhante ac controle, ndo observou-se arritmias ou
anormalidades no segmento PR.

Consideramos as alteracbes eletrocardiograficas encontradas (aumento do
QT e diminuicdo de amplitude do QRS) sinais de cardiotoxicidade droga-induzida,
como ja foi anteriormente descrito na literatura (SEYDIN et al., 1994; VAN ACKER et
al., 1995).

Observar que animais tratados com doxorubicina, nas doses acima citadas,
mas recebendo concomitantemente 60mg/kg/dia de talidomida ou pentoxifilina
(Figura 4), tiveram os seus tracados eletrocardiograficos semelhantes aos do grupo

controle (Figura 3).
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Figura 3. Tracados eletrocardiograficos dos animais tratados com
doxorubicina em doses excedentes : Observar que o eletrocardiograma do
animal controle (NaCl 0,9%) ndo apresenta alteracbes. No ECG
representativo dos grupos tratados com doxorubicina (DXR) nas doses de
25mg/kg, 37.5mg/kg (~900mg/m?) e 40mg/kg (~1000mg/m?) observar baixa
voltagem do complexo QRS, aumento na duracio do segmento QT nas
derivagbes D2 e V1. N&o se evidenciam arritmias ou alteracées no segmento
PR, em todos os tracados.
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Figura 4. Tracados eletrocardiograficos dos animais tratados com
talidomida ou pentoxifilina e doses excedentes de doxorubicina:
Observar reverséo das alteracdes eletrocardiograficas (baixa voltagem do
complexo QRS), dos grupos tratados com doxorubicina (DXR) nas doses de
25mg/kg, 37.5mg/kg (~800mg/m®) e 50mg/kg (~1000mg/m?) + talidomida
(60mg/kg/dia) ou pentoxifilina (60mg/kg/dia) observar. Nado se evidenciam
arritmias ou alteragbes no segmento PR, em todos os tracados.
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3.2 A talidomida (TLD) e pentoxifilina previnem as alteragbes no QTc e
voltagem do QRS induzidas por doxorubicina em doses excedentes a dose

cardiotdxica convencional

Nos animais tratados com doxorubicina nas doses de 25, 375 e
40mg/Kg/dose total, a duracdo do intervalo QTc obtida foi de 0,2s e eram
semelhantes aos do controle. Na 4° semana de tratamento, nos animais tratados
com doses de doxorubicina de 25, 375 e 40mg/Kg, houve alteracdo
estatisticamente significativa (p<0.05) no segmento QTc, que passou a medir 0,38s.
O intervalo QT foi corrigido pela freqiiéncia cardiaca (QTc), que nos animais do
grupo controle foi de 0,2s em todas as medicbes. Observar que o tratamento com
talidomida (Figura 5) ou pentoxifilina (Figura 6) na dose de 60mg/kg/dia previne

estas alteractes.
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Figura 5. A talidomida (TLD) previne as alteragdes no QTc e voltagem do QRS induzidas
por doxorubicina em doses excedentes a dose cardiotéxica: A talidomida foi administrada
por via subcutanea (S.C.) na dose de 60mg/Kg/dia, a DXR nas doses de 25mg(~600mg/m?,
fracionada em 6 doses iguais por 2 semanas), 37,5mg (~900mg/ m?) e
40mg(~1000mg/m?)/Kg/dose total por via i.p. , respectivamente divididas em 12 aplicagées,
durante 4 semanas. Os tragados eletrocardiograficos dos animais que receberam 25mg/kg
foram obtidos na 5°. semana apés o inicio do tratamento e os dos grupos restante na 10°
Semana. As barras representam a média + DP. O niimero de animais utilizados foi de 10 para
Ccada grupo (N=10). *p<0.05 em relagé@o ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 6. A pentoxifilina (PTX) previne as alteragées no QTc e voltagem do QRS
induzidas por doxorubicina em doses excedentes a dose cardiotoxica: A
pentoxifilina foi administrada por via subcutanea (S.C.) na dose de 60mg/Kg/dia, a DXR
nas doses de 25mg(~600mg/m?, fracionada em 6 doses iguais por 2 semanas), 37,5mg
(~900mg/ m? e 40mg( ~1000mg/m?/Kg/dose total por via i.p. , respectivamente
divididas em 12 aplicagbes, durante 4 semanas. Os tragados eletrocardiograficos dos
animais que receberam 25mg/kg  foram obtidos na 5% semana apds o inicio do
tratamento e os do restante na 10® semana. As barras representam a média + DP. O
nimero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relagéo ao
grupo controle (ANOVA-Tukey).
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3.3 A talidomida e pentoxifilina previnem as alteracbes na fracdo de
encurtamento de VE e no indice cardiaco induzidas por doses excedentes de

doxorubicina

Observar que o0s animais tratados com talidomida ou pentoxifilina
(60mg/kg/dia, para ambas) ndo apresentaram alteracdes significativas na fracdo de
encurtamento do VE (%AD) induzidas por doxorubicina (Figuras 6 e 7, Painel A). No
Painel B (Figuras 7 e 8), observar que a talidomida e pentoxifilina previnem

significativamente as alteracbes no indice cardiaco.
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Figura 7. A talidomida previne as alteragées na fragdo de encurtamento
do VE (Painel A) e no indice cardiaco (Painel B) induzidas por doses
excedentes de doxorubicina: A talidomida foi administrada por via
subcutédnea (S.C.) na dose de 60mg/Kg/dia, a DXR nas doses de
25mg(600mg/m?), 37,5mg(900mg/ m?) e 40mg(1000mg/m?)/Kg/dose total
por via i.p. , respectivamente divididas em 12 aplicacées, durante 4
semanas, com intervalo de 2 semanas entre as primeiras 6 aplicagées. O
registro ecocardiografico e o indice cardiaco foram obtidos na 10%. semana
apos o inicio do tratamento. As barras representam a média + DP. O nimero
de animais foi de 10 para cada grupo (N=10).*p<0.05 em relagido ao
controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 8. A pentoxifilina previne as alteragcdes na fracdo de encurtamento do VE
(Painel A) e no indice cardiaco (Painel B) induzidas por doses estendidas de
doxorubicina: A pentoxifilina foi administrada por via subcutanea (S.C.) na dose de
60mg/Kg/dia, a DXR nas doses de 25mg(~600mg/m?), 37,5mg(~900mg/ m?) e
40mg(~1000mg/m?)/Kg/dose total por via i.p. , respectivamente divididas em 12
aplicacdes, durante 4 semanas, com intervalo de 2 semanas entre as primeiras 6
aplicagdes. O registro ecocardiografico e o indice cardiaco foram obtidos na 10°
semana apos o inicio do tratamento. As barras representam a média + DP. O nimero
de animais foi de 10 para cada grupo (N=10).*p<0.05 em relagdo ao controle
(ANOVA-Tukey).
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3.4 A talidomida e pentoxifilina previnem a elevagdo dos niveis séricos de

troponina T (TnT) induzidos por doxorubicina em doses excedentes.

Observar a elevagéo nos niveis séricos da troponina T 30 a 40 vezes acima
dos valores normais, nos animais tratados com doxorubicina na dose de
25mg/kg/dose total. O controle utilizado foi os animais que receberam apenas salina
a0,9% i.p.

Nos animais tratados com doxorubicina nas doses de 25, 37.7 e 40mg/kg/dose total,
mas com uso concomitante de 80mg/kg/dia de talidomida (Figura 9) ou pentoxifilina
(Figura 10), os niveis séricos de troponina T ndo se elevaram de forma significativa,
mesmo com a administracdo da doxorubicina nas doses de 37.5 e 50mg,

consideradas doses excedentes a dose cumulativa promotora de cardiotoxicidade.
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Figura 9. A talidomida previne a elevagao dos niveis séricos de troponina T
(TnT) induzidos por doxorubicina em doses excedentes a dose
cardiotoxica: A talidomida foi administrada por via subcuténea (S.C.) na dose
de 60mg/Kg/dia, a DXR nas doses de 25mg(~600mg/m?, fracionada em 6 doses
iguais por 2 semanas), 37,5mg (~900mg/ m?) e 40mg(~1000mg/m?)/Kg/dose
total por via i.p. , respectivamente divididas em 12 aplicacées, durante 4
semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de
TnT dos animais que receberam 25mg/gk foram obtidos na 6% semana apés o
inicio do tratamento e os do restante na 10% semana. As barras representam a
média + DP. O nimero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10).
*p<0.05 em relagao ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 10. A pentoxifilina previne a elevacao dos niveis séricos de troponina
T (TnT) induzidos por doxorubicina em doses excedentes a dose
cardiotoxica: A pentoxifilina foi administrada por via subcutanea (S.C.) na dose
de 60mg/Kg/dia, a DXR nas doses de 25mg(~600mg/m2, fracionada em 6 doses
iguais por 2 semanas), 37,5mg (~800mg/ m“) e 40mg(~1000mg/m?)/Kg/dose total
por via i.p. , respectivamente divididas em 12 aplica¢cbes, durante 4 semanas. O
grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de TnT dos
animais que receberam 25mg/gk foram obtidos na 6% semana ap6s o inicio do
tratamento e os do restante na 10% semana. As barras representam a média + DP.
O numero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em
relacado ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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3.5 A talidomida e pentoxifilina previnem a elevagido dos niveis séricos de CK-
MB induzidos por doxorubicina em doses excedentes a dose cardiotdxica

convencional

Observar a elevacdo nos niveis séricos da CK-MB de trés a quatro vezes
acima dos valores obtidos nos animais que receberam apenas salina a 0,9% i.p.,
para animais tratados com doxorubicina na dose de 25mg/kg/dose total.

Nos animais tratados com 60 mg/kg/dia de talidomida (Figura 11) ou pentoxifilina
(Figura 12), os niveis séricos de CK-MB ndo se elevaram de forma significativa,
mesmo com a administracdo da doxorubicina nas doses de 37.5 e 40mg,

consideradas doses excedentes & dose cumulativa promotora de cardiotoxicidade.
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Figura 11. A talidomida previne a elevacdo dos niveis séricos de CK-
MB induzidos por doxorubicina em doses excedentes a dose
cardiotoxica: A talidomida foi administrada por via subcutanea (S.C.) na
dose de 60mg/Kg/dia, a DXR nas doses de 25mg(~600mg/m?, fracionada
em 6 doses iguais por 2 semanas), 37,5mg (~900mg/ m?) e 40mg(
~1000mg/m?)/Kg/dose total por via i.p. , respectivamente divididas em 12
aplicacdes, durante 4 semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9%
(0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de CK-MB dos animais que receberam
25mg/gk foram obtidos na 6° semana apés o inicio do tratamento e os do
restante na 10% semana. As barras representam a média + DP. O nGimero
de animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relacao
ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 12. A pentoxifilina previne a elevacdo dos niveis séricos de CK-
MB induzidos por doxorubicina em doses excedentes a dose
cardiotoxica: A pentoxifilina foi administrada por via subcutanea (S.C.) na
dose de 60mg/Kg/dia, a DXR nas doses de 25mg(~600mg/m?, fracionada em
6 doses iguais por 2 semanas), 37,5mg (~900mg/ m?) e
40mg(~1000mg/m?)/Kg/dose total por via i.p. , respectivamente divididas em
12 aplicagbes, durante 4 semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9%
(0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de CK-MB dos animais que receberam 25mg/gk
foram obtidos na 6° semana apoés o inicio do tratamento e os do restante na
10% semana. As barras representam a média + DP. O numero de animais
utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relacao ao grupo
controle (ANOVA-Tukey).
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3.6 A talidomida e pentoxifilina previnem a elevacéo dos niveis séricos de L.DH
induzidos por doxorubicina em doses excedentes a dose cardiotoxica

convencional

Observar a elevacdo nos niveis séricos de LDH de trés a quatro vezes acima
dos valores obtidos nos animais que receberam apenas salina a 0,9% i.p., para
animais tratados com doxorubicina na dose de 25mg/kg/dose total.

Nos animais tratados com 60 mg/kg/dia de talidomida (Figura 13) ou pentoxifilina
(Figura 14), os niveis séricos de LDH ndo se elevaram de forma significativa,
mesmo com a administracdo da doxorubicina nas doses de 375 e 40mg,

consideradas doses excedenies a dose cumulativa promotora de cardiotoxicidade.
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Figura 13. A talidomida previne a elevagdo dos niveis séricos de LDH
induzidos por doxorubicina em doses excedentes a dose cardiotoxica: A
talidomida foi administrada por via subcutanea (S.C.) na dose de
60mg/Kg/d|a a DXR nas doses de 25mg(~600mglm fracionada em 6 doses
iguais por 2 semanas), 37,5mg (~900mg/ m?) e 40mg(~1000mg/m )/Kg/dose
total por via i.p. , respectivamente divididas em 12 aplicacdes, durante 4
semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos
de LDH dos animais que receberam 25mg/gk foram obtidos na 6° semana
ap6s o inicio do tratamento e os do restante na 10® semana. As barras
representam a média + DP. O nimero de animais utilizados foi de 10 para
cada grupo (N=10). *p<0.05 em relagao ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 14. A pentoxifilina previne a elevagdo dos niveis séricos de LDH
induzidos por doxorubicina em doses excedentes a dose cardiotoxica: A
pentoxifilina foi administrada por via subcutdnea (S.C.) na dose de
60mg/Kg/dia, a DXR nas doses de 25mg(~800mg/m?, fracionada em 6 doses
iguais por 2 semanas), 37,5mg (~900mg/ m?) e 40mg( ~1000mg/m?)/Kg/dose
total por via i.p. , respectivamente divididas em 12 aplicagdes, durante 4
semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos
de LDH dos animais que receberam 25mg/gk foram obtidos na 6° semana
ap6s o inicio do tratamento e os do restante na 10® semana. As barras
representam a média + DP. O nimero de animais utilizados foi de 10 para cada
grupo (N=10). *p<0.05 em relagado ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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3.7 A talidomida e pentoxifilina previnem o déficit ponderal induzido por

doxorubicina em doses excedentes

Observar nos painéis A e B (Figura 15), que os animais do grupo controle
tém um ganho ponderal de aproximadamente 20g semanais. Nos animais tratados
com doses elevadas de doxorubicina (25mg/Kg/dose total), o que se percebe € uma
perda ponderal de em média 129 a partir da 3° semana, fornando-se mais
acentuada na 4°. semana e tendendo a elevacéo a partir da 5% semana de
tratamento. Nos animais tratados com doses mais elevadas de doxorubicina (25,
37.5 e 40mg/kg/dose total), porém recebendo concomitantemente talidomida (Painel
A) ou pentoxifilina (Painel B), a curva ponderal foi muito semelhante a dos animais
do grupo controle.

Nos animais tratados apenas com doxorubicina em doses excedentes (37.5 e
40mg/kg) ndo pudemos avaliar os resultados na curva ponderal, devido o elevado
indice de mortalidade, mas nas primeiras semanas as curvas foram muito
semelhantes aquelas observadas com doses de doxorubicina de 25mg/kg/dose

total.
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Figura 15. A talidomida (TLD, Painel A) e pentoxifilina (PTX, Painel B)
previnem o déficit ponderal induzido por doxorubicina em doses
excedentes: A talidomida e pentoxifilina foram administradas por via
subcutanea (S.C.) na dose de 60mg/Kg/dia, a DXR nas doses de
25mg(~600mg/m?, fracionada em 6 doses iguais por 2 semanas), 37,5mg
(~900mg/ m? e 40mg(~1000mg/m?/Kg/dose total por via i.p.
respectivamente divididas em 12 aplicagées, durante 4 semanas. Os
resultados sdo expressos como média + DP da variagdo (A) de peso, em
relacdo ao peso inicial. O numero de animais utilizados foi de 10 para cada
grupo (N=10). *p<0.05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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3.8 A talidomida e pentoxifilina previnem o aumento dos indices hepatico e

esplénico induzidos por doxorubicina em doses excedentes

O tratamento com doxorubicina induziu aumento nos indices hepatico
(Figuras 16 e 17, Painel A) e esplénico (Figuras 16 e 17, Painel B). Nos animais
tratados com maiores doses de doxorubicina (25mg/Kg/dose total) houve aumento
significativo (p<0,05) no indice hepatico. Observar que a média dos indices
hepaticos dos animais tratados com salina (grupo controle) foi de 1,82% e médias
semelhantes foram observadas nos animais tratados com doxorubicina nas doses
de 25, 37.5 e 40mg/Kg/dose total + talidomida (60mg/kg/dia) cujos indices foram
2,45, 2,67 e 2,72, respectivamente (Figura 16). Essas alteracdes foram semelhantes
as encontradas nos animais tratados concomitantemente com doxorubicina e
pentoxifilina (Figura 17), cujos valores dos indices foram 2,5, 2,7 e 2,63%, para as
doses de 25, 37.5 e 40mg/kg, respectivamente.

Comportamento semelhante observamos quando analisamos o indice
esplénico, onde a média dos indices do grupo controle foi 0,89%. A média dos
indices esplénicos no grupo tratado com doxorubicina foi significativa no grupo que
recebeu a dose cardiotoxica padrao (25mg/Kg/dose total) cuja média foi 1,73%,
sendo as médias dos grupos que receberam doxorubicina em doses excedentes
(37.5 e 40mg/kg/dose total) 1,12 e 1,16% (tratados com talidomida, Figura 16) e 1,0

e 1,04% (tratados com pentoxifilina, Figura 17), semelhantes as do grupo controle.
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Figura 16. A talidomida previne o aumento dos indices hepatico
(Painel A) e esplénico (Painel B) induzidos por doxorubicina em
doses excedentes a dose cardiotoxica: A talidomida foi
administrada por via subcutanea (S. C) na dose de 60mg/Kg/dia, a
DXR nas doses de 25mg(~600mg/m fracionada em 6 doses iguais
por 2 semanas) 37,5mg (~900mg/ m?) e 40mg( ~1000mg/m?)/Kg/dose
total por via i.p. , respectivamente divididas em 12 aplicagbes, durante
4 semanas. O grupo controle recebeu salina 0,9% (0,5ml; i.p.). Os
resultados sdo expressos como média + DP. O numero inicial de
animais foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relagéo ao
controle; ANOVA-Tukey).
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Figura 17. A pentoxifilina previne o aumento dos indices hepatico
(Painel A) e esplénico (Painel B) induzidos por doxorubicina em
doses excedentes a dose cardiotoxica: A pentoxifilina foi
administrada por via subcutanea (S.C.) na dose de 60mg/Kg/dia, a DXR
nas doses de 25mg(~600mg/m?, fracionada em 6 doses iguais por 2
semanas), 37,5mg (~800mg/ m?) e 40mg( ~1000mg/m?)/Kg/dose total
por via i.p. , respectivamente divididas em 12 aplicacdes, durante 4
semanas. O grupo controle recebeu salina 0,9% (0,5ml; i.p.). Os
resultados sdo expressos como média + DP. O nimero de animais foi
de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relacdo ao controle;
ANOVA-Tukey).
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3.9 Perfil da mortalidade animal apos tratamento com doxorubicina

O ndimero de animais iniciais para cada grupo foi de 10. Na 2° semana do
inicio do tratamento 1 animal do grupo controle faleceu de causa indeterminada. No
grupo que recebeu doxorubicina na dose de 25mg/kg/dose total, o percentual de
mortalidade foi de 60%. Os animais que receberam doses de 37.5 e 40mg/kg ao
final do tratamento todos tinham ido a o6bito. A principal causa de mortalidade
nesses grupos foram: a) toxicidade aguda para o Trato Gastrintestinal (mucosite); b)
mielotoxicidade (infecgdo e plaquetopenia) e ¢) Insuficiéncia Cardiaca Congestiva

(dispnéia, taguicardia e volumosa ascite).
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Figura 18. Perfil da mortalidade animal apds tratamento com
doxorubicina: A doxorubicina foi administrada nas doses de
25mg(~600mg/m?, fracionada em 6 doses iguais, com intervalo de 3
dias entre as  doses), 37,5mg  (~900mg/ m?) e
40mg(~1000mg/m?)/Kg/dose total por via ip. , respectivamente
divididas em 12 aplicacdes, com 0 mesmo intervalo entre as doses. O

grupo conirole recebeu salina 0,9% (0,5mi; i.p.).



3.10 A talidomida e pentoxifilina modificam a mortalidade induzida por

doxorubicina em animais tratados com doses excedentes

O numero de animais iniciais para cada grupo foi de 10. Na 2° semana do inicio do
tratamento 1 animal do grupo controle faleceu de causa indeterminada. No grupo
que recebeu doxorubicina da dose de 25mg/kg/dose total, o percentual de
mortalidade foi de 60%. Nos animais que receberam doses de 37.5 e talidomida
{(Painel A) o percentual de mortalidade foi de apenas 50% até o final do estudo,
sendo de 40% para os animais que receberam pentoxifilina (Painel B). Dos que
receberam 40mg/kg + TLD ao final restaram 4 animais (Painel A), semelhante aos
gque receberam pentoxifilina (Painel B). A principal causa de mortalidade nesses
grupos foram: a) toxicidade aguda para o Trato Gastrintestinal (mucosite); b)
mielotoxicidade (infeccdo e plaquetopenia) e c¢) Insuficiéncia Cardiaca Congestiva

(dispnéia, taquicardia e volumosa ascite).
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Figura 19. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel

B) modificam a

mortalidade induzida por doxorubicina em animados tratados com doses

excedentes a dose cardiotdxica:

A talidomida e pentoxifilina foram

administradas por via subcuténea (S.C.) na dose de 60mg/Kg/dia, a DXR nas
doses de 25mg(~B00mg/m?, fracionada em 6 doses iguais), 37,5mg (~900mg/ m?)
e 40mg( ~1000mg/m?)/Kg/dose total por via i.p. , respectivamente divididas em 12
aplicacdes. O grupo controle recebeu salina 0,9% (0,5mi; i.p.).



3.11 Tracados eletrocardiograficos dos animais tratados com epirubicina,

idarubicina e mitoxantrona

Observar que no eletrocardiograma dos animais tratados com talidomida e
pentoxifilina (Figuras 20, 21, 22), semelhante ao grupo controle, ndo existem
alteracdes dos segmentos PR e QT, alteracdes na voltagem ou arritmias, nas
derivacdes analisadas (D2 e V1). Esses achados foram comuns a todos os animais
destes grupos.

Observar o alargamento do segmento QT e baixa voltagem do QRS, nos animais
tratados apenas com epirubicina (Figura 20), idarubicina (Figura 21) e mitoxantrona
{(Figura 22).
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Figura 20. Tracados eletrocardiograficos dos animais tratados com
epirubicina : Observar que no tragado eletrocardiografico representativo dos
animais tratados com epirubicina + talidomida ou pentoxifilina, semelhante ao
controlg ndo ha redugdo na amplitude do complexo QRS ou prolongamento
do segmento QT, quando comparado ao ECG do animal tratado apenas com
epirubicina, onde se percebe nitida reducéo na voltagem e alargamento do
segmento QT. Nao foram observadas arritmias ou alteragcées do segmento

PR em todos os tragados.
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Figura 21. Tracados eletrocardiograficos dos animais tratados com
idarubicina: Observar que no tracado eletrocardiografico representativo dos
animais tratados com idarubicina + talidomida ou pentoxifilina, semelhante ao
controle ndo ha reducao na amplitude do complexo QRS ou prolongamento
do segmento QT, quando comparado ao ECG do animal tratado apenas com
idarubicina, onde se percebe nitida reducdo na voltagem e alargamento do
segmento QT. Nao foram observadas arritmias ou alteracdes do segmento
PR em todos os tracados.
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Figura 22. Tracados eletrocardiograficos dos animais tratados com
mitoxantrona: Observar que no tracado eletrocardiografico representativo
dos animais tratados com mitoxantrona + talidomida ou pentoxifilina,
semelhante ao controle n&o ha reducédo na amplitude do complexo QRS ou
prolongamento do segmento QT, guando comparado ac ECG do animal
tratado apenas com mitoxantrona, onde se percebe nitida reducdo na
voltagem e alargamento do segmento QT. Nao foram observadas arritmias
ou alteracdes do segmento PR em todos os tracados.
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3.12 Alteragbes no tracado eletrocardiografico induzidas por epirubicina em

comparacao com doxorubicina

Nos animais tratados com doxorubicina na dose de 25mg/kg/dose total,
houve alteracdo estatisticamente significativa {p<0.05) no segmento QTc, gue
passou a medir 38ms, em relacdo ao controle (20ms), o mesmo foi observado nos
animais tratados com epirubicina na dose de 50mg/kg. A média da voltagem do
complexo QRS aferida nos animais que receberam doxorubicina e epirubicina, nas
doses acima citadas foram de 0.6mV e 0.8mV, respectivamente.

Nos animais que receberam doses mais baixas de epirubicina, semelhante ao

controle, ndo foram observadas alteracfes eletrocardiograficas. (Tabela 3).
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Tabela 3. Alteragbes no tragado eletrocadiografico induzidas por epirubicina
em comparacio com a doxorubicina {Média + Desvio Padrao)

Eletrocardiograma

Dose cumulativa

Tratamento N° de animais (mg/kg) QTc {mS) QRS {(mV)

\J
NaCl 0,9% x6 10 - 20413 1,0+ 0.06
DXR 4,1mg/kg x 6 5 25mglkg 38+ 1.2" 0,6 + 0.06*
EPI4,1mg/kg x6 6 25mg/kg 20+ 1.4 1,0+0.03

EPI 8,3mg/kg x 6 7 50mg/kg 35+ 1.3" 0,8+ 0.03"

A dose total de DXR foi de 25mg/kg e as doses de EPI foram de 25
e 50 mg/Kg, dose total, respectivamente, administradas i.p., em 6
doses, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl a 0,9%
(0,5ml; i.p.). Os tracados eletrocardiograficos foram obtidos na 5°.
semana apoés o inicio do tratamento. As barras representam a
meédia + DP. O nimero de animais utilizados foi de 10 para cada

grupo (N=10). *p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-
Tukey).

NS = ndo significativo estatisticamente.



3.13 Alteracdes no tracado eletrocardiografico induzidas por idarubicina em

comparacao com doxorubicina

Nos animais tratados com doxorubicina na dose de 25mg/kg/dose
total, houve alteracéo estatisticamente significativa (p<0.05) no segmento QTc, que
passou a durar 38ms, e na voltagem do complexo QRS , que passou a medir 0,6mV,
quando comparados ao controle cujas medidas foram 20ms e 1,0 mV,
respectivamente. Nos animais gue receberam idarubicina na dose de 10mg/kg/dose
total, ndo foram observadas alteracdes eletrocardiograficas.

Os animais que receberam idarubicina da dose de 20mg/kg, houve reducéo
na voltagem do QRS, que mediu 0,8mV e um alargamento do segmento QT (29ms),
no entanto ambas as alteracdes ndo foram estatisticamente significativas.

(Tabela 4)



Tabela 4. Alteracdes no tragado eletrocadiografico induzido por doses
cardiotoxicas de idarubicina em comparacdo com a doxorubicina (Média +
Desvio Padrao)

Eletrocardiograma

Dose cumulativa

Tratamento N° de animais (mglkg) QTe {mS) QRS (mV)
NaCl 0,9% x 6 10 - 20+ 1.3 1,0+ 0.6
DXR 4mg/kg x 6 5 25mg/kg 38+ 1.2* 0,6 +0.06"
IDA 1,6mglkg x 6 7 10markg 20+ 1.1 1,0+ 0.06
IDA 3,3mglkg x 6 7 20mg/kg 20+ 13" 0,8 +0.03"

As dose total de DXR foi de 25mg/kg e as doses de IDA foram de 10
e 20 mg/Kg, dose total, respectivamente, administradas i.p., em 6
doses, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl a 0,9%
(0,5mi; i.p.). Os tracados eletrocardiograficos foram obtidos na 5°
semana apos o inicio do tratamento. As barras representam a média
+ DP. O nimero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo
(N=10). *p<0.05 em relacdo ao grupo conirole (ANOVA-Tukey).
NS = néo significativo estatisticamente.



3.14 Alteracoes no tragado eletrocardiografico induzidas por mitoxantrona em

comparacio com doxorubicina

Nos animais tratados com doxorubicina na dose de 25mg/kg/dose total,
houve alteracdo estatisticamente significativa (p<0.05) no segmento QTc, gue
passou a medir 38ms, em relacdo ao controle (20ms), semelhante aoi observado
nos animais tratados com mitoxantrona na dose de 8mg/kg, cujo valor foi 34ms. A
média da voltagem do complexo QRS aferida nos animais que receberam
doxorubicina e mitoxantrona, nas doses acima citadas foram de 0.6mV e 0.8mV,
respectivamente. Nesta reducdo da voltagem guando comparados ambos o0s
grupos, ao controle, apenas a reducdo observada no grupo da doxorubicina foi
significativa.

Nos animais que receberam doses mais baixas de mitoxantrona, semelhante

ao controle, ndo foram observadas alteractes eletrocardiograficas. (Tabela 5)



Tabela 5. Alteragdes no tracado eletrocardiogréfico induzidas por
doses cardiotéxicas de mitoxantrona em comparacdo com
doxorubicina (Média + Desvio Padrao)

Eletrocardiograma

Dose cumulativa

Tratamento N° de animais (mglkg) QT¢ {(mS) QRS (mY)
NaCl 0,9% x 6 10 - 20+ 13 1,0+ 06
DXR 4mg/kg x 6 5 25mglkg 38+ 1.2% 0,6 + 0.06°
MIT 0,6mg/kg x 6 7 4mgkg 20+ 1.2 1.0+ 0.02*

MIT 1,3mg/kg X 6 7 8mg/kg 0,34 + 1.4" 0,8+ 0.06™

As dose total de DXR foi de 25mg/kg e as doses de MIT foram
de 4 e 8 mg/Kg, dose total, respectivamente, administradas i.p.,
em 6 doses, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu
NaCl a 0,9% (0,5mi; ip.). Os tragados eletrocardiograficos
foram obtidos na 5a. semana apos o inicio do tratamento. As
barras representam a média + DP. O numero de animais
utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em
relacdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).

NS = néo significativo estatisticamente.



3.15 Efeito do tratamento com talidomida e pentoxifilina sobre os parametros

eletrocardiograficos comparando analogos antraciclicos vs doxorubicina

O tratamento com talidomida (Tabela 6) e pentoxifilina (Tabela 7) previne
significativamente (p<0.05) as alteracdes no segmento QT e na voltagem do QRS,
induzidas por doxorubicina, epirubicina, idarubicina e mitoxantrona.

Observar em ambas as tabelas, que a duracdo do segmentio QT, corrigido
pela voltagem (QTc) nos animais do grupo controle foi em média 20ms e a voltagem
do complexo QRS foi de 1,0mV. Nos animais tratados apenas com doxorubicina,
epi, ida e mitoxantrona, houve alargamento do intervalo QTc, s6 que este aumento
s6 foi estatisticamente significativo além da doxo, nos grupos da epi e mitoxantrona.
Reducdes significativas na amplitude do complexo QRS, sé foram observadas nos
animais tratados com doxorubicina. Naqueles tratados com epi, ida e mitoxantrona

as redugdes de amplitude, embora presentes, néo tiveram significado estatistico.



Tabela 6. Efeito do tratamento com talidomida (TLD) sobre os
parametros eletrocardiograficos comparando analogos
antraciclicos vs doxorubicina.

Eletrocardiograma

GRUPOS N°.de animais Qe (mS) QRS (mV)
Controle (NaCl O,9°A>) 10 20+ 0.13 7 1.0+ 0.06
DXR 5 38 +0.12* 0.6 +0.06*

DXR + TLD 10 20+0.14 1.0+ 0.05
EPI 6 35 +0.13* 0.8 +0.03

EP|+ TLD 8 22 +0.13 1.0 +0.03

IDA 7 29 +0.15" 0.8 +0.06

(DA + TLD 7 20+0.13 1.0 + 0.04

MIT 6 34 +0.11* 0.8 +0.02

MIT + TLD 8 20+ 0.12 1.0 +0.05

A talidomida foi administrada por via subcutanea (SC) na dose de
60mg/kg/dia. As doses totais de DXR, EPI, IDA e MIT foram de 25,0;
50,0; 20,0 e 8,0 mg/kg/dose total, respectivamente, administradas
ip., em 6 doses iguais, durante 2 semanas. O grupo controle
recebeu NaCl 0,9% (0,5mi; i.p.). Os tracados eletrocardiograficos
dos animais foram obtidos na 5% semana apds o inicio do
tratamento. Os valores s&o expressos como média + desvio padrdo
(*) p < 0.05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).



Tabela 7. Efeito do tratamento com pentoxifilina (PTX) sobre os
parametros eletrocardiograficos comparando analogos
antraciclicos vs doxorubicina.

Eletrocardiograma

GRUPOS N°. de animais QTc (mS) QRS (mV)
Controle (NaCl 0,9%) 10 20 +0.13 1.0 + 0.06
DXR 5 38 +0.12* 0.6 + 0.06*

DXR + PTX 10 20 +0.14 1.0+ 0.05
EP 6 35 +0.13* 0.8 +0.03
EPI+PTX 7 22 +0.16 1.0+ 0.06

IDA 7 29 +0.15M 0.8 +0.06

IDA + PTX 7 20 +0.15 1.0 + 0.02

MIT 6 34 +0.11* 0.8 +0.02

MIT + PTX 8 20 +0.14 1.0 + 0.07

A pentoxifilina foi administrada por via subcutanea (SC) na dose de
60mg/kg/dia. As doses totais de DXR, EPI, IDA e MIT foram de 25,0;
50,0; 20,0 e 8,0 mg/kg/dose total, respectivamente, administradas
i.p., em 6 doses iguais, durante 2 semanas. O grupo controle
recebeu NaCl 0,9% (0,5ml; i.p.). Os tracados eletrocardiograficos
dos animais foram obtidos na 5% semana apds o inicio do
tratamento. Os valores s@o expressos como média + desvio padrdo
(") p < 0.05 em relagéo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).



3.16 Parametros ecocardiograficos dos animais tratados com doxorubicina,

epirubicina, idarubicina e mitoxantrona

O célculo da fragdo de encurtamento (%AD) foi obtido através de corte
paraesternal transverso no Modo-M. Observar que houve reducéo da fracdo de
encurtamento, de forma significativa em todos os grupos tratados com antraciclico.
Estas reducdes significam um perda funcional entre 18 a 45% da capacidade de
ejecdo do ventriculo esquerdo na sistole. Esta alteracdo foi mais acentuada no

grupo que recebeu doxorubicina.
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Tabela 8. Alleragbes nos parametros ecocardiograficos comparando analogos
antraciclicos vs doxorubicina. (Média + DP)

Tratamento No. de animais Dose cumulativa Dose de ECO
mg/kg Talidomida mg/kg (%AD)
NaCl 0,9% x 6 4 - - 69.5+3.2
DXR 4mg/kg x 6 4 25,0 30 38.25 + 1.9*
EPI 8,3mg/kg x 6 3 50,0 30 41.5 + 3.1
IDA 3,3mg/kg x 6 3 20,0 30 56.7 + 3.4
MIT 1,3mg/kg x 6 3 8,0 30 493+ 3.2

As doses totais de DXR, EPI, IDA e MIT foram de 25,0; 50,0; 20,0 e 8,0
mg/kg/dose total, respectivamente, administradas i.p., em 6 doses iguais,
durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5mi; i.p.). Os
registros ecocardiograficos transtoracicos foram obtidos pelo Modo-M
com sonda de 7.5mHz na 5% semana apds o inicio do tratamento. Os
valores s80 expressos como média + desvio padréo (*) p < 0.05 em
relacéo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).



3.17 A talidomida e pentoxifilina previnem as alteragdes na fracdo de
encurtamento do VE (%AD) induzidas por doxorubicina e andlogos

antraciclicos

O tratamento com talidomida (Tabela 9) e pentoxifilina (Tabela 10) previne as
alteracdes na fracdo de encurtamento do VE, em todos os animais observados. O
%AD destes grupos foram > 60%. Nos animais controle 0 %AD foi em média 69,5%
e nos animais tratados com doxorubicina (25mg/Kg/dose total) as reducdes na
fracdo de encurtamento foram significativas (p<0.05) e o %AD mediu em média
38,5%.



Tabela 9. Efeito do tratamento com talidomida (TLD) sobre os
parametros ecocardiograficos comparando os analogos
antraciclicos vs doxorubicina.

Grupos N° de animais Ecocardiograma (%AD)

Controle (NaCl 0,9%) 10 69.5+32
DXR 5 38.2+1.9
DXR+TLD 10 67.0+35

EPI 6 415+ 3.1
EPI+TLD 8 69.7 +3.6

IDA 7 543+34
IDA+TLD 7 61.7+29

MIT 7 493 +3.2%

MIT + TLD 8 68.9 +29

A talidomida foi administrada por via subcutanea (SC) na dose de
60mg/kg/dia, as doses totais de DXR, EPI, IDA e MIT foram de 25,0;
50,0; 20,0 e 8,0 mg/kg/dose total, respectivamente, administradas i.p.,
em 6 doses iguais, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl
0,9% (0,5ml; i.p.). Os registros ecocardiograficos transtoracicos foram
obtidos pelo Modo-M com sonda de 7.5mHz na 57 semana apds o inicio
do tratamento. Os valores s&o expressos como média + desvio padréo
(*) p < 0.05 em relagéo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).

Tabela 10. Efeito do tratamento com pentoxifilina (PTX) sobre 0s
parametros ecocardiograficos comparando o0s analogos
antraciclicos vs doxorubicina.

,,,,,,,,,,,,,, Grupos N°. de animais Ecocardiograma (%AD)

Controle (NaCl 0,9%) 10 69.5+32
DXR 5 382 +1.9*

DXR + PTX 10 68.2+ 3.6

EPI 6 415+ 3.1

EPI+ PTX 7 67.4+26

IDA 7 543+34

IDA +PTX 7 643+ 34

MIT 6 493 +3.2"

MIT + PTX 8 679+33

A pentoxifilina foi administrada por via subcutanea (SC) na dose de
60mg/kg/dia, as doses totais de DXR, EPI, IDA e MIT foram de 25,0;
50,0; 20,0 e 8,0mg/kg/dose total, respectivamente, administradas i.p.,
em 6 doses iguais, durante 2 semanas. O grupo conirole recebeu
NaCl 0,9% (0,5ml; i.p.). Os registros ecocardiograficos transtoracicos
foram obtidos pelo Modo-M com sonda de 7.5mHz na 5% semana apos
o inicio do tratamento. Os valores sdo expressos como média +

desvio padrdo (*) p < 0.05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA-
Tukey).



3.18 Alteragdes nos niveis séricos de Troponina T (TnT) induzidos por

epirubicina, idarubicina e mitoxantrona

Observar que o tratamento com epirubicina (Figura 23), idarubicina (Figura
24) e mitoxantrona (Figura 25), semelhante ao tratamento com doxorubicina, elevam
0s hiveis séricos de troponina, quando comparados ao grupo controle e estes
permanecem elevados até o final do tratamento.

As médias dos valores obtidos sdo representadas na tabela abaixo:

o Tabela 11. Niveis séricos de troponina T em animais tratados com

doxorubicina, epirubicina e mitoxantrona

Semanas de tratamento / niveis séricos de TnT
GRUPOS 0 2 7 6
Controle 0,01 ng/mi 0,1 ng/mli 0,1 ng/ml 0,12 ng/mil
Doxorubicina 0 ng/ml 0,38 ng/mi 0,38 ng/ml 0,38 ng/ml
Epirubicina 0,1 ng/mil 0,29 ng/ml 0,34 ng/ml 0,37 ng/mil
Idarubicina 0,06 ng/ml 0,30 ng/ml 0,32 ng/ml 0,37 ng/ml
Mitoxantrona 0,07 ng/mi 0,34 ng/ml 0,36 ng/mil 0,28 ng/ml
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Figura 23. Alteragdes nos niveis séricos de Troponina T (TnT)
induzidos por epirubicina : A epirubicina foi administrada na dose de
50mg/Kg/dose total (~1200mg/m?) por via i.p. , respectivamente divididas
em 6 aplicacdes, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl
0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de TnT dos animais foram obtidos
antes do inicio do tratamento e depois na 2° 4° e 6% semana de
tratamento. As barras representam a média + DP. O ndmero de animais
utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relacdo ao
grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 24. Alteracdes nos niveis séricos de Troponina T induzidos
por idarubicina : A idarubicina foi administrada na dose de
20mg/Kg/dose total (~480mg/m?) por via i.p. , respectivamente divididas
em 6 aplicagdes, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl
0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de TnT dos animais foram obtidos
antes do inicio do tratamento e depois na 2° 4° e 6° semana de
tratamento. As barras representam a média + DP. O nimero de animais
utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relagdo ao
grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 25. Alteracbes nos niveis séricos de Troponina T {(TnT)
induzidos por mitoxantrona : A mitoxantrona foi administrada na
dose de 8mg/Kg/idose total (~192mg/m?) por via ip.
respectivamente divididas em 6 aplicagbes, durante 2 semanas. O
grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de
TnT dos animais foram obtidos antes do inicio do tratamento e
depois na 2° 4% e 6% semana de tratamento. As barras representam
a média + DP. O numero de animais utilizados foi de 10 para cada
grupo (N=10). *p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-
Tukey).
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3.19 A talidomida e pentoxifilina previnem a elevacio dos niveis séricos de
Troponina T (TnT) induzidos por epirubicina (Figura 24), idarubicina

(Figura 26) e mitoxantrona (Figura 27).

Observar que a administragéo de talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B)
concomitantemente ao tratamento com epirubicina (Figura 26), idarubicina (Figura
27) e mitoxantrona (Figura 28), previnem a elevagdo dos niveis séricos de
troponina, quando comparados ao grupo tratado apenas com doxorubicina.

As médias dos valores obtidos sdo representadas na tabela abaixo:

e Tabela 12. Niveis séricos de troponina T em animais tratados com
doxorubicina, epirubicina, idarubicina e mitoxantrona + talidomida e

pentoxifilina:

Semanas de tratamento / niveis séricos de troponina T

GRUPOS 0 2 n 6
Controle 0,01 ng/ml 0,1 ng/ml 0,1 ng/ml 0,12 ng/mil
Doxorubicina 0 ng/ml 0,38 ng/ml 0,38 ng/ml 0,38 ng/mil
Epirubicina 0,1 ng/mil 0,29 ng/ml 0,34 ng/ml 0,37 ng/ml
EPI + TLD 0,14 ng/mi 0,17 ng/mi 0,19 ng/mi 0,16 ng/mil
EPI + PTX 0,14 ng/mi 0,19 ng/mi 0,16 ng/mi 0,15 ng/mi
Idarubicina 0,06 ng/ml 0,30 ng/ml 0,32 ng/ml 0,37 ng/ml
IDA + TLD 0,14 ng/ml 0,17 ng/ml 0,16 ng/mil 0,16 ng/mi
IDA + PTX 0,12 ng/mi 0,16 ng/mi 0,15 ng/mi 0,19 ng/ml
Mitoxantrona 0,07 ng/ml 0,34 ng/ml 0,36 ng/ml 0,28 ng/ml
MIT + TLD 0,14 ng/ml 0,17 ng/mi 0,15 ng/ml 0,14ng/ml
MIT + PTX 0,13 ng/ml 0,16 ng/ml 0,18 ng/ml 0,17 ng/mli
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Figura 26. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B) previnem a
elevacdo nos niveis séricos de Troponina T (TnT) induzidos por
epirubicina : A talidomida foi administrada por via SC na dose de
60mg/kg/dia, a epirubicina foi administrada na dose de 50mg/Kg/dose total
(~1200mg/m?) por via i.p. , respectivamente divididas em 6 aplicacoes,
durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os
niveis séricos de TnT dos animais foram obtidos antes do inicio do
tratamento e depois na 2% 4% e 6° semana de tratamento. As barras
representam a média + DP. O nGimero de animais utilizados foi de 10 para
cada grupo (N=10). *p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-
Tukey).
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Figura 27. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B) previnem
a elevacgido nos niveis séricos de Troponina T (TnT) induzidos por
idarubicina : A talidomida foi administrada por via SC na dose de
60mg/kg/dia, a idarubicina foi administrada na dose de 20mg/Kg/dose total
(~480mg/m?) por via i.p. , respectivamente divididas em 6 aplicacées,
durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os
niveis séricos de TnT dos animais foram obtidos antes do inicio do
tratamento e depois na 2% 4° e 6° semana de tratamento. As barras
representam a média + DP. O numero de animais utilizados foi de 10 para
cada grupo (N=10). *p<0.05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA-
Tukey).
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Figura 28. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B)
previnem a elevagido nos niveis séricos de Troponina T (TnT)
induzidos por mitoxantrona : A talidomida foi administrada por via SC
na dose de 60mg/kg/dia, a mitoxantrona foi administrada na dose de
8mg/Kg/dose total (~192mg/m?) por via i.p. , respectivamente divididas
em 6 aplicacdes, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl
0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de TnT dos animais foram obtidos
antes do inicio do tratamento e depois na 2° 4% e 6% semana de
tratamento. As barras representam a média + DP. O niimero de animais
utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relagio ao
grupo controle (ANOVA-Tukey).



3.20 Alteragdes nos niveis séricos de CK-MB induzidos por epirubicina,

idarubicina e mitoxantrona

Observar que o tratamento com epirubicina (Figura 29), idarubicina (Figura 30)
e mitoxantrona (Figura 31), semelhante ao tratamento com doxorubicina, elevam os
niveis séricos de CK-MB, quando comparados ao grupo confrole. Estes niveis
permanecem elevados até o final da administracdo das medicagbes e retornam a
valores préximos aos normais 2 semanas apos o término do tratamento.

As médias dos valores obtidos séo representadas na tabela abaixo:

e Tabela 13. Niveis séricos de CK-MB em animais tratados com

doxorubicina, epirubicina, idarubicina e mitoxantrona:

Semanas de tratamento / niveis séricos de CK-MB

GRUPOS 0 2 4 6
Controle 10 UL 12 UL 12 UL 13 UL
Doxorubicina 10 U/L 76 U/IL 78 U/L 25 UL
Epirubicina 14 U/L 74 U/L 62 UiL 22 UL
Idarubicina 11 UL 70 UL 57 U/L 19 U/L
Mitoxantrona 14 U/L 72 U/L 60 U/L 20 U/L
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Figura 29. Alteracdes nos niveis séricos de CK-MB induzidos por
epirubicina : A epirubicina foi administrada na dose de 50mg/Kg/dose
total (~1200mg/m?) por via i.p. , respectivamente divididas em 6
aplicagbes, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9%
(0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de CK-MB dos animais foram obtidos
antes do inicio do tratamento e depois na 2% 4° e 6° semana de
tratamento. As barras representam a média + DP. O numero de
animais ulilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em
relacéo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 30. Alteragcdes nos niveis séricos de CK-MB induzidos por
idarubicina : A idarubicina foi administrada na dose de
20mg/Kg/dose total (~480mg/m?) por via i.p. , respectivamente
divididas em 6 aplicacbes, durante 2 semanas. O grupo controle
recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de CK-MB dos
animais foram obtidos antes do inicio do tratamento e depois na 2%,
4% e 6% semana de tratamento. As barras representam a média + DP.
O numero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10).
*p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 31. Alteracdes nos niveis séricos de CK-MB induzidos por
mitoxantrona : A mitoxantrona foi administrada na dose de
8mg/Kg/dose total (~192mg/m?) por via i.p. , respectivamente divididas
em 6 aplicagdes, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl
0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de CK-MB dos animais foram
obtidos antes do inicio do tratamento e depois na 2% 4% e 6° semana
de tratamento. As barras representam a média + DP. O numero de
animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em
relagdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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3.21 A talidomida e pentoxifilina previnem a elevacao dos niveis séricos de
CK-MB induzidos por epirubicina (Figura 32), idarubicina (Figura 33) e

mitoxantrona (Figura 34).

Observar que a administragdo de talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B)
concomitantemente ao tratamento com epirubicina (Figura 31), idarubicina (Figura
32) e mitoxantrona (Figura 33), previnem a elevagao dos niveis séricos de CK-MB,
quando comparados ao grupo tratado apenas com doxorubicina.

As médias dos valores obtidos sdo representadas abaixo:
e Tabela 14. Niveis séricos de CK-MB em animais tratados com
doxorubicina, epirubicina, idarubicina e mitoxantrona + talidomida e

pentoxifilina

Semanas de tratamento / niveis séricos de CK-MB

GRUPOS 0 2 4 6
Controle 10 U/L 12 UL 12 U/L 13 U/L
Doxorubicina 10 U/L 76 U/L 78 U/L 25 U/IL
Epirubicina 14 U/L 74 U/L 62 U/L 22 U/L
EPI + TLD 14 U/L 22 U/L 28 U/L 15 U/L
EPI + PTX 16 U/L 25 U/L 31 U/L 12 U/L
Idarubicina 11 U/L 70 U/L 57 UIL 19 U/L
IDA + TLD 14U/L 24 U/L 30 U/L 16 U/L
IDA + PTX 15 U/L 25 U/L 32 U/L 17 U/L
Mitoxantrona 14 U/L 72 U/L 60 U/L 20 U/L
MIT + TLD 16U/L 27 U/L 23 U/L 13 UL
MIT + PTX 14 U/L 26 U/L 32 UL 15 U/L
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Figura 32. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B) previnem
a elevacédo nos niveis séricos de CK-MB induzidos por epirubicina :
A talidomida foi administrada por via SC na dose de 60mg/kg/dia, a
epirubicina foi administrada na dose de 50mg/Kg/dose total (~1200mg/m?)
por via i.p. , respectivamente divididas em 6 aplicacdes, durante 2
semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis
séricos de CK-MB dos animais foram obtidos antes do inicio do
tratamento e depois na 2° 4% e 6% semana de tratamento. As barras
representam a média + DP. O numero de animais utilizados foi de 10 para
cada grupo (N=10). *p<0.05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA-
Tukey).
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Figura 33. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B)
previnem a elevagdo nos niveis séricos de CK-MB induzidos por
idarubicina : A talidomida foi administrada por via SC na dose de
60mg/kg/dia, a idarubicina foi administrada na dose de 20mg/Kg/dose
total (~480mg/m?) por via i.p. , respectivamente divididas em 6
aplicacdes, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9%
(0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de CK-MB dos animais foram obtidos
antes do inicio do tratamento e depois na 2% 4° e 6° semana de
tratamento. As barras representam a média + DP. O numero de
animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em

relacédo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 34. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B)
previnem a elevacdo nos niveis séricos de CK-MB induzidos por
mitoxantrona : A talidomida foi administrada por via SC na dose de
60mg/kg/dia, a mitoxantrona foi administrada na dose de
8mg/Kg/dose total (~192mg/m?) por via ip. , respectivamente
divididas em 6 aplicacdes, durante 2 semanas. O grupo controle
recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de CK-MB dos
animais foram obtidos antes do inicio do tratamento e depois na 27, 4°
e 6% semana de tratamento. As barras representam a média + DP. O
numero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10).
*p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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3.22 Alteracdes nos niveis séricos de LDH induzidos por epirubicina,

idarubicina e mitoxantrona

Observar que o tratamento com epirubicina (Figura 35), idarubicina (Figura 36)

e mitoxantrona (Figura 37), semelhante ao tratamento com doxorubicina, elevam os

niveis séricos de LDH, quando comparados ao grupo controle. Estes niveis

permanecem elevados até o final da administracdo das medicacdes e retornam a

valores préximos aos normais 2 semanas apos o término do tratamento.

As médias dos valores obtidos séo representadas abaixo:

e Tabela 15. Niveis séricos de LDH:

Semanas de tratamento / niveis séricos de LDH

GRUPSO 0 2 4 6
Controle 212 mg/dl 234 mg/dl 316 mg/dl 208 mg/dl
Doxorubicina 207 mg/di 944 mg/dl 867 my/dIl 514 mg/di
Epirubicina 223 mgldl 768 mg/di 614 mg/dl 409 myg/di
ldarubicina 207 mgldl 874 mg/dl 701 mgl/di 422 mgldl
Mitoxantrona 287 mg/dl 896 mg/dl 765 mg/dl 451 mgld|
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Figura 35. Alteragcdes nos niveis séricos de LDH induzidos por
epirubicina : A epirubicina foi administrada na dose de
50mg/Kg/dose total (~1200mg/m?) por via i.p. , respectivamente
divididas em 6 aplicacbes, durante 2 semanas. O grupo controle
recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de LDH dos
animais foram obtidos antes do inicio do tratamento e depois na 2%,
4% e 6% semana de tratamento. As barras representam a média +
DP. O numero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo
(N=10). *p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 36. Alteracdes nos niveis séricos de LDH induzidos por
idarubicina : A idarubicina foi administrada na dose de
20mg/Kg/dose total (~480mg/m?) por via ip. , respectivamente
divididas em 6 aplicacdes, durante 2 semanas. O grupo controle
recebeu NaCl 0,9% (0,5mi, i.p.) Os niveis séricos de LDH dos
animais foram obtidos antes do inicio do tratamento e depois na 2%,
4% e 6° semana de tratamento. As barras representam a média +
DP. O numero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo
(N=10). *p<0.05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 37. Alteracdes nos niveis séricos de LDH induzidos por
mitoxantrona : A mitoxantrona foi administrada na dose de
8mg/Kg/dose total (~192mg/m? por via ip. , respectivamente
divididas em 6 aplicacbes, durante 2 semanas. O grupo controle
recebeu NaCl 0,9% (0,5mi, i.p.) Os niveis séricos de LDH dos
animais foram obtidos antes do inicio do tratamento e depois na 27,
4% e 6% semana de tratamento. As barras representam a média +
DP. O numero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo
{(N=10). *p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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3.23 A talidomida e pentoxifilina previnem a elevacao dos niveis séricos de

LDH induzidos por epirubicina, idarubicina e mitoxantrona.

Observar que a administragcao de talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B)
concomitantemente ao tratamento com epirubicina (Figura 38), idarubicina (Figura
39) e mitoxantrona (Figura 40), previnem a elevacdo dos niveis séricos de LDH,
quando comparados ao grupo tratado apenas com doxorubicina.

As médias dos valores obtidos sdo representadas abaixo:

e Tabela 16. Niveis séricos de LDH em animais tratados com

doxorubicina, epirubicina, idarubicina e mitoxantrona:

Semanas de tratamento / niveis séricos de LDH

GRUPOS 0 2 4 6
Controle 212 mg/dl 234 mg/dl 316 mg/dl 208 mg/dl
Doxorubicina 207 mg/dl 944 mg/dl 867 mg/dl 514 mg/di
Epirubicina 223 mg/di 768 mg/dl 614 mg/dl 409 mg/dl
EPl + TLD 256 mg/di 334 mg/di 312 mg/di 287 mg/di
EPI + PTX 261 mg/dl 327 mg/dl 299 mg/d| 313 mg/di
Idarubicina 207 mg/di 874 mg/dl 701 mg/dl 422 mgl/dl
IDA + TLD 261 mg/di 318 mg/dl 389 mg/dl 267 mg/dl
IDA + PTX 243 mg/di 308 mg/di 351 mg/dl 286 mg/di
Mitoxantrona 287 mg/d| 896 mg/dlI 765 mg/dl 451 mg/dl
MIT + TLD 253 mg/di 322 mg/dl 378 mg/dl 304 mg/di
MIT + PTX 262 mg/di 346 mg/di 304 mg/di 299 mg/dl
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Figura 38. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B) previnem a
elevagdo nos niveis séricos de LDH induzidos por epirubicina : A
talidomida foi administrada por via SC na dose de 60mg/kg/dia, a epirubicina
foi administrada na dose de 50mg/Kg/dose total (~1200mg/m?) por via i.p. ,
respectivamente divididas em 6 aplicagdes, durante 2 semanas. O grupo
controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis séricos de LDH dos
animais foram obtidos antes do inicio do tratamento e depois na 29 4® e 6°
semana de tratamento. As barras representam a média + DP. O numero de
animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relacédo ao
grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 39. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B) previnem
a elevacdo nos niveis séricos de LDH induzidos por idarubicina : A
talidomida foi administrada por via SC na dose de 60mg/kg/dia, a
idarubicina foi administrada na dose de 16,6mg/Kg/dose total (~400mg/m?)
por via i.p. , respectivamente divididas em 6 aplicacbes, durante 2
semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis
séricos de LDH dos animais foram obtidos antes do inicio do tratamento e
depois na 2% 4® e 6° semana de tratamento. As barras representam a
média + DP. O nimero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo
(N=10). *p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 40. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B) previnem
a elevagdo nos niveis séricos de LDH induzidos por mitoxantrona : A
talidomida foi administrada por via SC na dose de 60mg/kg/dia, a
mitoxantrona foi administrada na dose de 8mg/Kg/dose total (~192mg/m?)
por via ip. , respectivamente divididas em 6 aplicagfes, durante 2
semanas. O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml, i.p.) Os niveis
séricos de LDH dos animais foram obtidos antes do inicio do tratamento e
depois na 2°% 4% e 6% semana de tratamento. As barras representam a
média + DP. O numero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo
(N=10). *p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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3.24 A talidomida e pentoxifilina previnem o déficit ponderal induzido por

epirubicina, idarubicina e mitoxantrona

Em ambos os painéis de cada figura sdo representados o grupo controle, o
grupo tratado com doxorubicina na dose de 25mg/kg e o grupo correspondente
ao antraciclico (epi, ida ou mitoxantrona). Observar que a talidomida (Painel A)
e pentoxifilina (Painel B), previnem o déficit ponderal induzido por epirubicina
(Figura 41), idarubicina (Figura 42) e mitoxantrona (Figura 43). No painel A das
figuras 41, 42 e 43, observar gque a curva ponderal do grupo controle e
talidomida se assemelham, assim como as curvas da doxorubicina com o
antraciclico correspondente. No painel B, estdo representados os resultados do
tratamento com pentoxifilina, que sao similares aos observados no painel A.

Os animais do grupo controle tém um ganho ponderal de aproximadamente
20g semanais. O mesmo nao se observa nos grupos tratados com doxo, epi, ida
e mitoxantrona (ver figuras correspondentes), onde se percebe uma perda
ponderal em média de 12g a partir da 3% semana, tornando-se mais acentuada

na 4° semana e tendendo a elevagao a partir da 5° semana de tratamento.
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Figura 41. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B)
previnem o déficit ponderal induzido por epirubicina: A talidomida e
pentoxifilina foram administradas por via subcutanea (S.C.) na dose de
60mg/Kg/dia, a EPl na dose de 50mg Kg/dose total por via i.p.
(~1200mg/m?, fracionada em 6 doses iguais por 2 semanas). O grupo
controle recebeu NaCl a 0,9% (0,5ml; i.p.). Os resultados s@o expressos
como média + DP da variacéo (A) de peso, em relagéo ao peso inicial. O
numero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05
em relacdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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Figura 42. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B) previnem
o déficit ponderal induzido por idarubicina: A talidomida e pentoxifilina
foram administradas por via subcuténea (S.C.) na dose de 60mg/Kg/dia, a
IDA na dose de 20mg Kg/dose total por via i.p. (~480mg/m?, fracionada
em 6 doses iguais por 2 semanas). O grupo controle recebeu NaCl a 0,9%
(0,5ml; i.p.). Os resultados sé@o expressos como média + DP da variacéo
(A) de peso, em relac@o ao peso inicial. O nimero de animais utilizados foi
de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05 em relagcido ao grupo controle

(ANOVA-Tukey).
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Figura 43. A talidomida (Painel A) e pentoxifilina (Painel B) previnem
o déficit ponderal induzido por mitoxantrona: A talidomida e
pentoxifilina foram administradas por via subcuténea (8.C.) na dose de
60mg/Kg/dia, a MIT na dose de 8mg Kg/dose total por via ip.
(~192mg/m?, fracionada em 6 doses iguais por 2 semanas). O grupo
controle recebeu NaCl a 0,9% (0,5ml; i.p.). Os resultados sdo expressos
como média + DP da variac@o (A) de peso, em relacéo ao peso inicial. O
numero de animais utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.05
em relagéo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).



150

3.25 O tratamento com talidomida e pentoxifilina altera o percentual de

mortalidade animal induzida por doxorubicina e analogos antraciclicos

O numero de animais iniciais para cada grupo foi de 10. Na 2° semana do inicio do
tratamento 1 animal do grupo controle faleceu de causa indeterminada. No grupo
que recebeu doxorubicina na dose cardiotéxica padrio de 25mg/kg/dose total, o
percentual de mortalidade foi de 60. Nos animais que receberam epi (50mg/kg), ida
(20mg/kg), mitoxantrona (8mg/kg, Painel A) o percentual de mortalidade foi 50, 50 e
60%, respectivamente. Nos que receberam além do fratamento com antraciclicos
60mg/kg/dia de TLD (Figura 44) ou pentoxifilina (Figura 45) observar que o
percentual de mortalidade diminui de forma significativa (Painel B).

A principal causa de mortalidade nesses grupos foram; a) a toxicidade aguda
para o Trato Gastrintestinal (mucosite); b) mielotoxicidade (infecgdo e
plaquetopenia); c) Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (dispnéia, taquicardia e

volumosa ascite).
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Figura 44. O tratamento com talidomida (Painel B) modifica a
mortalidade animal induzida por doxorubicina e analogos
antraciclicos (Painel A) : A talidomida foi administrada por via
subcutanea (S.C.) na dose de 60mg/Kg/dia e a DXR, EPI, IDA E MIT
nas doses de 25,0; 50,0, 20,0 e 8 mg/Kg/dose total, respectivamente,
por via i.p. , respectivamente divididas em 6 aplica¢des, durante 2
semanas. O grupo controle recebeu salina 0,9% (0,5ml; i.p.).
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Figura 45. O tratamento com pentoxifilina (Painel B) modifica a
mortalidade animal induzida por doxorubicina e analogos
antraciclicos (Painel A) : A pentoxifilina foi administrada por via
subcuténea (S.C.) na dose de 60mg/Kg/dia e a DXR, EPI, IDA E MIT
nas doses de 25,0; 50,0, 20,0 e 8 mg/Kg/dose total, respectivamente,
por via i.p. , respectivamente divididas em 6 aplicacdes, durante 2
semanas. O grupo controle recebeu salina 0,9% (0,5ml; i.p.).



3.26 A talidomida e pentoxifilina previnem o aumento dos indices cardiaco,
hepatico e esplénico induzidos por doxorubicina, epirubicina, idarubicina

e mitoxantrona

Observar nas Tabelas 17 e 18, que a doxorubicina, epirubicina, idarubicina e
mitoxantrona, elevam os indices cardiaco, hepatico e esplénico, de forma
bastante semelhante. Estes indices sdo muito proximos aos grupo controle,
quando além de receber os respectivos antraciclicos os animais recebem

concomitantemente talidomida (Tabela 17) ou pentoxifilina (Tabela 18).



Tabela 17. Efeito do tratamento com talidomida (TLD) sobre os
indices cardiaco, hepatico e esplénico de animais tratados com

analogos antraciclicos vs doxorubicina.
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GRUPOS ati?ﬁwi?s Clanrgigio H]engelzcﬁio Esl;?él?x?co
Controle (NaCl 0,9%) 10 0.26 + 0.03 1.82+0.16 0.89 +0.03
DXR 5 0.5 +0.05* 519 +0.18* 1.73+0.06*
DXR + TLD 10 0.29+0.03 23+0.19 0.88 + 0.06
EPI 8 0.47 + 0.06* 54 +02* 1.87 + 0.05*
EPI+TLD 8 0.31+0.06 25+0.15 1.0+ 0.03
IDA 7 0.39 + 0.05* 4.8+0.16* 1.66 + 0.07*
IDA+TLD 7 0.28 +0.03 22+0.13 0.89 + 0.06
MIT 7 0.46 + 0.04 49+0.13*% 1.72 + 0.04*
MIT+ TLD 8 0.29 +0.05 22+0.15 0.78 + 0.06

A talidomida foi administrada por via subcutanea (SC) na dose de
60mg/kg/dia, as doses totais de DXR, EPI, IDA e MIT foram de 25,0;
50,0; 20,0 e 8,0 mg/kg/dose total, respectivamente, administradas i.p.,
em 6 doses iguais, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu
NaCl 0,9% (0,5ml; i.p.). Os indices obtidos equivalem ao peso Umido
dos dérgéos em relacado ao peso corporal. Os valores s8o expressos
como média + desvio padrao (*) p < 0.05 em relagdo ao grupo
controle (ANOVA-Tukey).



Tabela 18. Efeito do tratamento com pentoxifilina (PTX) sobre os
indices cardiaco, hepatico e esplénico de animais tratados com
analogos antraciclicos vs doxorubicina.

GRUPOS af:it':r'nda?s C;nrgllicaio Hg]sgi(;ieco Eslg?él(r:‘n?co
Controle (NaCl 0,9%) 10 0.26 +0.03 1.82+0.16 0.89 +0.03
DXR 5 0.5 +0.05* 519+ 0.18*  1.73 +0.06*
DXR + PTX 10 0.29 +0.03 23+0.16 0.97 +0.05
EPI B8 0.47 + 0.06* 54+0.2% 1.67 + 0.05*
EPI+PTX 8 0.32 + 0.04 26+0.12 0,9+0.04
IDA 7 0.39 + 0.05* 4.8 +0.16* 1.66 + 0.07*
IDA + PTX 7 0.27 + 0.04 21+0.13 0.91+0.04
MIT 7 0.46 + 0.04* 4.9+0.13* 1.72 + 0.04*
MIT + PTX 8 0.30 + 0.06 2.3+0.16 0.88 +0.03

A pentoxifilina foi administrada por via subcutinea (SC) na dose de
60mg/kg/dia, as doses totais de DXR, EP!, IDA e MIT foram de 25,0,
50,0; 20,0 e 8,0 mg/kg/dose total, respectivamente, administradas i.p.,
em 6 doses iguais, durante 2 semanas. O grupo controle recebeu
NaCl 0,9% (0,5ml; i.p.). Os indices obtidos equivalem ao peso umido
dos érgaos em relacdo ao peso corporal. Os valores sao expressos
como meédia + desvio padrdo (*) p < 0.05 em relagdo ao grupo
controle (ANOVA-Tukey).
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3.27 Efeito do tratamento com talidomida e pentoxifilina sobre a

mielotoxicidade dos analogos antraciclicos vs doxorubicina.

Observar que houve diminuicdo dos valores da hemoglobina, leucometria e
contagem plaguetdria, nos animais de todos os grupos tratados com
doxorubicina, epirubicina, idarubicina e mitoxantrona e que esta diminuicao foi
mais acentuada no 15° dia do inicio do tratamento. No 45° dia ja se observa
recuperacao destes indices em todos os grupos.

Nos animais que utilizaram concomitante ao antraciclico 60mg/kg/dia de
talidomida (Tabela 19) ou pentoxifilina (Tabela 20), a mielossupresséo néo
ocorre de forma tao intensa quanto nos grupos nao tratados com essas drogas
e os valores de hemoglobina, leucometria e plaguetas no 45° dia dos animais
desses grupos eram mais proximos da normalidade, significando melhor

recuperacao da medula 6ssea.
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Tabela 19. Efeito do tratamento com talidomida (TLD) sobre a mielotoxicidade dos analogos
antraciclicos vs doxorubicina.

Parametros hematologicos

Dose cumulativa Hemoglobina
{mg/kg) {g/dL)

Plaguetas

o I
Tratamento N° de animais (x'!Os)

Leucometria (x10°)

DIA DA CONTAGEM

DI D15 D45 | D1 D15 45 D1 D15 D45
NaCl 0,9% x6 10 - 136 132 133|131 128 130 | 539 602 588
DXR 4mg/kg x 6 5 25markg 134 67* 109|128 19" 42 | 545 128 385
EP16,5mglkg X6 6 50mg/kg 134 72 100|110 18 59* | 488 135* 206™
EPI + TLD60mMg x 6 6 50mglkg 129 92™ 136|123 29 115 | 525 374 532
IDA 2,7mglkg x 6 7 20mg/kg 133 7,00 102|134 17* 38 | 567 112 222"
IDA + TLD60mg x 6 7 20mgrkg 125 89™ 121|119 25 84™ | 566 189 278"
MIT 1,1mglkg x 6 7 8mglkg 134 69* 106|125 21* 97™ | 408 114* 376"
MIT + TLD60mg x 6 7 8mg/kg 128 96™ 120|118 18 81™ | 672 119* 200"

A talidomida foi administrada por via subcutanea (SC) na dose de 60mg/kg/dia.
As doses totais de doxorubicina, epirubicina, idarubicina e mitoxantrona foram
25,0, 50,0, 20,0 e 8,0mg/Kg, respectivamente, administradas i.p., em 6 doses
iguais, durante 2 semanas. As contagens foram feitas em contador eletrénico
(Cell-Dynn), com valores de calibragcdo para ratos especificados no manual de
instruc&o). As amostras de sangue foram colhidas antes (D0), quinze (D15) e
guarenta e cinco (D45) dias apds o inicio do tratamento. Os resultados séo
expressos como meédia + DP. *p<0.05 em relagdo ao grupo controle
(ANOVA-Tukey).
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Tabela 20. Efeito do tratamento com pentoxifilina (PTX) sobre a mielotoxicidade dos
analogos antraciclicos vs doxorubicina.

Parametros hematoldgicos

Tratamento N° de animais Dose(:llémgi)ativa Henzglgdlf?ina Leucometria {x10%) Pl?g?gas
DIA DA CONTAGEM

DI D5 D45| DI D15 45 | D1 DI5 D45

NaCl 0,9% x6 10 ; 136 132 133|131 128 130 | 539 602 588

DXR 4mglkg X 6 5 25mglkg 131 67* 109128 19* 42° | 545 128* 385
EPI 8,3mglkg X 6 6 50mg/kg 134 72° 100|110 18 59° | 488 135* 208"

EPI + PTX60mg X 6 6 50ma/kg 126 92 129|113 28 113 | 495 362 512
IDA 2,7mglkg x6 7 20mglkg 133 70" 102|131 17 38 | 567 112¢ 222"
IDA + PTX60mg x 6 7 20mglkg 130 84" 124|129 24 87" | 514 1210 243'
MIT 1,1mglkg x 6 7 8malkg 134 69" 106|125 21° 97" | 498 114* 376"
MIT + PTX60mg x 6 7 8mgkg 125 98" 119|125 19 92" | 532 123* 307"

A pentoxifilina foi administrada por via subcutdnea (SC) na dose de 60mg/kg/dia. As
doses totais de doxorubicina, epirubicina, idarubicina e mitoxantrona foram 25, 50,0,
20 e 8mg/Kg, respectivamente, administradas i.p., em 6 doses iguais, durante 2
semanas. As contagens foram feitas em contador eletrénico (Cell-Dynn), com
valores de calibracio para ratos especificados no manual de instrug@o). As amostras
de sangue foram colhidas antes (D0), quinze (D15) e quarenta e cinco (D45) dias
apos o inicio do tratamento. Os resultados sdo expressos como média + DP.
*p<0.05 em relagdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).

NS= ndo significativo estatisticamente.
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3.28 Caracterizacdo das lesdes histopatologicas induzidas por antraciclicos

Na analise histopatoldégica do miocardio normal, podemos observar
preservacao da arquitetura sincicial, com discretas variacbes do tamanho dos
nucleos, que sdo excéntricos e normocromaticos (Figura 46, Prancha A).
Observar na Prancha B da Figura 46, desarranjo das miofibrilas, hipercromasia,
nucleos centrais e picnoéticos, presenca de vaclolos confluentes de distribuicéo
aparentemente aleatéria, isolados ou em pequenos grupos (ver setas Prancha
B). Presenca de edema intersticial difuso. Nao séo vistas células de exsudacéo
inflamatéria, nem depoésitos no intersticio ou vasos. Notar detalhe da

vacuolizacao citoplasmatica em maior aumento na Prancha C da Figura 46.

Na figura 47, observar extenso infilirado inflamatério da parede do VE
(Prancha A). Em detalhe na prancha B, infiltracdo de células inflamatorias na
parede de um vaso miocardico de ratos tratados com doxorubicina na dose de
37.5mg/kg, durante 12 semanas. A prancha C da mesma figura, mostra detalhe
dos componentes celulares do infiltrado inflamatério, que é constituido
predominantemente por linfocitos, macréfagos e em menor quantidade

neutrofilos.
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3.29 Andlise dos escores microscopicos da lesdo miocardica nos animais
tratados com antraciclicos e estudo comparativo com pardmetros

eletrocardiograficos

Na analise histopatolégica consideramos a média obtida da soma de 4
parametros: edema, congestdo vascular, picnose nuclear e vacuolizacao
citoplasmatica. Foram estabelecidos valores de 0 a 3, e considerados como
mais graves as maiores médias obtidas dos escores.

Nas tabelas 21, 22, 23 e 24 comparamos as alteragdes eletrocardiograficas
(alargamento do QT e redugdo da voltagem do QRS) com a média dos escores
das lesbes histopatoldgicas e observamos haver uma relacdo direta entre a
presenca das alterages eletrocardiograficas e escores mais elevados, tanto
nos animais tratados com doses excedentes de doxorubicina (Tabela 20),
quanto naqueles tratados com doses sabidamente cardiotdxicas de epirubicina,
idarubicina e mitoxantrona (Tabelas 22 e 23).

Na Tabela 22, observar reducdo significativa no indice das lesdes dos
animais tratados com doxorubicina em doses excedentes + talidomida ou
pentoxifilina. Comportamento semelhante pode ser observado na média dos
indices dos demais analogos (Tabelas 23 e 24), onde o tratamento com
talidomida ou pentoxifilina juntamente com o antraciclico, consegue prevenir o

surgimento de alteragdes eletrocardiograficas significativas.



Tabela 21. Parametros eletrocardiograficos e escores correspondentes de lesdo miocardica
em animais tratados com doxorubicina em doses excedentes a dose cardiotdxica
convencional (Média + Desvio Padrao)

Eletrocardiograma

Dose cumulativa Média dos
Tratamento N° de animais malk QTc (mS) QRS (mV) escores
(mglkg) histopatolégicos
NaCl 0,9% x 6 10 - 20413 1,0+ 0.06 0
DXR 4mg/kg x 6 5 25mgfkyg 38+ 1.2* 0.6 + 0.05* 3¢
DXR 3mg/kg x 12 4 37,5ma/kg 40+ 1.1* 0.5 + 0.05* 3*
DXR dmarkg x 12 3 50mgrkg 40+ 1.4* 0,5+ 0.03" 3*

As doses totais de DXR foram de 25, 37,5 e 50 mg/Kg, dose total,
respectivamente, administradas i.p., em 6 doses, durante 2 semanas (grupo
gue recebeu 25mg/dk) e 12 doses durante 4 semanas com intervalo de 2
semanas enire as primeiras 6 aplicacdes e as restantes (demais grupos). O
grupo controle recebeu NaCl a 0,9% (0,5ml; ip.). Os tracados
eletrocardiograficos foram obtidos na 5a. semana apds o inicio do tratamento.
As barras representam a média + DP. O numero de animais utilizados foi de 10
para cada grupo (N=10).

*p<0.05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).

NS = nédo significativo estatisticamente.
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Tabela 22. Efeito do tratamento com talidomida e pentoxifilina sobre os parametros
eletrocardiograficos e escores correspondentes de lesio miocardica em animais tratados
com doxorubicina em doses excedentes a dose cardiotéxica convencional (Média + Desvio
Padrao)

Eletrocardiograma

I Dose cumulativa Média dos
Tratamento N° de animais (mglkg) QTc (mS) QRS (mV) | escores
histopatoldgicos
NaCl 0.9% x 6 10 - 20+ 1.3 1,0 £ 0.06 0
DXR 4mg/kg x 6 5 25mglkg 38+ 1.2" 0,6 + 0.05* 3*
DXR + TLD 8 60mg/kg/dia™ 26 + 1.1 1,0+ 0.03 1
DXR + PTX 6 60mglkg/dia™* 22+09 1,0+ 0.07 0
DXR 3mg/kg x 12 4 37,5mg/kg 40+ 1.1* 0,5 + 0.05* 3*
DXR + TLD 4 60mg/kg/dia™* 26+ 1.3 1,0+ 0.03 1
DXR + PTX 4 B60mg/kg/dia* 28+ 0.9 1,0+ 0.08 1
DXR 4mglkg x 12 3 40mg/kg 40+ 1.4* 0,5+ 0.03" 3*
DXR + TLD 60mg/kg/dia** 22+1.3 1,0+ 0.06 1
DXR + PTX 60mg/kg/dia™* 28+ 13 1,0+ 0.04 1

As doses totais de talidomida e pentoxifilina foram 60mg/kg/dia. As doses de
DXR foram de 25, 37,5 e 50 mg/Kg, dose total, respectivamente, administradas
i.p., em 6 doses, durante 2 semanas (grupo que recebeu 25mg/dk) e 12 doses
durante 4 semanas com intervalo de 2 semanas entre as primeiras 6 aplicagbes
e as restantes (demais grupos). O grupo controle recebeu NaCl a 0,9% (0,5mi;
i.p.). Os tracados eletrocardiograficos foram obtidos na 5a. semana apo6s o inicio
do tratamento. As barras representam a média + DP. O namero de animais
utilizados foi de 10 para cada grupo (N=10). *p<0.06 em relagdo ao grupo
controle (ANOVA-Tukey).

NS = néo significativo estatisticamente.

** dose diaria de talidomida

*** dose diaria de pentoxifilina



Tabela 23. Efeito do tratamento com talidomida (TLD) comparando os parametros
eletrocardiograficos e escores correspondentes de lesdo miocardica em animais tratados
com analogos antraciclicos vs doxorubicina.

Eletrocardiograma

GRUPOS N°. de animais QTc (mS) QRS (mV) hist fpsa‘;g’]"ggm
Controle (NaCl 0,9%) 10 20+ 0.13 1.0 + 0.06 0
DXR 5 38 +0.12* 0.6 + 0.06* 3
DXR + TLD 10 20+ 0.14 1.0 + 0.05 0
EP] 6 35 + 0.13* 0.8 +0.03 3
EPI+ TLD 8 22 + 013 1.0 +0.03 0
IDA 7 29 + 0.15* 0.8 + 0.06 2%
IDA + TLD 7 20+ 0.13 1.0 + 0.04 0
MIT 6 28 +0.11* 0.8 + 0.02 2
MIT + TLD 8 20 + 0.12 1.0 + 0.05 0

A talidomida foi administrada por via subcutinea (SC) na dose de 60mg/kg/dia, as
doses totais de DXR, EPI, IDA e MIT foram de 25; 50; 20 e 8mg/kg/dose total,
respectivamente, administradas i.p., em 6 doses iguais, durante 2 semanas. O
grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml; i.p.). Os tragados eletrocardiograficos
foram obtidos na 5% semana apods o inicio do tratamento. Os valores séo
expressos como média + desvio padrao (*) p < 0.05 em relagdo ao grupo controle

(ANOVA-Tukey).
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Tabela 24. Efeito do tratamento com pentoxifilina (PTX) comparando os parmetros
eletrocardiograficos e escores correspondentes de lesfio miocardica em animais tratados
com analogos antraciclicos vs doxorubicina.

Eletrocardiograma

GRUPOS N°. de animais QTc (mS) QRS (mV) histfpsa‘?tg’l"ggm
Controle (NaCl 0,9%) 10 20 +0.13 1.0 + 0.06 0
DXR 5 38 + 0.12* 0.6 + 0.06* 3*
DXR + PTX 10 20+ 0.14 1.0+ 0.05 0
EP] 6 35 + 0.13* 0.8 + 0.03 3
EPI + PTX 7 22 +0.16 1.0 + 0.08 0
IDA 7 29 + 0.15* 0.8 + 0.06 2%
IDA + PTX 7 20+ 0.15 1.0 + 0.02 0
MIT 6 28+ 0.11* 0.8+ 0.02 2%
MIT + PTX 8 20 + 0.14 1.0 + 0.07 0

A pentoxifilina foi administrada por via subcutanea (SC) na dose de 60mg/kg/dia, as
doses totais de DXR, EPI, IDA e MIT foram de 25; 50; 20 e 8mg/kg/dose total,
respectivamente, administradas i.p., em 6 doses iguais, durante 2 semanas. O grupo
controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml; i.p.). Os tracados eletrocardiograficos foram
obtidos na 5% semana apos o inicio do tratamento. Os valores s&o expressos como
média + desvio padréo (*) p < 0.05 em relacéo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).



3.30 Efeito do tratamento com talidomida e pentoxifilina sobre os parametros
ecocardiograficos e escores correspondentes de lesdo miocardica em

animais tratados com analogos antraciclicos vs doxorubicina

O calculo da fracdo de encurtamento (%AD) foi obtido através de corte
paraesternal transverso no Modo-M. Observar que houve redugéio da fracdo de
encurtamento, de forma significativa em todos os grupos tratados com antraciclico.
Estas reducdes significam um perda funcional entre 18 a 45% da capacidade de
ejecdo do ventriculo esquerdo na sistole. Esta alteracédo foi mais acentuada no
grupo que recebeu doxorubicina.

Observar que existe correlacdo entre a reducdo na fracéo de encurtamento e
aumento nos niveis das lesdes histopatolégicas e que 0s animais do grupo tratado
com talidomida (Tabela 25) e pentoxifilina (Tabela 26) apresentam reducéo
significativa no surgimento dessas lestes.

O teste utilizado para esta andlise foi o de Kruskall-Wallis.
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Tabela 25. Efeito do tratamento com talidomida (TLD) sobre os parimetros
ecocardiograficos e escores correspondentes de lesdo miocéardica em animais tratados com
analogos antraciclicos vs doxorubicina.

Grupos N°. de animais Ecocardiograma (%AD) Escore histopatoldgico

Controle (NaCl 0,9%) 10 69.5 + 3.2 0
DXR 5 38.2 +1.9* 3*

DXR+ TLD 10 67.0+3.5 0

EPI 6 415+ 3.1 3*
EPI+TLD 8 69.7 + 3.6 0
IDA 7 543+ 3.4 2*

IDA + TLD 7 61.7+29 0
MIT 7 493 + 3.2% 2%

MIT + TLD 8 68.9 +2.9 0

A talidomida foi administrada por via subcuténea (SC) na dose de 60mg/kg/dia,
as doses totais de DXR, EPI!, IDA e MIT foram de 25,0; 50,0; 20,0 e 8,0, dose
total, respectivamente, administradas i.p., em 6 doses iguais, durante 2 semanas.
O grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml; i.p.). Os registros ecocardiograficos
transtoracicos foram obtidos pelo Modo-M com sonda de 7.5mHz na 5% semana
apds o inicio do tratamento. Os valores sdo expressos como média + desvio
padréo (*) p < 0.05 em relacao ao grupo controle (ANOVA-Tukey).

Tabela 26. Efeito do ftratamento com pentoxifilina (PTX) sobre os parametros
ecocardiograficos e escores correspondentes de lesdo miocardica em animais tratados com
analogos antraciclicos vs doxorubicina.

Grupos N°. de animais Ecocardiograma (%AD) Escore histopatologico

Controle (NaCl 0,9%) 10 695+ 3.2 0
DXR 5 382+ 1.9 3*

DXR + PTX 10 682+ 3.6 0

EPI 6 415 + 3.1* 3*

EPI+ PTX 7 67.4+2.6 0

IDA 7 543 +3.4 2*

IDA + PTX 7 64.3 + 3.4 0

MIT 6 49.3 + 3.2* 2"

MIT + PTX 8 67.9+3.3 0

A pentoxifilina foi administrada por via subcutanea (SC) na dose de 60mg/kg/dia,
as doses totais de DXR, EPI, IDA e MIT foram de 25; 50; 20 e 8mg/kg/dose total,
respectivamente, administradas i.p., em 6 doses iguais, durante 2 semanas. O
grupo controle recebeu NaCl 0,9% (0,5ml; i.p.). Os registros ecocardiograficos
transtoracicos foram obtidos pelo Modo-M com sonda de 7.5mHz na 5% semana
ap6s o inicio do tratamento. Os valores s8o expressos como média + desvio
padréo (*) p < 0.05 em relagéo ao grupo controle (ANOVA-Tukey).
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3.31 Diagramas de dispersdo dos valores indicativos de lesfo cardiaca
determinados pelos niveis séricos dos marcadores bioquimicos,
comparados as alteracdes eletrocardiograficas (QTc e QRS), Fracéo de

encurtamento do VE e escore das lesdes miocardicas.

Observar que a correlacdo linear entre os niveis de troponina T (R=0.88, Figura
48, Painel A), CK-MB (R=0,96, Figura 49, Painel A) e LDH (R=0,82, Figura 50,
Painel A) e duracdo do segmento QT é diretamente proporcional, o que significa
dizer que niveis séricos mais elevados desses marcadores estdo diretamente
relacionados a um prolongamento do intervalo QT.

A correlacéo linear entre os niveis de troponina T (R=-0,91, Figura 48, Painel
B), CK-MB (R= - 0,91, Figura 49, Painel B) e LDH (R= - 0,89, Figura 50, Painel B) e
voltagem do complexo QRS & inversamente proporcional, o que significa dizer que
niveis séricos mais elevados desses marcadores estdo diretamente relacionados a
uma reducao na voltagem do QRS.

A correlacéo linear entre os niveis de troponina T (R= -0,91, Figura 48, Painel
C), CK-MB (R= - 0,94, Figura 49, Painel C) e LDH (R= - 0,93, Figura 50, Painel C) e
fracdo de encurtamento do VE é inversamente proporcional, o que significa dizer
que niveis séricos mais elevados desses marcadores estdo diretamente
relacionados a uma reducdo na fracéo de encurtamento.

A correlacdo linear entre os niveis de troponina T (R=0,96, Figura 48, Painel D),
CK-MB (R=0,96, Figura 49, Painel D) e LDH (R=0,0,93, Figura 50, Painel D) e
escore das lesbes histopatologicas é diretamente proporcional, o que significa dizer
gue niveis séricos mais elevados desses marcadores estdo diretamente

relacionados a maiores indices de lesdo miocardica.
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Discussio dos Resultados




DISCUSSAO:

A utilizacdo de antibidticos antraciclicos na clinica oncoldgica é limitado pela
cardiotoxicidade dose-relacionada. A magnitude deste problema clinico é
particularmente maior na abordagem do céncer de mama, onde a decisdo para
aplicar esta droga antineoplasica em protocolos de quimioterapia adjuvante deve
levar em conta o risco de desenvolver cardiotoxicidade em um grupo incluindo

individuos potencialmente curaveis.

A Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC) é a Unica desordem cardiovascular
importante que estad aumentando em incidéncia, predominio, e letalidade. Embora a
incidéncia de muitas formas de doenca cardiovascular tenham diminuido, a
incidéncia de ICC aumentou notadamente nas ultimas 2 décadas. Em parte, os
avancos na terapia do cancer e a introducéo da doxorubicina e seus analogos, tém
contribuido para o aumento desta incidéncia. Além do mais, pacientes com ICC em
estagios avancados tém em 1 ano indice de mortalidade de 40% a 50%. O indice de
mortalidade nos portadores de ICC leve & moderada é de 15% a 25%. Exatamente
por isso a cardiofoxicidade especifica que se desenvolve com doses cumulativas
dessas drogas, principalmente a doxorubicina, € o maior fator limitante para
tratamentos a longo prazo. Desta forma, consideraveis esforgos tém sido feitos para
o desenvolvimento de novos analogos antraciclicos com as mesmas propriedades

antineoplasicas da doxorubicina, mas com menor toxicidade miocardica.



No inicio da década de oitenta, o foco foi direcionado para os analogos
antraciclicos que apresentavam substituicfes na posicdo 4’ da molécula de amino
acucar. Entre estes derivados a 4'-epi-doxorubicina e a 4 demetoxidaunorubicina,
tém sido as mais utilizadas clinicamente (Cersosimo et al., 1986) e foram atribuidos
menores efeitos cardiotdxicos, quando comparada com doses equimolares de

doxorubicina, em dois estudos clinicos publicados por Young (1984 e 1985).

No modelo estudado anteriormente , a dose de doxorubicina de 25mg/kg,
similar a dose de 600mg/m® em humanos (>20% da dose de 450mg/m?), causou
cardiotoxicidade a partir da 4% semana. As outras doses empregadas foram
inferiores a 400mg/m? e nao foram suficientes para induzir cardiotoxicidade. Tem
sido demonstrado clinica (Doroshow et al, 1980; Gottdiener et al.,, 1992) e
experimentalmente (Mon Hoff et al., 1992) que o surgimento de cardiomiopatia esta

claramente relacionado ao total de exposicéo a dose cumulativas de antraciclinas.

Doses repetidas dessas drogas resultam em um efeito somatério de lesdes
sobre o miocardio, que tem sido relatado em todos elas, algumas com menores

efeitos que outras, mas todas apresentando toxicidade cardiaca.

Estudos utilizando angiografia com radionuclideos em pacientes recebendo
guimioterapia com epirubicina e mitoxantrona, mostraram que 30% dos pacientes
de ambos os grupos desenvolveram sinais de cardiotoxicidade usando doses

maiores ou iguais a 1000mg/m? de epirubicina e 98mg/m? de mitoxantrona.



Jain e colaboradores (1985) analisando 54 mulheres portadores de céncer de
mama, que tinham recaido apds quimioterapia combinada sem antraciclicos e que
eram randomizadas para tratamento com doxo ou epirubicina, mostraram gue a
média de doses cumulativas em que ocorre faléncia cardiaca para doxorubicina e
epirubicina é de 492 e 1134mg/m?, respectivamente. A idarubicina, segundo Platel e
colaboradores (1999) em estudo comparativo com a doxorubicina em modelo de
coracéo de rato isolado e perfundide, mostrou menor toxicidade que a doxorubicina,
no entanto, nas doses utilizadas de 0.5, 0.75 e 1.0mg/kg comparadas com 1,2, 2.5e
3mg/kg da doxorubicina, revelou que embora a idarubicina pareca possuir menor
cardiotoxicidade intrinseca, com doses de idarubicina de 0.75mg/kg ja foi possivel

observar sinais evidentes de dano ao cardiomidcito.

Deste modo, utilizamos doses equimolares e equimielotéxicas dos diferentes
analogos, semelhantes as utilizadas na clinica, comparando-os com a doxorubicina,
que é a droga padréo. A dose de epirubicina foi de ~1200mg/m? (50mg/kg), a de

idarubicina ~480mg/m? (20mg/kg) e ~192mg/m? (8mg/kg).para a mitoxantrona

Bertalozzi e colaboradores (1979) desenvolveram o primeiro modelo de
cardiomiopatia crbénica induzido por doxorubicina em camundongos. Fémeas
recebiam doses de 1, 2 ou 4mg/kg de doxorubicina 2x/semana ( com um intervalo de
2 semanas apo6s as primeiras 4 doses) num total de 10 doses. Nas doses mais
baixas, foi observado vacuolizacdo de midcitos. Com altas doses, as lesdes foram
mais severas (perda de miofibrilas, miocitdlise, atrofia e necrose acompanhada de
proliferacéo do tecido conjuntivo) e a dose cumulativa média foi de 36,4mg/kg. Além

disso, em altas doses, também foram encontradas lesdes no figado, rim e baco.



Estes achados sdo semelhantes aos nossos, em que observamos além de
alteracdes histopatolégicas semelhantes, aumento nos indices cardiaco, hepatico,

esplénico e renal, quando foram utilizadas altas doses (Costa, 1996).

Quando excedemos a dose inicial de 4,1mg/kg/dose para 6,25 e depois para
8,3mg/kg/dose por 12 semanas, as lesdes nos animais gue receberam apenas
doxorubicina foram significativamente mais graves, com um alto indice de
mortalidade naquele grupo que ndo recebeu agente cardioprotetor, impossibilitando

a concluséo do estudo nas 12 semanas previstas inicialmente.

Outros regimes com doses excedentes em camundongos tém sido reportados
(Ferrans et al., 1992) e de acordo com dados recentes parece gue o presente estudo

€ o primeiro na literatura a utilizar doses excedentes em ratos.

Varios modelos animais reproduzindo as alteractes morfologicas, bioquimicas
e da funcao cardiaca, tém sido descritos e usados para avaliacio de novos analogos
e agentes cardioprotetores (Doroshow et al., 1979; Solcia et al., 1981). Entretanto
muitos dos métodos propostos sdo de dificil aplicacdo, devido ao tamanho (grande)
dos animais utilizados (cachorro, macaco e coelho) ou aos longos intervalos
requeridos para o desenvolvimento de cardiomiopatia. Um esquema de tratamento
para analise da cardiotoxicidade induzida por antraciclicos em ratos, com métodos
para avaliagdo funcional e morfolégica das alteracdes miocardicas e outras
toxicidades ndo-cardiacas foram desenvolvidas neste estudo, a fim de possibilitar

sua aplicacéo aos analogos da doxorubicina mais utilizados na clinica (Costa, 1996).
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Em humanos, a cardiomiopatia, & uma sindrome caracterizada por alteractes
agudas e cronicas. A cardiotoxicidade aguda, consiste em alteracdes
eletrocardiograficas transitdrias (Von Hoff et al., 1982) e disfuncao transitéria do
ventriculo esquerdo que pode surgir horas ou dias ap6s o inicio do tratamento
(Balcueva et al., 1978; Villani et al., 1979). As alteracdes crbnicas caracterizam-se

por um cardiomiopatia tardia decorrente de lesdes cumulativas subclinicas.

Neste estudo, além de termos reproduzido facilmente as alteracdes
observadas nas sindromes clinicas; as alteracdes eletrocardiograficas, morfolégicas
e funcionais demonstraram que este modelo reproduziu ambos os efeitos
cardiotdxicos, agudos e cronicos, observados na terapéutica com analogos

antraciclicos.

As alteracdes eletrocardiograficas consistiram em um prolongamento de SaT
e QaT (Villani et al. 1986) acompanhados de diminuicdo da contratilidade
miocardica, semelhante ao descrito na literatura (Monti et al. , 1986). Foram
utilizadas duas variaveis : duragéo do segmento QT, que foi corrigida pela freqliéncia
cardiaca (QTc), e a voltagem do complexo QRS, tendo sido utilizadas para medidas
comparativas as derivacbes D2 e V1. Esses pardmetros sdo aceitos como
indicadores de cardiotoxicidade tanto em humanos (Lena, 1976; Ali, 1979), como em

ratos (Agen et al., 1992; Saskia et al., 1995).

O surgimento das alteracbes eletrocardiograficas foi tempo e dose
dependente, para animais tratados com doxorubicina nas dose cardiotdxica

convencional, como ja tinha sido demonstrado em trabalhos anteriores, e aqueles
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gque receberam doses excedentes (800 e 1000mg/m?), sendo que as alteracoes
eletrocardiograficas nao se modificavam com o aumento nas doses. Em 80% dos
animais tratados com as doses de 25, 375 e 40mg/kg/dose total houve
prolongamento do intervalo QT e diminuigdo na amplitude do complexo QRS,
mensurados nas derivacdes D2 e V1. Ndo se observaram alteragbes no segmento
PR ou arritmias. A posicéo do eixo elétrico ndo se modificou significativamente e,
portanto, ndo foi levada em consideracdo. O prolongamento do intervalo QT
observado no tracado eletrocardiografico desse animais sugere comprometimento
do sistema de conducédo (Ali et al. 1979) e a diminuicdo da amplitude do complexo

QRS aponta para comprometimento da musculatura cardiaca (Isner et.al., 1983).

Nos animais tratados com epirubicina, as alteragbes so6 surgiram com doses
de ~1200mg/m2 e a alteracdo mais significativa foi o prolongamento do segmento
QT. Houve reducdo na voltagem do complexo QRS, que nédo foi significativa

estatisticamente.

Dos 2 grupos que receberam idarubicina nas doses de 10 e 20mg/kg, apenas
0s animais que receberam 20mg/kg apresentaram alteracées no ECG, mas que ndo

foram significantes.

Os animais tratados com mitoxantrona na dose de 8mg/kg ( ~192mg/m2),
semelhante a epirubicina, apresentaram prolongamento do segmento QT e embora
também tenham apresentado reducdo da voltagem do QRS, os resultados ndo foram

significativos.



Embora as alteractes eletrocardiograficas sejam bastantes fidedignas, o seu
surgimento é tardio e implica em disfuncdo cardiaca estabelecida. Desta forma,
excetuando-se um evento de cardiotoxicidade aguda, que pode ser
coincidentemente  monitorizado  eletrocardiograficamente, a  mensuracéo
eletrocardiografica tem valor apenas na deteccdo da cardiotoxicidade crénica e/ou
auséncia de lesdes, quando o efeito cardioprotetor de drogas como o ICRF-187,

talidomida e pentoxifilina (Costa, 1996) podem ser demonstrados.

As alteracdes eletrocardiograficas sdo bastante utilizadas na pratica clinica
para predizer lesdo cardiaca, entretanto, o um método melhor para detectar
cardiotoxicidade em estagios precoces, era um problema que necessitava ser
resolvido. No presente trabalho a utilizacdo de marcadores bioquimicos como
troponina T e CK-MB, conseguiu de forma estatisticamente significativa detectar as
lesdes cardiacas induzidas por doxorubicina e analogos, quando comparados a

outros métodos como ecocardiograma e analise histopatologica.

A bidpsia endomiocardica, embora considerada o método mais sensivel e
especifico , tem seu uso limitado por ser um método invasivo e de dificil execugéo

técnica.

Na pratica diaria, os oncologistas tém utilizado parametros que avaliam a
funcdo cardiaca, através da fracdo de ejecdo do VE mensurada através de
ecocardiografia, para detectar cardiotoxicidade; mas este método néo é capaz de
identifica-la precocemente. Baseados na evolucdo dos conhecimentos sobre a

fisiopatologia da cardiotoxicidade induzida por antraciclicos e da Insuficiéncia
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Cardiaca, novos métodos, como: parametros para determinagcdo da funcéo
diastélica, cintilografia com anticorpo anti-miosina e determinacdo dos marcadores
bioquimicos, tem sido proposto para identificar precocemenie pacientes com alto

risco de desenvolver lesdo cardiaca.

Antes de iniciar protocolos quimioterapicos com antraciclinas, ficou
convencionado a avaliacdo prévia , e apds cada ciclo da fungdo ventricular, pelo
menos através de ecocardiograma bidimensional com doppler. Deste modo é
possivel detectar pacientes com reducdes subclinicas da funcéo cardiaca ou o

aparecimento de disfuncdo em individuos previamente normais.

Em nossos estudos devido ao reduzido tamanho cardiaco do animal,
calculamos o %AD, ou seja, a fracdo de encurtamento do VE, que tem o mesmo
valor da FEVE em humanos (Fortuin, 1971; Crawford, 1976; Delgado, 1975;

Gutgesell, 1977).

Nos animais tratados com doses excedentes de doxorubicina, os valores para
0 %AD variaram entre 40 e 35%, com valor médio de 38 + 2%, significando uma
reducédo da fracdo de encurtamento em cerca de 50%, quando comparado com 0
valor médio normal. Considerando-se que uma reducdo de 35% no %AD em
humanos é clinicamente compativel com ICC classe Il (SMITH et al., 1993), como
era esperado nestes animais houve comprometimento funcional bastante acentuado.
Reforcando esta hipotese, achados clinicos compativeis com severa ICC foram

observados, entre eles: hepatoesplenomegalia, dispnéia, ascite volumosa em > 60%



dos casos, perda ponderal com sinais de caguexia e reducéo da atividade motora e

mortalidade macica antes do término do estudo, foram observados.

O grupo tratado com epirubicina, mostrou uma média de reducéo de 40% no
%AD, enquanto que nos animais tratados com idarubicina e mitoxantrona apesar de
terem havido reducdes na ordem de 18 e 25%, respectivamente, elas ndo foram

indicativas de insuficiéncia cardiaca, quando comparadas ao controle positivo.

A importancia do estudo ecocardiografico, deve-se ao fato de ser um método
ndo invasivo para analise do comportamento da funcdo ventricular, apresentando
um alto grau de correlagdo, tanto com pardmetros obtidos in vivo, como o
eletrocardiograma, niveis séricos de marcadores bioguimicos, quanto com os

obtidos post mortem, como o estudo dos indice cardiaco, e analise histopatologica.

A terapéutica com antraciclinas pode induzir injuria miocardica subaguda,
causando lise em um limitado numero de midcitos ou eles que podem apresentar
alteracdes transitérias na integridade de suas membranas. Ambas as condi¢des
podem ocasionar um efluxo plasmatico de pegquenas quantidades de enzimas
citoplasmaticas e outras proteinas especificas das fibras musculares cardiacas

(Mortensen et al., 1986; Caulfield et al., 1988).

A troponina T (TnT) é altamente sensivel para detectar necrose miocardica,
em adultos, apbs exercicios intensos (maratonistas), ou em pacientes com angina
instavel (Mair et al., 1992; Hamm et al., 1992). A liberacédo de troponina T € iniciada

24 horas apds injuria miocardica, como por exemplo apés infarto com reperfuséo



precoce. Os niveis de troponina T permanecem aumentados por varios dias (Katus
et al.,, 1991). Em um estudo realizado em modelo animal (rato) a administracéo de
anfraciclinas estava associada com a liberagdo de TnT na circulacdo e os seus
elevados niveis plasmaticos foram correlacionados com a toxicidade clinica (Seino et

al., 1993).

Mensuramos o0s niveis séricos de Troponina T (TnT) e fizemos uma
correlacdo com os achados eletrocardiograficos, ecocardiograficos e
histopatolégicos, antericrmente utilizados na abordagem da cardiotoxicidade em
nosso modelo. A determinacdo da troponina T com o "kit teste” originalmente
desenvolvido para soro humano, foi possivel com o anticorpo usado, por causa da
reacdo cruzada demonstrada entre a troponina T humana e de rato (Katus et

al., 1992).

Coletamos o sangue dos animais de cada grupo antes de iniciar o tratamento,
de forma que cada grupo foi o0 seu préprio controle. Antes do tratamento a média dos
niveis séricos de TnT foi de 0,01 ng/ml e um significativo aumento foi observado em
animais tratados com a doxorubicina. Os resultados mostram uma elevagdo nos
niveis de troponina T de 30 a 40 vezes acima dos valores normais e esses valores
sdo comparados aos observados no infarto agudo do miocardio em seres humanos
(Puschendorf, 1992). Desta forma, demonstramos que as lesdes cardiacas induzidas
pelo tratamento com doxorubicina e analogos antraciclicos, semelhante aos
esquemas utilizados em humanos, podem ser monitorizadas através dos niveis
séricos de TnT. Quando comparamos o0s niveis de TnT com as alteracdes

histopatologicas observamos um alto coeficiente de correlacdo R=0.96 (p<0.05)



entre os achados, que pode ser explicado por perda de TnT decorrente da injuria a

célula miocardica, causando elevagdo nos niveis séricos desta proteina.

Nos miocitos humanos, a maior parte da troponina T encontra-se nos
miofilamentos contrateis e 6% existe como uma reserva citoplasmatica, que esta em
equilibrio com a forma miofibrilar. Provavelmente a forma citosdélica da TnT, deve ser
a inicialmente liberada de midcitos lesados pelos antraciclicos, semelhante ao que
ocorre com os mibcitos submetidos a isquemia (Carter et al., 1975), sendo a forma

miofilamentar responsavel pela elevacdo tardia dos niveis séricos desta proteina.

A perda de troponina T pelos midcitos pode estar relacionada a lise miofibrilar
e as alteracbes da membrana plasmatica causada pela doxorubicina e seus
analogos. A lise miofibrilar é dependente de diversos processo coexistentes
incluindo: inibicdo da sintese protéica, diminuicdo da expressdo de proteinas
musculo especificas, arranjo inadequado dos sarcOmeros e aumento da degradacéo
dos componentes miofibrilares, conforme tem sido mostrado em estudos que
mostram correlacdo entre estas alteracdes morfo-funcionais e a disfuncao cardiaca

observada na cardiotoxicidade induzida por doxorubicina (Billingham et al., 1991).

Conforme demonstrado por Fink e colaboradores (1995) ndo foi observado
elevacdo nos niveis séricos de TnT em criancas que tinham sido tratadas com3a 5
cursos de quimioterapia com antraciclicos. Em outro estudo, Otilinger e
colaboradores (1995) acharam niveis aumentados, mas sem uma elevacéo
significativa. Também em criancas, Lipshultz e colaboradores (1997) reportaram que

discretas elevactes nos niveis de TnT apds uma dose inicial de doxorubicina seria
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capaz de predizer subsequente risco de lesdo miocardica. Em contrapartida,
semelhante aos nossos resultados em que observamos elevacao significativa da
TnT em todos os animais tratados com antraciclicos, Seino e colaboradores (1993)
mostrou elevadas concentracfes séricas de TnT em ratos espontaneamente
hipertensos (SHRs) recebendo uma dose semanal de 1.5mg/kg de doxorubicina.
Diante do exposto, podemos afirmar que a utilizacdo dos niveis séricos de
TnT na deteccéo de precoce e tardia de cardiotoxicidade em ratos, trata-se de um

método tecnicamente simples, ndo invasivo e de alta sensibilidade e especificidade.

Nos grupos de animais que receberam doses excedentes de doxorubicina e
foram tratados com talidomida e pentoxifilina, assim como nos grupos que
receberam epirubicina, idarubicina e mitoxantrona e o mesmo tratamento, observou-
se um reducdo significativa nos niveis séricos desta proteina, indicando
provavelmente que estas drogas podem ter um papel na preservacéo da estrutura

miofibrilar durante a injlria tdxica ao mibcito cardiaco.

Além da troponina T, nos utilizamos dois outros marcadores bioquimicos para
avaliar a cardiotoxicidade : CK-MB e LDH. Um significativo aumento da atividade da
isoenzima CK-MB foi observado no soro (cerca de 3 vezes a média obtida para os
controles) tanto dos animais tratados com doses excedentes de doxorubicina,
quanto naqueles tratados com epirubicina, idarubicina e mitoxantrona. Esta relagéo
indica que a elevacéo na atividade desta isoenzima, resulta de sua liberacdo pelos

cardiomidcitos lesados.



Estudos realizados em animais tratados com epirubicina, mostraram que 0s
niveis séricos permaneciam geralmente mais elevados naqueles animais recebendo
doses repetidas, do que naqueles que recebiam apenas dose Unica. Possivelmente
o dano oxidativo causado por repetidas doses da droga, aumentam a atividade
sérica da creatino-quinase (CK) com simultanea elevacdo do sua isoenzima a CK-
MB.

Observamos os mesmos resultados acima descritos, quando determinamos
os valores séricos de LDH. Este marcador bioquimico, néo teria muita utilidade como
fator preditivo de cardiotoxicidade em humanos recebendo quimioterapia
antineoplasica, porque a propria expansdo tumoral libera LDH das células
neoplasicas em multiplicacdo. No entanto, estudos em ratos, tém mostrado que o
LDH, pode ser um marcador fidedigno da cardiotoxicidade experimental (O'Brien et

al. 1997).

O ensaio (ELISA) utilizado para detectar TnT mostrou ser efetivo na deteccéo
da injuria cardiaca induzida por doxorubicina, epirubicina, idarubicina e mitoxantrona
em ratos. A elevacéo sérica desses indicadores na presenca de injuria toxica ao
midcito, podem ser utilizados na avaliacao de diversas estratégias para abordagem
da cardiotoxicidade experimental. Nossos achados mostram que as elevagbes
desses marcadores sdo indicadores efetivos da ocorréncia e severidade da leséo

miocardica induzida por andlogos antraciclicos.

O uso da troponina T (Herman et al., 1998), CK-MB (Baral et al., 1994) e LDH
(Howard et al.,, 1998) em modelo experimental, tém demonstrado que eles séo

marcadores que tém alta especificidade, sensibilidade e reprodutibilidade, devendo
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portanto ser mais utilizados na avaliagdo clinica do paciente antes, durante e apos
de terapéutica com antraciclicos, ja que parecem possuir a capacidade de predizer o

dano ao cardiomidcito tanto na cardiotoxicidade aguda, quanto cronica.

Em nosso estudo a mensuracdo dos niveis séricos destes foi capaz de
predizer a evolucdo para cardiotoxicidade e demonstrar a eficacia das drogas

utilizadas como agentes cardioprotetores.

Passados ftrinta anos desde a descoberta original da doxorubicina e
daunorubicina, milhares de analogos antraciclicos foram sintetizados e testados na
tentativa de identificar compostos superiores as drogas originais em termos de
eficacia terapéutica aumentada, reduzida toxicidade, ou ambas. Alguns
pesquisadores mostraram gque pequenas modificacdes na estrutura das antraciclinas
poderiam resultar ndo sé em agentes ativos, mas, mais importante, em analogos
com cardiotoxicidade reduzida e atividade sobre multi-resisténcia as drogas. O fato
do andlogo 4 demetoxidaunorubicina ter mostrado poténcia mais alta que a
daunorubicina € um cardiotoxicidade reduzida, incitou a exploracdo de novos
analogos produzidos por alteracdes no sistema da antraguinona, particularmente do

anel B (Surato et al. , 1999).

Surgiram entdo drogas como a epirubicina, um epimero da doxorubicina,
sintetizada por Arcamone e col. em 1975, seguidas da esorubicina (4’
deoxiadriamicina), sintetizada em 1976 e da idarubicina, que possui uma
modificagdo no anel D da molécula de antraquinona, e também sintetizada no

mesmo ano; sendo a idarubicina disponivel para uso oral (Weiss et al., 1986).
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Nos estudos pré-clinicos, néo foi observado toxicidade miocardica associada
a terapéutica com antraciclinas, entretanto ela foi detectada precocemente nos
estudos clinicos conduzidos com a doxorubicina (Lefrak et al., 1973) e daunorubicina
(Tan et al., 1967). A incidéncia de cardiomiopatia crénica aumenta marcadamente
quando sao utilizadas doses cumulativas acima de 500mg/m? (Von Hoff et al., 1979;
Ferrans et al.,1983). As duas principais alteracbes morfolégicas observadas no
miocardio de pacientes tratados com doxorubicina e andlogos antraciclicos séo a
dilatacdo do reticulo sarcoplasmatico e perda das miofibrilas pelos midcitos
cardiacos (Ferrans et al., 1978). O grau com que essas alteracdes ocorrem tém sido
mensurados semi-quantitativamente por varios modelos de escores, sendo que o

mais extensamente usado é o desenvolvido por Billingham (Billingham, 1991).

A importancia clinica da cardiotoxicidade aguda e crbnica induzida por
antraciclinas tem estimulado o desenvolvimento de modelos animais desta
sindrome. Alguns estudos tinham usado regimes em que 0s animais eram tratados
com unica ou multiplas doses altas de antraciclinas. Com este tipo de regime de
tratamento, a toxicidade gastrintestinal e a mielotoxicidade produzem morte dos
animais antes que as alteragbes miocardicas se estabelecam. Deste modo, estudos
em que sdo utilizadas altas doses de antraciclicos, ndo se prestam ao estudo da
cardiotoxicidade crbénica. Em contrapartida, o fracionamento em pequenas e
repetidas doses (doses individuais < 20% que a dose letal) resultou em alteracdes
miocardicas cronicas, que se desenvolveram gradualmente semanas ou meses apos
a utilizacdo das drogas (Costa, 1996, Ferrans et al., 1998). As modificacdes

induzidas nos midcitos por este regime de tratamento mostrou ser morfologicamente



similar aquelas que ocorrem em pacientes que recebem quimioterapia com
antraciclicos.

Estudos explorando a possibilidade que certos agentes teriam de proteger o
miocardio foram iniciados uma vez que modelos animais apropriados de

cardiotoxicidade induzida por antraciclicos haviam sido desenvolvidos (Costa, 1996).

As vantagens e desvaniagens desses modelos animais diferem de acordo
com a espécie: animais pequenos podem ser utilizados em estudos comparativos de
analogos antraciclicos e/ou agentes cardioprotetores, que podem ser avaliados
apenas de forma limitada, animais maiores permitem um melhor acesso a funcéo
cardiaca e também tém melhores acessos para infusdo endovenosa de drogas e

coleta de sangue para exames (Ferrans et al. 1998).

Mettler e colaboradores (1977) observaram ratos Fischer que recebiam doses
semanais de 1 a 2mg/kg de doxorubicina durante 10 a 14 semanas e desenvolviam
insuficiéncia cardiaca congestiva. O exame histopatoldgico desses animais, mostrou
degeneracéo, vacuolizacdo, edema intersticial e fibrose moderada dos midcitos.
Nossos experimentos anteriores e estudos subseqlientes confirmaram estes

achados em outras espécies de ratos (Costa, 1996;Ferrans et al., 1992).

Em outro estudo (Herman et al.,1985) a severidade da cardiotoxicidade
crénica induzida por doxorubicina em ratos machos adultos espontaneamente
hipertensos (SHRs) e em ratos geneticamente normotensos (ratos Wistar - Kyoto),
foi comparada e ndo houve diferencas entre as espécies. Entretanto, para cada um

dos trés niveis de doses (0,25; 0,5 e 1,0mg/kg/semanal por 12 semanas), os ratos



SHRs mostraram se mais sensiveis aos efeitos cardiotéxicos que os ratos Wistar-
Kyoto. Por causa da sensibilidade aumentada e o alto grau de reprodutibilidade das
lesbes cardiacas, os ratos SHRs sdo mais utilizados que outras espécies como
modelo animal na cardiotoxicidade experimental induzida por antraciclicos. Nossos
estudos entretanto, mostraram que com a espécie Wistar, podemos também ter um

modelo com as mesmas caracteristicas ja citadas.

A lesdo induzida por doxorubicina ao midcito cardiaco, nos ratos SHRs,
parece estar associada a certas alteragdes imunoldgicas (Zhang et al., 1993). O
numero de células efetoras imunoldgicas, estavam significativamente elevados de
forma dose-dependente (aumento de 3 para 12 mg/kg na dose de doxorubicina)
neste estudo. Em nossos experimentos, quando utilizamos doses excedentes
(~800mg/m?) a dose cardiotdxica convencional, observamos presenca de infiltracao
miocardica por células inflamatérias (macréfagos, linfécitos e em menor quantidade
neutrofilos) conforme pode ser visto nas fotografias representativas das lesbes
histopatoldgicas. Ratos espontaneamente hipertensos (SRHs) que receberam ICRF
juntamente com doxorubicina, tinham significativamente menor quantidade de
celulas efetoras imunoldgica no miocéardio do que os animais que receberam apenas
doxorubicina. lIsto parece demonstrar que a cardiotoxicidade induzida pela
doxorubicina estd associada com a liberacdo de substidncias gue iniciam uma
resposta imune envolvendo células apresentadoras de antigenos e que estas
reactes séo reduzidas como resultado da atividade cardioprotetora exercida pelo
ICRF e outras substancias com atividade semelhante, como foi demonstrado em
nossos estudos anteriores nos quais a talidomida e pentoxifilina pareciam exercer

efeito similar (Costa, 1996).



Como enfocado por Ribeiro e Brito (1999), uma resposta efetiva do
hospedeiro a infeccdo ou dano tecidual, requer um acumulo focal de neutrdfilos e
outra células inflamatérias. Eles tém o papel de fagocitar agentes lesivos, matar
bactérias e degradar tecidos e agentes estranhos, além de terem um papel central
no aumento da permeabilidade vascular, contribuindo para formacéo do exsudato e
edema. Em decorréncia de todas essas funcdes, estas células além do seu potencial
benéfico, podem prolongar o fenémeno inflamatdrio e induzir dano tecidual por
liberacéo de enzimas, mediadores quimicos e intermediarios reativos do oxigénio e
do nitrogénio (radicais livres). Em nossos estudos o efeito cardioprotetor da
talidomida e pentoxifilina nos levou a pensar no possivel envolvimento do TNF-o na
patogénese da toxicidade cardiaca. E provavel que inicialmente a doxorubicina atue
sobre a célula miocardica produzindo intermediarios reativos do oxigénio, que por
sua vez se ligardo ao Ferro lll. Esta via pode ser inibida por agentes antioxidantes

tais como o ICRF-187 e pentoxifilina.

Nossos resultados atuais mostram que animais tratados por um periodo mais
longo (12 semanas), apresentaram infiltracdo miocardica por células inflamatdrias.
Provavelmente as repetidas injurias toxicas ao miocardio, ocasionadas por varias
doses da droga, além de provocar uma liberagdo de intermediarios reativos de
oxigénio que lesam diretamente a célula cardiaca através de peroxidacdo dos
fosfolipideos das membranas nucleares e mitocondriais. Estas reacdes ou ocorrem
em paralelo ou podem levar a uma reacéo inflamatoria cronica com recrutamento de
células, que através de varios mediadores da inflamacdo, como o TNF-qo, levariam

ao dano irreversivel ao tecido cardiaco resultando em Insuficiéncia Cardiaca



Congestiva, o que explicaria em parte, a efetividade da talidomida e pentoxifilina

como agentes cardioprotetores.

Efeitos téxicos ndo cardiacos decorrentes da administracdo cronica da
doxorubicina (1mg/kg/semanal por 12 semanas) em ratos SHRs, inclui perda de

peso corporal e nefropatia.

Quando avaliamos a curva ponderal dos grupos tratados apenas com
antraciclicos, observamos que semelhante a doxorubicina, o tratamento com epi, ida
e mitoxantrona, ocasionava déficit ponderal significativo, quando comparados ao
grupo controle. Os fatores implicados na perda ponderal, provavelmente estio
relacionados a toxicidade das drogas sobre o trato gastrintestinal, caracterizada por
evidéncias de mucosite, como diarréia acompanhada de fezes muco-sanguinolentas.
Essas alteracdes levam a caquexia, que € mantida pela reducédo na ingesta calérica,
mal absorgao de nutrientes e liberacdo de oxigénio aos tecidos, em decorréncia do
estado catabdlico determinado pela insuficiéncia cardiaca (Pittman et al., 1964, Carr

et al., 1989; Levine et al., 1990; McMurray et al., 1991).

O pré-tratamento com o ICRF na dose de 25mg/kg, reduziu ambos os efeitos.
O mesmo foi observado em nosso modelo, onde além de termos observados 0s
mesmo efeitos com o ICRF, obtivemos efeitos similares utilizando a talidomida e
pentoxifilina, mesmo quando doses excedentes (6,25 e 12mg/kg semanais) a dose

cardiotdxica convencional foram utilizadas.



Zhang e colaboradores (1996), usando o mesmo protocolo experimental,
detectou significativa toxicidade miocardica, renal e intestinal em ratos SHRs apos
doses cumulativas de 9 e 12mg/kg. Essas alteracbes ocorreram em associacdo com
apoptose de células epiteliais do intestino e células dos tubulos renais, mas néo
foram observadas nos cardiomidcitos. A freqliéncia da apoptose doxo-induzida nas
células epiteliais do intestino e do rim, foram significativamente reduzidas pelo pré-
tratamento com o ICRF. Esses achados sugerem gue uma diminuicdo na freqiéncia
de apoptose pode ser um dos efeitos protetores do ICRF sobre a toxicidade néo-

cardiaca induzida pela doxorubicina.

A quelacdo intracelular de ferro € o mecanismo potencial pelo qual o ICRF
atenua os efeitos cardiotoxicos induzidos pela doxorubicina. Pensa-se que a
doxorubicina inicia o dano ao midcito através da formacéo de um complexo com o
ferro que é capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (Gianni et al., 1992). Por
causa de sua natureza ndo polar, o ICRF penetra rapidamente na célula e é
hidrolizado em uma molécula com um anel diacido-diamino aberto (ADR-925), que é
capaz de quelar o ferro. Hasinoff (1990) mostrou em seus dois estudos que o ADR-
925 é capaz de remover o ferro do complexo ferro-doxorubicina. Tém sido realizados
estudos comparativos analisando os efeitos protetores de uma variedade de
compostos da bis-discetopiperazina (incluindo o ICRF-187) e outros quelantes do
ferro (desferroxamina) sobre a toxicidade renal e cardiaca induzida pela
doxorubicina em SHRs (Herman et al., 1992 e 1997). Em nosso estudo utilizamos a
pentoxifilina (uma agente antioxidante) e a talidomida (imunomodulador) no pré-
tratamento na tentativa de prevenir os mesmo efeitos toxicos e obtivemos resultados

similares utilizando o rato Wistar no modelo animal.
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O ICRF-187 foi significativamente mais efetivo em prevenir a cardiotoxicidade
e mortalidade induzida por doxorubicina do que ambas as preparacdes da
desferrioxamina (mesilato de desferroxamina e a forma polimérica na qual a
desferroxamina estg ligada ao hidroxietilamina). Em nosso estudo, observamos que
ambas, talidomida e penfoxifilina, foram capazes de inibir a cardiotoxicidade e

reduzir significativamente a mortalidade nos animais tratados.

A epirubicina é um derivado da doxorubicina, caracterizado por maior
espectro de atividade e melhores indices terapéuticos (Ganzina et al., 1985). Em
estudos comparativos utilizando doses equimolares, a epirubicina mostrou induzir
menos cardiotoxicidade do que a doxorubicina, em particular menos vdmitos e
menor mielotoxicidade (Ganzina e Di Pietro, 1985). Neste mesmo estudo, onde
foram randomizadas mulheres portadoras de céncer de mama, a epirubicina provou
ser menos cardiotéxica que a doxorubicina e os paradmetros utilizados para
mensuragaéo desta cardiotoxicidade foram cinecardiografia com radionuclideos e
avaliagéo histopatoldgica através de bidpsia endomiocardica. Os autores comentam
que a menor cardiotoxicidade da epirubicina quando comparada com a doxorubicina,
pode ser explicada por suas propriedades farmacocinéticas e metabdlicas diferentes,
como por exemplo clearence plasmatico mais rapido e uma via adicional de

metabolizagao por glicuronizacao.

Jain e colaboradores (1985), analisaram 54 pacientes com céncer de mama
em estadio avangado, que tinham recaido apds uma abordagem quimioterapica
anterior sem antraciclicos em que utilizaram 85mg/m? de epirubicina e 60mg/m? de

doxorubicina (EV) a cada 3 semanas. Das 18 pacientes tratadas com doxorubicina,



gue apresentaram alteracdes na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE),
28% (um total de 5 pacientes) desenvolveram insuficiéncia cardiaca grave e 26%
(total de 4 pacientes) de 15 pacientes das tratadas com epirubicina apresentaram a
mesma diminuicdo da FEVE e também desenvolveram ICC grave. A média de
duragéo da resposta terapéutica no grupo tratado com epirubicina foi de 11.9 meses,
contra 7,1 meses obtidos pelo tratamento com doxorubicina. Em outro estudo
comparativo Villani e colaboradores (1983), analisaram 101 pacientes com cancer
tratados com epirubicina, através de parametros eletro e ecocardiogréaficos,
comparados a 78 pacientes tratados com doxorubicina. A dose maxima cumulativa
de epirubicina foi 630mg/m? e os resultados obtidos mostram menores efeitos

cardiotoxicos agudos e cronicos que a doxorubicina.

Em nossos resultados, observamos que na curva dose-resposta da
epirubicina, doses cumulativas de 500mg/m?, ndo foram suficientes para induzir
alteractes eletrocardiograficas, quando no entanto elevamos esta dose a doses
equimolares equivalentes de doxorubicina, observamos que as alteracdes eletro e
ecocardiograficas eram semelhantes, ou seja, 0s animais apresentavam
prolongamento do intervalo QT, diminuicdo da voltagem do QRS e diminuicdo da
fracdo de encurtamento do VE. Em um trabalho realizado por Pouna e
colaboradores (1996) utilizando como modelo coracéo de rato isolado e perfundido,
em que o estado contratil do ventriculo esquerdo foi avaliado, ficou demonstrado que
embora a epirubicina demonstre apresentar na clinica uma menor cardiotoxicidade,
ambas doxorubicina e epirubicina tém a mesma cardiotoxicidade intrinseca. Isso
parece ser verdadeiro, pois em nossos resultados, quando avaliamos a

cardiotoxicidade aguda, mesurada por um parametro bioquimico como a troponina T,
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verificamos que ha aumento semelhante nos niveis séricos desta proteina em

animais de ambos os grupos.

A epirubicina (4'-epi-doxorubicina - 4-epi-DX - EPI) é um antibidtico
antraciclico que difere da doxorubicina (DXR) pela epimerizacao de um grupamento
OH na 4® posicao da molécula de amino aglicar, e foi sintetizada com o objetivo de
ser um agente terapéutico superior a DXR. A epirubicina se liga ao DNA e inibe a
sintese de acidos nucleicos. A sua atividade antitumoral em vérios tumores
experimentais (Leucemias L 1210, P 388, Leucemia Gross, Sarcomo 180 sdlido e
ascitico, Carcinoma de mama C3H/HE) & similar a da doxorubicina. Entretanto a
epirubicina, tem maior atividade antitumoral em Carcinoma Lewis de pulmao,
metastases de sarcoma pulmonar MS-2 e melanoma maligno humano em ratos
atimicos. Nos estudos de toxicidade crdnica ndo houveram diferencas qualitativas
entre a epirubicina e a DXR, entretanto, qualitativamente a EP! foi menos tdxica.
Estudos realizados em camundongos com tumores, mostraram uma menor
concentracdo de EPI no coracdo, baco e rins; o metabolismo hepatobiliar e a
excrecao investigados em ratos, indicaram que este analogo foi mais

extensivamente metabolizado que a DXR.

Estudos farmacocinéticos em humanos, mostraram uma diminuicdo
multiexponencial dos niveis plasmaticos da epirubicina; o mesmo achado foi
observado para o seu metabolito o epidoxorubicinol, mas em concentracdes mais
baixas que as da droga original. O alto clearence plasmatico (0.9 - 1.41/min), uma
meia- vida de terminal de aproximadamente 30-40h e um grande volume de

distribuicdo sdo as principais caracteristicas da epirubicina. A reducdo da dose
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parece ser apropriada em pacientes com comprometimento da funcdo hepatica

(Lanza et al., 1989).

Os estudos de fase li, mostraram que a droga produz toxicidade aguda,
incluindo toxicidade cardiaca, qualitativamente similar a DXR com doses idénticas.
Os animais do nosso estudo, quando tratados com doses similares a da DXR,
mostraram sinais de toxicidade aguda cardiaca, mensurada pelos niveis de
troponina T, CK-MB e LDH,; gastrintestinal, evidenciada pela diarréia muco-
sanguinolenta e perda ponderal aproximadamente 10% do peso corporal
semanalmente e por fim mielotoxicidade evidenciada por leucopenia, anemia e

plaguetopenia.

Em um estudo feito por Yeung e colaboradores (1989) foi comparada a
toxicidade de uma Unica dose de epirubicina em ratos, administradas por via
endovenosa (2-6mg/kg) ou intraperitoneal (4-8mg/kg). Estas doses produziram
toxicidade aguda gue foi caracterizada por redugdo transitéria do peso corporal
(<15%) nas primeiras 2 semanas apos a administragdo da droga. Mensuracgbes
sequenciais do débito cardiaco em animais que receberam a droga EV, mostraram
que as modificactes tempo-dependente da fungdo cardiaca eram bifasicas. ;Houve
um declinio inicial do débito cardiaco nas primeiras 12 semanas, que foi
acompanhado por uma fase de diminuicao persistente do débito cardiaco entre a 12
e 20% semanas. As alteracBes tempo-dependente da funcéo cardiaca apds doses
administradas por via i.p. s8o mais variaveis. A recuperagdo da funcéo cardiaca
ocorreu em 20 semanas apds uma dose i.p. de 4mg/kg; entretanto, apds 6mg, a

funcao cardiaca alterou significativamente apos 16 semanas.
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Um estudo de comprometimento da funclio cardiaca e incidéncia de

mortalidade demonstrou que a epirubicina era mais cardiotdxica por via endovenosa.

Os nossos dados sobre o indice de mortalidade em animais tratados com esta
droga, na dose de 50mg/kg, mostram uma moderada incidéncia, ndo diferente da
encontrada por outros grupos; entretanto, as causas foram mais relacionadas a
mielotoxicidade acompanhada de sangramento e infeccdo e mucosite do trato
gastrintestinal , do que de causas cardiacas. As curvas de mortalidade tempo-
dependente modificaram-se significativamente apés o tratamento com talidomida e
pentoxifilina, de forma que em grupos néo tratados com essas drogas e recebendo
apenas a epirubicina o "N" inicial era de 10 animais por grupo e estava reduzido a
metade ao final das 2 primeiras semanas. O mesmo comportamento foi observado,

quando analisamos as curvas de mortalidade da idarubicina e mitoxantrona.

A idarubicina (4-demetoxidanurubicina) (IDA) é um analogo da daunorubicina
com substancial atividade sobre neoplasias hematolégicas e tumores solidos. Dentre
vérias razbes, a IDA é de interesse devide a seu principal metabélito, um analogo
alcoolico C-13 o idarubicinol (IDOL). Alguns estudos tem sugerido que o |DOL,
diferente de outros metabdlitos derivados das antraciclinas, possui uma
extraordinaria atividade inibitéria do crescimento em linhagens de células tumorais.
(Toffoli et al. , 1997). Isto sugere que o IDOL, semelhante a IDA pode ser utilizado
para evitar MDR (resisténcia a multiplas drogas). A IDA é disponivel para uso oral.
Apbds administracdo oral, a concentracdo de IDOL rapidamente excede a da IDA e

permance no plasma por longos periodos. Deste modo, a administracdo de IDA a
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pacientes com cancer resulta em uma exposicdo muito maior do tumor ao 1DOL, do

que a propria droga original.

Num estudo publicado pelo Oncology Center in Aviano (CRO), foi realizado
um estudo farmacocinético com administracéo crénica didria de idarubicina para
tratamento de cancer de mama. Todos os pacientes eram pré-tratados com outras
antraciclinas (dose cumulativa de 530mg e 264mg, respectivamente, para
epirubicina e doxorubicina e tinham na admissdo Fragdo de ejecéo do ventriculo
esquerdo > 50%). A IDA (capsulas de 1mg) era administrada oralmente 2 vezes ao
dia por 21 dias a cada 2 semanas. O tratamento foi continuado com escalonamento
de doses até progressado ou intolerancia. Vinte e cinco pacientes foram recrutados.
Os resultados mostraram que apesar do tratamento prévio com outras antraciclinas,
nao foi observado cardiotoxicidade decorrente a administracdo de IDA. Na dose
reportada o tratamento foi geralmente bem tolerado. Esses achados, embora
clinicos, combinam com os observados em nosso estudo, onde apesar de termos
usado altas doses cumulativas de IDA, ndo obtivemos alteragbes eletro e
ecocardiograficas sugestivas de comprometimento severo da fungdo cardiaca. No
entanto o tratamento com a IDA, nao foi isento de toxicidade aguda, para o proprio
miocardio, pois observamos elevacbes nos niveis séricos da troponina T, CK-MB e
LDH. Foram observados também, semelhante a doxorubicina, epirubicina e
mitoxantrona, elevacdo nos indices dos o6rgdos (figado, baco e coragdo),
mielotoxicidade traduzida por anemia, leucopenia e plaquetopenia e alteragdes na

curva ponderal.
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A idarubicina exibe caracteristicas que a fazem ser Unica entre o0s
antraciclicos. Por ser altamente lipofilica, chega rapidamente ao nucleo, tem uma
capacidade superior de ligacdo ao DNA e consequentemente maior citotoxicidade se
comparada a daunorubicina, sendo sua maior vantagem a referéncia a sua
habilidade para vencer pelo menos parcialmente a resisténcia a multiplas drogas
(MDR) (Borchmann et al., 1997). Embora a idarubicina, seja uma importante droga
no tratamento de leucemias agudas, linfomas, plasmocitomas, tumores soélidos e
cancer de mama, ainda esta sob investigacdo em varios estudos clinicos. Devido a
menor incidéncia de cardiotoxicidade crénica decorrente da sua utilizagéo, uma dose

cumulativa potencialmente cardiotéxica, néo foi ainda precisamente estabelecida.

A estimativa da incidéncia de cardiomiopatia IDA-relacionada em pacientes
com leucemia mieldide aguda (LMA) e mielodisplasia (SMD), foi desenvolvido por
Anderlini e colaboradores no M.D. Anderson Cancer Center. Foram analisados um
grupo de 127 pacientes de LMA/SMD que receberam indugdo poés-remisséo ou
terapia de salvamento com idarubicina e alcancaram remisséo completa (RC). A
ICC foi definida como uma diminuicdo da fracdo eje¢do do ventriculo esquerdo
(FEVE) < ou = 45% mensurada por ventriculografia por radionucleotideo
acompanhada de diagnéstico clinico de ICC, em pacientes que tivesem feito durante
ou dentro de 6 meses uso de idarubicina e sem qualquer outra causa aparente
implicada na génese da ICC. Sem a confirmacdo por ventriculografia o diagnodstico
era considerado provavel. ldade avangada (> ou = 70 anos), terapéutica anterior
com doxorubicina/mitoxantrona (antraquinona), e doenca cardiaca/hipertenséo foram
avaliadas como alto risco para o desenvolvimento de ICC. Foram recrutados 115

pacientes (idade média, 40 anos,; dose média 96 mg/m?). Os resultados mostraram



que a probabilidade de cardiomiopatia IDA-relacionada era 5% numa dose

cumulativa de IDA de 150 a 290 mg/m?.

As antraquinonas (daunorubicina, idarubicina e mitoxantrona) produzem muito
menos radicais hidroxila do que a doxorubicina e epirubicina.

Quando analisamos o0s grupos que foram tratados com mitoxantrona,
observamos que houve surgimento de alteragbes eletrocardiograficas sugestivas de
cardiotoxicidade de forma dose-dependente (prolongamento do segmento QT e
diminuicdo da voltagem do QRS, este ultimo de forma ndo significativa
estatisticamente). Quando analisamos os pardmetros ecocardiograficos, observamos
que neste grupo houve uma reducdo da fragdo de encurtamento do VE quando

comparado ao controle, estatisticamente significativa.

As toxicidades agudas neste grupo, nao diferiram das ja citadas para os
grupos anteriores, ou seja, elevagdo nos niveis séricos dos marcadores bioquimicos,
diminuicdo do ganho ponderal, elevacdo dos indices dos 6rgdos (coragéo, figado e
baco) e mielotoxicidade (anemia, leucopenia e plaguetopenia). Todas essas
alteracdes foram revertidas, quando tratamos os animais com talidomida e

pentoxifilina.

Em estudo realizado por Shipp e colaboradores utilizando cultura de células
miocardicas de ratos recém-nascidos, os miécitos foram tratados por 3 horas na
presenca ou auséncia de uma quelante de metal (ICR-187). Estes estudos
mostraram que o ICRF-187 confere protecao parcial para a cardiotoxicidade induzida

pela mitoxantrona, porgue © mecanismo pelo qual a mitoxantrona produz



cardiotoxicidade ndo é similar ao da doxorubicina, cuja cardiotoxicidade & inibida por

um quelante do ferro.

No modelo animal anteriormente desenvolvido em nosso laboratorio,
adaptamos do escore proposto por Billingham, que utilizava mensuragéo de lesbes
ultra-estruturais através da microscopia eletrbnica, um novo escore que pudesse
mensurar lesdo cardiaca através de analise por microscopia optica. Um estudo
morfométrico das alteracbes induzidas por doxorubicina em camundongos, realizado

por Van der Vijgh e colabordores (1988), foi muito similar ao nosso.

A analise histopatoldgica mostrou alteracbes na arquitetura miofibrilar,
centralizacdo nuclear, acompanhada de picnose e hipercromasia, presenca de
vacuolizacdo citoplasmatica distribuida de forma aleatdria, além de padréo de
congestéo em pequenos e grandes vasos e edema epicardico e pericardico, nos
animais tratados com doxorubicina em doses excedentes, epirubicina, idarubicina e

mitoxantrona.

Consideramos grau maximo de lesdo as presencas de edema e congestao
vascular, que foram pontuadas como ausentes (0) ou presentes (1), juntamente com
picnose nuclear e vacuolizacdo citoplasmatica, quantificadas quanto a intensidade e
a disposicdo, com valores que variaram de (0 a 3). Segundo estes critérios uma
pontuacdo 3 significa lesdo maxima, isto &, presenga de edema, congestao vascular,
picnose nuclear e vacuolizacdo citoplasmatica intensas e distribuidas difusamente.
Os resultados foram expressos como médias das lesdes de todos os parémetros

analisados.
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Durante a analise histopatolégica do coracdo de animais tratados com doses
excedentes de doxorubicina, observamos uma infiltracdo miocardica por células
inflamatoria, como linfécitos, macréfagos e neutréfilos. Esta alteragéo néo tinha sido
evidenciada anteriormente, ou seja, com doses menores de doxorubicina. Bouhour e
colaboradores em 19886, observaram trés casos de miocardite linfocitica em animais
tratados com mitoxantrona por via intraperitoneal. O mais provavel mecanismo para
este recrutamento, & que as repetidas injurias toxicas causem lesdo endotelial na
microcirculagdo cardiaca, a este nivel comecam a se expressar moléculas de
adesdo, que seriam um dos fatores responsaveis pelo recrutamento de células para
as fibras miocardicas. Em contrapartida, a peroxidacdo das membranas lipidicas,
causando danos transitérios ou irreversiveis as membranas celulares, poderiam
desencadear uma cascata de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1 e o TNF,
ambos com atividade inotrépica negativa sobre a miofibrila e potencial para
transformar a lesdo inicial em fibrose cicatricial, fator fundamental no remodelamento

do VE com surgimento de Insuficiéncia cardiaca.

O estudo comparativo dos parametros bioguimicos com as alteracdes eletro e
ecocardiograficas, assim como com os indices das lesfes histopatolégicas, mostrou
um alto grau de correlacdo entre estes parametros. Isso significa, que os
marcadores bioguimicos conforme ja mostrado em diversos estudos, podem ser
utilizados como marcador da toxicidade cardiaca experimental @ em humanos.
Tratando-se de um método de facil execucdo, reprodutibilidade e especificidade,
além de ndo ser um procedimento invasivo para um paciente téo manipulado quanto

o paciente portador de cancer.
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A pentoxifilina tem sido utilizada em varios estudos como agente terapéutico
no manuseio da insuficiéncia cardiaca por sua propriedade de inibir a producédo de

TNF-o (Kapadia et al., 1998) e também por sua acdo antioxidante (Bergman, 1996).

Em nossos estudos pré-clinicos monitoramos a incidéncia e severidade do
dano miocardico induzido por antraciclicos, utilizando o rato como modelo animal.
Este modelo é capaz de monitorar acuradamente, efetivamente e reprodutivelmente
a cardiomiopatia e o efeito cardioprotetor de algumas drogas como a talidomida e

pentoxifilina foi demonstrado em ensaios pré-clinicos (Costa, 1996; 1997; 1998 ) .

A utilizacdo da pentoxifilina como agente protetor das injurias pulmonares
provocadas por radioterapia (Movsas et al., 1996), modulador da produc¢éo de TNF-a
no miocardio lesado (Bergaman, 1996), agente antioxidante na de injuria de
reperfuséo do miocardio (Clark et al., 1999) e sua eficacia em previr a cardiomiopatia
induzida por antraciclicos em nossos estudos pré-clinicos, motivaram a continuagao
dos nossos estudos com a proposicdo de administrar esta droga na tentativa de
prevenir ou minorar as injirias ao miocardio produzidas pela administracdo de

doxorubicina em pacientes submetidos a quimioterapia.

A pentoxifilina (Trental®) foi inicialmente utilizada para tratamento de
pacientes com claudicagdo intermitente em pacientes portadores de doenca arterial
oclusiva cronica. No entanto desde a sua redescoberta como agente inibidor da

sintese de TNF-a sua utilizacdo tem sido ampliada para uma série de eventos onde



estdo presentes as citocinas proéinflamatorias (Weinand et al., 1999), no intuito de
inibir sua produgdo e também como agente antioxidante ( Freitas et al., 1995).
Dentre estes estudos vale ressaltar sua utilizacdo nas lesdes necrdticas de pele,
apods extravasamento de doxorubicina (Bekerecio et al., 1998) e no tratamento de

sepsis em prematuros (Lauterbach et al., 1999).

Em nosso estudo utilzamos a pentoxiflina e a talidomida, em todos os gupos
de animais, na dose de 60mg/kg/dia, e analisamos a eficacia de ambas, talidomida e
pentoxifiina em inibir a lesdo & célula miocardica, através de marcadores
bioquimicos de carditoxicidade como a Troponina T e CK-MB (Fink, 1995; BLEUEL,
1995) e através de pardmetros ja consagrados como a andlise eletro e
ecocardiografica. Dando seguimento ao estudo, apds uma primeira fase em que
analisamos a eficacia da talidomida e pentoxifilina, em inibir a cardiotoxicidade
induzida por doxorubicina, através da utilizacdo de doses mais elevadas do que as
propostas como doses limites (450 mg/m?), demos seguimento a estas avaliacdes so6
gue fazendo uma comparacéo deste potencial cardioprotetor destas drogas frente a

outros antraciclicos.

O racional para o uso da talidomida, € por sua conhecida agéo

imunomoduladora, atuando na sintese de vérias citocinas, mas especialmente TNF-
o que parece ser um dos mediadore implicados na lesdo miocardica induzida por

doxoruibicina.
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Diante do exposto, parece provavel que a lesdo téxica ao mibcito, parece ser
um somatério de eventos, envolvendo alguns eventos de fase aguda e outros de
fase cronica. Possivelmente os eventos agudos estdo relacionados as altera¢des na
integridade das membranas celulares, causada por peroxidacao lipidica e geracéo
de espécies reativas de oxigénio. Repetidas injurias téxicas, diferente da lesao
isqguémica onde acontece apenas um uUnico evento, devem levar a alteracdes
endoteliais da microcirculacdo cardiaca, levando a expressio de moléculas de
adesdo e transformando aquele endotélio em tecido inflamado, apto a recrutar
células na tentiva de resolucdo do processo. Como sempre, a resolucao da
inflamacé@o caminha invarivelmente para fibrose, € no caso do miocardio a fibrose
leva a uma perda na conformacdo estrutural do ventriculo esquerdo, ocasiocnando
um fenémeno chamado de remodelamento ventricular, que &€ a alteracdo que a

curto, médio ou longo prazo, evoluirad para Insuficiéncia Cardiaca Congestiva.

A inducdo de cardiotoxicidade experimental, utilizando os mais importantes
analogos antraciclicos usados na pratica clinica e sua inibicdo por talidomida e
pentoxifilina assumem, tém 3 vertentes principais: 1) validacdo de um modelo
animal, que pode ser utilizado em estudos pré-clinicos, com métodos de avaliacao
gue além de serem de facil execugdo sdo de grande sensibilidade e
reprodutibilidade; 2) surgimento de duas drogas ja amplamente utilizadas com outras
finalidades, sendo uma delas (pentoxifilina) ja utilizada como agente cardioprotetor;
3) introduzir estas drogas em protocolos, onde haja necessidade de utilizar doses de
doxorubicina ou qualquer outro antraciclico, além da dose maxima recomendada

como por exemplo recaida de cancer de mama metastatico ap6s tratamento e
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Linfoma nao-Hodgkin de intermediario ou alto grau, com necessidade de dar

continuidade a protocolos com antraciclicos.



Conclusao




CONCLUSAO

1. O modelo animal da cardiotoxicidade experimental induzida por doxorubicina,

aplica-se aos analogos antraciclicos.

2. Em doses equimolares e equimielotdxicas, a cardiotoxicidade da doxorubicina,
epirubicina, idarubicina e mitoxantrona, parecem ser similares, frente ao modelo
utilizado.

3. Aidarubicina ndo produziu alteractes na fungéo cardiaca que fossem sugestivas
de insuficiéncia cardiaca, mas exibiu alteragbes compativeis com

cardiotoxicidade aguda.

4. Quando utilizados marcadores especificos de cardiotoxicidade como g troponina
T e a CK-MB, todas as drogas utilizadas mostraram ser lesivas ao midcito
cardiaco.

5. A talidomida e pentoxifilina, preveniram a cardiotoxicidade aguda e crdnica
induzida por analogos antraciclicos e por doses estendidas de doxorubicina.

8. A infiltracdo miocéardica por células inflamatérias, pode representar um papel
central no esclarecimento da fisiopatologia da cardiotoxicidade induzida por

antraciclicos.

7. A talidomida e pentoxifilina constituem drogas que podem ser testadas como
cardioprotetores em protocolos clinicos.
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