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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel da horménioterapia com tamoxifeno
sobre marcadores sanguineos preditivos importantes sobre o risco de
desenvolvimento das doencgas cardiovasculares, tais como proteina C-reativa (PCR),
apolipoproteinas A-1 (Apo-A), apolipoproteinas B-100 (Apo-B), peptideo natriurético
tipo B (BNP) e consequentes repercussdes ecocardiograficas, principalmente fragéo
de ejecdo ventricular esquerda (FEVE) em mulheres submetidas ao tratamento
quimioterapico para cancer (CA) de mama. Foram avaliadas 60 mulheres com CA de
mama num periodo de 12 meses, divididas nos seguintes grupos: grupo que
recebeu somente quimioterapia (QUIMIO) n=23; grupo que recebeu quimioterapia e
tamoxifeno (QUIMIO+TAM) n=21; grupo que recebeu somente tamoxifeno (TAM)
n=16. Niveis plasmaticos de PCR foram avaliados no inicio do tratamento (TO), 3°
més (T3), 6° més (T6) e 12° més (T12) de tratamento e de Apo-A, Apo-B e pro-BNP
foram avaliados nos tempos TO, T6 e T12. O ecocardiograma foi realizado nos TO e
T12. Foram encontradas elevagdes nas concentragdes plasmaticas de PCR no
grupo QUIMIO e QUIMIO+TAM, respectivamente, no 3° (10.85 + 0.02 mg/dL; 10.81
+ 2.97mg/dL) e 6° meses de tratamento (12.5 + 1.95 mg/dL; 12.36 + 2.64 mg/dL).
Porém, ao final do 12° més de tratamento, os grupos QUIMIO+TAM e TAM,
respectivamente, apresentaram importante redugdo (p<0,01) dos valores de PCR
(1.04 £ 0.38 mg/dL; 1.04 + 0.38 mg/dL), Apo-B (94.3 £ 9.3 mg/dL; 96.3 + 5 mg/dL) e
na relagdo Apo-B/Apo-A (0.53 = 0.01; 0.52 + 0.01mg/dL) com aumento significativo
dos niveis séricos de Apo-A (179.5 + 7.64; 185.1 £+ 7.87 mg/dL, p<0,01) resultados
estes ndo observados no grupo que utilizou somente a quimioterapia (QUIMIO)
(PCR, 5.13 + 0.75 mg/dL; Apo-B, 109.6 + 7.4; Apo-B/Apo-A, 0.86 + 0.01; Apo-A,
128.13 + 9.34). Os valores plasmaticos de pro-BNP estavam aumentados nos
grupos QUIMIO, QUIMIO+TAM no T6 (69,06 + 11,7 pg/ml; 67,35 £ 11,9 pg/mL,
p<0,01) quando comparado ao inicio do tratamento (8,98 + 2,1 pg/mL; 9,48 + 1,79
pg/mL). Ja o grupo QUIMIO+TAM no T12 apresentou redugdo significativa deste
peptideo com valores semelhantes ao grupo TAM (11,39 £+ 2,74; 8,35 + 1,66 pg/mL,
p<0,01), mantendo o grupo QUIMIO niveis elevados de pré-BNP (42,35 + 12,9
pg/mL). Quanto a FEVE, o grupo QUIMIO apresentou importante reducdo do
desempenho cardiaco no T12 (63,3 £ 4,3%, p< 0,01), enquanto que o grupo



QUIMIO+TAM e TAM no T12 mantiveram valores semelhantes ao inicio do
tratamento (76,2 * 3,7%; 756 * 4,1% vs. 73,7 + 42%; 76,8 t 4,82%,
respectivamente). Observamos entdo, que, a utilizagdo do tamoxifeno por 6 meses
reduz significativamente marcadores de risco para DCV e melhora a fungao

ventricular apos 6 meses de tratamento quimioterapico para do CA de mama.

Palavras-chave: Tamoxifeno. Cancer de Mama. Quimioterapia. Proteina C-reativa.

Apolipoproteinas A-1. Apolipoproteinas B-100. Peptideo Natriurético tipo B.



ABSTRACT

The present study was aimed to assess the role of tamoxifen in risk predictors for
development of heart diseases, such as the C-reactive protein (CRP),
apolipoproteins A-1 (Apo-A), apolipoproteins B-100 (Apo-B), B-type natriuretic
peptide (BNP) and the impacts of echocardiograms, particularly the left ventricular
ejection fraction (LVEF), in women undergoing chemotherapy treatment for breast
cancer. Sixty women with breast cancer were evaluated over a 12-month period and
were divided into the following groups: group that received only chemotherapy
(QUIMIO) n=23; group that received chemotherapy and tamoxifen (QUIMIO+TAM)
n=21; group that received only tamoxifen (TAM) n=16. The plasma levels of CRP
were assessed at the beginning of treatment (T0), in the 3rd month (T3), 6th month
(T6) and 12th month (T12) of treatment. The levels of Apo-A, Apo-B and pro-BNP
were assessed in the TO, T6 and T12. Echocardiograms were performed in the TO
and T12. Increased plasma concentrations of CRP were observed in the QUIMIO
and QUIMIO+TAM groups, in the 3rd (10.85 + 0.02 mg/dL; 10.81 + 2.97mg/dL) and
6th months of treatment (12.5 £ 1.95 mg/dL; 12.36 + 2.64 mg/dL). However, at the
end of the 12th month of treatment, the QUIMIO+TAM and TAM groups showed
significant (p<0,01) reduction in the CRP (1.04 + 0.38 mg/dL; 1.04 £ 0.38 mg/dL),
and Apo-B values (94.3 £ 9.3 mg/dL; 96.3 + 5 mg/dL), and in the Apo-B/Apo-A ratio
(0.53 £ 0.01; 0.52 + 0.01mg/dL), with significant increase in serum levels of Apo-A
(179.5 + 7.64; 185.1 £ 7.87 mg/dL, p<0,01). These results were not observed in the
group that was given chemotherapy only (QUIMIO). The plasma values of pro-BNP
were higher in the QUIMIO, QUIMIO+TAM groups in T6 (69,06 + 11,7 pg/ml; 67,35 +
11,9 pg/mL, p<0,01, respectively), when compared to the beginning of treatment
(8,98 + 2,1 pg/mL; 9,48 £ 1,79 pg/mL). Group QUIMIO+TAM, in turn, showed
significant reduction of this peptide in T12, with values similar to those of the TAM
group (11,39 + 2,74; 8,35 £ 1,66 pg/mL, p<0,01), with the QUIMIO group maintaining
high levels of pro-BNP (42,35 + 12,9 pg/mL). Regarding LVEF, the QUIMIO group
showed a significant impairment of cardiac performance (63,3 + 4,3%, p< 0,01),
whereas the QUIMIO+TAM and TAM groups maintained values similar to those
observed in the beginning of treatment (76,2 + 3,7%; 75,6 £ 4,1% vs. 73,7 £ 4,2%;
76,8 £ 4,82%, respectively). Therefore, the use of tamoxifen significantly reduces the



presence of risk markers for CVD and improves the ventricular function in women

after 6 months of chemotherapy for treatment the breast cancer.

Keywords: Tamoxifen. Breast Cancer. Chemotherapy. C-Reactive Protein.

Apolipoproteins A-1. Apolipoproteins B-100. B-Type Natriuretic Peptide.
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1 INTRODUGAO

No Brasil as doengas cardiovasculares (DCV) representam a maior causa de morte,
responsaveis por 29% dos obitos no ano de 2009, ocasionando quase o dobro do
impacto sobre & mortalidade geral quando comparadas as neoplasias (MINISTERIO
DA SAUDE, 2011).

Com o envelhecimento populacional, a incidéncia de DCV aumenta dramaticamente,
especialmente em mulheres. De acordo com dados do Ministério da Saude (MS), o
infarto agudo do miocardio (IAM) e o acidente vascular cerebral (AVC) s&o as
principais causas de morte em mulheres com mais de 50 anos no Brasil. Além do
risco de DCV, com o envelhecimento feminino surge ainda a menopausa, e com ela
um risco elevado de doencgas tais como o cancer (CA) de mama quando

comparadas a mulheres jovens.

A cada ano, 22% dos casos novos de CA em mulheres sdo de mama e apesar do
aumento de diagnésticos precoces, do advento de terapéuticas mais modernas e
mais eficazes, representa a principal causa de mortalidade entre as neoplasias
permanecendo como o segundo tipo de CA mais frequente no mundo (INCA, 2009).

Numa abordagem sobre as principais causas de morte entre as pacientes com CA
de mama, sugeriu-se que parte delas estejam relacionadas ao tratamento da doenca
e nao simplesmente com o cancer em si. Uma vez que o aumento das taxas de
detecgdo precoce e o aprimoramento das terapias seja uma realidade presente é
esperado que mais pacientes sobrevivam a doenga e estejam entdo sujeitas ao risco

de morte por causas ndo relacionadas a mama (CHAPMAN et al., 2008).

Du, Fox e Lai (2008) observaram que nas mulheres que sobreviviam mais tempo
ap6s o diagnéstico e tratamento do CA de mama (>1 ano) as causas de mortes
progressivamente se distanciavam da doenga e se relacionavam a outras causas,
em sua maioria com as DCV, sobretudo entre aquelas que morriam em 10 anos ou

mais apos o diagndstico.
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Aproximadamente 80% dos carcinomas mamarios ocorrem em mulheres com mais
de 50 anos (YAL et al., 2007). A idade € um fator de risco frequentemente
mencionada como mal progndstico nestas pacientes (JIMOR et al., 2002). A parcela
dos diagnésticos de CA de mama em mulheres jovens expde que a ocorréncia desta
neoplasia seja menos frequente neste grupo (<17 casos por 100.000 mulheres ou <
6% de todos os CA de mama entre as mulheres de qualquer idade). No entanto,
evidéncias sugerem que o CA de mama nessa faixa etaria € mais agressivo e
associado a pior prognostico do que em mulheres mais velhas (KHEIRELSEID et al.,
2011).

Ja em homens, a incidéncia do CA de mama é cerca de 100 a 150 vezes menos
frequente do que em mulheres. S6 o fato de pertencer ao sexo feminino configura-se
como um importante fator de risco para o desenvolvimento da doencga, uma vez que
as mulheres possuem uma maior quantidade de tecido mamario e estdo mais

expostas ao estrogénio endégeno (THULER, 2003).

Apesar de ser a grande causa de preocupac¢ao na populagdo feminina sabe-se,
porém, que a maior incidéncia de morte em mulheres se refere as doengas DCV e
ndo ao CA de mama (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2008). De
acordo com Stevenson (2011), durante a transi¢ao do climatério, ha uma reducéo na
funcdo ovariana e uma redugédo abrupta de estrogénio, bem como alteragdes na
secrecdo de progesterona, isto leva a alteragbes na vasculatura (fungdo endotelial
prejudicada) e distribuicdo de gordura corporal alterada, as quais potencialmente

aumentam o risco DCV.

De modo geral, as DCV manifestam-se clinicamente dez anos apds a menopausa,
coexistindo com outras doengas, entre elas o CA de mama (LERNER; KANNEL,
1986). Estudos observacionais tém demonstrado que a morbidade e mortalidade por
DCV sao menos prevalentes em mulheres na pré-menopausa, comparadas com 0s
homens da mesma idade, menor prevaléncia que diminui ou mesmo desaparece
com o aumento da idade e com o declinio dos niveis de estrogénio apos a
menopausa (YANG; RECKELHOFF, 2011).
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Sabe-se, que a perda estrogénica na menopausa eleva significativamente o risco de
doencga coronariana (DC) (KITLER, 1994) e de eventos aterosclerdticos (RIDKER,
2003; ALI, BULUWELA; COOMBES, 2011). Segundo van der Schouw e Grobbee
(2005) nesta fase os niveis de estrogénio diminuem aproximadamente 80% e isso

conferiria a este horménio uma provavel agéo cardioprotetora.

Em estudos clinicos e experimentais, o estrogénio tem sido caracterizado como
modulador do ténus vascular, promovendo dilatagdo arterial e melhora do fluxo
sanguineo com redugao da presséao arterial, protetor de danos arteriais e cardiacos
em varias formas de injuria, redutor do processo de inflamagdo vascular e

aterosclerose, além de prevenir a hipertrofia cardiaca (KIM; LEVIN, 2006).

Evidéncias se acumulam de que este horménio exerce influéncia positiva sobre o
metabolismo lipoproteico, inibicdo da agregagao plaquetaria, inibicdo da proliferagcao
de células do musculo liso vascular (CMLV), agdo antioxidante, efeitos arteriais
diretos, bem como efeitos diretos sobre os miéciotos (FALUDI; BERTOLAMI;

ALDRIGHI, 2000; MOYSES; BARKER; CABRAL, 2001).

Van der Schouw e Grobbee (2005) descreveram, em revisdo, que a exposigao
prolongada ao estrogénio enddégeno diminui o risco de DCV e que baixos niveis
aumentam o risco de DC em mulheres na pré-menopausa, evidenciando a
participagdo do estrogénio como um fator de protegcdo cardiovascular. Com isso,
muitos autores tém proposto uma “hipotese temporal”, onde as vias de sinalizagao
do estrogénio sao alteradas em mulheres com idade avangada, especialmente
aquelas como doenga vascular subclinica, de forma a converter seus efeitos
antiinflamatorios/vasoprotetores em efeitos pro-inflamatorios/vasculotoxicos (KITADA
et al., 2011; PHILLIPS; LANGER, 2005).

Apesar do efeito benéfico do estrogénio no sistema cardiovascular, Welty (2001),
relatou que em relacdo aos homens, as mulheres apresentam pior prognostico e
morrem mais frequentemente apds o seu primeiro evento cardiaco. Em geral, o IAM
nao costuma ser a primeira manifestacédo de cardiopatia na mulher, ocorrendo 20

anos mais tarde que no homem. Porém, a incidéncia de hipertrofia cardiaca em
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mulheres na pdés-menopausa excede o numero de homens da mesma idade
(AGABIT-ROSEI; MUIESAN, 2002).

Entretanto, para que os efeitos fisioldgicos deste horménio ocorram, torna-se
necessario a participagdo de receptores de estrogénio (RE) imersos no nucleo
celular que atuam como fatores de transcricdo (ARANDA, PASCUAL, 2001;
KLINGE, 2001). Segundo Criscitiello et al. (2011), esta interagdo induz uma
mudanga em sua conformagdo que o libera de um complexo inibitério levando a
dimerizagdo. Os autores seguem explicando que proteinas regulatérias podem agir
como co-ativadoras ou co-repressoras, modulando a agcdo do RE. Proteinas co-
ativadoras aumentam a atividade de elementos de transcricdo do DNA, conhecidos
como elementos de resposta ao estrogénio (ERE), que resulta na sobrevivéncia e
proliferagdo celular (sinalizagdo nuclear iniciada por esterdides, conhecido como
mecanismo gendémico). Os RE podem ativar receptores de superficie (por exemplo,
EGFR, HER2, IGR-1R) ou receptores acoplados a proteina G, apds a sinalizagao
por meio das vias classicas de transdugdo, incluindo a PI3K/AKmTOR e
Ras/Raf/MEK/ERK. Isso resulta na ativagcdo de varias quinases e fosfatases; na
geracédo de segundos mensageiros; e no fluxo de calcio (sinalizagdo de membrana

iniciada por esteroides, conhecido como mecanismo ndo gendmico).

Os RE sao da familia dos receptores nucleares e possuem duas isoformas, RE do
tipo a (RE-a) e do tipo B (RE- B), distribuidos em diferentes tecidos e envolvidos na
regulagcédo da proliferagéo e diferenciagéo celular, além de mediar efeitos fisioldgicos
sobre o sistema cardiovascular como a liberagédo de 6xido nitrico (NO), prostaciclinas
e fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (VANHOUTE, 2000; FORYST-
LUDWIG; KINTSCHER, 2010). RE também estao localizados na membrana celular e
s&o importantes nos efeitos metabodlicos imediatos (KLINGE et al., 2004).

O primeiro RE identificado foi o RE-a em 1986 (GREEN; KUMAR et al., 1986) e
somente 10 anos depois foi identificado o segundo receptor, RE-f (KUIPER;
GUSTAFSSON, 1997). Kuiper e Gustafsson (1997) relatam ainda que existe uma
grande similaridade entre estes dois receptores, sugerindo que o RE-B pode
reconhecer e unir-se a EREs tal como o RE-a, mas cada receptor pode ter distintos

espectros de ligantes, sendo possivel que o RE- antangonize as agdes RE-a em
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varios tecidos, incluindo utero, e mediar efeitos estrogénicos independente da agéo

do RE-a em alguns tecidos, tais como osso e sistema imune.

Os RE-a e RE-B sdo expressos também em células do musculo liso vascular
(CMLV) em humanos (KARAS et al., 1994), células endoteliais (VENKOV et al.,
1996; MENDELSONH; KARAS, 1999) e células miocardicas (GROHE et al., 1997)
conferindo efeitos diretos do estrogénio no sistema cardiovascular (LOBO, 1990;
CLARKSON et al., 1994; LIEBERMAN et al., 1994; HAN et al., 1995).

A presenca dos REa e REB, no coracdo e nos vasos salienta as hipéteses de que os
efeitos a longo prazo do estrogénio, como alteragdo da expressao génica e sintese
de proteinas (agdo gendmica), e os efeitos agudos (ndo-gendmico), como a ativagao
da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e consequente ativagcdo do GMPc e a via
de sinalizagdo e transducao intracelular, seriam os responsaveis pela proteg¢ao
cardiovascular do estrogénio (YANG; RECKELHOFF, 2011).

Segundo Xing et al. (2009) em mulheres na pds-menopausa sob reposigcéo
hormonal, placas ateroscleréticas da camada intima de artérias coronarias
continham menos leucdcitos, baixos niveis de TNF-qa, atividade reduzida da Fator de
Transcricado Nuclear kappa B (NFkB) e metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9) e
ainda maior produgao de colageno e do inibidor de NFkB- (IkB-B), comparado com
as placas de mulheres que nunca se submeteram ao tratamento de reposigao
hormonal. Estes achados sugerem que a reposigdo hormonal pode contribuir para
estabilizacdo das placas aterosclerdticas nas artérias carétidas pela inibicdo da

inflamacao dependente de NFkB, possivel responsavel pela ruptura da placa.

Por outro lado, o estrogénio também promove estimulos proliferativos em células
normais de alguns 6rgaos, sendo considerado como fator de risco para a iniciagéo e
crescimento de tumores, como o de mama (HULKA; MOORMAN, 2008;
KOUKOURAKIS, 2009). Thuler (2003) destaca que a exposi¢ao ao estrogénio € um
fator importante no desenvolvimento do CA de mama, uma vez que ele induz o
crescimento das células do tecido mamario, o que em parte potencializa a

suscetibilidade de alteragdes genéticas. Qualquer fator que leve ao aumento na
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producdo ou tempo de exposicdo ao estrogénio esta diretamente relacionado ao
risco de desenvolver a doenca.

Aproximadamente 70% dos tumores de mama expressam maiores concentragoes
de RE quando comparadas ao tecido normal, o que torna a proliferacdo celular no
tecido mamario dependente destes receptores (EARLY BREAST CA TRIALISTS’
COLABORATIVE GROUP, 1998). Millis (1980) descreve que o grau de expressao
de RE é relacionado a uma variedade de caracteristicas histolégicas no CA de
mama, sendo que os tumores que apresentam pouca ou nenhuma diferenciagéo
celular sdo geralmente RE negativo e, portanto, de pior progndéstico, pois né&o

respondem ao tratamento hormonal.

De qualquer forma, os tumores de mama apresentam muito frequentemente, uma
dependéncia importante de estimulos hormonais (DOISNEAU-SIXOU et al., 2003).
Fabian (2007) relata que os casos que apresentam RE positivo (70%) contam com
outra possibilidade terapéutica, conhecida como terapia hormonal, com bons

resultados clinicos.

A conexao entre o crescimento do tumor mamario e fungcdo ovariana foi
demonstrada pela primeira vez em 1896, quando se evidenciou que a ooforectomia
bilateral causava redugcdao do CA de mama metastatico em mulheres na pré-
menopausa, demonstrando a participacdo do estrogénio na formacdo do tumor,
levantando a hipotese de que os antagonistas do estrogénio poderiam ser uteis no
tratamento do CA de mama (ALIl; BULUWELA; COOMBES, 2010).

Desta forma, desde 1973 Jensen e Desombre identificaram RE no I6bulo mamario
humano, impulsionando a pesquisa de medicamentos que pudessem proporcionar
efeito antiproliferativo nesta glandula. Neste caso, encontramos os moduladores
seletivos de RE (SERMs), como o Citrato de Tamoxifeno, que interferem na ligagcéo
do estrogeno ao seu receptor (GOLDENBERG, FROESE, 1982; PERRY, KANG et
al., 1995; FERLINI, SCAMBIA et al., 1999) atuando como antagonista em alguns
tecidos como, na mama e no utero, e agonista em outros tecidos, como coragéo e
osso (STERN, 1986; LOVE et al., 1992; RUTQVIST; MATTSSON, 1993; LI et al,,
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1996; FITTS et al., 2001; GEBRIM; LIMA, 2003; STEWART; EUGSTER et al., 2003;
JENSEN; JORDAN, 2003; FITTS et al., 2004).

O tamoxifeno foi descrito primeiramente em 1967 como um agente contraceptivo
potencial. Esta droga é quimicamente definida como (Z)-2-[4-(1,2-difenilbut-1-
enil)fenoxi]-N,N-dimetil-etanamina, € um agente antiestrogénico nao esteroidal,
desenvolvido a partir de estudos sobre a agdo enddocrina do trifeniletanol.
Empregado em mulheres cujos tumores apresentam RE positivo (JORDAN, 2006),
seu emprego se da no tratamento adjuvante sistémico que ocorre geralmente apds o

tratamento cirurgico ou quimioterapico convencional.

Em 29 de outubro de 1998, a instituicdo americana Food and Drug Administration
(FDA) aprovou o tamoxifeno para profilaxia do carcinoma mamario em mulheres de
alto risco. Esta resolucéo foi baseada nos resultados do estudo americano National
Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project P-1 Study (NSABP P-1), trabalho
prospectivo e aleatorizado que comparou grupos de mulheres consideradas de risco
elevado para a doenga, que receberam placebo e tamoxifeno na dose de 20 mg/dia,
durante cinco anos. Os autores concluiram que o tamoxifeno reduziu o risco de
carcinoma invasivo em 49%. A diminuigdo do risco ocorreu em todas as faixas
etarias. De acordo com Fournier et al. (1999), desde entdo, € considerado a droga
padrdo no tratamento hormonal do cancer de mama metastatico. Além disso, o uso
adjuvante (pos-operatorio) do tamoxifeno esta associado a um ganho significativo,
tanto em sobrevida livre de doenga, quanto em sobrevida global, para as mulheres
com tumores que apresentam receptores hormonais positivos ou desconhecidos
(EARLY BREAST CANCER TRIALIST COLLABORATIVE GROUP, 1998;
NATIONAL INSTITUTE CANCER, 2001).

O Early Breast Cancer Trialist’'s Collaborative Group (1992) observou redugdo na
incidéncia de recidiva local e de morte nas usuarias de tamoxifeno. A reducdo do CA
de mama contra-lateral foi de 13, 26, 47%, respectivamente, entre as que receberam
a droga durante um, dois e cinco anos. Corroborando com este estudo, Facina et al.,
em 2003, concluiram que mulheres de alto risco deveriam utilizar tamoxifeno por, no

minimo, cinco anos.
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Sabe-se que mais de dois tercos dos CA de mama s&o hormdnios-sensiveis e,
portanto, candidatos a terapia hormonal que compete com o estrégeno ou inibe a
sua ligagao as células tumorais, e € o principal tratamento adjuvante administrado a
mulheres na pés-menopausa com RE-positivos e CA de mama primario, na tentativa
de minimizar o risco de recidivagdo nos cinco primeiros anos apos a cirurgia (periodo
de maior incidéncia) (MARKOPOULOS, 2010). Como consequéncia desta interacado
competitiva, o tamoxifeno inibe a expressdo génica de fatores de crescimento e
fatores angiogénicos secretados pelas células tumorais que exercem efeitos
autdcrinos e paracrinos de proliferacdo. O resultado € o bloqueio na fase G1 do ciclo
mitotico e uma desaceleragédo da duplicagdo das células, capaz de regredir o tumor
pelo desequilibrio entre proliferacdo e perda celular; além do fato de que o
tamoxifeno também pode diretamente induzir a apoptose (CRISCITIELLO et al.,
2011).

Outro conhecido papel do tamoxifeno é sua agdo protetora das doencgas
coronarianas, gragas a sua capacidade de impedir a formacado das placas de
ateroma (HILTRUD et al., 2008). Estudos tém demonstrado que a utilizagdo deste
farmaco em mulheres na pos-menopausa com CA de mama tem efeitos favoraveis
no perfil lipidico (FISHER et al., 1998; CUZICK et al., 2002), induzindo agao
cardioprotetora pela redugdo dos niveis sanguineos de colesterol total (CT) e
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (NORDENSKJOLD et al., 2005; ALI et al.,
2010). Observou-se, que sua utilizagdo também causa aumento de apolipoproteinas
A-1 (Apo-A) e reducao de apolipoproteina B100 (Apo-B), considerados melhores
marcadores de risco para DCV que HDL e LDL-colesterol (VAN DER STEEG et al.,
2007).

A figura 1 demonstra os efeitos positivos e negativos, mediados pela agdo do

estrogénio e do tamoxifeno sobre os RE de mulheres adultas em diferentes érgaos:
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FIGURA 1 - Efeitos positivos e negativos do estrogénio e do tamoxifeno em mulheres adultas.
Fonte: Adaptado de Ali; Buluwela; Coombes, 2011, p. 223.

Além disso, a ocorréncia de diferentes tipos de CA e DCV tém sido intimamente
associadas ao aumento de alguns fatores relacionados a processos inflamatérios
cronicos (COUSSENS; WERB, 2002). Dentre esses fatores destacam-se as
citocinas do tipo interleucinas (IL1, IL-4, IL-10, IL13, IL-6), fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e fator de crescimento tumoral- (TGF-) as quais fornecem microambiente
pré-angiogénico e pro-tumoral facilitando o crescimento do tumor (DENARDO;
COUSSENS, 2007). Estudos demonstram que o uso regular de drogas
antiinflamatorias reduz a ocorréncia do CA de mama pela inibicdo do processo
inflamatorio reduzindo o risco de progressdao da doenca (ULRICH; BIGLER,;
POTTER, 2006). A figura 2 representa a relacdo paradoxal das células tumorais com
as células do sistema imune no micro-ambiente tumoral, conforme descricdo de Lin;
Karin (2007):
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“Citocinas secretadas pelo tumor e pelas células imunes/inflamatérias
podem promover o desenvolvimento tumoral e a sobrevida das células
tumorais ou exercer efeitos antitumorais. A inflamagao crbnica se
desenvolve através da agao de varios mediadores inflamatérios, incluindo
TNF- a, IL-6 e IL-17, os quais podem levar a erradicacdo da imunidade
antitumor e acelerar a progressédo tumoral. Contudo, IL-10, através dos
efeitos antiinflamatodrios; IL-12, através da ativagdo de linfécitos T
citotoxico (CTL) e das células natural killer (NK cell) e expressdao de
mediadores citotéxicos, podem induzir a supressao do tumor. As multiplas
etapas do TGF-B (citotoxico sobre as células do CA e seus efeitos
positivos e negativos no microambiente tumoral) e IL-23 explicam seus

duplos papéis no desenvolvimento tumoral (LIN; KARIN, 2007, p. 1176).”

Macrofaqos Células T

CITOCINAS 3

/H, _

Citocinas Celulas dendriticas

Células Tumorais

IL-10 Patégenos 'L-10

L } |

Imunidade Antitumoral Inflamagao Croénica

IL-12 —— NK cell ()i TNF-a, IL-6 e provavel IL-10
» aumentam o crescimento da célula
tumoral

TGF-B aumenta a invaséo tecidual
IL-12 == CTL '-\k@ pelas células tumorais
=z} TNF-q, IL-6, TGF- afetam as células
estromais e induzem metastases

IL-12 ——= Citocinas citotéxicas TNF-q, IL-17 e TGF-B afetam células
and IL-23 endoteliais e induzem a angiogénese
TNF-a e TGF-B afetam as células NK,
linfécitos T citotdxicos e macréfagos
prejudicando sua fungéo

:

Progressao Tumoral

Supressao do crescimento
tumoral

FIGURA 2 - Interagao entre células tumorais e infiltrado inflamatério no microambiente tumoral. Fonte:
Adaptado de Lin; Karin, 2007, p.1176. Abreviagdes: NK cell, células natural killer; CTL, linfécito T

citotoxico.
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Tais citocinas, principalmente IL-1, IL-6 e TNF-a, considerados importantes
marcadores isquémicos da inflamagdo estimulam o reticulo endoplasmatico de
hepatdcitos a secretarem uma proteina de fase aguda conhecida como proteina C
reativa (PCR), um membro da familia das pentraxina de proteinas associada com
processo inflamatorio (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003). Foi descoberta por Tillett e
Francis na Universidade de Rockefeller em 1930 quando estes investigavam
amostras sanguineas de pacientes infectados por Streptococcus pneumonae
(KONES, 2010) e observaram que uma substancia presente no soro interagia com a
fosfocolina (PCh) de residuos de polissacarideos-C pneumocécico (PnC), um
componente do acido teicéico da parede celular (BONCLER; WATALA, 2009). A
interacdo da até entdo denominada substancia C-reativa com o PnC era dependente
da presenga de calcio em uma de suas faces; posteriormente quando foi
determinado que a substancia tratava-se de um composto protéico, foi renomeada
com proteina C-reativa ou PCR (DU CLOS; MOLD, 2004).

A PCR juntamente com outras proteinas sintetizadas pelo figado esta envolvida na
resposta sistémica de lesdes agudas, como processos inflamatoérios e infecciosos,
fazendo parte das reag¢des orgénicas para inibir a continuidade do dano tecidual,
isolando ou destruindo o agente agressor e ativando a reparagédo necessaria para o
retorno das fungdes normais do organismo (SILVA et al., 2005). Du Clos e Mold
(2004) descrevem que esta proteina também possui habilidade de interagir com o
componente C1q e ativar a via classica do sistema complemento, elemento
significante da imunidade nata, contribuindo para a eliminacdo de microorganismos
patogénicos. Abaixo (figura 3), temos uma representagao esquematica da estrutura

molecular da PCR.
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Face B: presenca de dois atomos de célcio (amarelo)
onde se ligam a fosfocolina (verde) e outros antigenos.

FIGURA 3 - Estrutura molecular da proteina C-reativa (PCR). Adaptado de Black; Kushner; Samols,
2004.
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A sintese de PCR ocorre principalmente no reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos,
induzida em maior parte pela interleucina-6 (IL-6), interleucina-1(IL-1) e TNF-a, em
resposta coordenada a fase aguda da inflamagcédo (DU CLOS; MOLD, 2004;
BIKDELI, 2011). Em geral, os niveis plasmaticos de PCR refletem os niveis
circulantes de IL-6 (DU CLOS; MOLD, 2004) e apresentam-se elevados seis horas
apos o estimulo, chegando a uma concentragdo 100 vezes maior dentro de 48
horas. Cessado o estimulo, a meia vida plasmatica cai entre 18 e 20 horas
(RAMASAMY, 2011). Apresenta meia vida plasmatica curta, em torno de 19 h, e sua
concentracdo plasmatica esta exclusivamente relacionada a sua sintese neste
periodo (KOENING, 1999; SANTOS, 2003). A possibilidade de que esta proteina
pode ter acdo pré-aterogénica foi primeiro sugerida em 1982 pela descoberta de
receptores especificos para LDL e VLDL (DE BEER et al., 1982; PEPYS; ROWE;
BALTZ, 1985) e foi confirmada pela deteccdo de PCR na placa aterosclerotica
(ZHANG, 1999).

Em algumas circunstancias, a PCR pode refletir simplesmente um processo
inflamatdrio inespecifico secundario a necrose tumoral ou injuria tecidual, por outro
lado, a elevagdo de PCR pode indicar o potencial de malignidade de um tumor.
Estudos demonstraram que em pacientes com CA colorretal que apresentavam
niveis plasmaticos de PCR elevados tém um pior prognéstico em relagdo aqueles
cujos niveis permaneceram baixos (WIGMORE et al.,, 2001; CANNA et al., 2005;
NIKITEAS et al., 2005).

Em relagdo as sistema cardiovascular, varios estudos demonstram forte correlagao
entre niveis aumentados de PCR sanguinea e DCV (RIDKER, 2003; SMEETH et al.,
2004). Niveis elevados de PCR foram encontrados em pacientes com CA de mama
apos terapia radioativa (HOONING et al., 2007) e tratamento quimioterapico
(PIERCE et al.,, 2009). Na sindrome coronariana aguda niveis elevados de PCR
foram encontrados no seio coronariano, sugerindo a existéncia de PCR de origem
cardiaca (ISHIKAWA et al.,, 2004). O tamoxifeno além de reduzir os niveis
sanguineos de PCR em mulheres saudaveis (BONANNI et al., 2003) também reduz
a PCR em mulheres com CA de mama estrogénio dependente (DECENSI et al.,
2003).
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Schwedler et al. (2006) observaram que em estudos in vitro a PCR esta envolvida
diretamente em diversos mecanismos pro-inflamatoérios; porém ha evidéncias
crescentes que também possa desempenhar agdes antiinflamatérias, principalmente

em neutrdfilos e plaquetas (Figura 4).

Sintese de PCR e efeitos observados in vitro
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FIGURA 4 - Sintese, sitios funcionais e mecanismo pré-inflamatérios e antiinflamatérios da proteina
C-reativa (PCR). Fonte: Adaptado de Schwedler et al., 2006, p. 214; Murray, 2010, p. 86.

Enquanto o tratamento com tamoxifeno apresenta efeitos considerados “benéficos”
para o sistema cardiovascular, estudos demonstram que a utilizacdo de
quimioterapicos, principalmente as antraciclinas (tais como adriamicina pertencente
a familia da doxorrubicina), além dos efeitos citotoxicos ou citostaticos também
apresentam efeitos cardiotéxicos (JONES et al.,, 2007) a curto e a longo prazo

(FLOYD et al., 2005). Dentre eles destacam-se o aumento da produgao de espécies
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reativas de oxigénio (ROS) que contribuem para o desenvolvimento ou agravamento
de DCV pré-existentes (MACHADO et al., 2008; BRANDOLT, 2008).

E documentado que diferentes agentes antineoplasicos tém potencial cardiotéxico, e
muitos protocolos tem sido propostos para prevengdo e tratamento (SANTOS,
CHACON, 2005). Em 2011 a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) publicou a |
Diretriz Brasileira de Cardio-Oncologia a partir de evidéncias cientificas que apontam
os riscos cardiovasculares a que estao sujeitos os pacientes oncoldgicos submetidos
aos vigentes regimes terapéuticos (quimioterapia, radioterapia, hormonioterapia,
dentre outros), fundamentado a cardiotoxidade nas medidas da fragao de ejecéo do
ventriculo esquerdo (FEVE) e consequentes manifestagdes clinicas (KALIL FILHO et
al., 2011)

A terapia combinada de agentes antineoplasicos (LIPSHULTZ et al., 1997; HERMAN
et al., 1998; LIPSHULTZ et al., 2003) e a radioterapia mediastinal (HERMAN et al.,
1999) sao fatores de risco para o desenvolvimento de cardiomiopatia (CMP) que
quando relacionada a doxorrubicina (antraciclina) normalmente se apresenta durante
0 primeiro ano pos-quimioterapia e tem carater progressivo, podendo haver
progressao ou regressao do quadro sintomatico (LIPSHULTZ et al., 1999) ou ainda
progredir para choque cardiogénico e 6bito (JENSEN et al., 2002). Mais raramente

pode haver reversdo a normalidade (FELKER et al., 2000).

A IC por quimioterapicos pode ocorrer até 15 anos apos o ultimo ciclo de
quimioterapia (LIPSHULTZ et al., 1991), ocorrendo na maioria dos casos no primeiro
ano pés-quimioterapia (VON HOFF et al., 1979). Os sinais e sintomas da IC por
quimioterapicos sdo semelhantes aos de quaisquer IC, assintomatico ou
oligossintomatico (PRAGA et al., 1979) podendo se confundir com os sintomas
gerais apresentado pela paciente com CA sob tratamento quimioterapico como
cansaco, edema, dispnéia ou estar associado a fatores sistémicos como anemia e

desnutricao, dificultando o diagndstico preciso.

Fatores de risco cardiovascular independentes, como sedentarismo e excesso de
peso, sdo ainda mais preocupantes na populacdo com CA, pois costumam ser

menos valorizados diante da doenga de base, trazendo risco adicional a esse grupo
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de paciente (JONES et al., 2007). Estes autores reforgcam, ainda, que mesmo apos 3
anos de cessacido do tratamento quimioterapico e radioterapico a fungao cardiaca
continuava prejudicada, quando comparada ao grupo controle, sugerindo que a
funcdo ventricular esquerda pode nao se recuperar totalmente apds o término do

tratamento.

A cardiotoxicidade por quimioterapicos pode ser dividida em aguda e cronica. A
primeira ocorre durante o ciclo de quimioterapia, devendo ser detectada pelos
esquemas classicos de avaliagao clinica, se manifestando com taquicardia sinusal,
supraventricular, extra-sistoles ventriculares, miopericardites, altera¢gdes agudas no
eletrocardiograma (ECG). A cardiotoxicidade subaguda aparece geralmente entre 3
a 8 meses do ultimo ciclo de quimioterapia em forma de insuficiéncia cardiaca (IC)
congestiva por CMP dilatada. Ja a toxicidade tardia ou cronica se apresenta
clinicamente apos 5 anos de finalizagdo do tratamento, como uma CMP dilatada

dificil de diferenciar de outras etiologias e com sinais de IC (FLOYD et al., 2005).

Apesar de conhecidos efeitos cardiotoxicos, a quimioterapia € uma terapéutica
importante na maioria das pacientes com CA de mama, seja no pré-operatério, no
poOs-operatorio ou paliativamente. Drogas, tais como antraciclinas, amplamente
utilizadas no CA de mama estdo comumente associadas a toxicidade cardiaca,
porém estudos epidemioldgicos ainda ndo se mostram conclusivos pelo dificil
controle das variaveis: dose, esquema terapéutico, intensidade, duragdo e modo de
monitoramento da funcido cardiaca. A despeito dessas limitagcdes, ha consenso a
respeito da associagao entre risco de cardiotoxicidade e dose cumulativa e tipo de
antraciclina utilizada, doenga cardiaca preexistente, radioterapia para o mediastino e

uso de antraciclinas em combinagdo com outras drogas (KALIL FILHO et al., 2011).

As antraciclinas constituem um grupo de substéncias com estruturas quimicas,
classificadas como antibiéticos, que inibem a sintese de proteinas e de acido
desoxirribonucléico (DNA), agindo principalmente na fase S do ciclo celular. S&o
amplamente utilizadas no tratamento de carcinomas mamario, ovario, endométrio,
bexiga, tiredide e tumores de pulmao, além de serem incluidas em esquemas
poliquimioterapicos para linfomas difusos e doenga de Hodgkin, tendo como

principais efeitos adversos a mielossupresséo e a cardiotoxidade (SILVA, 2006). Sua
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cardiotoxicidade pode ser atribuida a multiplos efeitos nos cardiomidcitos, incluindo
apoptose, alteragdes na homeostase do ferro e do calcio e disfungdo mitocondrial.

A mais compreensivel avaliagdo da cardiotoxicidade da doxorubicina, uma
antraciclina com alto poder tumoricida e relevante agao cardiotoxica, esta sobre a
lesdo progressiva do miocardio, seja por dose-dependente ou efeito acumulativo,
que varia de uma reducdo assintomatica da FEVE a um risco irreversivel de falha
cardiaca crénica (MACHADO et al., 2008; BARRETT-LEE et al., 2009). Kalil Filho et
al., (2011) também expdem que os principais mecanismos da toxicidade cardiaca
das antraciclinas envolvam o estresse oxidativo e a peroxidagdo lipidica nos
cardiomiécitos; embora as razdes pelas quais esses mecanismos afetariam

preferencialmente as células cardiacas ainda sejam ainda desconhecidas.

Ja as ciclofosfamidas sdo uma subclasse de quimioterapicos classificados como
agentes alquilantes, por serem capazes de substituir um atomo de hidrogénio por
um radical alquil em uma molécula exposta de DNA. Mais precisamente fragmentam
as duplas hélices formadas durante o processo de divisao celular, impedindo assim
a replicagao da célula. Por ser um pro-farmaco, necessita um complexo processo de
ativacao (figado e tecidos) através de enzimas microssomicas do citocromo P450
(SILVA, 2006).
O mecanismo preciso da cardiotoxicidade da ciclofosfamida é
desconhecido. Sugere-se a hipdtese de injuria endotelial, seguida do
extravasamento dos metabdlitos toxicos, resultando em dano aos
cardiomiocitos, hemorragia intersticial e edema. Isso pode causar
inicialmente redugdo na complacéncia ventricular e alteragdo na funcgéo

diastdlica, evoluindo para disfungédo sistdlica posteriormente (KALIL
FILHO et al., 2011).

A ciclofosfamida e o paclitaxel tém potenciais cardiotoxicos e, portanto, também
exigem exames cardiologicos de rotina (YEH; BICKFORD, 2009). Todos estes
agentes causam disfungdo ventricular esquerda bem como arritmias e ou mudancgas

no seguimento ST-T do eletrocardiograma (FLOYD et al., 2005)
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Outro quimioterapico utilizado no CA de mama € o 5-fluorouracil, um antimetabdlito,
cuja cardiotoxicidade é relacionada a dor toraxica angina-simile. O 5-fluorouracil
induz espasmos coronarianos relacionados ao efeito direto na proteina quinase-C na
camada muscular do vaso (BOCCHI et al., 2009; SILBER et al., 1993). Dor toraxica
angina simile é o evento adverso mais comum associado a este agente
antineoplasico, que alivia quando o farmaco € suspenso (LESTUZZI et al., 2001).
Embora IAM seja menos frequente, apresenta incidéncia de 11/1000 em pacientes
sem histéria de cardiopatia isquémica e 45/1000 em pacientes com histéria

pregressa de cardiopatia isquémica (DE FORNI et al., 1992).

Associada a quimioterapia, a radioterapia também apresenta efeito cardiotoxico
agudo e a longo prazo em mulheres sob tratamento para CA de mama (FLOYD et
al., 2005). Estudos tém demonstrado que pacientes que foram submetidas a
radioterapia num periodo de 6 a 24 meses apresentaram reducdo na perfuséo
miocardica de 50% a 63% (DAS et al., 2005; MARKS et al., 2005), além de danos

pericardicos, em valvulas e vasos coronarianos (ADAMS et al., 2003).

Métodos de cardioimagem como o ecocardiograma (ECQO) deveriam ser empregados
como ferramentas ndo invasivas para avaliar a presenca e o grau de
cardiotoxicidade por quimioterapicos. @A deteccdo da cardiotoxicidade inclui
avaliacdo da FEVE através do ECO, que deve ser feita no periodo pré-
quimioterapico, e absoluto controle durante o curso, no fim do tratamento e
anualmente mesmo ap6s a interrupgao da quimioterapia (OLIVEIRA SA et al., 2009).
Avaliagcdo da funcdo diastdlica pode detectar precocemente disfungédo do
relaxamento ventricular. Embora disfungdo diastélica possa ser um marcador
precoce de reducédo de FEVE, é geralmente reversivel e desaparece com o final da
quimioterapia. Estudos demonstram que pacientes com CA apresentaram niveis
elevados de troponina | em aprox. 33% dos pacientes que receberam altas doses de
quimioterapia, relacionado com reducédo na FEVE que ocorreu durante 1 ano apés o
término da quimioterapia em altas doses (CARDINALE et al., 2000; CARDINALE et
al., 2002; CARDINALE et al., 2004). Estudos recomendam que a FEVE seja avaliada
durante a quimioterapia, no 3° 6° e 12° meses apdés o término do tratamento
(MEINARDI et al., 1999; PAI; NAHATA, 2000).
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Outra forma de verificar a cardiotoxicidade €& através das medidas sanguineas do
peptideo natriurético tipo-B (BNP). E frequentemente conhecido por ser um
marcador de IC clinica e sub-clinico. O cardiomiécito constitui a maior fonte de BNP
e NT-pré6BNP na circulagdo. Este peptideo € secretado pelos ventriculos em
resposta a um aumento do estresse de parede ou dilatacdo ventricular pelo
estiramento das fibras miocardicas em resposta a sobrecarga de volume ou de
pressdao (HAMA et al., 1995).

Este peptideo foi inicialmente isolado em extratos de cérebros de suinos (SUDOH et
al., 1988). Pode estar elevado em pacientes com disfung¢ao ventricular assintomatica
(LERMAN et al., 1993; FRIEDL et al., 1996) e em pacientes com redugao da FEVE
com doenga de artéria coronaria (DAVIDSON et al., 1996; OMLAND et al., 1996).
Em pacientes com CA de mama os niveis plasmaticos de pro-BNP estavam
elevados 1 ano apds a quimioterapia com antraciclina e radioterapia na parede
toraxica, comparada com o periodo pré-tratamento (MEINARD et al., 2001). Em
outro estudo, Boyer et al. (2008) demonstraram que niveis plasmaticos elevados de
pré-BNP foram encontrados em pacientes que receberam quimioterapia a base de
antraciclinas, confirmando o efeito cardiotdéxicos desta droga.

Para avaliar os potenciais efeitos cardiotéxicos da quimioterapia, os valores de proé-
BNP, assim como o ECO, deveriam ser verificados antes e apds a quimioterapia
(TRIVELLATO et al., 2005), podendo ser utilizado como biomarcador de isquemia
cardiaca (OMLAND; DICKSTEIN; SYVERSEN, 2003; SCHNABEL et al., 2006).

A tabela 1 apresentada por Oliveira Sa et al. (2009) traz o protocolo de cuidados na
administracdo e monitoramento da funcdo cardiaca em pacientes submetidos a

agentes antraciclicos.
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Tabela 1. Protocolo de monitoramento da cardiotoxicidade dos antraciclicos.

a) Pré-quimioterapia:
Avaliagdo da FEVE através do ECO

b) Durante tratamento

Avaliacao sequencial da FEVE a cada trés meses, independente da dose ou com doses cumulativas
> 300 mg/m?

Continuacdo da quimioterapia

FEVE normal ou reducéo < 10%.

Suspenséo da quimioterapia

a) Diminuigao da FEVE de 10% a 15% no valor absoluto ou diminui¢cdo de 1%-5% abaixo do limite
inferior da normalidade

b) Diminuicdo da FEVE de 16% no valor absoluto, ndo respectivo ao limite inferior da normalidade.

Alto risco de cardiotoxicidade
Avaliagédo da FEVE prévia a cada ciclo
Suspensao da quimioterapia
Diminuicao absoluta de 10% da FEVE

N&o iniciar quimioterapia se FEVE basal < 30%

Avaliagao da FEVE a cada 6-12 meses apds o término da quimioterapia
Manuseio adicional

Prescrever inibidores da ECA se a FEVE diminuir

Abreviagdes: ECO, ecocardiograma; FEVE, fragdo de ejegao ventricular esquerda; ECA, enzima
conversora da angiotensina.

A detecgcdo precoce de cardiotoxicidade por quimioterapicos, através de
biomarcadores importantes ou técnicas de imagem, possibilitaria a suspensao
precoce destas drogas ou sugeriria 0 uso de agentes cardioprotetores, como

descritos na tabela 1. Muitos pacientes somente realizam exames de avaliagao
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cardiaca, tais como o eletrocardiograma (ECG) por este ser um exame exigido no

pré-operatorio.

Numa abordagem sobre as principais causas de morte entre as pacientes com CA
de mama, sugeriu-se que parte delas estejam relacionadas ao tratamento da doenca
e nao simplesmente com o cancer em si. Uma vez que o aumento das taxas de
detecgéo precoce e o aprimoramento das terapias seja uma realidade presente é
esperado que mais pacientes sobrevivam a doencga e estejam entao sujeitas ao risco
de morte por causas ndo relacionadas a mama (CHAPMAN et al., 2008). Porém,
mulheres com CA de mama s&o avaliadas somente quanto a recidiva da doenca,
nao havendo qualquer avaliagao, principalmente de risco cardiovascular, relacionada

ao tratamento.

Diante disto, apesar de conhecidos efeitos individuais da quimioterapia e do
tamoxifeno sobre o sistema cardiovascular, ainda ndo esta descrito na literatura os
efeitos da hormonioterapia com tamoxifeno sobre marcadores importantes
relacionados ao risco cardiovascular (PCR, Apo-A, Apo-B, pro-BNP e FEVE) apos o

ciclo quimioterapico em mulheres em tratamento do CA de mama.
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2 OBJETIVOS

Obijetivo Geral

Avaliar os efeitos do tamoxifeno sobre importantes biomarcadores de risco de DCV

em mulheres com CA de mama apds tratamento quimioterapico ou

hormonioterapico, tais como:

Proteina C-reativa (PCR);
Apolipoproteinas A-1 (Apo-A) e B-100 (Apo-B);
Peptideo Natriurético tipo B (BNP);

Fracdo de ejeg&o ventricular esquerda (FEVE).

Obijetivos Especificos

Comparar niveis plasmaticos de PCR nos tempos T0, T3, T6 e T12;
Comparar niveis plasmaticos de Apo-A e Apo-B nos tempos TO e T12;
Comparar niveis plasmaticos de pro-BNP nos tempos T0, T6 e T12;

Avaliar os diferentes tipos de tratamento (quimioterapico e horménioterapico
com tamoxifeno) sobre biomarcadores de DCV;

Avaliar FEVE através do ECO nos TO e T12;

Verificar o grau de correlagao entre variaveis pro-BNP e FEVE durante todo
tratamento (TO — T12);

Avaliar as alteragcdes de presséo arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC),

indice de Massa Corpdrea (IMC) peso corporal e altura, nos TO e T12.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizagao do estudo

Este trabalho foi conduzido pelo Laboratério de Regulagdo Neuro-humoral da
Circulacdo, do programa de Pod6s-Graduagdao em Ciéncias Fisiologicas da
Universidade Federal do Espirito Santo- UFES, Brasil. Trata-se de um estudo
realizado entre os meses de fevereiro de 2008 e dezembro de 2010, em mulheres
com histéria confirmada de CA de mama sob tratamento quimioterapico e/ou
hormonioterapico com tamoxifeno, atendidas no Hospital Santa Rita de Cassia,
Vitéria-ES. Para inclusdo na pesquisa, foram selecionadas mulheres de 40 a 60
anos que estavam sendo acompanhadas clinicamente pelo mesmo médico
oncologista, para que ndo houvesse divergéncia entre tipos de tratamento, sem
quimioterapia prévia, com ECO (FEVE = 50%), PCR (< 2 mg/L) e pr6-BNP (<10
pg/ml) normais antes do inicio do tratamento para CA de mama. Todas as
participantes aceitaram participar da pesquisa através da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1). Como critérios de exclusao,
nao estavam aptas a participar da pesquisa: mulheres tabagistas, portadoras de
hipertensdo, diabetes ou DCV prévia. Esta pesquisa foi previamente avaliada e
autorizada pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos (CEP) da
Faculdade Salesiana de Vitoria sob registro n°® 23/2008 (ANEXO 2). Os dados das
pacientes foram obtidos através de questionario semi-estruturado (ANEXO 3). Ja os
tipos e quantidade de quimioterapico, quantidade de sessbes de radioterapia,

tamanho do tumor foram obtidos através de consulta de prontuario.

3.2 Protocolo da Pesquisa

O protocolo da pesquisa teve inicio desde o momento da confirmagao do diagnostico
de CA de mama até o inicio do tratamento (TO) quimioterapico ou hormonioterapico.
Conforme a figura 5, coletas de sangue foram realizadas nos TO, 3 (T3), 6 (T6) e 12

(T12) meses dos tratamentos para dosagens dos niveis séricos de PCR. As
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dosagens de Apo- A e Apo-B aconteceram nos TO e T12. As dosagens de pro-BNP
foram realizadas nos TO, T6 e T12 e a realizagdo de ECO nos TO e T12.

Ao final do estudo, de acordo com o tipo de tratamento, as mulheres foram divididas
nos seguintes grupos:
e Grupo QUIMIO - Mulheres que receberam somente tratamento
quimioterapicos por 6 meses (n=23);
e Grupo QUIMIO+TAM - Mulheres que receberam tratamento quimioterapico
por 6 meses seguidos de mais 6 meses de tamoxifeno (n=21);
e Grupo TAM - Mulheres que receberam somente tamoxifeno por 12 meses
(TAM) (n=16).

As doses diarias de tamoxifeno foram de 20 mg (Cloridrato de Tamoxifeno, 1 mg/kg,
Sanofi-aventis, Paris/France). No inicio (T0) e final desse estudo (T12), foram
aferidos dados tais como pressao arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC), peso

corporal e altura.

et T0 T3 T6 T12
Diagnéstico GRUPOS PCR: Apo-A; Apo-B PCR PCR; pro-BNP PCR; Apo-A; Apo-B
pré-BNP; ECO pré-BNP; ECO
QUIMIO ) —\ \ﬁ’— — — — -.—._
QUIMIO+TAM s — - [———3 — == = . —_— . —
TAM s—) ‘ 3-.—'~‘~.—.—.—
4 X .
Inicio do tratamento ‘ ) Cirurgia Quimioterapia . Hormonioterapia . Acompanhamento clinico

FIGURA 5 - Protocolo de atendimento no inicio do tratamento (T0), e apés 3 meses (T3), 6 meses
(T6) e 12 meses (T12) de tratamento.

3.3 Analise Bioquimica

Todas as pacientes na primeira analise bioquimica (TO) n&o tinham recebido
nenhum tipo de tratamento para CA de mama ou para outro tipo de CA. Foi

solicitada coleta de sangue em jejum e retirado de 20 ml de sangue através de
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venopuncdo em acesso de fossa anticubital utilizando tubos de Vacutainer. A
separagao do plasma foi feita por centrifugagdo, por um periodo de 10 minutos,
empregando-se a velocidade de 4000 rpm e mantido a 4°C de temperatura. Apos o

processamento foram encaminhadas ao Laboratério para analise bioquimica.

3.3.1 Proteina C Reativa e Apolipoproteinas

Para as dosagens de PCR ultra-sensivel foram utilizados o método de
Imunoturbidimetria (Equipamento Modular P, Roche, USA). Ja as concentragbes
plasmaticas de Apo-A e Apo-B foram dosadas pelo método de Nefelometria

(Equipamento Nefelométrico, Dade Behring BNII, Alemanha).

3.3.2 Pepitideo Natriurético tipo B

Para verificagdo dos valores plasmaticos de pré-BNP foi utilizado o método ELFA
(Enzyme Linked Fluorescent Assay) realizado através do Equipamento VIDAS
(BioMerieux, Franga) através de kit imunoenzimatico produzido pelo proprio
fabricante. A escolha para verificagdo de pro-BNP foi devido o gene BNP codificar o
hormonio pré-pr6-BNP, um precursor intracelular contendo 134 aminoacidos,
sintetizados na célula miocardica e encontrados somente no tecido miocardico. O
pré-pro-BNP é processado, produzindo o pro-horménio (pr6-BNP) constituido de 108
aminoacidos, presente no miocardio e no plasma, e o peptideo N-terminal contendo
26 aminoacidos (SUDOH et al.,1989). O pré-BNP, apds a clivagem proteolitica,
libera uma molécula biologicamente ativa de 32 aminoacidos (BNP), a qual
corresponde a porgado C-terminal do pr6-BNP, e um fragmento N-terminal de 76
aminoacidos (NT-pr6-BNP), sem funcao definida. O pr6-BNP intacto € encontrado
dentro ou na superficie do cardiomidcito e na circulagao (HUNT et al., 1997). A meia
vida plasmatica do pr6-BNP é de aproximadamente 120 minutos (MCCULLOUGH,;
OMLAND; MAISEL, 2003) e em pacientes com disfun¢do ventricular esquerda, os
niveis de pro-BNP aumentam mais rapidamente do que os niveis de BNP, atingindo
uma concentragao plasmatica 2 a 10 vezes maior que o BNP (HUNT et al., 1997).

Em estudos utilizando estes marcadores, observou-se que em pacientes com
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disfuncdo cardiaca o BNP estava normal enquanto o pré-BNP encontrava-se
alterado, demonstrando que este deve ser utilizado como melhor marcador de

sobrecarga ventricular (HALL, 2005).

3.4 Pressao Arterial Média e indice de Massa Corpérea

A medida da PA e da FC foram feitas em ambos os bragos utilizando aparelho
oscilométrico automatico da marca Omron (modelo HEM, 742, USA). O peso e altura
foram verificados em balanga Welmy®- Brasil, com leituras de 0.1 kg e 0.5 cm,
respectivamente. Apds, a pressado arterial média (PAM) foi calculada através da
férmula PAM = [Pressao sistdlica (PAS) + 2 pressao arterial diastdlica (PAD)] /3. A
composigdo corporal foi avaliada utilizando o indice de Massa Corpérea (IMC)
calculada pela férmula: peso corporal (kg). altura (m) 2.

3.5 Ecocardiograma

O desempenho cardiaco foi verificado através do ECO, onde se avaliou a FEVE nos
TO e T12 de tratamento. As participantes do estudo foram mantidas em sala
silenciosa e tranquila, com temperatura controlada (20 — 22° C), deitada em maca na
posicao supina por aproximadamente 10 min. Todos os ECO’s foram realizados e
avaliados pelo mesmo médico ecocardiografista, em aparelho de alta resolugéo
(Toshiba, Aplio XG Model SSA-790?, Japao).

3.6 Analise Estatistica

Para avaliar as diferengas entre os tratamentos quimioterapicos e hormonioterapicos
em pacientes com CA de mama foi utilizado analise de variancia de uma via
(ANOVA) para comparagao de médias, seguido pelo teste Bonferoni (post-hoc). Os
dados foram expressos em meédia * desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram
considerados significantes. O grau de correlagao entre variaveis (pro-BNP e FEVE)

foi calculado utilizando coeficiente de correlagdo de Pearson (r) onde atribuiu-se
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para valores de r, segundo classificagdo de Dancey e Reidy (2005): 0,10 a 0,30
correlagao fraca; de 0,40 a 0,60 correlacdo moderada; de 0,70 a 1 correlagao forte.
Os testes estatisticos foram realizados no software GB-Start versdo 65. Para a

construgao dos graficos utilizou-se o software Prisma versao 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristica das Pacientes

Entre todas as mulheres avaliadas no periodo de 12 meses, 2 que faziam parte do
grupo QUIMIO foram a obito por faléncia multiplas de 6rgéos decorrente de

metastase.

As médias de idade foram de 48 + 6 anos e o IMC de 26 + 3.7 km/m?, sendo iguais
entre os grupos. Em relagdo ao tamanho do tumor, 43 mulheres (72%)
apresentavam tumores menores que 2 cm, 10 (17%) tinham tumores entre 2-5 cm e

somente 4 (11%) com tumores >5cm .

A quantidade predominante de quimioterapia foi de 5 sessdes (65%) e os
quimioterapicos mais utilizados foram a combinagdo entre Adriamicina (50-60
mg/m?) e Ciclofosfamida (500-600 mg/m?) (73%). A tabela 2 descreve dados das
participantes, tipos e quantidade de quimioterapico e quantidade de sessbes de
radioterapia.
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Tabela 2. Caracteristica das pacientes

IDADE, anos (SD) T0 48+ 7 ar+7 494

IMC, kg/m2 (SD) TO 26,8 + 4,28 25,7+ 3,43 254 + 2,26
T12 25,6 + 4,17 258+ 3,9 26,9+ 3,13

MENOPAUSA (n) 18 16 15

TAMANHOTUMORPRMARO()

<2cm 17 15 11

2-5cm 4 4 2

>5cm 2 2 3

Conservante da mama 17 17 14
Mastectomia total 6 4 2
Ooforectomia - - 1

Histerectomia 2 3 -

5 sessobes 20 19 —
6 sessées 2 1 -
7 sessobes 1 1 —

ADM+CTX 23 21 -
ADM+CTX+5FU - 1 -
PACLITAXEL 2 1 -

30 sessbes 23 21 -

Abreviagbes: QUIMIO, mulheres que realizaram somente quimioterapia, QUIMIO+TAM, mulheres que
utilizaram a quimioterapia seguido pelo tratamento com tamoxifeno; TAM, mulheres que utilizaram
somente tamoxifeno; IMC, indice de massa corpérea; ADM, adriamicina (50-60 mg/m?®); CTX,
ciclofosfamida (500-600mg/m?); 5FU, fluorouracil (500-600mg/m?); Paclitaxel (175 mg/m®).

4.2 Perfil Cardiovascular

A tabela 3 demonstra o perfil cardiovascular das mulheres no TO e T12 de

tratamento. Ao avaliarmos se o tempo de tratamento foi capaz de alterar dados
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hemodinamicos, verificamos que n&do foram observadas diferencas significativas
sobre na PAM nos grupos QUIMIO (92 + 6; 93 = 10 mmHg), QUIMIO+TAM (94 + 8;
91 £+ 9 mmHg) e TAM (93 £ 9; 91 + 6 mmHQ).

Da mesma forma nao foram observadas diferencgas significativas entre os grupos em
relagcédo a FC (QUIMIO: 74 £ 5e 73 £ 4; QUIMIO+TAM: 73+t 4 e 72+4 e TAM: 72 £
4¢e73+5bpm).

Tabela 3. Valores de pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) no inicio

(TO) e apo6s 12 meses (T12) de tratamento

QUIMIO QUIMIO+TAM TAM
(n=23) (n=21) (n=16)
PAM (mmHg)  TO 9216 9418 939
T12 93+10 919 9116
FC (bpm) TO 7445 7344 724
T12 7344 7244 7345

Abreviagbes: QUIMIO, mulheres que realizaram somente quimioterapia; QUIMIO+TAM, mulheres que
utilizaram a quimioterapia seguido pelo tratamento com tamoxifeno; TAM, mulheres que utilizaram
somente tamoxifeno; PAM, presséo arterial média; FC, freqliéncia cardiaca.

4.3 Marcadores Plasmaticos de Risco Cardiovascular

4.3.1 Proteina C Reativa (PCR)

A figura 6 mostra as concentragdes de PCR em diferentes tempos de tratamento. No
grupo QUIMIO verificamos aumento da PCR no T3 (10.85 + 0.02 mg/dL), T6 (12.5
1.95 mg/dL) e T12 (5.13 + 0.75 mg/dL) (p<0,01) em relagédo ao TO (0.84 + 0.02
mg/dL) (figura 6.A).

A figura 6.B demonstra que no grupo QUIMIO+TAM, os niveis plasmaticos de PCR
apresentavam aumento significativo no T3 (10.81 £ 2.97) e T6 (12.36 £ 2.64) quando
comparado ao TO (0.82 + 0.16, p<0,01). Porém no T12, o grupo que fez uso do
tamoxifeno apresentou reducéo significante de PCR (1.04 + 0.38 mg/dL) que passou
a apresentar valores semelhantes ao T0 (0.82 + 0.16 mg/dL, p<0,01).
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Nao foram detectadas diferencas na PCR de pacientes do grupo TAM quando
avaliados tempos T0, T3, T6 e T12 (0.78 + 0.05; 0.80 £ 0.06; 0.85 + 0.07 e 0.79 %
0.04 mg/dL, respectivamente) (figura 6.C).
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FIGURA 6 - Concentragcbes plasmaticas de proteina C reativa (PCR) em mulheres que utilizaram
somente a quimioterapia (QUIMIO) (A); mulheres que utilizaram a quimioterapia seguida pelo
tamoxifeno (QUIMIO+TAM) (B); mulheres que utilizaram somente o tamoxifeno (TAM) (C) para
tratamento do cancer (CA) de mama. Avaliagdo feita no inicio (T0), 3 meses (T3), 6 meses (T6) e 12
meses (T12) de tratamento. Valores expressos em média + desvio padrao. *P< 0,01 comparado com
0 inicio do tratamento (TO). *P<0,01 comparado com o 3° més de tratamento (T3). "P<0,01

comparado com 6° més de tratamento (T6). ANOVA 1 via, seguido pelo teste post-hoc Bonferroni.

A figura 7 faz avaliagdo temporal entre os grupos para as concentragbes de PCR.
Todas as participantes tinham no inicio, PCR < 1mg/dL, ndo havendo diferenca entre
os grupos QUIMIO, QUIMIO+TAM e TAM (0.84 £+ 0.02; 0.82 £ 0.02 e 0.78 + 0.05
mg/dL, respectivamente). Verificamos que no T3 os grupos QUIMIO e QUIMIO+TAM
apresentavam elevagdes significantes dos niveis plasmaticos de PCR (10.85 + 1.95
e 10.8 + 2.97 mg/dL, respectivamente) comparados ao grupo TAM (0.8 + 0.06
mg/dL, p<0,01). Situacdo semelhante aconteceu nos valores de PCR no T6 os
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grupos QUIMIO e QUIMIO+TAM continuaram apresentando valores mais elevados
(12.5 £ 1.31 mg/dL e 12.36 + 2.64 mg/dL, respectivamente (p<0,01) quando
comparados ao grupo TAM (0.85 £ 0.07 mg/dL). Entretanto, no T12 observamos que
apesar de reduzir os valores de PCR, o grupo QUIMIO manteve niveis plasmaticos
maiores quando comparado ao grupo QUIMIO+TAM e TAM (5.13 £ 0.75; 1.04 £ 0.38
; 0.79 £ 0.04 mg/dL, respectivamente,p<0,01).
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FIGURA 7 - Evolugao temporal do tratamento sobre as concentragdes plasmaticas de proteina C
reativa (PCR) em mulheres que utilizaram somente a quimioterapia (QUIMIO); mulheres que
utilizaram a quimioterapia seguida pelo tamoxifeno (QUIMIO+TAM); mulheres que utilizaram somente
o tamoxifeno (TAM) para tratamento do cancer (CA) de mama. Avaliagao feita no inicio (TQ), 3 meses
(T3), 6 meses (T6) e 12 meses (T12) de tratamento. Valores expressos em média + desvio padrao.
*P< 0,01 comparado com o grupo TAM. *P<0,01 comparando com os grupos QUIMIO+TAM e TAM.

ANOVA 1 via, seguido pelo teste post-hoc Bonferroni.

4.3.2 Apolipoproteinas A e B (Apo-A e Apo-B)

Observamos na tabela 4 que no grupo QUIMIO, no TO e T12, os valores de Apo-A
nao apresentavam diferenga (134 £ 11,5 vs. 128.13 £ 9.34 mg/dL), assim como os
valores de Apo-B (111.7 £ 12.5 vs. 109.6 + 7.4 mg/dL respectivamente). Entretanto,
verificamos aumento significativo nos valores de Apo-A quando comparamos o TO e
T12 no grupo QUIMIO+TAM (133.4 + 11.5 vs.179.5 £ 7.64 mg/dL, respectivamente)
e TAM (133 + 13.3 vs.185.1 = 7.87 mg/dL, respectivamente, p<0,01. Quanto aos

niveis de Apo-B nos TO e T12, observamos uma redug¢do nos grupos QUIMIO+TAM
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(109.26 + 14.13 mg/dL vs. 94.3 + 9.3 mg/dL) e TAM (108.5 + 7.11 mg/dL vs. 96.26 +
5.8 mg/dL).

Tabela 4 — Valores plasmaticos de Apo-A e Apo-B no inicio (T0) e ap6s 12 meses

(T12) de tratamento

QuiMIO QUIMIO+TAM TAM
(n=23) (n=21) (n=16)

Apo-A (mg/dL) TO 134 £ 11.5 133.4 +11.3 133+ 13.3

T12 128.13 £ 9.34 179.5 + 7.64 (*#) 185.1 £ 7.87(*#)
Apo-B (mg/dL) TO 111.7 £ 125 109.26 + 14.1 108.5+7.11

T12 109.6 £ 7.4 94.3+9.3 (*#) 96.3 + 5(*#)
Apo-B/Apo-A (mg/dL) TO 0.84 £ 0.01 0.83 £ 0.02 0.83 + 0.01

T12 0.86 £ 0.01 0.53 £ 0.01 (*#) 0.52 + 0.01 (*#)

Abreviagées: QUIMIO, mulheres que realizaram somente quimioterapia; QUIMIO+TAM, mulheres que
utilizaram a quimioterapia seguido pelo tratamento com tamoxifeno; TAM, mulheres que utilizaram
somente tamoxifeno; Apo-A, apolipoproteina A-1; Apo-B, apolipoproteina B100. *P< 0,01 comparado
com o T0. *P<0,01 comparado com o grupo QUIMIO. ANOVA 1 via, seguido pelo teste post-hoc
Bonferroni.

Ao comparar as diferentes formas de tratamento, verificamos na figura 8 que os
niveis plasmaticos de Apo-A (figura 8.A) nos grupos QUIMIO, QUIMIO+TAM e TAM
eram semelhantes (134 + 11.5 mg/dL;133.4 + 13.3 mg/dL; e 133 + 13.3 mg/dL
respectivamente), assim como os de Apo-B (111.7 £ 12.5; 109.26 £ 14.1; 108.5 %
7.11 mg/dL respectivamente), (figura 8.B). No T12 percebemos que os valores de
Apo-A para os grupos QUIMIO+TAM e TAM estavam mais elevados (179.5 +
7.64mg/dL; 185.1 £ 7.87 mg/dL, respectivamente, p<0,01) quando comparados ao
grupo QUIMIO (128,13 + 9.34 mg/dL) (figura 8.A). Também verificamos situacao
semelhante, na figura 8.B, para os valores de Apo-B, ou seja, no T12 os grupos
QUIMIO+TAM e TAM tiveram reducéo significativa desta apolipoproteina (94.3 £+ 9.3;
96.26 + 5.8 mg/dL) comparado ao grupo QUIMIO (109.6 + 7.4 mg/dL, p<0,01), que

manteve os niveis semelhantes aos do TO.
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4.3.3 Relacido Apo-B/Apo-A

Sabe-se que a relagdo Apo-B/Apo-A constitui-se em importante fator para avaliagao
de risco cardiovascular. Verificamos que esta relagdo manteve-se igual nos TO e T12
no grupo QUIMIO (0.84 + 0.01 vs. 0.86 £ 0.01 mg/dL), mas teve redugé&o nos grupos
QUIMIO+TAM (0.83 + 0.02 vs. 0.52 + 0.01) e TAM (0.83 + 0.01 vs. 0.52 + 0.01
mg/dL) (tabela 4) (p<0,01). Quando comparado os tipos de tratamento, os grupos
nao apresentaram diferenga no TO, porém no T12 a relagcdo Apo-B/Apo-A nos
grupos QUIMIO+TAM e TAM comparada ao grupo QUIMIO estava reduzida (0.53 +
0.01; 0.52 £ 0.01 vs. 0.86 £ 0.01 mg/dL, respectivamente, p<0,01) conforme figura
8.C.
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FIGURA 8 - Concentragdes plasmaticas de apolipoproteina A-1 (Apo-A) (A), apolipoproteina B-100
(Apo-B) (B) e relagao Apo-A/Apo-B (C) em mulheres que utilizaram somente a quimioterapia
(QUIMIO); mulheres que utilizaram a quimioterapia seguida pelo tamoxifeno (QUIMIO+TAM);

mulheres que utilizaram somente o tamoxifeno (TAM) para tratamento do cancer (CA) de mama.
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Avaliacao feita no inicio (TO) e 12 meses (T12) de tratamento. Valores expressos em média + desvio
padrao. *P< 0,01 comparado com o TO. *P<0,01 comparado com o grupo QUIMIO. ANOVA 1 via,
seguido pelo teste post-hoc Bonferroni.

4.3.4 Peptideo Natriurético Tipo B (pr6-BNP)

Verificamos valores plasmaticos de pré-BNP nos T0, T6 e T12 de tratamento,
conforme figura 09. Observamos que os niveis de pro-BNP aumentaram
significativamente no grupo QUIMIO no T6 e T12 de tratamento (69,06 + 11,7; 42,35
+ 12,9 pg/mL, respectivamente, p<0,01) quando comparados ao TO (8,98 + 2,1
pg/mL) e no grupo QUIMIO+TAM no T6 (67,35 + 11,9 pg/mL, p< 0,01) quando
comparado ao TO (9,48 £ 1,79 pg/mL). Porém, no T12 no grupo QUIMIO+TAM os
valores plasmaticos de pro-BNP estavam semelhantes ao TO (11,39 £ 2,74; 9,48 +

1,79 pg/mL; respectivamente).

Nao foram detectadas diferencas na concentracdo plasmatica de pro-BNP de
mulheres do grupo TAM quando avaliados tempos T0, T6 e T12 (9,65 = 1,76; 10,21
* 2,49; 8,35 + 1,66 pg/mL; respectivamente).

Ao avaliarmos se os tipos de tratamento causaram diferentes alteragdes nos valores
de pro-BNP, verificamos na figura 10 que no TO os grupos QUIMIO, QUIMIO+TAM e
TAM apresentaram valores semelhantes deste peptideo (8,98 + 2,1; 9,48 £ 1,79;
9,65 £ 1,76 pg/mL; respectivamente). Porém, percebemos que no T6 de tratamento
os grupos QUIMIO e QUIMIO+TAM (69,06 = 11,7; 67,35 + 11,86 pg/mL;
respectivamente, p<0,01) apresentaram elevagdes plasmaticas de pro-BNP em
relagdo ao grupo TAM (10,21 + 2,49 pg/mL).

No T12 de tratamento valores plasmaticos de pr6-BNP mantiveram-se elevados no
grupo QUIMIO (42,35 + 12,93 pg/mL, p<0,01), mas apresentaram redugéo
significante no grupo QUIMIO+TAM (11,39 £ 2,74 pg/mL) cujos valores passaram a
ser semelhante ao grupo TAM (8,35 £ 1,66 pg/mL).
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FIGURA 09 - Concentragdes plasmaticas de peptideo natriurético tipo B (pr6-BNP) em mulheres que
utilizaram somente a quimioterapia (QUIMIO); mulheres que utilizaram a quimioterapia seguida pelo
tamoxifeno (QUIMIO+TAM); mulheres que utilizaram somente o tamoxifeno (TAM) para tratamento do
cancer (CA) de mama. Avaliacao feita no inicio (T0), 6 meses (T6) e 12 meses (T12) de tratamento.
Valores expressos em média * desvio padrao. *P< 0,01 comparado com o TO. *P<0,01 comparado
com o T6 em mulheres do grupo QUIMIO e QUIMIO+TAM. ANOVA 1 via, seguido pelo teste post-hoc

Bonferroni.

4.4 Desempenho cardiaco

4.4 1 Fracao de ejecao ventricular esquerda (FEVE)

A figura 11 demonstra o desempenho cardiaco verificado através do ECO onde a
FEVE foi avaliada nos TO e T12 de tratamento. No grupo QUIMIO, observamos que
a FEVE apresentou redugao significante no T12 (63,3 £ 4,3%, p< 0,01) quando
comparado ao TO (74,7 + 4,8%). Ja nos grupos QUIMIO+TAM e TAM os valores de
FEVE no T12 (76,2 + 3,7%; 75,6 + 4,1%, respectivamente) estavam semelhantes ao
TO de tratamento (73,7 £ 4,2%; 76,8 + 4,82%, respectivamente).

Ao avaliar se os tipos de tratamento influenciaram no desempenho cardiaco (figura
10), percebemos que no TO os valores da FEVE eram semelhantes entre os grupos
QUIMIO (74,7 £ 4,79%), QUIMIO+TAM (73,7 4,23%) e TAM (76,8 + 4,8%). Porém,
no T12 de tratamento verificamos redu¢ado da FEVE no grupo QUIMIO (63,3 + 4,3%,
p<0,01) quando comparado aos grupos QUIMIO+TAM e TAM (76,2 £ 3,7%; 75,6 *
4,1%).
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FIGURA 10 - Desempenho cardiaco verificado pela fragao de ejecédo ventricular esquerda (FEVE) em
mulheres que utilizaram somente a quimioterapia (QUIMIO); mulheres que utilizaram a quimioterapia
seguida pelo tamoxifeno (QUIMIO+TAM); mulheres que utilizaram somente o tamoxifeno (TAM) para
tratamento do cancer (CA) de mama. Avaliagéo feita no inicio (TO) e 12 meses (T12) de tratamento.
Valores expressos em média * desvio padrao. *P< 0,01 comparado com o TO. *P<0,01 comparado
com o T12 em mulheres do grupo QUIMIO. ANOVA 1 via, seguido pelo teste post-hoc Bonferroni.

Apesar de observarmos alteragbes na FEVE entre os grupos QUIMIO e
QUIMIO+TAM, nao encontramos diferenga em relagédo a massa ventricular esquerda

entre os grupos nos TO e T12 de tratamento, conforme tabela 5.

Tabela 5 — Massa ventricular esquerda avaliada no inicio (T0) e 12 meses (T12) de

tratamento
QUIMIO QUIMIO+TAM TAM
(n=23) (n=21) (n=16)
TO 143+7g 138+8g 146 +7g
T12 152169 156+£7g 161+5¢g

Abreviagbes: QUIMIO, mulheres que realizaram somente quimioterapia; QUIMIO+TAM, mulheres que
utilizaram a quimioterapia seguido pelo tratamento com tamoxifeno; TAM, mulheres que utilizaram
somente tamoxifeno.
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4.5 Correlagao entre pr6-BNP e FEVE

Para verificar a correlagdo entre a FEVE e o pr6-BNP, foi utilizado o calculo de
Pearson onde verificamos forte correlagdo negativa (-0,77 p<0,01) no grupo QUIMIO

entre esses dois marcadores cardiacos (figura 11) no T12 de tratamento.

20 30 40 50 60 70
pro-BNP (pa/ml)

FIGURA 11 - Dispersao e correlagao de Pearson (r) entre as medidas de fragdo de ejecao ventricular
esquerda (FEVE) e peptideo natriurético tipo B (pr6-BNP) em mulheres que utilizaram somente a

quimioterapia (QUIMIO) para tratamento do cancer (CA) de mama.

Entretanto, ao observarmos o grafico de correlagdo entre FEVE e pr6-BNP nos
grupos QUIMIO+TAM (Figura 12) e TAM (Figura 13) verificamos fraca correlagéo
negativa (-0,29 e - 0,05; respectivamente) entre esses dois parametros de avaliagao
cardiovascular, visto que tanto a FEVE quanto o pr6-BNP nao sofreram alteragao

nestes grupos no T12.
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FIGURA 12 - Dispersao e correlagao de Pearson (r) entre as medidas de fragdo de eje¢ao ventricular

esquerda (FEVE) e peptideo natriurético tipo B (pr6-BNP) em mulheres que utilizaram quimioterapia

seguida pelo tamoxifeno (QUIMIO+TAM) para tratamento do cancer (CA) de mama.
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FIGURA 13 - Dispersao e correlagao de Pearson (r) entre as medidas de fragdo de ejecao ventricular

esquerda (FEVE) e peptideo natriurético tipo B (pr6-BNP) em mulheres que somente utilizaram

tamoxifeno (TAM) para tratamento do cancer (CA) de mama.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o tratamento com tamoxifeno promoveu
significativas  alteragdes nas concentragbes plasmaticas de importantes
biomarcadores associados ao risco para DCV, assim como em parametros
indicativos do desempenho cardiaco em mulheres com CA de mama apos

tratamento quimioterapico.

Verificamos que mulheres que fizeram tratamento quimioterapico apresentaram
elevagcbes nas concentracdes plasmaticas da PCR nos primeiros 6 meses de
tratamento, resultado esse que persistiu mesmo 6 meses apds o término do ciclo

quimioterapico padronizado.

Este aumento da PCR, provavelmente, pode estar ligado a exposigao quimioterapica
prolongada ja que este processo leva a morte celular através de apoptose e
consequente formacgao de microparticulas apoptéticas (OTTEN et al., 2004) na qual
estimulam rapido aumento de RNAm para produg¢ao hepatica de PCR em resposta a
citocinas inflamatorias tais como IL-1, IL-6 e TNF-a (SUN et al., 2005; KUSHNER,;
RZEWNICKI; SAMOLS, 2006). Esta proteina normalmente apresenta-se elevada
seis horas apds o estimulo, chegando a uma concentracédo 100 vezes maior dentro
de 48 horas. Cessado o estimulo, a meia vida plasmatica cai entre 18 e 20 horas
(RAMASAMY, 2011). Porém como o ciclo quimioterapico € prolongado, a
sustentagcdo de niveis plasmaticos elevados de PCR por um periodo além do
periodo de tratamento sugere que o organismo ainda esteja respondendo a alguma
agressao, pois segundo Du Clos e Mold, 2004, as elevagdes as concentragdes

plasmaticas dessa proteina estao relacionadas a sintese neste periodo.

Este resultado torna-se preocupante considerando que a PCR é apontada pelo
Estudo Framingham como um biomarcador importante do processo inflamatério
utilizado como preditor de infarto agudo de miocardio (IAM), acidente vascular
cerebral (AVC) (LAAKSONEN et al., 2005), doenga arterial coronariana (DAC)
(RIDKER, 2009; SCIRICA et al.,2009; DANESH et al., 2007) e eventos vasculares
arteriais (GLYNN et al., 2009; EMERGING RISK FACTORS COLLABORATION et
al., 2007). Windgassen et al. (2011) ao avaliarem diferentes estudos epidemioldgicos
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para risco DCV sugeriram que a inclusao da PCR-hs (ultrassensivel) nos escores de
Framingham e Reynolds confere maior precisdo nas estimativas de risco

cardiovascular; reclassificando, na maioria dos casos, individuos subdiagnosticados:

...Mulheres >65 anos com PCR-hs > 3mg/L e Framingham 10-anos
risco >20% apresentaram um indice de 31% para DC, versus um
indice 16% no grupo de mulheres com PCR-hs normal... O Reynolds
Risk Score combina a PCR-hs e informagbes sobre o histérico
familiar de doenca cardiaca coronariana (histéria de infarto do
miocardio em um dos pais antes dos 60 anos) com os fatores de
risco de Framingham. ...Em sua analise, Ridker et al. demonstraram
que o Escore de Risco Reynolds reclassificou em alto e baixo risco
>40% das mulheres do Women’s Health Study cohort (idade =45
anos)...

Ridker (2003) descreve que em diversos estudos europeus e norte americanos a
PCR é um poderoso preditor de DCV independente da idade, sexo, tabagismo,
niveis de colesterol, pressdo sanguinea, diabetes e outros tradicionais fatores de
risco; o que confere a recomendacao ou aceitagao do uso da PCR em diretrizes de
avaliacdo para pacientes especificos com risco intermediario (KONES, 2011, p.
363). De fato, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) definiu padrdes para
avaliacdo da alta sensibilidade da PCR, fornecendo resultados consistentes e
reproduziveis (ANDERSON, 2003).

Somando-se a este risco, sabe-se que o CA também aumenta o risco de
desenvolvimento de tromboembolismo venoso (TEV) (LYMAN et al., 2007; KANZ et
al., 2011). De acordo com Mills et al. (2008), varios componentes da reagao de fase
aguda estdo elevados no CA de mama, incluindo as citocinas inflamatérias IL-6,
TNF-a e IL-1 e PCR. Descrevem ainda, que a IL-6 possui efeitos bivalentes e
antagbnicos sobre o CA de mama e que, independentemente, altos niveis de IL-6
correlacionam-se com um prognostico pior de sobrevida ja que a célula neoplasica
tem capacidade de interagir com o sistema hemostatico aumentando a produgao de
substéncias pro-coagulante cuja expressao pode estar relacionada a produgéo de
citocinas proé-inflamatérias, estimulando a produgdao da PCR, que irdo agir
estimulando células endoteliais e mondcitos a expressarem fator tecidual in vivo
(DEVARAJ et al., 2009) e in vitro em células do musculo liso e células endoteliais
(CIRILLO et al., 2005), levando a ativagdo da cascata de coagulagao, inibicdo da

atividade anticoagulante e ao aumento da atividade pro-coagulante.
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Tais citocinas também induzem a formacado de moléculas de adeséo intercelular 1
(ICAM-1), moléculas de adesao celular vascular-1 (VCAM-1), seletina E, seletina P,
que facilitam a agregacao leucocitaria nas células endoteliais e migragdo para o
espaco da sub-intima das artérias durante a inflamagéo vascular (HANSSON, 2005).
A PCR, estimulada pelas citocinas pro-inflamatdrias, também aumenta a secrecao
de proteinas quimioatratoras de mondcitos-1 (MCP-1) (PASCERI et al., 2001) que
promovem o recrutamento de macréfagos para a lesdo arterial (LIBBY, 2002)
contribuindo para formagcao de processos ateroscleroticos (KROGER et al., 2006;
JIALAL; DEVERAJ; VENUGOPAL, 2004). Otten et al., 2004, relatam que a
quimioterapia em pacientes esta relacionada com aumento adicional de incidéncia

de TEV e risco cardiovascular.

Além disso, a PCR também pode aderir ao endotélio via lipidios e sofrer
modifica¢cdes conformacionais se transformando em PCR modificada (PCRm), uma
isoforma natural predominantemente expressada no tecido (JI et al., 2009) que pode
elevar os niveis de seletina-P, estabilizando plaquetas levando a formagédo de
trombo (MOLINS et al., 2008). Dessa forma a PCR pode ser responsavel pela

formacgao da aterosclerose por varios mecanismos:

a) Liberagcdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) quando ativa complemento
(BHAKDI et al., 1999; MOLD; GEWURZ; DU CLOS, 1999), plaquetas (POTEMPA et
al., 1988) e induz a expresséo de citocinas em mondcitos (BALLOU; LOZANSKI,
1992). A PCR estimula ainda os leucdcitos, mondcitos e neutrdfilos liberando as
ROS, (POTEMPA et al., 1988; PRAZAD, 2004; ZELLER; SULLIVAN, 1992) as quais
tém sido relacionadas com a iniciagdo e manutencédo do processo aterosclerético
(LEE; PRASAD, 2003; PRASAD; LEE, 2005; PRASAD, 2005; STEINBERG, 1992).
Além disso outros estudos (in vitro), demonstram que a PCR promove aumento dos
niveis de radicais livres (PRASAD, 2004), pela inibicdo da 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) (JIALAL; VERMA; DEVARAJ, 2009; CLELAND; SATTAR;
PETRIER, 2000).

b) Aumento da expressao de moléculas de adesdo uma vez que a PCR aumenta a
expressdao VCAM-1, ICAM-1 e seletina—E em células endoteliais de veias umbilicais
ou artérias coronarianas (LAGRAND et al., 1999; PASCERI; WILLERSON; YEH,
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2000). Aumenta ainda a secregdo de MCP-1 por células endoteliais de veia umbilical
(PASCERI et al., 2001).

c) Formacgao de células espumosas onde a presenca de PCR sanguinea estimula a
absorcdo de LDL por macrofagos para formar células espumosas (ZWAKA;
HOMBACH; TORZEWSKI, 2001)

d) Desestabilizagdo de plaquetas intimamente associada a desestabilizagdo de
placas ateroscleréticas (LAGRAND et al., 1999) e finalmente;

e) Aumento da formagao de inibidor do ativador de plasminogénio -1 (PAI-1)
(DEVERAUJ; XU; JIALAL, 2003).

A figura 14 descreve papel da PCR na promog¢ao da aterosclerose:

VCAM-1 o s
y 4 2 Formacéao de Desestabilizagao
LiberacdciCeuu ICAM-"Iv,Igsﬁtma E células espumosas de plaquetas PAI-1

FIGURA 14 - Participacdo da PCR na formagao da aterosclerose. Adaptado pelos autores.

Em estudo realizado por MARSIK et al.(2008) foi verificado que pacientes com CA
que apresentavam niveis plasmaticos de PCR maiores que 8 mg/dL tinham cerca de
5 vezes mais risco de mortalidade que aqueles com PCR <0,5 mg/dL. Considerando
que niveis sanguineos de PCR > 0,5 mg/dL podem aumentar o risco de TEV
(KROGER et al., 2006), observamos elevado risco de ocorréncia desta complicagao
vascular em mulheres de nosso estudo apds a utilizagdo da quimioterapia, uma vez

que apresentavam PCR em torno de 8 mg/dL.
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Estudos descrevem que o aumento da PCR também promove downregulation de
ABCA1 e ABCG1, importantes no efluxo de colesterol em macréfagos assim como
SR-B1, caveolinas e CYP27A1 (WANG et al., 2008; FICHTLSCHERER et al., 2004;
QAMIRANI et al., 2005; OHASHI et al., 2005; WANG et al., 2008; WILSON et al.,
2008), contribuindo para a progressao da aterosclerose em humanos. Além disso,
acumulo de lipideo em macréfagos resulta na inibicdo do efluxo de colesterol,
podendo ser um dos mais importantes fatores contribuintes para a progressao da

aterosclerose.

Wang et al. (2008), relataram ainda, que altos niveis plasmaticos de PCR (10 a 20
mg/dL), aumentam a producdo de anion superoxido através de disfungao
mitocondrial e promovem upregulation de subunidades de NADPH oxidase que
induzem a ativagdo de ERK1/2, que podem funcionar como uma via de transdug¢ao
de sinal para acdo da PCR inibindo o efluxo de colesterol de células espumosas
derivadas de macrofagos. A PCR pode induzir ROS e liberar citocinas pro-
inflamatdrias, aumentando a absor¢do de LDL-oxidado e VLDL por macréfagos
(HAN et al., 2004) importantes na formacdo das placas ateroscleréticas (ZWAK;
HOMBAC; TORZEWSKI, 2001; CHANG et al., 2002).

Diante disso, desde 2003, a American Heart Association (AHA) recomenda que a
PCR deva ser considerada como parte da avaliacdo global de risco cardiovascular
em adultos sem DCV pré estabelecida, concluindo que valores acima de 3 mg/dL
s&o indicativos de alto risco (PEARSON et al., 2003).

Entretanto demonstramos que, a utilizagdo do tamoxifeno por 6 meses foi capaz de
reduzir as concentragdes plasmaticas da PCR apds a realizagdo do tratamento
quimioterapico por 6 meses. Resultado este de grande relevéncia clinica devido aos

riscos de DCV associados ao aumento desta proteina.

Desta forma o tamoxifeno, enquanto SERM pode estar mimetizando os efeitos do
estrogénio atuando em receptores RE hepaticos promovendo atividade pro -
estrogénica sobre a produgdo destas citocinas (DRAPER, 2003; LAMON-FAVA;
MICHERONE, 2004), reduzindo assim as concentragdes séricas de PCR nos grupos

que utilizaram a quimioterapia. Provavelmente, este seria 0 mecanismo pelo qual as
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mulheres em uso do tamoxifeno, apds a utilizacdo de quimioterapicos, demonstram
a reducdo nas concentrag¢des desse importante marcador do processo inflamatério,
inclusive para DCV. O estrogénio parece interagir de maneira importante na
modulagdo de citocinas pro-inflamatérias, uma vez que elevagdes plasmaticas
desses biomarcadores foram encontradas em mulheres na pés-menopausa (CIOFFI
et al., 2002). Em estudos clinicos e experimentais, este horménio tem sido
caracterizado como um modulador do tdénus vascular da resisténcia arterial,
promovendo dilatagdo arterial e alteragcado do fluxo sanguineo; redugdo da pressao
arterial, protegdo de danos arteriais e cardiacos de varias formas de injurias,
reduzindo consequentemente o processo de inflamacgao vascular e aterosclerose, e
prevenindo a hipertrofia cardiaca (KIM; LEVIN, 2006).

Outro mecanismo pelo qual o tamoxifeno pode estar agindo na redugao dos niveis
plamaticos de PCR seria em decorréncia de sua agao agonista em RE endoteliais.
Nilsson et al. (2001) expbde que a interacdo do 17B-estradiol (Ez) com os REa
indispbe a ligagdo deste receptor a subunidade c-rel do complexo NFkB, um

promotor da sintese de IL-6.

Aléem disso, esta droga também exerce efeitos antiinflamatorios através da
upregulation de citocinas tais como TGF- que normalmente protegem a parede do
vaso de mudancgas pro-aterogénicas e a redugéo da atividade desta citocina poderia
levar a aterogénese (KROGER et al., 2006; GRAINGER, 2004).

Apesar de nao termos medido o teor especifico de gordura corporal, somente
verificado os IMCs no inicio e final da pesquisa, sabe-se que a reducdo da PCR
pode ocorrer indiretamente pela melhora da fungdo endotelial ou perda do tecido
adiposo (KASAPIS, THOMPSON, 2005). O tecido adiposo secreta IL-6, que
aumenta a sinalizagao para produ¢cao de PCR (DIETRICH; JIALAL, 2005). Porém
verificamos que os IMCs das mulheres estudadas foram semelhantes em todos os
grupos nao sendo, portanto, justificativa para alteracdo das concentragbes de PCR

durante tratamento quimioterapico.

Outro grande marcador de risco para DCV, avaliado em nosso estudo, sdo as

apolipoproteinas (Apo-A e Apo-B) cujos valores sao considerados melhores
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preditores para determinagao do risco para DCV que valores séricos de HDL e LDL
(VAN DER STEEG et al., 2007; MCQUEEN et al., 2008; TALMUD et al., 2002). Da
mesma forma a relagdo Apo-B/Apo-A é considerada melhor que a relagao colesterol
total/HDL (RIDKER et al., 2005; MCQUEEN et al., 2008; JONES et al., 2007).

Neste estudo verificamos que o tratamento com tamoxifeno também promoveu
reducao das concentragdes plasmaticas de Apo-B e aumento das concentragdes de
Apo-A, inclusive com redugédo significante da relagdo Apo-B/Apo-A ao final do

tratamento.

Corroborando com nossos resultados, estudos tém demonstrado que a utilizagao do
tamoxifeno em mulheres na pds-menopausa com CA de mama tem efeitos
favoraveis no perfil lipidico e na redugao de fatores de risco para DCV (FISHER et
al., 1998; CUZICK et al., 2002). Esta droga pode estar atuando no figado
aumentando a biossintese de Apo-A através de efeitos mediados por RE (DRAPER,
2003; LAMON-FAVA, MICHERONE, 2004) resultando no aumento dos niveis
plasmaticos desta apolipoproteina. Também pode estar agindo como antioxidante
exercendo efeitos antiinflamatérios através da upregulation de citocinas
antiinflamatorias auxiliando na produgédo de NO (WALLDIUS; JUNGER, 2006).

A Apo-A é o maior componente da HDL no plasma e participa no transporte reverso
de colesterol dos tecidos para o figado. Ja que as células periféricas sao ineficazes
para catabolizar o colesterol, o excesso de colesterol nestas células é eliminado
para o meio extracelular por moléculas de HDL e Apo-A, e é transportado para o
figado para degradacao e excregao, processo conhecido como transporte reverso do
colesterol, que atua prevenindo o desenvolvimento de aterosclerose (OHASHI et al.,
2005). O The Prospective Epidemiological Study of Myocardical Infarction,
demonstrou que redugdo dos niveis séricos de Apo-A estdo associados com
reducao de risco de doenga arterial coronariana independente dos niveis de HDL-
colesterol (CASTELLI et al., 1992).

Porém a utilizagao exclusiva da quimioterapia para tratamento do CA de mama néao
promoveu alteracdo nos valores de Apo-B e Apo-A durante todo o tratamento.

Mesmo assim, este grupo apresentou elevada relagdo Apo-B/Apo-A (>0,7 mg/dL)
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em todo estudo, resultado que também esta associado ao aumento do risco de DCV.
Este resultado se deve, provavelmente, ao fato de que a maioria das mulheres do
estudo ja se encontravam no periodo pés-menopausa com faixa etaria média de 48
anos, pois sabe-se que a privagao do estrogénio promove um perfil pré-aterogénico,
caracterizado principalmente pela elevagao do colesterol total (CT), associado a um
aumento das LDL e das Apo-B pela diminuicdo do numero de RE hepaticos neste
periodo (STEVENSON; CROOK; GODSLAND, 1993).

Ademais, na menopausa ocorre diminuicdo da atividade hepatica da 7-a-hidroxilase,
reduzindo a sintese de acidos biliares e consequentemente diminuindo a excrec¢ao
de colesterol. Também ocorre menor atividade da lipase lipoprotéica favorecendo a
oxidagdo da LDL (AUSTIN et al., 1988) que sao mais facilmente reconhecidas e
captadas pelos macréfagos, formando células espumosas, responsaveis pela
iniciacdo do processo aterosclerdtico. Além disso, apdés a menopausa niveis
plasmaticos reduzidos de HDL e Apo-A também sao encontrados (TIKKANEN et al.,
1982).

Os niveis plasmaticos de Apo-B também refletem com maior precisdo as
concentragdes de particulas pro-aterogénicas, incluindo lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) e LDL (WALLDIUS; JUNGER, 2004). Particulas aterogénicas de
LDL e VLDL apresentam uma molécula de Apo-B como parte da estrutura protéica.
Por isso a estrutura plasmatica de Apo-B tem sido considerada uma melhor
representante das particulas aterogénicas ou do colesterol ndo HDL, podendo ser
um valioso preditor de risco para doenga de artéria coronaria (VAN LENNEP et al.,
2000).

Em outros estudos, a associagdo da reducao plasmatica de Apo-A e aumento da
PCR estava relacionada a aumento do numero de pacientes que desenvolveram
IAM (RIDKER; GLYNN; HENNECKENS, 1998; RIDKER, 2000), resultado
preocupante encontrado em nossa pesquisa em mulheres sob tratamento

quimioterapico exclusivo.

O tamoxifeno também reduz as concentracdes de CT através da inibicdo do esterol-

A8-7-isomerase, prevenindo assim a conversdo do zimosterol em colesterol
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(HOLLERAN et al., 1998). Também participa evitando a oxidagao do LDL colesterol,
sendo uma das propriedades mais importantes desta droga (RIDKER, 2003).

Associado a PCR, o LDL estimula a produgao de fator tissular para macréfagos que
aumenta a ativagdo do complemento in vivo (CUSHMAN, 1999) sendo responsavel
pela iniciagdo da coagulagdo. Em modelos experimentais de ratos knockout para
receptores da LDL, a PCR humana transgénica teve agao ateroprotetora (KOVACS
et al., 2007). Dados do Quebéc Cardiovascular Study demonstraram que niveis
plasmaticos de Apo-B foram associados com DAC independente dos niveis de LDL-
colesterol (LAMARCHE et al., 1997).

Neste estudo demonstramos que a redugdo dos niveis plasmaticos de PCR
associados a redugao dos niveis plasmaticos de Apo-B e aumento da Apo-A seja,
portanto, uma importante acdo do tamoxifeno na reducéo de fatores de risco para

DCV em mulheres pds utilizagado de quimioterapicos.

Outro resultado importante encontrado em nossa pesquisa foi o aumento das
concentracdes plasmaticas de pro-BNP, associado a reducdo da FEVE em mulheres
mesmo apos 6 meses de término do tratamento quimioterapico. Além disso,
pudemos confirmar no T12 forte correlagdo negativa (-0,8) entre a FEVE e o proé-
BNP neste grupo. Nao encontramos correlagao entre FEVE e pré-BNP no T12 nos
grupos QUIMIO+TAM e TAM, cujos valores estavam semelhantes ao inicio do
tratamento. Entdo, percebemos que apesar do tratamento quimioterapico promover
alteragdes importantes nestes biomarcadores para DCV, a utilizagdo do tamoxifeno
por 6 meses promoveu redugao nas concentragdes de pré-BNP, melhora da FEVE
no T12 de tratamento, reduzindo assim, os fatores de riscos para DCV apds 6

meses de tratamento quimioterapico.

Em estudo realizado por Meinardi et al. (2001), elevados niveis plasmaticos de
peptideos natriuréticos foram encontrados em mulheres com CA de mama apos
tratamento quimioterapico a base de antraciclinas, seguido de irradiagdo da parede

toraxica.
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A cardiotoxicidade induzida pela quimioterapia é efeito conhecido do tratamento para
o CA. Quimioterapicos, principalmente da familia das antraciclinas (doxorrubicina
/adriamicina) sao frequentemente utilizadas como terapia para o CA de mama e séo
conhecidas pelos seus efeitos altamente cardiotdxicos, especialmente pela redugéo
da forga de contragdo miocardica. Além destes, o 5-fluorouracil, utilizado em nosso
estudo, apresenta efeitos colaterais tais como disfungdo ventricular esquerda,
arritmias e/ou mudangas no seguimento S-T (FLOYD et al., 2005).

Estudos demonstram que 20% a 51% dos pacientes que utilizam quimioterapia a
base de antraciclina desenvolvem algum tipo de disfungdo cardiaca sub-clinica
(BEAR et al., 2006; BONNETERRE et al., 2004; PEREZ et al., 2004). Corroborando
com nossos resultados, a utilizagdo de quimioterapicos associada a radioterapicos
esta relacionada com reducgédo da contratilidade miocardica em pacientes com CA
(HEIDENREICH et al., 2005; LIPSHULTZ et al., 2005; TASSAN-MANGINA et al.,
2006).

Em humanos ha relatos de cardiotoxicidade mesmo em baixas doses de
quimioterapicos. Também, elevagdes nas concentragcdes de troponina |, intervalo QT
prolongado e aumento dos niveis de peptideos natriuréticos estdo associados com a
cardiotoxicidade apds realizagdo de quimioterapia (MEINARD et al., 2001;
CARDINALE et al., 2004).

Alteragdes cardiacas ocasionadas pelo uso principalmente de antraciclinas
normalmente se apresentam no primeiro ano pds-quimioterapia, podendo haver
progressao ou regressao do quadro sintomatico (MINOW et al.,, 1977) ou ainda
progredir para choque cardiogénico e 6bito (DE FORNI; ARMAND, 1994), mas
raramente pode haver regressdo da normalidade (SAINI; RICH; LYSS, 1987).

Ao verificar a presencga de hipertrofia, percebemos que a massa ventricular esquerda
nao se alterou durante todo o tratamento em nenhum grupo estudado. Talvez, pelo
fato da pesquisa ser realizada num curto espago de tempo (1 ano), estas
modificagdes estruturais ainda ndo ocorreram. Portanto, uma hipotese para as
alteragdes cardiovasculares ocorridas pela utilizagcdo de quimioterapicos € que
quando metabolizados pelas monooxigenases hepaticas de fungdo mista (citocromo

P-450 oxidase / redutase) levam a formagdo de radicais livres. O perdxido de
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hidrogénio (H20,) produzido se une a complexos estaveis de adriamicina-ferro que
sdo, que por sua vez degradados por enzimas tipo superoxido dismutases e
catalases. As catalases, conhecidas como hidroperoxidases, sdo armazenadas nos
peroxissomas cuja quantidade apresenta-se reduzida em células do miocardio, ao
contrario de tecidos tais como renais e hepaticos (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2001). Outro agravante é que o miocardio também ndo expressa a glicoproteina P-
170, que funciona mediante uma ATPase Ca/Mg-dependente (modulado por
calmodulina) responsavel pela rapida eliminagao celular de drogas quimioterapicas
alterando a equagdo C x T (C: concentragdo, T: tempo). A auséncia destes
mecanismos revelam-se como uma justificativa para os danos ocorridos no
miocardio pds-quimioterapia. Danos, primeiro subcelulares (miofibrilas e
mitocdndrias) e, em seguida, célular, afetando a fungdo de bomba do coragao
(BRISTOW, 1978; VINIEGRA et al., 1990).

Tem sido sugerido que o estresse oxidativo esta relacionado com uma piora das
defesas do sistema antioxidante no miocardio isquemiado seguido pelo aumento da
formacao de ROS (VERGELY et al., 2001; TEMSAH; NETTICADAN; DHALLA, 2003)
que esta fortemente associado ao remodelamento e hipertrofia cardiaca (SIWIK et
al., 1999; SHIOMI et al., 2004). Sabe-se que o efeito protetor de algumas enzimas
antioxidantes como descrito acima, tem pouca eficacia no miocardio, sendo o
coragao vulneravel a injuria causada pelas ROS, que estdo relacionadas com
significante dano em células do miocardio e consequente disfungéo cardiaca durante
0 processo de injuria cardiaca (KASPAROVA et al., 2005; VALKO et al., 2007).
Sugere-se que a injuria endotelial, seguida do extravasamento dos metabdlitos
téxicos, resultando em dano aos cardiomidcitos, hemorragia intersticial e edema
possam causar disfungao sistolica (KALIL FILHO et al,, 2011). Neste processo ha geragao e
radicais livres incluindo radicais hidroxil, anion superoxido, e H,O,, considerados
grandes marcadores durante periodo de reperfusdo (DHALLA et al., 2000; TEMSAH;
NETTICADAN; DHALLA, 2003).

Outros mecanismos que também podem estar sendo responsaveis pela reducéo da
FEVE ¢é alteracdo do Ca®' intracelular sendo a contratilidade de cardiomiocitos
regulada por mudangas na concentragdo deste ion. A entrada deste na célula

através dos canais de calcio voltagem-dependente tipo L, e a indugdo de grande
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liberacdo deste pelo reticulo sarcoplasmatico através de receptores de rianodina,
resultam em alta concentragdo de Ca®" no citoplasma do cardiomidcito, contribuindo
para a disfungédo ventricular por quimioterapicos (DHALLA et al., 1988; TANI, 1990
DHALLA et al., 2000; CARDINALE et al., 2002; TEMSAH; NETTICADAN; DHALLA,
2003; JONES et al., 2007), observado em nosso estudo através da reducdo da
FEVE no grupo que utilizou exclusivamente a quimioterapia como tratamento para o
CA de mama e revertido pelo uso do tamoxifeno.

A formacao de oxido-radicais e H,O, em cardiomiécitos isquémicos (XU, ZWEIER,
BECKER, 1997) desempenham um papel importante na promog¢ao do estresse
oxidativo e desenvolvimento de sobrecarga intracelular de Ca®** no coragdo
isquemiado (BILLMAN; MCLLROY; JOHMSON, 1991; LEE; ALLEN, 1991) induzindo
o remodelamento de estruturas celulares, tais como sarcolema, reticulo
sarcoplasmatico, matriz extracelular, miofibrilas e mitocéndria (DHALLA et al., 2007),
com consequente disfungdo de contratilidade e arritmias cardiacas (XU; ZWEIER;
BECKER, 1997; POWELL; GURZENDA; WAHEZI, 2001; FOSTER et al., 2003;
CANTON et al., 2004; VALKO et al., 2007; DHALLA et al., 2007; HICKS et al., 2007).

Estudos experimentais demonstram ainda, que uma unica dose de antraciclina pode
induzir a apoptose de midcitos cardiacos (AROLA et al., 2000; BENNINK et al.,
2004) promovendo ativagdo de neutrdfilos para a geragao de diferentes oxidantes
onde a formacao de ROS na presenca de ferro intracelular piora a homeostase do
ferro e Ca® intracelular, levando a um quadro de reducgdo da fungdo miocardica
(THORBURN; FRANKEL, 2006) e disfungcdo endotelial com geracdo de peroxido
nitrito (OYAMA et al., 1998; PODEROSO et al., 1998).

Multiplas cascatas de sinalizagao intracelular sdo ativadas no coragdo em resposta a
mudang¢as ao mecanismo de contragdo. Isto inclui proteinas kinases ativadas por
mitogenos (MAPKSs), incluindo kinase de regulagcdo extracelular p44/42, kinase N-
terminal c-Jun (JNK1/2) e kinase p38, todas elas envolvidas na regulagdo da

apoptose de midcitos (HAQ et al., 2001).

Em mulheres na pds-menopausa a redugao dos niveis plasmaticos de estrogénio
esta associada com mudancgas fisiolégicas e um aumento das concentragbes de

ROS torna-se um grande risco para o desenvolvimento de DCV (BERNARDI et al.,
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2003; KAYA et al., 2005; STEVENSON et al., 2005). Estudos tém demonstrado agéo
cardioprotetora do estrogénio onde a suplementagcdo deste horménio em ratas
ooforectomizadas reduziu em 30% a hipertrofia induzida pela pos-carga, prevenindo
remodelamento ventricular ap6s IAM (VAN EICKELS et al., 2001).

Outro efeito cardioprotetor do estrogénio foi proposto em estudos onde a utilizagao
do 17-b-estradiol inibiu a hipertrofia em resposta a infusdo de angiotensina Il (angio-
II) em ratos. Consequentemente, reduziu o depdsito de fibrose intersticial/colageno
que é induzido pela angio-ll, melhorando a fung¢do cardiaca (MANABE; SHINDO;
NAGAI, 2002; BERK; FUJIWARA; LEHOUX, 2007).

A angio-ll ativa vérias vias que induzem a hipertrofia, mas um sinal importante para
alguns estimulos hipertroficos é a sinalizagdo do Ca®* na estimulagdo da
calcineurina (VEJA; BASSEL-DUBY; OLSON, 2003). Angio-ll age através de
receptores AT1 induzindo TGF-f e SMAD3, responsaveis pela indugao da fibrose
cardiaca. Em nivel celular, estas mudancas podem estar relacionadas com ativagcao
de kinase c-Jun N-terminal e ativador de proteina |, decorrentes da producédo de
ROS (SORESCU, 2006). O estrogénio inibe a atividade da calcineurina, estimulada
pela angioll e aumenta a expressdo de proteinas anti-hipertroficas MCIP1 no
ventriculo cardiaco (PEDRAM et al., 2005). Em cultura celular de cardiomidcitos, o
17-b-estradiol inibiu a hipdéxia pela redugcdo na produgdo de ROS resultando em

ativagao da p38a, levando a reoxigenacéo celular (KIM et al., 2006).

Segundo Pedram et al., 2005, a hipertrofia cardiaca pode ser evitada através de RE
(figura 15). A angio-ll se acopla nos receptores AT-1 que ativa a sinalizagdo Gqa e
GBy para a regulagao Ca?*. Esta sinalizac&o induz a atividade da proteina fosfatase
2B (calcineurina), desfosforilando fator de transcricdo nuclear (NFAT) no citoplasma.
Como resultado, proteinas NFAT movem-se para o nucleo celular onde colaboram
com os fatores de transcricdo GATA-4 e MEF-2 para estimular o programa de genes
hipertréficos. Angio-Il também estimula a sinalizagdo de ERK que promovem a
upregulation de genes hipertréficos. O 173 estradiol atua através de RE-B
estimulando o gene MCIP1 via sinalizacdo de inusitol trifosfato quinase (PIsK),
prevenindo a translocagao do NFAT para o nucleo, inibindo a sinalizagao para genes

hipertréficos. O 17 B-estradiol também atua em RE-a e RE-B estimulando peptideo
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natriurético atrial (ANP) e BNP, cujas proteinas se ligam a receptores da guanilato
ciclase A e inibem a ativagdo da ERK induzida pela angio-ll.
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FIGURA 15 - Inibicdo da hipertrofia cardiaca pelos receptores de estrogénio (RE), induzida pela
angio-ll. Adaptada de Pedram et al., 2005.

O tamoxifeno pode estar mimetizando a agao estrogénica através da agcdo em RE-f3
que medeiam efeitos anti-hipertroficos através da inibicdo da atividade da
calcineurina, estimulacdo do MCIP1, via PI3 kinase, inibindo a fibrose intersticial
(PEDRAM et al., 2008). Estes receptores estdo presentes principalmente na
mitocondria de cardiomiocitos (YANG et al.,, 2004), e REa e REB também estédo
presentes na membrana plasmatica de células musculares cardiacas neonatais e
adultas (PEDRAM et al., 2005). Também pode estar agindo em RE-B estimulando a

atividade da eNOS além de promover agao anti-oxidante (ZHU et al., 2002).

Foi demonstrado que a utilizagdo de tamoxifeno em ratas ooforectomizadas reduz

taquicardia e fibrilagdo ventricular pds-injuria miocardica. Queda nos niveis
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plasmaticos de malondialdeido (MDA), produto final da peroxidagao lipidica, em
animais tratados com tamoxifeno também foi percebido (GAO et al.,, 2002). O
tratamento com tamoxifeno promoveu importante aumento na atividade antioxidante
de glutadiona e glutadiona peroxidase, dois antioxidantes celulares, que constituem
grandes defesas apos danos celulares pelo H,O, e peroxidagdo lipidica durante
injuria miocardica, evidenciado pela redugdo do MDA (EK, YILDIZ, CECEN, 2008).
Vivekananthan et al. (2003) e Eidelman et al. (2004) descreveram que as
propriedades antioxidantes desta droga sao provavelmente a maior contribuicdo

para os efeitos cardioprotetores em humanos.

O pré6-BNP pode ser utilizado como biomarcador de isquemia cardiaca (OMLAND;
DICKSTEIN; SYVERSEN, 2003; SCHNABEL et al., 2006). A verificagdo deste
peptideo confere eficiente detecgcao de disfungdo ventricular esquerda sistolica e
diastdlica (KRISHNASWAMY, et al., 2001). Portanto a avaliagdo do pro-BNP e da
FEVE, antes e apds o tratamento quimioterapico deveria ser rotina, pois revelaria
precocemente danos cardiacos sub-clinicos caracterizando o potencial cardiotéxico
destas drogas utilizadas no CA de mama (MAISEL, 2006).

O aumento das concentracbes plasmaticas de pré-BNP torna-se um eficiente
marcador de disfungao ventricular, pois é produzido e secretado pelo coracédo em
resposta ao estresse de parede ou dilatacdo ventricular. Estudos demonstram
aumento do pro-BNP e intervalo QT prolongado apos 24 h de realizagdo do
tratamento quimioterapico com antraciclina (BROEYER et al., 2008).

Corroborando com nosso estudo, niveis plasmaticos de pro-BNP também podem
estar elevados em pacientes com disfung&o ventricular assintomatica (LERMAN et
al.,, 1993), em pacientes com reducdo da FEVE, em pacientes com disfungéo
ventricular ou doencga de artéria coronaria (DAVIDSON et al.,, 1996; OMLAND;
AAKAAG; VIK-MO, 1996). Meinardi et al. (2001) descreveram que em pacientes com
CA de mama, niveis plasmaticos de pr6-BNP também estavam elevados 1 ano apods
a quimioterapia com antraciclina e radioterapia na parede toraxica, comparada com
o periodo pré-tratamento. Broeyer et al. (2008), também demonstraram que

pacientes que receberam quimioterapia a base de antraciclinas tinham uma
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elevagdo de pro-BNP associada a depressédo da contratilidade miocardica quando
comparados com a populagao controle.

Em 19 estudos nos quais o BNP foi empregado para estimar o risco relativo de
morte ou evento cardiovascular em pacientes com insuficiéncia cardiaca, a cada
valor de 100 pg/ml de aumento do BNP plasmatico houve um aumento de 35% no
risco relativo de morte (DOUST et al., 2005). Apesar de nao termos encontrado
valores plasmaticos superiores a 100 pg/ml, acreditamos que elevagdes significantes
deste peptideo em mulheres sem DCV prévia, possa demonstrar a necessidade de

avaliagdes cardiovasculares em periodos superiores a 1 ano de tratamento.

Em relacdo a PAM e FC das mulheres estudadas, ndo encontramos diferencas entre
0s grupos em relagéo a esses parametros hemodinamicos. Provavelmente porque a

pesquisa foi realizada somente com mulheres normotensas.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, este estudo demonstrou que o uso crénico do tamoxifeno por 6
meses foi capaz de reduzir significativamente as concentragbes de biomarcadores
de risco para DCV (PCR, Apo-B, Apo-B/Apo-A, pr6-BNP), aumentando as
concentragdes plasmaticas de Apo-A e melhorando a FEVE em mulheres com CA

de mama apds 6 meses de tratamento quimioterapico.

Aponta ainda a necessidade de uma criteriosa avaliagdo cardiovascular nessas
mulheres visando acompanhamento clinico e redugdo da morbidade e mortalidade

cardiovascular.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Efeitos do tamoxifeno sobre biomarcadores de risco para doengas
cardiovasculares em mulheres com cancer de mama apoés uso de

quimioterapicos

Viemos por meio deste, convida-lo a participar por 1 ano do projeto de pesquisa
intitulado acima. Este estudo justifica-se pelo fato de que as mulheres que fazem
tratamento para cancer de mama sao avaliadas somente quanto ao risco de retorno
de tal neoplasia. Porém, ha um intenso questionamento no que se refere a
investigacao sobre o sistema cardiaco durante o periodo de tratamento. Os objetivos
deste trabalho visam avaliar os efeitos do tamoxifeno sobre importantes
biomarcadores de risco de doenga cardiovascular em mulheres com cancer de
mama apos tratamento quimioterapico. Para a viabilizacdo desta pesquisa sera
necessario que o paciente autorize alguns exames que serdo realizados no inicio,
durante e apds 1 ano de tratamento tais como verificagdo de pressao arterial,
ecocardiograma, e exames de sangue (através de coletas de cerca de 10 ml de
sangue em veia do antebrago, realizada por técnicos do Laboratério Tommasi
localizado dentro do Ambulatorio llza Bianco). Nao ha beneficio direto para os
participantes da pesquisa, pois se trata de um estudo clinico testando a hipétese de
alteracbes cardiovasculares em mulheres que fazem uso de Tamoxifeno e
quimioterapia e somente ao final da pesquisa poderemos concluir os resultados. Em
qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. A principal pesquisadora é a
Professora Walckiria Garcia Romero que podera ser encontrada na Avenida
Marechal Campos 1468, Departamento de Fisiologia — UFES, tel: (27) 3335 7473.
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob aprovagédo n°
23/2008. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento
e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo de Saude. As informacgdes obtidas serdo analisadas em
conjunto, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente. O participante
tera direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores. Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacao financeira
relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orcamento da pesquisa. Havera compromisso do pesquisador em
utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim. Eu discuti com a professora Walckiria Garcia Romero sobre
a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro, também, que minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia
do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
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participar deste estudo por 1 ano e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento nesta
Instituicdo de Saude.

Assinatura do paciente/representante legal
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8.2 Anexo 2 — Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Vitdria, 19 de margo de 2009
Oficio 004/2009 — CEP/FSV

A

Profa. Glaucia Rodrigues de Abreu
c/copia:

Profa. Walckiria Garcia Romero

Informamos que o seu projeto de pesquisa ‘Efeitos cardiovasculares e renais promovidos pelo
tratamento crénico com tamoxifeno em mulheres com cancer de mama’, registrado neste CEP sob o
numero 23/2008, foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa — Faculdade Salesiana de Vitéria, tendo sido
considerado

APROVADO

E parecer desse comité que o referido projeto, conforme apresentado, atende aos aspectos da Resolugéo
CNS 196/96.

Informamos ainda que os relatérios do projeto deverdo ser encaminhando a este CEP, dois relatdrios
parciais dia 30 de outubro de 2009 e dia 30 de outubro 2010 e o relatorio final até o dia 20 de
dezembro de 2011. O modelo do relatdério encontra-se disponivel no site da Faculdade Salesiana de
Vitéria, link no Comité de ética em Pesquisa (Formulério de acompanhamento dos Projetos de Pesquisa
Aprovados).

Atenciosamente,

Jair Miranda de Paiva
Coordenador do CEP
Faculdade Salesiana de Vitdria



8.3 Anexo 3 — Formulario de Identificagao e Acompanhamento Clinico

PACIENTE N°:

12 CONSULTA
DATA: ,
ANAMNESE/ EXAME FiSICO

NOME:
IDADE:
ENDERECO:

TELEFONE CONTATO:
ESTADO CIVIL:
FILHOS:
HIPERTENSA:
DIABETICA:
CARDIOPATIA:
MEDICAGOES:

DATA DIAGNOSTICO:

TAMANHO DO TUMOR:

CIRURGIAS ( ) OOFORECTOMIA ( )HISTERECTOMIA ( ) MASTECTOMIA
DATA:

MENOPAUSA:

DATA:

TIPO DE TRAT®
QUIMIOTERAPIA
INiCIO:

N° DE SESSOES:
TIPO DE QUIMIOTERAPICO:
QUANTIDADE:
RADIOTERAPIA
N° DE SESSOES:
TAMOXIFENO
INICIO:

ALTURA (cm):

OBS: ORIENTAR SOBRE A NECESSIDADE DE JEJUM ANTES DAS COLETAS
DE SANGUE.
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