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RESUMO

Dias CHS. Impacto do cancer de pulmdo na funcdo cardiaca [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2025.

Introducdo: O cancer pode ser identificado como o conjunto de doencas com
caracteristicas de crescimento celular anormal. Sua incidéncia e taxa de letalidade
séo elevadas, atingindo o topo do ranking das principais causas de morte no mundo.
Embora o cancer de pulmé&o tenha uma incidéncia menor que outros tipos de céancer,
sua agressividade e letalidade o colocam entre as principais causas de morte.
Observacdes recentes sugerem que o cancer pode provocar efeitos sistémicos
adversos, contudo, esse é um ponto que ainda precisa ser mais bem documentado.
Objetivos: Investigamos se o cancer de pulméao provocou alteragdes na morfologia,
funcdo cardiaca e modulacdo de calcio no cardiomiocito. Métodos: Foram estudados
camundongos machos C57BL/6, randomizados em dois grupos: A) Controle saudavel;
e B) Cancer, com implante de células tumorais LLC1 (5x10°) no tecido subcutaneo do
flanco direito. A avaliagdo da fungdo cardiaca foi conduzida utilizando-se
ecocardiografia, sendo empregadas imagens de speckle-tracking nos planos radial,
longitudinal e circunferencial. A capacidade fisica foi avaliada por um teste progressivo
maximo em esteira. A quantificagéo das proteinas envolvidas na via de sinalizacdo do
célcio foi realizada utilizando a metodologia de Western Blot. O transiente de calcio foi
avaliado por fluorescéncia. Resultados: Os camundongos com cancer apresentaram
uma reducdo significativa na capacidade fisica, manifestada pela diminuicdo da
distancia percorrida (p<0,001), da velocidade (p<0,001) e do tempo de corrida no teste
de esteira (p<0,001). A avaliagdo ecocardiografica revelou uma diminuicdo
significativa na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (p=0,007) no grupo com
cancer. Em relacdo ao peso dos 6rgaos, houve um aumento significativo no baco
(p<0,001), figado (p<0,001) e pulmdes (p<0,001) no grupo com cancer. No nivel
molecular, o grupo com cancer apresentou um aumento significativo na expressao do
trocador sodio/calcio (NCX) (p=0,009) e fosfolambam (PLB) (p=0,039) no
cardiomiocito. A relacdo SERCA2a/PLB e SERCA2a/NCX também foi reduzida
(p=0,004 e p=0,023, respectivamente). Além disso, a diminuicdo do transiente de
célcio foi observada em varios parametros: niveis basais de célcio a 0,5Hz (p<0,001)
e 3,0Hz (p<0,001), velocidade de liberacdo de calcio a 0,5Hz (p<0,001) e 3,0Hz
(p<0,001), amplitude do sinal de calcio a 0,5Hz (p=0,050) e 3,0Hz (p<0,001), e
velocidade de recaptacéo de calcio a 0,5Hz (p<0,001) e 3,0Hz (p<0,001). Concluséo:
O cancer de pulmdo provoca alteracdes significativas no peso de o6rgaos, na
capacidade fisica e na funcéo cardiaca, o que é associada a alteracdes na expressao
de proteinas das vias de calcio e no transiente de calcio do cardiomidcito.

Palavras-chave: Cancer de pulmdo. Disfuncdo cardiaca. Sinalizacdo do Calcio.
Camundongos. Western Blotting.


https://decs.bvsalud.org/ths/resource/?id=28224&q=Western%20Blotting&filter=ths_exact_term

ABSTRACT

Dias CHS. Impact of lung cancer on cardiac function [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2025.

Introduction: Cancer can be identified as a group of diseases characterized by
abnormal cell growth. Its high incidence and fatality rates place it at the top of the
ranking of the leading causes of death worldwide. Although lung cancer has a lower
incidence than other types of cancer, its aggressiveness and lethality make it one of
the main causes of death among all diseases. Recent observations from our laboratory
suggest that cancer can cause adverse systemic effects; however, this is a point that
still needs to be better documented. Objectives: We investigated whether lung cancer
caused changes in morphology, cardiac function, and calcium modulation in the
cardiomyocyte. Methods: Male C57BL/6 mice were randomized into two groups: A)
Healthy control; and B) Cancer, with the subcutaneous implantation of LLC1 tumor
cells in the right flank. Cardiac function was assessed using echocardiography,
employing speckle-tracking imaging in the radial, longitudinal, and circumferential
planes. Physical capacity was assessed by a maximal progressive exercise test on a
treadmill. Quantification of proteins involved in the calcium signaling pathway was
performed using Western Blot methodology. The calcium transient was evaluated by
fluorescence. Results: Cancer mice showed a significant reduction in physical
capacity, manifested by a decrease in running distance (p<0.001), speed (p<0.001),
and running time on the treadmill test (p<0.001). Echocardiographic evaluation
revealed a significant decrease in left ventricular ejection fraction (p=0.007) in the
cancer group. Regarding organ weight, there was a significant increase in the spleen
(p<0.001), liver (p<0.001), and lungs (p<0.001) in the cancer group. At the molecular
level, the cancer group showed a significant increase in the expression of
sodium/calcium exchanger (NCX) (p=0.009) and Phospholamban (PLB) (p=0.039) in
the cardiomyocyte. The SERCA2a/PLB and SERCA2a/NCX ratios were also reduced
(p=0.004 and p=0.023, respectively). Furthermore, a decrease in the calcium transient
was observed in several parameters: basal calcium levels at 0.5Hz (p<0.001) and
3.0Hz (p<0.001), calcium release speed at 0.5Hz (p<0.001) and 3.0Hz (p<0.001),
calcium signal amplitude at 0.5Hz (p=0.050) and 3.0Hz (p<0.001), and calcium
reuptake speed at 0.5Hz (p<0.001) and 3.0Hz (p<0.001). Conclusion: Lung cancer
caused significant changes in organ weight, physical capacity, and cardiac function,
which were associated with alterations in the expression of calcium pathway proteins
and in the cardiomyocyte's calcium transient.

Descriptors: Lung cancer. Cardiac dysfunction. Calcium signaling. Mice. Western
Blotting.
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1. INTRODUCAO
1.1 - Cancer, Incidéncia e Mortalidade

Cancer é o termo genérico para um conjunto de doencas de origem genética,
etiologia heterogénea, multifatorial, cronica e degenerativa. As neoplasias malignas
decorrem do acumulo progressivo de alteracdes genéticas e epigenéticas, fortemente
associadas a fatores ambientais, que resultam em crescimento de células anormais,
com potencial para invadir partes adjacentes do corpo e/ou espalhar para outros
6rgaos, gerando um desequilibrio na homeostase celular.*

Entre as células neoplasicas e o microambiente ocorrem interacdes complexas
mediadas por processos, tanto autdcrinos, quanto paracrinos, que sado determinantes
para a progressao da doenca. Muitos desses processos consistem em vias fisiologicas
normais que séo alteradas pelas células cancerigenas para conferir-lhes vantagens
adaptativas fundamentais para que ocorra ainiciagdo, a proliferacédo e a disseminacao
da doenca. Esse processo depende de capacidades especificas adquiridas pelas
células tumorais para que haja a progressédo do tumor, sendo 0s meios e a ordem
desse processo variaveis entre os diversos tipos de cancer. Essas capacidades
incluem: (1) sinais de proliferacdo autoustentados; (2) evasao de sinais supressores
de crescimento celular; (3) resisténcia a morte celular; (4) replicagcdo descontrolada;
(5) instabilidade genbmica e desenvolvimento de mutagdes; (6) inducdo da
angiogénese; (7) invasdo e metastase; (8) desregulacdo de vias energéticas; (9)
promocdao da inflamacéo e (10) evasdo dos mecanismos imunes antitumorais.?!

A carcinogénese ocorre em trés estagios. O primeiro denominado “iniciacao” é
uma fase onde os genes sofrem acBes de agentes cancerigenos, ocorrendo de
maneira lenta e gradual, mas ainda sem a dete¢do do tumor.? O segundo estagio é
denominado “promog¢ao”, onde os agentes facilitadores da carcinogénese atuam de
maneira especifica na célula ja modificada no primeiro estagio, transformando-a em
célula maligna através do contato repetitivo e constante com o0 agente cancerigeno
promotor.? A progresséao, que constitui o terceiro estagio da carcinogénese, é marcada
pela multiplicacdo celular descontrolada e por um carater irreversivel, sendo o
momento em que se manifestam clinicamente as caracteristicas do cancer.. ?
Atualmente, entende-se que todos os estagios da carcinogénese e a formacdo de
metastase sdo consequéncias das interagcbes complexas estabelecidas entre as

células neoplasicas e o microambiente, nas quais 0s componentes do sistema
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imunologico e suas diferentes vias sdo partes integrantes e diretamente relacionados.
Essa compreensdo tem sido crucial no diagnostico e na conduta terapéutica a ser
seguida para uma resposta clinica adequada.’

Embora ainda exista a idéia de que o cancer é uma doenca relacionada aos
tempos modernos, na realidade, ele € conhecido ha muitos anos. Ha evidéncias de
gue o cancer foi encontrado em um hominideo ha cerca de 1,7 milhdes anos e que o
cancer de préstata foi identificado em uma mamia egipcia.*>

Estimativa da Organizacdo Mundial da Saude mostra que, em 2020, 19,2
milhdes de pessoas foram acometidas pelo cancér, sendo 10 milhdes do sexo
masculino e 9,2 milhdes do sexo feminino. ® Dados da mesma plataforma mostram
gue a incidéncia do cancer esta distribuida em todo mundo, sendo 49,3% na Asia,
22,8% na Europa, 13,3% na América do Norte, 7,6% na Améria Latina e Caribe e 5,7%
na Africa. As neoplasias mais frequentes sdo mama (11,7%), pulmio (11,4%),
colorretal (10%), prostata (7,3%), estdbmago (5,6%), figado (4,7%), colo do utero
(3,1%) e esodfago (3,1%).°

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se 704 mil novos
casos de cancer por ano no Brasil entre 2023 e 2025, com prevaléncia diferente entre
0s sexos. Em homens, a estimativa € de 29% de cancer de pele ndo melanoma, 21%
de prostata, 6,4% de colon e reto, 5,3% de pulméao, 3,9% de estdmago e 3,2% na
cavidade oral. J4, em mulheres, o cancer de pele ndo melanoma representa 32,7%,
mama 20,3%, colon e reto 6,5%, colo de utero 4,7%, pulméao 4,0% e tireoide 3,9%. As
regides com maior incidéncia no Brasil sdo a Sul e a Sudeste, com 70% dos casos.’

O cancer ocupa um lugar significativo no ranking de morte entre todas as
doencas. Dados da Organizacdo Mundial da Saude mostram que em 2019 o cancer
representava a primeira ou segunda causa de morte antes dos 70 anos em mais de
100 paises.® Essa lideranca esta associada ao fato de que em alguns paises observa-
se um declinio na taxa de mortalidade por doencas coronarianas e acidentes

vasculares cerebrais.?10

1.2 - Cancer de Pulméao

O cancer de pulméo é o tumor maligno mais letal.® Observa-se um aumento de
2% ao ano no mundo.® O cancer de pulmdo é dividido em duas categorias, o

carcinoma de células pequenas e o carcinoma de células ndo pequenas. O cancer de
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pulmao de células pequenas representa 15 a 20% de todos os canceres primarios de
pulméo. Ja o cancer de pulméo de células ndo pequenas representa 80 a 85%. Vale
ressaltar que esse tipo de cancer pode ser dividido em outros subtipos, tais como,
adenocarcinoma, carcinoma espinocelular pulmonar e carcinoma de células
grandes?™.

A taxa de sobrevida em pacientes portadores de cancer de pulméo no Brasil é
de 18% em 5 anos. Esses valores se assemelham ao do resto do mundo, onde a
sobrevida varia de 10 e 20%, independentemente do nivel de desenvolvimento do
pais.'? A sobrevida em 5 anos é maior em cancer de pulméo de células ndo pequenas
guando comparado ao cancer de pulmao de células pequenas, sendo esses valores
23% e 6%, respectivamente.*®* Um dos principais problemas associado a uma menor
taxa de sobrevivéncia relacionada ao cancer de pulméo € o diagndstico tardio. Muitos
casos sdo diagnosticados no estagio muito avancado da doenca.'*

Por muito tempo, o cancer de pulmao foi considerado uma enfermidade
predominantemente masculina. Esse cenario tem passado por uma transformacéo
notavel nas ultimas décadas, com um aumento significativo na incidéncia de cancer
de pulmdo em mulheres, a ponto de se tornar a principal causa de morte por cancer
nessa populacado nos Estados Unidos. Embora o aumento do consumo de tabaco
entre mulheres tenha sido utilizado como explicacdo para esse cenario, ha de se
ressaltar que uma parcela consideravel de mulheres diagnosticadas com cancer de
pulméo jamais foram fumantes.*®

Baseado em dados histéricos, observa-se que a mortalidade por cancer
aumentou significativamente durante grande parte do século XX, um fenédmeno
fortemente associado ao tabagismo, especialmente na populacdo masculina.
Contudo, uma mudanca importante nessa tendéncia ocorreu a partir de 1991, quando
a taxa de mortalidade, atingindo um pico de 215,1 6bitos por 100.000 habitantes,
iniciou uma trajetéria de declinio constante, com uma reducdo média anual de
aproximadamente 1,5%. Essa diminuicdo progressiva resultou em uma queda de 27%
na taxa de mortalidade até 2016, fixando-se em 156 por 100.000 habitantes. Em
termos absolutos, estima-se que essa evolucdo positiva tenha evitado cerca de 2,6
milhGes de mortes.*®

O cigarro contém substancias cancerigenas as quais sdo responsaveis por
mutacdes em genes que estdo associadas ao cancer.!’ Outros fatores, tais como, a

exposicao passiva ao fumo, os cigarros eletrdnicos comuns em jovens nos dias atuais,
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a dieta rica em alimentos processados, a obesidade e a hereditariedade também
contribuem para o surgimento do cancer de pulméo.!®* Em uma andlise de dados
gendmicos associados ao cancer de pulmao, pesquisadores investigaram a relacao
entre o indice de massa corporal, tabagismo e o desenvolvimento de diferentes
subtipos da doenca. Utilizando a técnica de randomizacdo mendeliana univariada e
multivariada, o estudo revelou uma associacdo entre o indice de massa corporal e o
risco de cancer de pulmdo de pequenas células. ApGs o ajuste estatistico para os
hébitos de tabagismo, essa associacao persistiu para o cancer de pequenas células.
Apesar de ter sido observada uma correlacdo entre o indice de massa corporal € o
carcinoma de células escamosas de pulméao tenha sido detetada, essa relacdo ndo se
manteve apos ajuste com o tabagismo. Em conjunto, esses achados chamam atencéo
para a influéncia do indice de massa corporal em alguns tipos de cancer de pulmao.
Além disso, eles apontam para o papel mediador do tabagismo na complexa interacéo
entre o indice de massa corporal e a patogénese do cancer de pulmao.®

Estudos mostram que a poluicdo do ar aumenta a incidéncia de céancer de
pulmédo. Um estudo de caso-controle conduzido na China mostrou que o carcinoma
espinocelular de pulméo associa-se a inalacdo profunda da fumaca, a exposicéo
passiva ao tabaco durante a juventude e ao uso de carvdo para aquecimento ou
coccado em ambientes fechados. Resultados semelhantes foram encontrados em uma
coorte de aproximadamente 1,2 milhdo de adultos nos Estados Unidos, no qual foram
analisadas a relacdo entre a exposicao de longo prazo a poluicdo do ar particulado
fino e o Obito devido ao cancer de pulméo. Esse estudo mostrou associacao
significativa entre a polui¢ao por particulas finas e o 6xido de enxofre e o aumento do
risco de mortalidade por todas as causas, cancer de pulmdo e doencas
cardiovasculares. Especificamente, o estudo indica que um aumento de 10
microgramas por metro cubico na concentracéo de particulas finas no ar correlaciona-
se com um aumento de aproximadamente 4% no risco de mortalidade por todas as
causas, 6% por cancer de pulméo e 8% por causas cardiovasculares.?°

Estudos epidemiol6gicos com uma analise conjunta de dados do International
Lung Cancer Consortium e do estudo SYNERGY mostram uma complexa relacao
entre 0 consumo de alcool e o risco de desenvolvimento de cancer de pulmao. Os
resultados desses estudos revelam uma associac¢ao nao linear entre o consumo total
de &lcool e o risco de cancer de pulmdo. Um consumo moderado poderia estar

associado a um risco aparentemente menor em comparacdo com a abstinéncia.
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Entretanto, essa relacdo em forma de J parece ser mais pronunciada em um subtipo
especifico da doenca, isso é o carcinoma de células escamosas.?!

Investigacdes epidemiologicas tém consistentemente demonstrado uma
correlagdo significativa entre a historia familiar de cancer de pulméo e o risco
aumentado de desenvolvimento da doenca. A magnitude desse risco parece se
intensificar em individuos mais jovens e quando multiplos membros da familia
desenvolvem a neoplasia.??

Avancos significativos em pesquisas genémicas tém contribuido muito para o
avanco de conhecimento sobre o desenvolvimento e a progressdo do cancer de
pulméo. Mutagbes dos genes EGFR, KRAS, PTEN, DDR2 e HER2 se relacionam a
esse tipo de cancer. Além disso, sabe-se que os genes FGFR1 e MET séao fortemente
expressos em alguns pacientes oncologicos, o que pode inclusive influenciar a
resposta terapéutica.?

O diagnéstico precoce é fundamental para o prognéstico do paciente com
cancer de pulméo. Ele aumenta o sucesso do tratamento e a chance de cura do
paciente. Diversos fatores e abordagens tém sido utilizados e amplamente discutidos
com o objetivo de estabelecer a forma mais eficaz de diagnostico precoce. Entre elas
destacam-se a triagem de grupos de alto risco, como os individuos com histérico de
tabagismo. O rastreamento e o diagndéstico radiografico através de exames de imagem
tém se mostrado eficazes na deteccdo precoce e na reducdo da mortalidade por
cancer de pulmdo. A imunomarcacdo vem se fortalecendo como uma técnica
promissora, oferecendo maior sensibilidade e especificidade quando comparada ao
tradicional exame de escarro, especialmente na identificacao de células cancerigenas
em amostras bioldgicas. A broncoscopia com biopsia do tecido pulmonar continua
sendo um dos métodos mais comuns e importantes para obter um diagndstico
definitivo de cancer de pulmdo e outras neoplasias toracicas, permitindo a andlise
histopatolégica e molecular do tumor. Além dessas técnicas bem estabelecidas,
outras abordagens diagnésticas estdo em constante desenvolvimento.?*

As células de Lewis, conhecidas como a linhagem celular Lewis Lung
Carcinoma, sdo células tumorais murinas amplamente utilizada em pesquisa
oncoldégica como um modelo de cancer de pulmao transplantavel em camundongos
da linhagem C57BL/6. Esse modelo experimental é extremamente agressivo e
apresenta um elevado grau de metastase. Ele é frequentemente utilizado para o

estudo de metéastase,?® angiogenese?® e avaliacdes de toxicidade desenvolvida por
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quimioterapicos.?’ Diferentemente do modelo de xenoenxerto, que dependem da
implantacdo de células humanas em hospedeiros murinos, o modelo de carcinoma
pulmonar de Lewis apresenta a vantagem de utilizar células imunologicamente
compativeis com o sistema de murino. Essa caracteristica possibilita o
estabelecimento de modelos tumorais em linhagens murinas imunocompetentes,
como a C57BL, possibilitando assim uma avaliacdo adequada das interacdes entre o
sistema imunoldgico e o tumor, bem como as respostas de toxicidade decorrentes de
terapias direcionadas. Adicionalmente, o fato do modelo carcinoma pulmonar de Lewis
ser singénico e ortotdpico garante uma representacao mais precisa do microambiente
tumoral in vivo, um ponto crucial para a compreensao da progressao da doenca e da
eficacia de potenciais intervencgdes terapéuticas.?®

O modelo de carcinoma pulmonar apresenta algumas caracteristicas em seu
desenvolvimento tumoral apds a inoculagéao subcutanea dorsal. Inicialmente, observa-
se a formacéo de ulceras cutaneas, as quais evoluem para quadros de hemorragia
local e um crescimento acelerado.?® Com o intuito de investigar as caracteristicas de
crescimento e a resposta a agentes terapéuticos do carcinoma de pulméao de Lewis,
pesquisadores desenvolveram uma linhagem celular clonal, denominada LLC1.
Mantendo sua capacidade tumorigénica em camundongos da linhagem C57, as
células LLC1 induzem o desenvolvimento de tumores primarios e metastases

pulmonares com caracteristicas histolégicas semelhantes ao tumor original.*°

1.3 - Cancer e Doenca Cardiovascular

A necessidade de diagnéstico precoce e acompanhamento da doenca
cardiovascular em pacientes com cancer deu origem a uma nova disciplina da
Cardiologia denominada Cardio Oncologia. Essa nova atividade tem proporcionado
conhecimentos notaveis sobre o cancer e a doenca cardiovascular, conforme ficara
evidenciado a seguir.

A presenca do cancer e da doenca cardiovascular, conhecida como Cardio
Oncologia Reversa, tem se tornado cada vez mais frequente.®' Contudo, faltam
conhecimentos para explicar a coexisténcia dessas doencas. E possivel que pelo fato
do céncer e das doencas cardiovasculares terem os mesmos fatores de risco, essas
doencas se desenvolvam e progridam simultaneamente. Por exemplo, idade, sexo,

obesidade, pré-disposicdo genética, diabetes, inatividade fisica, tabagismo,
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hipertenséo e dislipidemia sao fatores de risco de ambos, o cancer e a doenca
cardiovascular®!. O proprio estresse emocional e fisico em pacientes oncolégicos, por
si s6, pode aumentar o risco de doenca cardiovascular.®? Alteracdes no sistema
imunolégico que podem ocorrer com a idade diminuem a resposta a patdgenos, o que
favorece um ambiente pré-inflamatério crénico e o desenvolvimento de céncer e
doenca cardiovascular3'. MutacGes genéticas estdo presentes em ambos, cancer e
doenca cardiovascular. E amplamente conhecido que uma dieta rica em carne
vermelha aumenta o risco de doenca cardiovascular e alguns tipos de cancer. Sabe-
se também que um baixo nivel de atividade fisica favorece o envelhecimento vascular
e o risco de desenvolvimento de cancer e doenca cardiovascular. Por outro lado, a
pratica de exercicio fisico melhora a saude vascular e a capacidade fisica, além de
corrigir fatores de risco, tais como, hipertensao, diabetes, dislipidemia e obesidade.®?

Os estudos sobre 0s mecanismos que norteiam a comunicagao cruzada entre
0 cancer e o coracao estao em plena evolugéo. Alguns fatores, tais como, hormonios,
citocinas e outros mediadores que sao liberados pelo tumor parecem ter um papel
importante neste cenario. O resultado mais dramatico dessa comunicacdo é a
associacao entre a insuficiéncia cardiaca e o cancer.>*Um estudo pré-clinico mostrou
uma deficiéncia sistémica de insulina em modelos murinos portadores de tumores
agressivos, tais como, o melanoma e o carcinoma de coélon. A diminuicdo dos niveis
de insulina sistémica induziu atrofia cardiaca, alteracoes metabdlicas e funcionais
cardiacas. Dentro dos mecanismos associados a essa deficiéncia de insulina estéo o
elevado consumo de glicose pelas células tumorais, a reducdo na producédo de
insulina pancredtica e a secrecédo de enzimas capazes de degradar a insulina.® Em
relacdo a atrofia cardiaca, essa resposta ocorre por diminuicdo do tamanho dos
cardiomidcitos, acompanhada por uma regulacdo negativa generalizada das proteinas
sarcoméricas.®® O estudo mostrou também uma maior suscetibilidade dos
camundongos machos aos efeitos deletérios do tumor, manifestada por perda de
massa cardiaca, aumento da mortalidade, resposta inflamatoria potencializada e
intensificacao da autofagia cardiaca, quando comparados as fémeas, 0 que pode ser
atribuido a presenca de estrogénio nesse Ultimo grupo.3®

Em roedoras fémeas que receberam o implante de adenocarcinoma de célon
observa-se um aumento de biomarcadores relacionados a degradacao proteica, tanto
no musculo gastrocnémio, quanto no musculo cardiaco. Além dessas respostas, as

células cancerigenas provocaram disfuncdo sistolica, o que levou os autores a
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concluséo de que o crescimento tumoral, por si sO, é capaz de induzir alteracdes na
funcao contratil dos cardiomidcitos.®” Em outro estudo com o objetivo de compreender
as possiveis alteracdes na funcdo cardiaca entre os sexos, camundongos machos e
fémeas receberam por via subcuténea células de carcinoma de pulméo de Lewis. No
14° dia observou-se através da ecocardiografia uma reducao significativa na fracao
de ejecao, espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo, espessura do septo
ventricular e fracdo de encurtamento nos camundongos machos. Adicionalmente,
constatou-se um aumento no didmetro interno do ventriculo esquerdo, tanto na fase
sistolica quanto diastolica do ciclo cardiaco, indicativo de dilatacéo ventricular. Essas
alterac6es morfoldgicas e funcionais ndo foram detetadas no grupo de camundongos
fémeas, 0 que sugere que 0 sexo € um fator importante nesse contexto. A analise
bioquimica revelou uma reducéo na taxa de sintese proteica cardiaca. Em relacéao a
bioenergética celular, a avaliacdo das proteinas mitocondriais do complexo OXPHOS
mostrou uma diminuicdo significativa nos niveis de proteinas estudadas, tais como,
os complexos I, Ill, IV e V. Foi observado também em cardiomidcitos mantidos em
cultura, uma reducéo significativa no consumo maximo de oxigénio e na capacidade
de reserva mitocondrial. Com base nesses achados, os autores sugerem alteracfes
especificas na funcdo cardiaca, espessura da parede ventricular, na sintese de
proteinas e do consumo de oxigénio mitocondrial relacionadas ao sexo.3®

Em um outro estudo conduzido em camundongos com cancer verificou-se que
o carcinoma de pulmdo de Lewis provocou alteracdes estruturais da inervacéo
cardiaca e um estado pro-inflamatoério sistémico, caracterizado pela elevacdo dos
niveis séricos de TNF-a e II-6. A analise morfologica do ventriculo esquerdo mostrou
uma reducao significativa no comprimento total dos axénios e no niumero de vesiculas
densas por perfil axonal, indicando diminuicdo na inervacdo simpatica no coracao. Os
cardiomidcitos apresentaram também sinais de alteracbes metabdlicas, como,
diminuicdo do volume miofibrilar e aumento do volume sarcoplasmatico e de goticulas
lipidicas. No ambito molecular, observou-se uma reducédo na expressao do fator de
crescimento nervoso no tecido cardiaco. Curiosamente, o ganglio estrelado desses
animais exibiu uma diminuicdo nos niveis de mRNA do fator de crescimento nervoso
e neuropeptideo Y, juntamente com um aumento na expressao da tirosina hidroxilase.
Em conclusdo, os autores sugerem que o cancer de pulmdo induz um ambiente
inflamatorio sistémico que influencia diretamente a inervagcdo do coracdo e o

metabolismo dos cardiomidcitos, sendo a reducdo do fator de crescimento nervoso
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um possivel mecanismo subjacente a diminuicdo da inervacéo cardiaca.®

Em modelos murinos machos, inoculados com adenocarcinoma de coélon-26,
observou-se caquexia com repercussao na funcéo cardiaca. Houve um aumento na
fibrose cardiaca e uma desorganizacdo na ultraestrutura dos cardiomidcitos. Analises
adicionais revelaram diminuicdo de troponina | e transi¢cdo nas isoformas da cadeia
pesada da miosina, com reducéo na isoforma adulta (alfa) e aumento na fetal (beta).
Diante dessas respostas, 0s autores concluiram que a caquexia associada ao cancer
contribui ndo somente para a morbidade e mortalidade através da perda de massa
muscular, mas também, para a deterioracdo da funcéo cardiaca.*°

Em um estudo recente publicado pelo nosso grupo, com o objetivo de avaliar o
impacto do cancer de mama na funcéo cardiaca, verificou-se diminui¢ao significativa
no strain longitudinal e no strain rate longitudinal nos animais com cancer.*! Ademais,
essas alteracbes estdo associadas ao aumento na expressao de fosfolamban e
reducdo na expressdo do trocador soédio/calcio e modificacbes na razéo
SERCA?2a/fosfolamban e p-fosfolamban??.

Em estudo clinico observou-se que pacientes com cancer de colorretal tém uma
capacidade fisica significativamente diminuida quando comparados com individuos
saudaveis. Adicionalmente, observou-se uma reducéo, tanto na fracdo de ejecao,
guanto na variabilidade da frequéncia cardiaca. Esses resultados levaram os autores
a conclusdo de que pacientes com cancer de colorretal, independentemente da
exposicao a quimioterapia, apresentam alteracdes cardiovasculares e na capacidade
fisica.4?

Com o objetivo de investigar se alteracfes estruturais e funcionais no coracao,
mesmo nha auséncia de insuficiéncia cardiaca manifesta, poderiam influenciar o
desenvolvimento e a disseminacdo do cancer, pesquisadores desenvolveram um
elegante estudo utilizando um modelo experimental de hipertrofia cardiaca induzida
por sobrecarga pressérica em camundongos, seguido pela implantacdo por via
cutanea de células cancerigenas da linhagem LLC e células cancerigenas PyMT.*?
Eles observaram que a remodelacdo cardiaca provoca um crescimento tumoral
primario mais acentuado, acompanhado por uma maior taxa de proliferacao celular e
um aumento no numero de lesBes metastaticas. Além disso, a analise do soro dos
animais com remodelamento cardiaco revelou a presenca de fatores secretados
capazes de estimular a proliferagdo de ceélulas cancerigenas in vitro, sendo a

periostina (proteina importante na manutencdo de uma matriz tecidual normal dos
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pulmdes) um desses mediadores. A reducdo da disponibilidade dessa proteina
resultou em inibicdo da proliferagdo celular cancerigena, enquanto a sua
suplementacao provocou um efeito contrario.

Em um estudo de caso-controle, que envolveu a analise comparativa da histéria
de cancer entre um grupo de pacientes diagnosticados com insuficiéncia cardiaca e
um grupo de controle comunitario, pareado por idade e sexo, mostrou que a
prevaléncia de céncer era semelhante entre eles, representando 22 e 23%,
respetivamente. No entanto, o acompanhamento longitudinal dos participantes que
ndo apresentavam cancer no momento do diagndstico de insuficiéncia cardiaca
tiveram um risco de 68% maior de desenvolvimento de cancer, mesmo ap0s o ajuste
para fatores de risco como indice de massa corporal, tabagismo e outras
comorbidades. Esse aumento no risco de cancer foi observado tanto em homens,
guanto em mulheres, com uma tendéncia a ser mais elevada em individuos mais
jovens. Além disso, a ocorréncia de cancer apds o diagnostico de insuficiéncia
cardiaca foi associada a um aumento no risco de mortalidade entre os pacientes com
insuficiéncia cardiaca.*t

Em um estudo envolvendo 9.307 pacientes na Dinamarca, com o objetivo de
avaliar o risco de cancer e mortalidade por todas as causas em pacientes
ambulatoriais diagnosticados com insuficiéncia cardiaca crénica, mostrou uma maior
incidéncia de cancer no grupo com insuficiéncia cardiaca em comparacdo com a
populacdo. Esse estudo evidenciou também que os pacientes com insuficiéncia
cardiaca apresentaram uma taxa de mortalidade por todas as causas superior aquela
observada em individuos da populacdo controle. A andlise estatistica ajustada para
potenciais fatores de confusdo apontou para o fato de que a insuficiéncia cardiaca
cronica pode estar associada a um risco aumentado em todos os principais tipos de
cancer, tais como, figado, pulméo, mama, rins, entre outros. com excec¢ao do cancer
de préstata. Baseados nesses resultados, os autores concluiram que os pacientes
com insuficiéncia cardiaca tém um risco aumentado de desenvolvimento de cancer.*

Na tentativa de melhor entender a ligacdo entre a disfuncdo cardiaca e o
desenvolvimento de neoplasias, alguns investigadores observaram um aumento
expressivo na carga tumoral, mesmo quando o comprometimento hemodinamico foi
minimizado por transplante cardiaco heterotdpico.*® Nesse estudo ficou caracterizada
uma correlacdo significativa entre a gravidade da disfuncéo ventricular e da fibrose

miocardica com o crescimento tumoral, o que sugere que a liberacdo de fatores
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cardiacos decorrentes da disfungéo cardiaca favorece a progressao neoplasica. De
fato, ha evidéncias de que a serpina3 que tem um papel fundamental na manutencéo
da homeostase celular pode, paradoxalmente, provocar proliferacdo de células

cancerigenas.*®

1.4 - Alteragbes Cardiovasculares Provocadas pelo Tratamento do Cancer

E inegavel a evolugéo no tratamento do cancer nas Gltimas décadas. Contudo,
evidéncias mostram que o tratamento antineoplasico pode desencadear alteracdes
significativas no sistema cardiovascular. O uso de quimioterapias convencionais
(antraciclinas), agentes direcionados (inibidores de HERZ2), imunoterapias (inibidores
de check point imunolégicos) e radioterapia, podem provocar arritmias,
cardiomiopatias, doenga vascular arterial, tromboembolismo venoso, hipertensao
arterial e venosa, doenca pericardica e doenca valvar cardiaca.*’

Em pacientes com cancer de mama, o tratamento com doxorrubicina e
trastuzumab pode provocar um declinio significativo na fracao de ejecéo do ventriculo
esquerdo.*® HA também observacGes de que o tratamento com doxorrubicina pode
provocar alteracdes neurovasculares e diminuicdo da capacidade fisica que sé&o
comparaveis as de pacientes com insuficiéncia cardiaca de outras etiologias em
estagio avancado. Num estudo recente, 0 h0osso grupo verificou que o aumento na
atividade nervosa simpatica, avaliada diretamente no nervo fibular em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, causada pelo tratamento de doxorrubicina, é semelhante
aquele em pacientes com insuficiéncia cardiaca de outras etiologias.*® Ademais, a
intolerancia ao exercicio é também semelhante entre esses dois subgrupos de
pacientes com insuficiéncia cardiaca.

A doxorrubicina altera as proteinas do miocardio, resultando em modificacGes
no ritmo cardiaco e na taxa de consumo de oxigénio do miocardio. O estresse
oxidativo causado por esse farmaco antibiético, antineoplasico e citotéxico pode
provocar alteracdes nas proteinas relacionadas as vias de calcio, tais como, a SERCA,
a fosfolamban e o receptor de rianodina, cujo resultado € a diminuicdo da fracdo de
ejecdo e a dilatacdo do ventriculo esquerdo.®® Outros estudos mostraram que
pacientes com cancer de mama, leucemia ou linfoma submetidos a quimioterapia a
base de antraciclinas, independentemente do sexo, idade, raca ou fatores de risco

cardiovascular, podem apresentar diminuicdo no desempenho cardiaco sistélico e
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rigidez adrtica no primeiro ano de tratamento, mesmo quando o0s pacientes s&o
expostos a doses baixas do tratamento quimioterapico.>® Um estudo recente,
conduzido em modelo animal, mostrou que a doxorrubicina provoca disfuncéo do
ventriculo esquerdo associada a modulacdo de célcio e que essas alteragbes sao
potencializadas pela administracdo de trastuzumabe.’> Em nossa experiéncia,
mulheres submetidas a quimioterapia adjuvante aguda com doxorrubicina e
ciclofosfamida apresentam alteracdo significativa nas respostas neurovasculares e
hemodindmicas logo apés a infusdo desses quimioterdpicos. Nesse estudo ficou
evidenciado também um aumento na atividade nervosa simpdtica e na presséo
arterial, acompanhado por uma reducao no fluxo sanguineo e na condutancia vascular
periférica. Além dessas respostas, observou-se um aumento nas microparticulas
endoteliais circulantes, um marcador de dano vascular em nivel molecular. Essas
respostas durante uma uUnica sessao de quimioterapia levantam a importancia do
cuidado do paciente oncoldgico tratado com atraciclinas.>®

Em um estudo prospetivo de fase Il que acompanhou pacientes com cancer
de mama em estagio inicial ao longo de cinco anos mostrou que diferentes regimes
de quimioterapia adjuvante a base de antraciclinas podem causar caracteristicas
distintas de cardiotoxicidade. Foi observado que 0s esquemas epirrubicina e
ciclofosfamida seguidos por paclitaxel e doxorrubicina e ciclofosfamida seguidos por
paclitaxel semanal, tém um risco significativamente menor de eventos cardiacos em
comparacdo com o regime padréo de ciclofosfamida, epirrubicina e fluoruracila.>

Uma andlise do tecido cardiaco humano de pacientes com insuficiéncia
cardiaca relacionada a doxorrubicina mostrou um aumento na proteina TFEB nuclear
(regulador de autofagia). Um regime em dias alternados em camundongos tratados
com doxorrubicina ndo apenas elevou a mortalidade, mas também diminuiu a fungéo
cardiaca, isto €, um efeito semelhante ao observado com a superexpresséo de TFEB.
Um aprofundamento na via TFEB mostrou que a superexpressao dessa proteina em
cardiomiocitos desencadeia remodelamento cardiaco adverso, enquanto a
superexpressao sistémica resulta em aumento do fator de diferenciacdo de
crescimento® que, por sua vez, leva a insuficiéncia cardiaca e 6bito. Por outro lado, a
inativacdo génica de TFEB em cardiomiécitos atenua os efeitos cardiotoxicos da
doxorrubicina, enquanto a administragdo de GDF15 recombinante induz atrofia
cardiaca. Em conjunto, esses resultados apontam para uma complexa interacao entre

a ativacdo da via TFEB/GDF15 e a cardiotoxicidade provocada por doxorrubicina®.
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Um estudo clinico no qual se investigou a salde cardiaca em sobreviventes de
linfoma de Hodgkin e ndo-Hodgkin, tratados com doxorrubicina h4 no minimo cinco
anos, mostrou uma reducdo na fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo
compativel com o desenvolvimento de cardiomiopatia subclinica. A andlise
multivariada identificou diversos fatores de risco, tais como, sexo masculino, idade no
momento do tratamento, maior dose cumulativa de doxorrubicina ou sua combinagao
com outras antraciclinas, administracdo de radioterapia e sobrepeso. Esses
resultados chamam atencdo para a importancia do monitoramento cardiaco em
sobreviventes de linfoma tratados com doxorrubicina, sobretudo, naqueles com
fatores de risco.%®

Num estudo retrospectivo em mulheres submetidas a tratamento cirdrgico para
0 cancer de mama que nao receberam tratamento adjuvante e aquelas que foram
submetidas a radioterapia isolada, quimioterapia a base de antraciclina isolada ou
combinacdo de ambas as terapias, mostrou que as trés modalidades de tratamento
adjuvante associam-se a um aumento significativo no risco de eventos cardiacos, com
a terapia combinada apresentando o risco mais elevado. Verificou-se também que o
risco cardiaco € ainda maior em pacientes com mais de 50 anos. Esse estudo
evidencia a importancia do efeito cardiotoxico da radioterapia e quimioterapia
associadas, especialmente em pacientes mais idosas.>’

Em um estudo onde os autores analisaram retrospectivamente dados de
ensaios clinicos de fase Il e 11l para estimar o risco de disfuncéo cardiaca em pacientes
recebendo trastuzumabe mostrou que o0s pacientes tratados com trastuzumabe
apresentam um risco aumentado de disfuncdo cardiaca, sendo a incidéncia mais
elevada (27%) em pacientes que receberam trastuzumabe associada com antraciclina
e ciclofosfamida. Em contraste, o risco foi menor com paclitaxel e trastuzumabe (13%)
ou trastuzumabe isolado (3% a 7%). Esses resultados levaram os autores a concluir
gue o tratamento com trastuzumabe esta associado a um risco aumentado de
disfuncdo cardiaca, especialmente quando administrado concomitantemente com
antraciclinas.®® Outro estudo recente sobre esse tema mostrou que pacientes com
cancer de mama que receberam trastuzumabe, com ou sem antraciclinas,
apresentavam disfuncgéo sistélica ventricular esquerda assintomatica, biomarcadores
cardiacos alterados (como peptideo natriurético tipo B N-terminal e troponina T
cardiaca de alta sensibilidade) e fatores de risco cardiovascular (hipertensao,

dislipidemia e diabetes recém-diagnosticado).>®
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Ha evidéncias também de que os inibidores de tirosina quinase podem causar
cardiotoxicidade. Disfung¢ado ventricular, prolongamento do intervalo QT, arritmias e
insuficiéncia cardiaca tém sido descritos com o uso desses inibidores.®° E conhecido
também que a incidéncia de isquemia miocérdica, arritmias, disfuncdo ventricular e
insuficiéncia cardiaca varia de acordo com a dose, regime de administracdo de 5-
fluorouracila e capecitabina.®! Sabe-se também que o tratamento com fluoropirimidina
aumenta o risco de morte e eventos cardiovasculares em pacientes com cancer
gastrointestinal.®? Cardiotoxicidade também tem sido associada ao uso de inibidores
de proteassoma, uma classe de medicamentos fundamentais no tratamento de
diversas neoplasias hematoldgicas.%?

Finalmente, é conhecido que os inibidores de checkpoint imunoldgico, que tem
como objetivo potencializar as respostas imunolégicas mediadas por células T, podem
provocar miocardites, arritmias ventriculares, infarto agudo do miocardio, sindrome de
Takotsubo e pericardite.®* Uma meta-analise mostra que os inibidores de checkpoint
imunologico podem induzir eventos adversos cardiovasculares significativos, tais
como, miocardite, pericardite e insuficiéncia cardiaca. O estudo enfatiza a importancia
de um monitoramento cardiaco rigoroso em pacientes recebendo inibidores de
checkpoint imunolégico para o manejo dessas complicacdes, visando otimizar a
seguranca do paciente sem comprometer a eficacia do tratamento oncoldgico.®

Alguns cuidados tém sido propostos para atenuar os efeitos cardiotoxicos
provocados pelas terapias antineoplasicas. Por exemplo, um estudo randomizado,
duplo cego mostrou que tratamento com carvedilol preservou a funcdo ventricular.®®
Além disso, o tratamento com carvedilol preveniu 0 aumento troponina |. Esses
resultados sugerem que a administracdo profilatica de carvedilol pode representar
uma abordagem promissora na atenuacdo da cardiotoxicidade induzida por

antraciclinas, mesmo em doses consideradas baixas.%®

2. JUSTIFICATIVA

Observacgdes acumuladas nas ultimas décadas evidenciam cada vez mais o
desenvolvimento da doenca cardiovascular no paciente oncolégico. Esta claro que
alguns medicamentos usados no tratamento do cancer aumentam o risco de doencga
cardiovascular. Mais recentemente, surgiu uma nova area de estudo conhecida como

Cardio Oncologia Reversa que se ocupa em explicar como as doencgas
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cardiovasculares podem influenciar o desenvolvimento e a progressao do cancer.
Esse ponto tem sido objeto de muito interesse e investigacbes. No presente estudo,
hipotetizamos que o cancer per si provocar alteracdo cardiovascular.

Por terem os mesmos fatores de risco e surgirem em fases mais avancadas de
vida, parece legitimo propor que o cancer e a doenca cardiovascular se desenvolvam
simultaneamente ou que o aparecimento de uma delas acabe favorecendo a
progresséo e o desenvolvimento da outra.

Dados epidemiolégicos mostram que o cancer de pulmao € um dos tipos de
cancer de maior incidéncia e prevaléncia. Além disso, sabe-se que esse tipo de cancer
€ responsavel por uma elevada taxa de mortalidade. O que ainda é pouco conhecido
€ se 0 cancer de pulmdo, por si sO, pode provocar alteracbes no sistema
cardiovascular. Aqui reside o desafio do presente estudo. Com o intuito de ampliar
conhecimento sobre a associacéo do cancer de pulméo e da doenca cardiovascular,
nos estudamos se camundongos da linhagem C57BL/6 transplantados com células
de Lewis Lung Carcinoma desenvolvem alteracfes na funcdo cardiaca e se tais

alteracoes estao relacionadas a modulacéo de calcio no cardiomidcito.

3. OBJETIVOS
Noés testamos a hipotese de que:
1) O cancer de pulmao provoca alteracdo na morfologia e funcéo cardiaca
2) O cancer de pulmao provoca alteracdo modulacédo de calcio no

cardiomiocito;

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo experimental e cultura de células

Para desenvolver este trabalho, foram utilizados camundongos machos da
linhagem C57BL/6, com idades entre 6 e 8 semanas, provenientes do biotério central
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). Os animais
permaneceram nas instalacdes do biotério, onde foram mantidos em caixas de
polipropileno (medidas padrao de (30 x 20 x 13 cm) com telas gradeadas e forradas
com maravalha devidamente esterilizada. Cada gaiola continha um maximo de trés
camundongos. O ambiente era controlado, com temperatura mantida entre 22°C -

24°C, recebendo racéo e agua ad libitum.
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Todos os procedimentos experimentais estdo em total conformidade com a Lei
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, e com as demais regulamentac¢des vigentes para
0 uso de animais em pesquisa e/ou ensino, em particular as Resolu¢cdes Normativas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal. As
diretrizes éticas da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/FMUSP) foram
integralmente seguidas. O monitoramento de dor e desconforto nos animais incluiu a
aplicacdo de um sistema padronizado de codificagdo comportamental conhecido
como escala Mouse Grimace Scale.®” Foram observados indicadores de alteragdo no
comportamento tipico da espécie, tais como postura arqueada, vocaliza¢ao durante o
manejo, piloerecéo e perda de peso acentuada. Para atenuar sofrimentos intensos,
estava previsto no protocolo a eutanasia imediata de qualquer animal em estado de
dor severa, mesmo que o volume tumoral ndo tivesse atingido o limite de 1 cm3. Este
estudo foi aprovado e registrado sob o protocolo numero 1636/2021 pelo comité de
ética no uso de animais da FMUSP.

Utilizamos a linhagem celular murina de carcinoma pulmonar (LLC1 — CRL-
1642) que foi adquirida junto a American Type Cell Collection (ATCC). O cultivo
dessas células foi realizado em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles
Medium, Life Technologies). Este meio foi suplementado com 10%de soro fetal bovino
(Life Technologies). As células foram mantidas em frascos de cultura de poliestireno,

dentro de uma incubadora com temperatura de 37°C, e umidade relativa de 90%.

4.2 Protocolo experimental

Camundongos machos C57BL/6, com idades entre 6 e 8 semanas, foram
aleatoriamente divididos em dois grupos: 1) Grupo controle saudavel (n=28); 2) Grupo
cancer (n=28), no qual os camundongos receberam o implante de células tumorais
LLC1 (8x10° células) no flanco direito.

Na fase inicial do protocolo experimental, foram realizados o teste de esfor¢o
progressivo maximo em esteira rolante e a avaliacdo da fungéo cardiaca por meio de
ecocardiografia de alta resolucdo. O crescimento tumoral foi monitorado a cada dois
dias, utilizando um paquimetro digital. O estudo foi finalizado quando o tumor atingiu
a dimenséo de 1,0 cm3, em conformidade com as recomendacdes éticas do CEUA.

Nesse ponto, o teste de esforco maximo e a avaliacdo da fungdo cardiaca foram
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novamente realizados em todos os animais. Posteriormente, a eutanasia foi efetuada,

e 0 material biolégico foi coletado para as demais avaliagbes, conforme previamente

demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Desenho experimental. TEMax = Teste de esfor¢co maximo; ECO = avaliacdo

ecocardiografica; PNM = Palpavel ndo mensuravel.

4.3 Procedimentos e Medidas

4.3.1 Mensuracédo do Crescimento Tumoral por Paguimetro Digital

O crescimento tumoral das células de Lewis foi controlado por palpacao e

por subsequente afericdo do tamanho tumoral. Para tanto, utilizou-se um

paguimetro digital, com medi¢cdo a cada dois dias. Presumindo-se que o tumor

apresentava uma forma denominada hemi-elipsoidal, o volume tumoral era

estimado através da formula:

Volume em centimetros cubicos = (diametro menor elevado ao quadrado x

Diametro maior x 0,52).68:69

4.3.2 Capacidade fisica avaliada pelo teste em esteira
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Para avaliar a capacidade fisica dos camundongos, utilizou-se um teste
incremental em esteira rolante. Inicialmente, conduziu-se uma adaptacao prévia de
dois dias antes da data programada para o teste de esforco.

Para a realizacdo do teste incremental de corrida na esteira rolante, o
camundongo era posicionado numa raia, com uma velocidade inicial estabelecida em
6 metros por minuto. A cada 3 minutos, a velocidade era incrementada em 3 metros
por minuto, até o ponto em que o animal atingisse sua velocidade maxima suportada.*
Essa velocidade limite foi determinada pela incapacidade do animal de manter a
corrida na esteira.

Imediatamente apds a evidente manifestacdo de exaustdo, trés parametros
foram registrados para a analise subsequente: a distancia total (em metros) percorrida,
a velocidade maxima (em metros por minuto) atingida pelo animal e, por fim, a duracéo
total (em minutos) da execucdo do teste. Esses dados foram anotados para a

avaliacao da performance fisica.

4.3.3 Avaliacao da Funcéo e Morfologia Cardiaca por Ecocardiografia

A avaliacdo da morfologia e da funcédo cardiaca foi conduzida utilizando o
ecocardiograma transtoracico de alta resolucéo. O protocolo de imagem do sistema
Vevo 2100 (VisualSonics, Toronto, ON) foi utilizado em conjunto com uma sonda
MS400, que opera com uma frequéncia de linha central de 30 MHz..

Para a realizacdo do exame, os camundongos receberam sedacdo com
isoflurano (Zoetis IsoFlo, Kalamazoo, MI), com uma concentracdo de 3,0% durante
todo o procedimento. Os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre uma
mesa termicamente controlada, onde a temperatura corporal central foi mantida a 37
°C, com monitoramento eletrocardiografico incorporado.

A obtencéo das imagens foi realizada inicialmente no modo bidimensional nas
vistas paraesternal (eixo longo e eixo curto) e, subsequentemente, na vista apical de
4 cameras. O modo M, guiado pelo modo 2D, foi utilizado para obter as seguintes
medidas do ventriculo esquerdo: diametro diastélico final, diametro sistélico final,
espessura do septo interventricular e espessura da parede posterior. Com base
nessas medi¢cdes do modo M, foram calculadas a fracdo de ejecédo e a fracdo de

encurtamento através do método de Teichholz.



35

O exame da funcé&o diastdlica foi complementado através do ecocardiograma
padréo, que utilizou as técnicas de Doppler por onda pulsada e Doppler tecidual. As
velocidades do fluxo transmitral foram capturadas em uma viséo apical de eixo longo,
com o volume de amostra posicionado nas extremidades dos folhetos mitrais. O
Doppler de ondas pulsadas permitiu mensurar as velocidades de pico do influxo
transmitral diastélico (ondas E e A), definindo a relacdo E/A. Tanto o tempo de
relaxamento isovolumétrico quanto o tempo de desaceleracdo da onda E foram
ajustados pela frequéncia cardiaca. Para a determinacdo do indice de performance
do miocardio, foram medidos os tempos de ejecdo e de contracdo isovolumétrica.
Finalmente, a velocidade diastolica precoce do anel mitral (E') foi obtida por Doppler
tecidual, permitindo o calculo da relagcéo E/E’. Este protocolo de ecocardiografia segue

a metodologia padréo estabelecida em nosso grupo de pesquisa.*!

4.3.4 Avaliacao da Morfologia e Funcao Cardiaca Através da Anéalise de

Speckle-Tracking

A captura das imagens para analise de speckle-tracking iniciou-se nas vistas
paraesternal, tanto no eixo longo quanto no eixo curto, com foco especial na regiao
do nivel papilar. Previamente a gravacao, as configuracdes relativas a profundidade,
largura e ganho foram ajustadas de forma otimizada para maximizar a qualidade
visual. Para viabilizar o rastreamento de manchas, foram utilizados planos
bidimensionais que garantiam uma taxa de quadros de 200 quadros por segundo ou
superior.

As imagens foram todas armazenado digitalmente em sequéncias compostas
por 300 quadros por ciclo cardiaco. A andlise dos dados obtidos foi realizada
integralmente por meio do software Vevo Strain (Vevo LAB 1.7.1). O strain
(deformacao miocérdica) foi calculado em trés orientacbes distintas: no eixo radial
(tanto curto quanto longo), que quantifica 0 espessamento da parede do ventriculo
esquerdo ao longo do raio; no eixo longitudinal, que mede o encurtamento do
ventriculo esquerdo em seu eixo maior; e no eixo circunferencial, que avalia a reducéo
na circunferéncia da cavidade ventricular esquerda. Adicionalmente, foi determinado
o0 strain rate, que se destina a quantificar a taxa de alteracao da deformacéo ao longo

do tempo. Este protocolo de ecocardiografia segue a metodologia padrao estabelecida
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em nosso grupo de pesquisa.*!

4.3.5 Isolamento de cardiomiécitos de camundongos adultos

Camundongos com cancer foram eutanasiados quando o tumor atingiu um
volume de 1 cm3. Ao mesmo tempo, camundongos sem cancer também foram
eutanasiados. Ambos os grupos foram eutanasiados pela administracdo de uma dose
inalatéria letal do anestésico isoflurano. Os coracbes dos camundongos foram
isolados e imediatamente perfundidos ex vivo usando um sistema de Langendorff,
seguindo um protocolo adaptado.’

O sistema foi inicialmente limpo com etanol 70% e agua destilada antes de ser
equilibrado com um tampéao de digestdo gelado (130 mM de NaCl, 1 mM de éacido
L(+)-latico, 5,4 mM de KCI, 3 mM de acido piravico, 25 mM de HEPES, 0,5 mM de
MgCl2, 0,33 mM de NaH2PO4, 22 mM de glicose e 50 pU/ml de insulina bovina, pH =
7,39) a um fluxo de aproximadamente 3 mL/min.

O coracao foi suspenso pela aorta e a perfusao foi iniciada imediatamente com
o tampao de digestdo, 0,048 mM de CaCl2 e 12 mg de Colagenase tipo Il (solucéo 1).
O fluxo foi reduzido para 1,5 mL/min quando a Solucdo 1 atingiu o coracao, e a
perfusdo continuou por cerca de 15 minutos até que o coracao parecesse mole. O
coracao foi entdo transferido para uma placa de dissecacédo com a Solucéo 1, os atrios
e vasos foram removidos e os ventriculos foram cuidadosamente picados. O tecido foi
cuidadosamente disperso por pipetagem em um banho a 37 °C com a Solucédo 2
(contendo 0,096 mM de CaCl2, 8 mg de Colagenase e 100 mg de BSA) por 2 minutos.

A suspenséo de células foi filtrada através de uma malha e centrifugada a 500
rpm por 1 minuto em temperatura ambiente. O pellet resultante foi exposto sequencial
e gradualmente a concentracdes crescentes de calcio por meio de ressuspensao na
Solucédo 3 aquecida (200 mg de BSA e 0,25 mM de CaCl2) e, em seguida, na Solucao
4 (200 mg de BSA e 0,5 mM de CaCl2), com periodos de descanso de 1 minuto e
centrifugacéo a 500 rpm apos cada etapa. Finalmente, as células foram ressuspensas
na Solucdo 5 com a concentracao final de célcio (1,2 mM de CaCl2) para uso em

experimentos.
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4.3.6 Encurtamento e realongamento de cardiomidcitos

As propriedades de contracdo dos cardiomiocitos foram avaliadas usando um
sistema baseado em video (SarcLen, lonOptix) projetado para a aquisicdo do
espacamento dos sarcomeros. Os experimentos foram conduzidos a 37 °C em uma
solucdo de banho contendo concentracdes fisiolégicas de calcio (1,2 mM de CaCl2).
As alteragbes no comprimento dos sarcOmeros foram registradas continuamente em
alta taxa de aquisicdo e processadas usando o software lonWizard (lonOptix). O
encurtamento do sarcémero foi quantificado em condi¢cdes de estimulacdo basal e

estavel.”t

4.3.7 Transiente de calcio

A andlise dos transientes de Ca?* intracelular foi conduzida utilizando o
indicador fluorescente Fura-2/AM (Molecular Probes, EUA), um composto permeavel
a membrana plasmatica. Inicialmente, os cardiomiocitos foram submetidos a
incubacdo com uma solucéo de Fura-2/AM, ajustada para uma concentracao final de
2 pmol/ml, por um periodo de 20 minutos a temperatura ambiente.

Na fase seguinte, a solucdo de cultura contendo o indicador foi trocada por um
meio novo, isento de Ca?* fluorescente. Tal etapa foi necesséaria para assegurar a
clivagem do AM-éster, processo que demandou um tempo adicional de 20 minutos.

Concluida esta preparacdo, o transiente de Ca?" foi restabelecido pela
aplicacdo de estimulos elétricos aos cardiomiocitos. Para a estimulacéo, utilizou-se
um Myopacer (Field Stimulator, Lonoptix, EUA), que forneceu pulsos em frequéncias
de 0,5 e 3,0 Hz, mantendo a intensidade fixa em 20 volts e a duracdo do estimulo em
5 segundos, tudo sob temperatura ambiente controlada.

A medicéo dos transientes foi efetuada em um microscépio invertido (Nikon TE-
2000E, Japao), acoplado a um sistema fotométrico que possibilitou a leitura da
fluorescéncia no comprimento de onda de emissao de 510 nm. O indicador foi, entéo,
submetido a excitacdo de forma alternada nos comprimentos de onda de 340 e 380
(Fz401380), por meio do sistema Optoscan (Cairn Research, Reino Unido). Gostariamos
de registrar que esta analise contou com o0 apoio e a colaboragéo do Laboratoério de
Integracdo dos Sistemas Biolégicos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Sao Paulo.



38

4.3.8 Eutanasia e coleta do material biolégico

A eutandsia ocorreu no término do protocolo experimental, por meio da
administracdo de uma dose inalatoria letal do anestésico isoflurano. Esse
procedimento foi rigorosamente conduzido em estrita conformidade com os principios
éticos e as recomendacdes estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério/Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(SBCAL/COBEA), garantindo o bem-estar animal e a integridade da pesquisa.

ApOs a eutanasia, os 0rgdos de interesse foram coletados. Dentre eles o
coracdo, figado, pulmdo, baco e rins. Cada 6rgdo foi devidamente pesado e
armazenado sob condicbes controladas, em preparacdo para as analises

subsequentes.

4.3.9 Analises histoldgicas

A preparacao das amostras cardiacas comeg¢ou com a fixacdo em solucéo de
formalina tamponada a 10%, mantida por um periodo total de 48 horas. Finalizada a
etapa de fixacdo, os tecidos foram encaminhados para o Laboratorio de Anatomia
Patologica do Instituto do Coracdo (HCFMUSP), onde se encontra 0 Servigco
especializado em confeccao de laminas.

O processamento histolégico envolveu a desidratacdo e o subsequente
embebicdo em parafina. O tecido, uma vez parafinado, foi cortado em secbes de 5
micrémetros de espessura.

As laminas resultantes foram submetidas a duas coloracdes: Hematoxilina-
Eosina destinada a avaliacdo do diametro dos cardiomiécitos e Picrosirius Red para
guantificar a area da fracao de colageno, indicativa de fibrose.

Para as analises morfométricas, a mensuracao do diametro transverso dos
cardiomidcitos foi executada utilizando-se um sistema computadorizado (LEICA
QUANTIMET 500, Alemanha). Este equipamento estava conectado a um microscopio
optico configurado com um aumento de 40x. Para garantir a robustez e seguranca dos
dados, os diametros dos cardiomidcitos foram calculados a partir da média de

medicOes obtidas em 10 campos microscopicos distintos por animal.



39

4.3.10 Extracéo proteica e analise de Western Blot

A técnica de Western Blot foi empregada para quantificar a expresséo proteica
no tecido miocardico, incluindo o trocador sédio/célcio (NCX), a Ca?* do reticulo
sarcoplasmético (SERCAZ2), o fosfolamban (PLN) e o fosfolamban fosforilado (p-PLN).

Para a extracao das proteinas totais do miocardio, iniciamos com a preparacao
de um lisado celular. Este lisado foi obtido utilizando o tampéo de lise RIPA cuja
composicao inclui 50 mM de Tris-HCI pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1%
de NP40, 0,25% de Na-desoxicolato, o qual foi complementado cuidadosamente com
inibidores de proteases (Sigma-Aldrich) para preservar a integridade das proteinas. A
solucao resultante foi mantida sob agitacao intermitente em vortex (a cada 5 minutos)
por um total de 15 minutos no gelo, visando a lise completa. Apoés a lise, o material foi
entdo centrifugado a 13.000 rpm por 20 minutos, sob refrigeracdo (4°C), separando
as proteinas do material celular remanescente.

A concentracdo total de proteina foi determinada através do ensaio de Bradford
(Coomassie Plus, The Better Bradford Assay™ Kit, Pierce, Rockford, IL), foi construida
uma curva padréao utilizando diluicbes seriadas de albumina sérica bovina, com
concentracfes de 0 a 2 mg/mL. Tanto as diluicdes de albumina sérica bovina quanto
as amostras de extrato proteico, as quais foram previamente diluidas 10 vezes, foram
submetidas a analise em duplicata, em uma placa de 96 pocos.

Adicionou-se 295 pL do reagente de Bradford a 5 uL de cada amostra/diluicéo.
A placa foi entdo incubada por um tempo de 10 minutos a temperatura ambiente,
protegida da luz, para permitir a reacdo colorimétrica. A absorbancia foi lida no
comprimento de onda de 595 nm no leitor Biotrak Il Plate Reader (GE Healthcare).
Finalmente, a concentracdo de proteina em cada extrato foi determinada através da
equacao da reta obtida a partir da curva padréo de absorbancia.

Para o preparo da eletroforese, aliquotas de 30 pg de proteina foram
desnaturadas a 95°C durante 5 minutos na presenca do tampéo de desnaturacdo
Laemmli 4x( 7,5% Tris2M pH6,8 0,5% SDS, 5% azul de bromofenol, 26% de glicerol
e 16,5% de 2-mercaptoetanol), ajustado para uma concentracdo final delx. A
separacao das proteinas, com base em seu peso molecular, foi entdo realizada por
eletroforese em gel de SDS-PAGE a 12%. O tampéo de corrida utilizado foi o Tris-
Glicina (250 mM Tris, 1,92 M Glicina, 1% SDS). A corrida eletroforética foi iniciada

com a aplicagao de 70 V por 20 minutos, seguida por uma voltagem de 100V por
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aproximadamente 2 horas, separando as bandas proteicas com base no peso
molecular. ApGs a separacao das bandas proteicas. as proteinas foram transferidas
para membranas de nitrocelulose (Pierce). Esse procedimento de transferéncia durou
por 50 minutos a voltagem de 15V, sendo executado no Trans-Blot SD Semi-dry
Transfer Cell (Bio-Rad, Hercules, CA). O tampé&o de transferéncia era composto por
48mM Tris, 39mM Gilicina, 0,0375% SDS e 20% de metanol. Posteriormente, as
membranas foram submetidas ao bloqueio inespecifico com uma solucédo de 5% de
albumina sérica bovina em TBS-T (2,42g/L Tris-Base, 8g/L NaCl, 0,1% Tween20) por
um periodo de 16 horas em 4°C. A etapa seguinte foi a incubacdo das membranas
com o0s anticorpos primarios especificos, procedimento que foi conduzido a
temperatura ambiente, por um periodo que variou entre 1 e 2 horas.

ApOs a incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas,
consistindo em quatro ciclos de 5 minutos com TBS-T, seguidos por uma lavagem
final com TBS. Em seguida, realizamos a incubacdo com o anticorpo secundario
fluorescente por 90 minutos, mantida a temperatura ambiente. A leitura e aquisicédo de
imagens para as proteinas alvo foram realizadas utilizando-se o sistema de
fluorescéncia infravermelha Odyssey Fc System (LI-COR).

Os anticorpos utilizados foram: SERCA2 ATPASE (MA-919, Thermo Fisher);
Antitrocador Sédio/Calcio (MA3-926, Thermo Fisher); Anti-fosfolambam (MA3-922,
Thermo Fisher); Anti-fosfo-fosfolambam (711401, Thermo Fisher); Goat anti-mouse
IgG; e Goat anti-rabbit Igg. A expressao proteica foi quantificada de maneira semi-
guantitativa, realizando-se a analise densitométrica das bandas obtidas no Western
Blot. Para esta analise, foi utilizado o software ImageJ (National Institutes of Health,
EUA).

4.4 Céalculo amostral e andlise estatistica

O tamanho da amostra foi calculado baseando-se na fracdo de ejecdo de um
estudo anterior.3® Com base na diferenca observada entre o grupo controle (63,4%) e
0 grupo tumoral (46,6%), e um desvio padrdo de 2,5% no grupo com maior
variabilidade, o calculo estatistico (teste t bicaudal, G*Power) indicou um tamanho
minimo de amostra de 2 animais por grupo, garantindo 80% de poder e um nivel de

significancia de 5%. No entanto, o numero final de animais foi aumentado para atender
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aos requisitos metodoldgicos. Esse aumento foi necessario para garantir que cada
analise realizada, incluindo estudos histologicos e moleculares, tivesse um numero
adequado de amostras, geralmente >5 por grupo, e para compensar o risco de perdas
de amostra associadas a agressividade do modelo de cancer de pulmé&o.’? O nimero
total de 28 animais por grupo, maior que o minimo, forneceu poder estatistico robusto
para detectar diferencgas significativas tanto na variavel priméaria quanto nas multiplas
variaveis avaliadas.

Inicialmente foi empregado o teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da
distribuicdo dos dados. Posteriormente, os resultados foram apresentados como
média e desvio padréo da média ou mediana e intervalo interquartilico, de acordo com
a distribuicdo de dados estabelecidas pelo teste de Shapiro-Wilk. Diferencas entre
grupos dentro da normalidade num tnico momento foram testadas pelo Teste T para
medidas ndo pareadas. Diferencas entre grupos ao longo do estudo foram verificadas
pela ANOVA de dois caminhos para medidas repetidas. Para dados que n&o seguiram
uma distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. No caso de diferenca
significativa para dados dentro da normalidade foi usado o teste post-hoc de Tukey.
Foi aceita uma diferenca significante com P<0,05. Os dados foram processados e
analisados com o auxilio dos softwares STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., Oklahoma,
EUA) e Microsoft Excel (Washington, EUA)

5. RESULTADOS

No grupo controle, quatro camundongos foram excluidos. Trés camundongos
desenvolveram ma oclusdo e um morreu durante o teste de esforco maximo. No grupo
com cancer, um camundongo morreu durante o teste de esforco maximo. Assim, 24

camundongos no grupo controle e 27 no grupo com cancer foram incluidos no estudo.

5.1 Peso Corporal

Os dados apresentados na Tabela 1 e Figura 2 mostram a evolugédo do peso
corporal de camundongos que foram inoculados com células tumorais de cancer de
pulmdo e de camundongos saudaveis. O grupo com cancer tinha peso corporal
significativamente menor na 12 semana (p=0,015), 22 semana (p=0,040) e 3% semana
(p=0,043) de estudo. Entretanto, a partir da 42 semana, ndo houve diferenca

significativa no peso corporal entre os grupos. Peso corporal semelhante entre os



grupos também foi observado na pré eutanasia (Tabela 2, Figura 3).
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Tabela 1. Peso corporal de camundongos saudaveis e camundongos inoculados com células

de cancer de pulméo.

Semanas | Controle Cancer ‘ Valor P
10 semana (n=24/27) e ﬁg;gg 65) (22,53223,02) 0,015
20 semana (n=24/27) e 4;2;23181) (zs,igég, . 0,040
30 semana (n=24/27) (25,3471;231 66) e 4132222,71) 0,043
4° semana (n=20/23) (25,5;581 49) e 415;(2’;,9 " 0,218
50 semana (n=17/17) (26,%;;(7)176) (2512(7);%,8 " 0,660
6°semana (n=9/10) (26,%228,88) (25,32;23,60) 0,895
7° semana (n=4/4) 26,57 26,50 0,783

(25,98:27,86)

(25,97:28,88)

* = Diferenca significativa. Mann-Whitney.
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Figura 2 Peso corporal de camundongos saudaveis e camundongos inoculados com células
de cancer de pulmao durante as semanas de estudo. * = Diferenc¢a significativa entre os
grupos, Primeira semana p=0,015, Segunda semana p=0,040 e Terceira semana p=0.043.

Mann-Whitney. Animais/grupo: 24 Controle, 27 Cancer.
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Tabela 2. Peso corporal de camundongos saudaveis e camundongos inoculados com
células de cancer de pulméo na pré eutanasia.

‘ Variavel | Controle (n=24) Céancer (n=27) Valor p
Peso (g9) 28,23 + 2,96 28,20 + 2,48 0,962
Média Test T de Student ndo pareado.
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Figura 3. Peso corporal de camundongos saudaveis e camundongos inoculados com células
de céncer de pulmao na pré eutanasia. Test T de Student ndo pareado. Animais/grupo: 24
Controle, 27 Céancer.

5.2 Peso dos 6rgaos

Apresentamos agora 0s achados do peso dos 6rgaos coletados. Os nossos
dados mostram um aumento significativo no bacgo (p=<0,001), figado (p=<0,001) e
pulmédo (p=<0,001) nos camundongos com cancer (Tabela 3 e Figura 4). Por outro
lado, as analises nao revelaram diferencas significativas entre os grupos estudados

no coracgao e nos rins.

Tabela 3. Peso dos 6rgdos em camundongos saudaveis e camundongos inoculados com células de
cancer de pulmao.

Orgéos Controle (n=14) Céancer (n=17) Valor p

Baco (g/cm) 0,068 + 0,009 0,164 + 0,031 <0,001*



Coracédo (g/cm)
Figado (g/cm)
Pulméo (g/cm)

Rins (g/cm)

0,261 + 0,004

0,895 + 0,009

0,111 + 0,013

0,268 + 0,001

0,258 + 0,005

1,108 + 0,041

0,129 + 0,013

0,267 + 0,002
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0,118

<0,001*

<0,001*

0,227

Média + Desvio padrdo. * = Diferenca significativa. Test T de Student ndo pareado.
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0,05 4

0,00 -
1.4 -

1.2 A
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0.4 -

0,2 4

0,0 -
0,16 -

0,14 -
0,12 -
0,10 -
0,08 -

0,086 4

Pulmao (g/cm)

0,04 -

0,02 4

0,00
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- CAMNCER

Figura 4. Peso do baco, figado e pulmdes em camundongos inoculados com células de
cancer de pulm&o e camundongos saudaveis.* = Diferenca significativa. Baco p<0,001,
Figado p<0,001e Pulmé&o p<0,001 Test T de Student ndo pareado. Média + Desvio padréo.
Animais/grupo:10 Controle, 14 Cancer.
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5.3 Capacidade fisica

Em relacdo a capacidade fisica, podemos observar que o grupo inoculado
com células de cancer de pulméo apresentou reducdo na distancia percorrida
(Interacéo, p<0,001; Post hoc p<0,001), a velocidade (Interagdo, p<0,001; Post
hoc p<0,001) e o tempo de execucédo (Interacdo, p<0,001; Post hoc p<0,001)
guando comparado com o grupo controle (Tabela 4, Figura 5).

Tabela 4. Capacidade fisica em camundongos inoculados com células de cancer de pulmao e
camundongos saudaveis.

. _ ] _ P P P
Variavel Controle (n=24) Cancer (n=27) Grupo Tempo | Interagio
- Pré | Pos Pre | Pos - - -
Distancia 663,00 663,24 641,93 484,78 ) * R
(m) £61,08 +6402  +5341 9697 < 00017 <0001" <0,001
Tempo 32,43 32,56 31,96 27,02 \ \ .
(min) £165  +1,97 +1,58 +2g97 <0007 <0001 <0,001
Velocidade 36,37 37,00 36,55 32,00 \ \ .
(m/min) +1,84  +1,69 +1,67 £250 <0001" <0001 <0,001

Média £ Desvio padrao. * = Diferenca significativa. ANOVA medidas repetidas. Teste post hoc de
Tukey. Distancia percorrida (Post hoc p<0,001), velocidade (Post hoc p<0,001) e tempo de
execugao (Post hoc p<0,001). Animais/grupo: 24 Controle, 27 Cancer.



46

800 - I ]

s00

400 ] COMTROLE
- CANCER

Distancia (m|

200

S0 E

30 -

0 CONTROLE
_— CAMNCER
20

Velocidade (m/min)

30 A

20 O COMNTROLE
_— CANCER

Tempo (min)

10

(=] 1 v +
Pré Pos Pré Pos

Figura 5. Capacidade fisica em camundongos inoculados com células de cancer de pulméo
e camundongos saudaveis. Média + Desvio padrdo. ANOVA medidas repetidas. Teste post
hoc de Tukey.

#Diferenca intragrupo; *Diferenca intergrupo.. Distancia percorrida (Intera¢éo p<0,001, Post
hoc p<0,001), Velocidade (Interacdo p<0,001, Post hoc p<0,001) e Tempo de execucao
(Interacdo p<0,001, Post hoc p<0,001). Animais/grupo: 24 Controle, 27 Cancer.

5.4 Morfologia e Funcédo Cardiaca

A avaliacao ecocardiografica mostrou reducéo significativa na fracédo de ejecao
do ventriculo esquerdo no grupo cancer em comparacao com o grupo controle (Grupo
p= 0,007) (Tabela 5 e Figura 6). Na comparacéo intragrupo observou-se um aumento
na onda E no grupo cancer (p=0,011) (Tabela 5). Analises adicionais de speckle-
tracking ndo mostraram diferencas significativas entre os camundongos com cancer e

0s camundongos saudaveis (Tabela 5).
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Tabela 5. Morfologia e fungédo cardiaca em camundongos inoculados com células de céncer de
pulmao e camundongos saudaveis.

iy _ A _ P P P P
Variavel Controle (n=24) Cancer (n=27) Grupo | Tempo | Interacio | (Mediana)
Volumes Pré ’ Pos Pré | Pos - - -
2,76 2,65 2,92 2,97
VDF (ul) + 064 +057 +075 +052 0,797 0,071 0,540 -
1,12 1,09 1,32 1,20
VSF (ul) £022  £025 +034 +0pg 0009 0166 0,463 -
. . . . . P P P P
Morfologia pré Pos Pre Pos Grupo | Tempo | Interagdo | (Mediana)
0,86 0,91 0,82 0,84
SIV (mm) £013  £010 013 +012 0052 0186 0,664 -
3,53 3,47 3,52 3,76
Massa VE (mg) +0.61 + 046 +055 +062 0,239 0,421 0,197 -
0,154 0,147 0160 0,153
DDFVE (mm) +0,02 +0,02 +0,02 +0,01 0,145 0,124 0,992 -
0,107 0,102 0,115 0,106
DSFVE (mm) +0,01 £0,01 £0,02 £ 0,01 0,144 0,080 0,616 -
. . . . . P P P P
Funcional Pre Pos Pre Pos Grupo | Tempo | Interagdo | (Mediana)
59,76 58,58 54,47 53,90 .
FE (%) +955 +958 +1018 =643 00077 0629 0,866 -
FS (%) 30,68 30,92 28,54 30,47
£755 +742 4744 xep0 0447 0365 0554 -
325,54 334,50
OndaA(mmis) 32301 31578 #1015 +1030 0866 0920 0605 ]
660,91 737,21
OndaE(mms) 230> 7442 +1137 12004 0833 0001 0,01t -
1,91 1,85 2,09 2,05
E/A (cm/s) +050 +053 +039 +055 0,577 0,060 0,941 -
1,77 1,72
Mv des Ec (ms) — "y5. ; (131; ; ; ; - 0,366
Mediana (IQR) 2.17) 2.01)
1,76 1,66
Mv dps Ec (ms) _ (1,26; _ (1,46; - - - 0,698
Mediana (IQR) 2,00) 2.19)
& (mm/s) -21,35 -21,65
: -18,70; - -17,44; - - - - 0,485
Mediana (IQR) (-26 57) (_24 12)



e’ (mm/s)
Mediana (IQR)

E/e’ (cm/s)

TRIVc (ms)

TCI (ms)

TE (ms)

IPM

ECC Strain (%)

ECC SR (S)

ELL Strain %

ELL Strain %

ELL SR (S™)
Median (IQR)

ELL SR (S™)
Mediana (IQR)

ELR Strain (%)
Mediana (IQR)

ELR Strain (%)
Mediana (IQR)

ELR SR (S™)
Mediana (IQR)

ECR Strain (%)
Mediana (IQR)

ECR Strain (%)
Mediana (IQR)

29,35
+5,20

1,53
+0,27

15,52
+ 3,59

50,93
519

0,33
+ 0,07

-13,42
2,07

-4,23
1,22

10,42
(12,59;
7,61)

-3,13
(-4,20;
-2,57)

11,96
(7,94,
15,21)

3,40
+1,24

13,57
(10,75;
18,28)

-20,85
(-17,04;
-27,87)

31,25
+7,53

1,50
+0,30

16,08
+ 3,65

48,99
+5,97

0,36
+0,08

-15,35
+ 4,74

-4,57
+ 1,66

-8,67
(-10,28;
-7,32)

12,48
(9,99;
15,16)

3,22
+1,01

14,82
(5,92;
22,70)

27,50
+7,37

1,63
+0,28

15,91
3,24

53,28
+5,88

0,33
+ 0,06

-12,41
+4,70

-3,66
+1,20

-8,22
(12,18;
6,86)

2,78
(-4,37;
-2,24)

11,55
(8,84;
14,13)

3,26
+1,18

10,42
(5,05;
18,37)

-23,86
(-20,05;
-30,08)

23,64
+ 8,21

1,48
+0,32

17,65
4,02

51,64
+7,39

0,37
+0,09

-15,60
+4,09

-4,96
1,64

11,24
(-14,54;
-8,15)

-3,53
(-4,93;
-2,83)

12,83
(7,56;
16,65)

3,59
+1,48

17,53
(11,01;
25,40)

0,227

0,489

0,200

0,055

0,850

0,575

0,765

0,643

0,378

0,850

0,132

0,168

0,027

0,002

0,007

0,772

0,945

0,830

0,435

0,907

0,604

0,394

0,110

0,318

0,097

0,341

0,116

0,361

0,113

0,756

0,846

0,437

0,221

48
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ECR SR (S™) 3,97 3,31
Mediana (IQR)  (3.17: ; (2.53; ; ; ; - 0,107
4,62) 4.46)
) 4,40 4,37
ECR SR (S7) ; (3.30; ; (3.43; ; ; ; 0,846

Mediana (IQR) 5,16) 5,79)

377,62 394,29 381,46 421,92

FC (bpm) £594  +421 +704 546 0177 0015 0,306 -
Intervalo R-R 158,00 (11351’%%

(ms) (139.25; ; I, ; ; ; ; 0,705
Mediana (IQR)  171,50) 183.00)

Intervalo R-R (11%%’%% (1132%%%

(ms) - > - % - - 0,052
Mediana (IQR) 167.25) 156,50)

DDFVE (Diédmetro diastélico do ventriculo esquerdo); DSFVE (Diametro sistdlico do ventriculo esquerdo); E/A
(Relacdo onda E/Onda A); E/e’ (Relagdo Onda E/ Velocidade de relaxamento miocardico do anel mitral na fase
de enchimento ventricular precoce); ECC strain e strain rate (eixo curto circunferencial strain e strain rate); ECR
strain e strain rate (eixo curto radial strain e strain rate); ELR strain e strain rate (eixo longo radial strain e strain
rate); ELL strain e strain rate (eixo longo longitudinal strain e strain rate); FC (Frequéncia cardiaca); FE (Fragao
de ejecdo); FS (Fracdo de encurtamento); IPM (indice de performance miocardica); MassaVE (Massa do
ventriculo esquerdo); Mv des. E (Tempo de desaceleragdo da onda E); Onda A (Pico de velocidade do fluxo
transmitral durante a contracéo atrial); Onda E (Velocidade do fluxo mitral na fase de enchimento ventricular
precoce); TRIVc (Tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido pelo peso); VDF (Volume diastdlico final do
ventriculo esquerdo); VSF (Volume sistdlico final do ventriculo esquerdo). Média. + Desvio padrdo. ANOVA
medidas repetidas. Teste post hoc de Tukey. Fragcdo de ejecdo (Grupo = 0,007). Onda E (Post hoc
p<0,001).*Diferenga intergrupo; #Diferenca intragrupo. Mediana e intervalos interquartis(IQR). Mann-Whitney.

80 -

[——] CONTROLE
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20

0 . . ]
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Figura 6. Fracdo de ejecdo em camundongos inoculados com células de cancer de pulméo e
camundongos saudaveis. * = Diferenc¢a significativa (Grupo p = 0,007). Animais/grupo: 24
Controle, 26 Cancer.



5.5 Transiente de Célcio

50

A andlise do transiente de célcio evidencia que os camundongos com cancer

tém reducdo significativa nos niveis basais de célcio (0,5Hz p<0,001; 3,0Hz p<0,001),

velocidade de liberacao de célcio (0,5Hz p<0,001; 3,0Hz p<0,001), amplitude do sinal
de célcio (0,5Hz p=0,050; 3,0Hz p<0,001) e velocidade de absorcao de célcio (0,5Hz
p<0,001; 3,0Hz p<0,001) (Tabela 6; Figuras 7, 8, 9 e 10 respectivamente).

Tabela 6. Niveis basais de calcio, velocidade de liberacédo de calcio, amplitude do sinal de calcio e
velocidade de recaptacgéo de calcio e niveis de calcio no cardiomidcito em camundongos inoculados
com células de cancer de pulméo e camundongos saudaveis.

Parametros Controle Céancer Valor p
i Mediana Mediana i

(IQR) (IQR)
Ca?* Baseline 0,853 0,631 <0.001*
0,5 Hz (0,784;0,893) (0,514;0,825) '
Ca?* Baseline 0,857 0,623 <0.001*
3,0 Hz (0,786;0,896) (0,518;0,708) '
\ézlgudade de liberacdo de 1,550 1,048 0.001%
0.5 Hz (1,170;2,421) (0,438;1,883)
\églgudade de liberagéo de 1,571 0.833 0,001
3.0 Hz (1,207;2,280) (0,302;1,334)
Amplitude de Ca?* 6,938 6,667 0.050*
0,5 Hz (5,777,9,717) (3,552;9,557) '
Amplitude de Ca?* 1,571 0,833 <0.001*
3,0Hz (1,207;2,280) (0,302;1,334) '
\é(;l2c+>0|dade de absorcéo de -0,337 0,217 0,001
0.5 Hz (-0,513;-0,291) (-0,425;-0,122)
Velocidade de absor¢éo de
Ca?* -0,470 -0,252 <0,001*

3,0Hz

(-0,669;-0,371)

(-0,428;-0,128)

Mediana e intervalos interquartis. Mann-Whitney. * = Diferenca significativa.



>

—_
o
M

o
[=-]
"

° oo 4> @

Linha de Base Caz+
(F340/380 ratio)

o

o

=
EN

o
L]

= CONTROLE - 0.5 Hz
B CANCER - 0.5Hz

Linha de base Ca2+
(F340/380 ratio)

—
~

—_
=3

o
©o

=
[=>]

=
E =N

o
~

- dmoe o

. =

51

=1 CONTROLE - 3.0 Hz
I CANCER - 3.0 Hz

Figura 7. Niveis basais de calcio com estimulacdo de 0,5 e 3,0Hz. Mann-Whitney.*= Diferenca

significativa (0,5Hz p<0,001; 3,0Hz p<0,001). Cardiomiécitos/grupo: 60 Controle, 50 Cancer.
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Figura 8. Velocidade de liberagdo de calcio com estimulagdo de 0,5 e 3,0Hz. Mann-Whitney.
* = Diferenca significativa (0,5Hz p<0,001; 3,0Hz p<0,001). Cardiomiécitos/grupo: 60 Controle,

50 Cancer.
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Figura 9. Amplitude de calcio com estimulagéo de 0,5 e 3,0Hz. Mann-Whitney. * = Diferenca

significativa (0,5Hz p<0,050; 3,0Hz p<0,001). Cardiomiécitos/grupo: 60 Controle, 50 Cancer.
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Além desses resultados observamos que o tempo para atingir 50% do
encurtamento maximo do cardiomidécito estava significativamente reduzido no grupo
inoculado com cancer de pulmdo em comparagcdo com os camundongos saudaveis
(Figura 11).
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Figura 11. Tempo para alcangar 50% do encurtamento maximo do cardiomidcito com
estimulag@es de 0,5Hz. *Diferenga Intergrupo (p=<0,05) Mann-Whitney.
Cardiomidcitos/grupo: 60 Controle, 50 Cancer.

N&ao foram verificadas diferencas significativas no comprimento do sarcémero,
encurtamento do sarcdémero, velocidade de encurtamento do sarcémero e tempo para
atingir 50% da contracdo maxima do sarcomero (Tabela 7). Resultados semelhantes
foram verificados no cardiomidcito. Nao foram verificadas diferencas significativas no
encurtamento do cardiomidcito, velocidade de contracdo do cardiomiécito e tempo

para atingir 50% da contracdo maxima do cardiomiocito (Tabela 8).

Tabela 7. Comprimento do sarcoOmero, encurtamento do sarcémero, velocidade de
encurtamento do sarcdmero e tempo para atingir 50% da contragdo méaxima do sarcémero.

Paréametros Controle Céancer Valor p
Mediana Mediana

(IQR) (IQR)




Comprimento do Sarcémero
0,5Hz

Comprimento do Sarcémero
3,0Hz

Encurtamento do Sarcémero
0,5Hz

Encurtamento do Sarcémero
3,0Hz

Velocidade de encurtamento
do sarmbémero
0,5Hz

Velocidade de encurtamento

3,752
(3,688;3,854)

3,696
(3,646;3,776)

6,921
(5,357;9,230)

9,099
+ 4,513

-4,498
(-5,553;-3,321)

3,783
(3,682;3,901)

3,692
(3,564;3,810)

8,202
(5,675:10,177)

9,122
+ 4,453

-5,525
(-6,831;-3,613)

do sarmbémero
3,0Hz

Tempo para 50% da contracdo
méxima do sarcomero

0,5Hz

Tempo para 50% da contracéo
maxima do sarcomero

3,0Hz

-6,078 -6,272
* 3,102 + 3,153
0,0405 0,0400

(0,0390;0,0440)

0,0380

(0,0350;0,0408)

0,0370

(0,0360;0,0440)

(0,0340;0,0410)

0,523

0,744

0,212

P= 10,978

0,059

P= 0,747

0,223

0,763

Mediana e intervalos interquartis. Mann-Whitney. Média + Desvio padréo. Teste t de Student

nao pareado.

Tabela 8 Encurtamento do cardiomidcito, velocidade de contracéo do cardiomidcito e
tempo para atingir 50% da contracdo maxima do cardiomidcito

Parametros Controle Cancer Valor p
i Mediana Mediana i
(IQR) (IQR)

Encurtamento do

e 4,469 3,739
cardiomiécito (2,705:6,242) (2,204:7,098) 0,586
0,5Hz
Encurtamento do

SRS 5,154 3,147
cardiomiécito (1,650;7,884) (1,180:7,972) 0,359
3,0Hz
Velocidade de
contragéo do -134,930 -135,637 0.285
cardiomiécito (-222,602;-59,764)  (-284,504;-78,305) '
0,5Hz
Velocidade de
contragéo do -185,573 -166,762 0.934
cardiomiécito (-286,652;-57,052) (318,769;-53,969) ’
0,5Hz
Tempo para 50% da 0,191 0,143 <0.001*

contragdo méaxima do

(0,162;0,218)

(0,114;0,190)
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cardiomiécito
0,5Hz

Tempo para 50% da
contragdo maxima do
cardiomiécito 3,0Hz

0,175
(0,141;0,214)

0,138

(0,0775;0,200)
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0,091

Mediana e intervalos interquartis. Mann-Whitney.

5.6 Analise histolégica

Conforme apresentado na Tabela 9 e na Figura 12, ndo foi encontrada

diferenca significativa no diametro do cardiomiocito entre os grupos. Contudo, houve

uma forte tendéncia a aumento na area de fracdo de colageno no grupo cancer

(Tabela 10, Figura 13, p=0.062).

Tabela 9. Pardmetros avaliados através da microscopia éptica para variaveis como area de fracdo

de coldgeno e didmetro do cardiomiécito.

Parametros Controle (n=6) Céancer (n=7) Valor p
i Mediana Mediana i

, (IQR) (IQR)

Areg de fracdo de 2,71 2,90 0.062
colageno (2,32;3,09) (2,43;3,23) '
Didmetro do miécito 14,85 14,72 0,686

(13,50:16,23)

(13,28:16,43)

Mediana e intervalos interquartis. Mann-Whitney.
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Figura 12. Diametro do cardiomidcito em camundongos com cancer de pulmédo e camundongos
saudaveis. Mann-Whitney. Animais/grupo: Controle 6; Cancer 7.
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Figura 13. Area de fracdo de colageno em camundongos com cancer de pulmio e
camundongos saudaveis. Mann-Whitney. Animais/grupo: Controle 6; Cancer 7.
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5.7 Alteragdes Moleculares Cardiacas

Ao investigarmos as proteinas essenciais envolvidas na contracdo e no
relaxamento cardiaco, nossos dados mostram um aumento significativo na expressao
do trocador sddio/célcio (NCX, p=0,009) e fosofolamban (PLB, p=0,039) nos
camundongos inoculados com cancer quando comparados aos saudaveis, conforme
demonstrado na Figura 14. Nao foram observadas diferengas significativas na
expressdo da ATPase 2 do reticulo sarcoplasmatico de calcio (SERCA2a, p=0,328) e
do fosfolamban fosforilado (p-PLB, p = 0,187), conforme demonstrado na Figura 15.
Ao analisarmos a relacdo SERCA/PLB (p=0,004) e SERCA/NCX(p=0,023) ambas
apresentaram reducdes significativas nos camundongos com cancer, conforme

demonstrado na Figura 16.
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Figura 14. Quantificagdo de proteinas Fosfolambam e NCX reguladoras do célcio no coracéo.
Test T de Student ndo pareado. * = Diferenca significativa NCX (p=0,023), PLB (p=0,004).
Média + Desvio padrdo. Animais/grupo: 8 Controle, 10 Céancer.
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Figura 15. Quantificacdo de proteinas p-PLB e SERCA, reguladoras do calcio no coragéo.
Test T de Student ndo pareado. Animais/grupo: 8 Controle, 10 Cancer.
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Figura 16. Relagdo de proteinas SERCA/PLB e SERCA/NCX, reguladoras do célcio no

coracdo. Test T de Student ndo pareado. * = Diferenga significativa SERCA/PLB (p=0,004),
SERCA/NCX (p=0,023). Média + Desvio padrdo. Animais/grupo: 8 Controle, 10 Céancer.
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6. DISCUSSAO

Os principais resultados do presente estudo sdo que camundongos
inoculados com células de Lewis Lung Carcinoma apresentam: 1) aumento no
peso do baco, figado e pulmdo; 2) diminuicdo na capacidade fisica; 3)
diminuicdo na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; 4) diminuicdo no
transiente de calcio do cardiomiocito e 5) alteragcBes na expressao de

proteinas envolvidas nas vias de célcio do cardiomidcito.

6.1 Alteragdo em Orgéos

O baco é um 6rgéo que tem um papel fundamental, tanto na fungéo imunolégica
inata, quanto na producéo, regulacdo e armazenamento das células do sangue.” Sua
acao é crucial na protecéo contra patégenos transmitidos pela corrente sanguinea.
Além de operar como um filtro removendo células sanguineas danificadas, esse 6rgéo
armazena células e produz leucécitos.” O baco pode ser afetado por diversas
neoplasias, tais como, linfoma, angiossarcoma e metastase originada em outros
orgaos devido ao cancer, entre eles 0 melanoma, mama e pulméo. Dados apontam
também o linfoma nédo-Hodgkin como aquele que mais acomete o bago.”

O aumento no bac¢o de camundongos inoculados com células de Lewis Lung
Carcinoma no nosso estudo confirma o de outros estudos nos quais foi verificado
aumento do baco por um aumento de granuldcitos onde essa granulocitose nédo ocorre
apenas pelo recrutamento de granulécitos do sangue periférico, mas também, pelo
desenvolvimento e/ou diferenciacdo de granulécitos da medula 6ssea.” Na tentativa
de ampliar o conhecimento nessa area, um estudo recente do n0sSSoO grupo mostrou
gue o treinamento fisico € uma terapia ndo farmacoldgica eficaz na atenuacédo do
crescimento tumoral e da esplenomegalia induzida pelo cancer.”® Nesse estudo
observou-se também uma diminui¢do nos niveis de MRNA do fator plaquetario 4, isto
€, um gene associado a esplenomegalia durante a progressao tumoral.

Num estudo recente e pioneiro foi demonstrado que o cancer de pulméo leva a
um aumento significativo no peso do figado, acompanhado de fibrose ao longo da
evolucédo do cancer.’” Nossos resultados corroboram esses achados. N6s verificamos
um aumento significativo no peso do figado em camundongos inoculados com células

de Lewis Lung Carcinoma. A explicagdo para esse aumento do figado est4 fora do
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escopo do nosso estudo. Contudo, alguém poderia suspeitar que essa resposta se
deve a metastase desenvolvida ao longo da evolugdo da doenca. Sabe-se que o
figado é um local comum de concentracdo de células cancerigenas no cancer de
pulmao, cujo resultado é a hepatomegalia.”®

No presente estudo, nos verificamos um aumento significativo no peso do
pulméo. Esse achado reproduz os de outros estudos.” O aumento no peso desse
orgdo esta diretamente correlacionado ao crescimento da massa tumoral, o que é
considerado uma medida direta e precisa da progressdo da doenca.’® Embora ndo
tenhamos realizado andlises para verificar a presenca de metastase, o dado de peso

do pulm&o serve como uma estimativa de progressdo da doenca.”

6.2 Diminui¢céo na Capacidade de Exercicio

O teste de exercicio progressivo maximo em esteira rolante tem sido rotineiramente
empregado para avaliar a capacidade fisica, em diferentes condi¢cdes patoldgicas,
tanto em animais,®® quanto em humanos.®® Em nosso estudo, camundongos
transplantados com células de Lewis apresentaram reducéo na distancia percorrida,
velocidade de corrida e tempo de corrida no teste de exercicio em esteira rolante.
Essas respostas evidenciam uma diminuicdo na capacidade de exercicio. Alteracao
na resposta ao exercicio fisico no cancer de pulméo foi também verificada por outros
autores. Eles observaram que camundongos inoculados com células de Lewis
apresentavam reducdo de 30% na atividade fisica espontanea em roda giratoria
disponivel na gaiola.?®?

O que nao se conhece sdo 0s mecanismos envolvidos na intolerancia ao exercicio
no cancer de pulméo. Esse ponto, complexo e de dificil explicacédo, ndo é esclarecido
no presente estudo. No entanto, € possivel levantar algumas hipoteses para explicar
tal resposta fisiolégica. Uma delas seria uma diminuicdo na funcdo cardiaca e,
consequentemente, do débito cardiaco durante o exercicio. A reducédo na fracdo de
ejecao do ventriculo esquerdo nos camundongos com cancer corrobora essa ideia.
Sabe-se que o suprimento de oxigénio para a musculatura esquelética durante o
exercicio fisico progressivo maximo depende muito do aumento no débito cardiaco.®
Portanto, uma elevacao prejudicada do débito cardiaco durante o exercicio fisico pode
contribuir para uma menor capacidade de exercicio em camundongos com cancer de

pulmédo. O débito cardiaco durante o exercicio ndo foi avaliado no presente estudo.
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Contudo, a ideia de um débito cardiaco insuficiente durante o exercicio encontra
amparo nos conhecimentos advindos da insuficiéncia cardiaca. E bem conhecido que
pacientes com insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
diminuida apresentam um aumento limitado do débito cardiaco durante o exercicio
progressivo maximo e que essa resposta explica, em grande parte, a intolerancia ao
exercicio nesses pacientes.?* Resposta semelhante poderia explicar a intolerancia ao
exercicio no cancer de pulmao.

Claro, nés ndo podemos afastar a hipdtese de que altera¢cdes na musculatura
esquelética também tém um papel importante na intolerancia ao exercicio no cancer
de pulmao. Ha evidéncias de que esse tipo de cancer provoca caquexia.®>8 A perda
acentuada de massa muscular pode causar uma profunda alteracdo na capacidade
de exercicio. De fato, estudo prévio mostra uma forte correlacdo entre o consumo de
oxigénio de pico e a funcdo muscular do quadriceps em pacientes com cancer de
pulméo.®” Portanto, é legitimo propor que a perda de massa muscular pode ter tido
um impacto muito relevante na tolerancia ao exercicio no presente estudo.

Na tentativa de esclarecer as alteragcdes na musculatura esquelética provocada
pelo cancer de pulmao, alguns autores identificaram mircoRNAs que sdo expressos
no musculo esquelético em pacientes com cancer.® Essas informacdes moleculares
tém potencial para nortear explicacdes para a intolerancia ao exercicio no cancer de
pulmdo. Com outras abordagens moleculares, alguns autores levantaram a hipotese
de que a miostatina que regula negativamente o crescimento muscular pode estar
envolvida na “miopatia esquelética” e, em consequéncia, na intolerancia ao exercicio
no cancer de pulmao. Apesar dessa hipétese ser, no minimo, logicamente pertinente,
ela ndo foi confirmada. O blogueio da miostatina em camundongos inoculados com
células de Lewis ndo alterou a capacidade de exercicio, 0 que sugere que essa
proteina ndo tem um papel importante na intolerancia ao esfor¢co no cancer de pulméo
e que outros mecanismos musculares podem esclarecer melhor essa resposta.®’

Outros estudos, com o objetivo de mitigar ou mesmo melhorar a capacidade de
exercicio na presenca do cancer de pulmédo, mostraram que a intolerancia ao exercicio
provocada pela inoculagédo subcutanea de Lewis Lung Carcinoma em camundongos
€ prevenida pelo treinamento fisico intervalado de alta intensidade. Uma resposta que
pode estar relacionada ao retardo no crescimento tumoral.®® Em outro estudo, foi
demonstrado que o treinamento aerébio e o treinamento combinado

(aerdbio+resistido) sdo mais efetivos na melhora da capacidade cardiorrespiratoria



62

que o treinamento resistido isolado.®* Esses estudos sdo de grande relevancia no
tratamento do cancer de pulméo. A busca por novas estratégias de tratamento deve
ser objeto de futuras investigacbes numa area em que, apesar dos esforcos e

avancos, o progndstico de sobrevivéncia é pouco animador.

6.3 Alteragcdes na Funcédo Cardiaca e na Estrutura de Cardiomidcito

A avaliacdo da morfologia e da funcédo cardiaca através da ecocardiografia tem sido
uma conduta de muita frequente na pratica clinica.’? No presente estudo, nés nos
valemos dessa técnica para avaliar a morfologia e a funcdo cardiaca em
camundongos com cancer de pulmdo. NOs verficamos que camundongos
transplantados com células de Lewis Lung Carcinoma apresentam diminuigdo na
fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo. Resultados semelhantes foram encontrados
por outros autores. Eles verificaram que camundongos com cancer de pulmao
apresentavam reducdo na fracdo de ejecdo e aumento no diametro interno do
ventriculo esquerdo, tanto na fase sistélica quanto na fase diastdlica, ambos
indicativos de dilatacdo ventricular.®® Em outro tipo de cancer, nés descrevemos que
o desenvolvimento do cancer de mama em camundongas MMTV-PyMT+ provoca
diminuicdo no strain e strain rate longitudinal na andlise de speckle-tracking.*!

Além da reducao na fracdo de ejecdo, 0 nosso estudo mostra que camundongos
com cancer de pulmdo apresentam uma forte tendéncia de reducdo do septo
interventricular (p=0,052). Alterac&o na estrutura cardiaca também foi observada em
cancer de mama. Camundongas MMTV-PyMT+ tém massa do ventriculo esquerdo
diminuida quando comparadas com suas irmads camundongas MMTV-PyM-. Outros
verificaram que animais com cancer de figado apresentam perda progressiva de
massa cardiaca, acompanhada de fibrose e apoptose' e deterioracdo da funcéo
ventricular esquerda, o que parece estar associado a um estado cronico de inflamacéo
tecidual, estresse oxidativo e ativacdo neuro-hormonal.®® Além disso, outros autores
apontam para o fato de que o cancer de Lewis induz um estado proé-inflamatorio
sistémico, o que leva a uma reducédo significativa na inervacdo miocéardica e a um
fendtipo catabdlico de cardiomiécitos.%

No nosso estudo, a andlise quantitativa morfométrica do misculo cardiaco mostra
uma forte tendéncia a aumento na area de fracdo de coldgeno nos camundongos

transplantados com células de Lewis Lung Carcinoma (0,062), o que é condizente com
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um aumento na area de fibrose ventricular nesses camundongos. Esses achados séo
concordantes com aqueles encontrados num estudo recente no qual autopsias de
pacientes que foram a 6bito antes do tratamento mostraram uma reducao significativa
do septo interventricular e a presenca de fibrose.®® Da mesma forma, utilizando a
ressonancia magnética cardiaca, um método n&o invasivo de alta precisdo, alguns
pesquisadores identificaram alteracdes no tecido miocéardico e na funcao cardiaca em

pacientes com cancer.%

6.4 Alteracdes Moleculares Relacionadas as Vias de Célcio

O célcio é um elemento quimico fundamental no processo de contracéo e
relaxamento do musculo cardiaco.®” A movimentacdo do célcio no cardiomidcito
durante o ciclo cardiaco depende da atividade de muitas proteinas.®® Assim, a
determinacdo da expressdo de proteinas relacionadas as vias de calcio no
cardiomidcito é de muita importancia na avaliagdo da funcéo cardiaca. Tao relevante
guanto a expressao de proteinas € o estudo do movimento de calcio no cardiomiocito.
No presente estudo, com o objetivo de compreender as alteragdes na funcéo cardiaca
provocadas pelo cancer de pulmdo, nos estudamos a expressdo de proteinas
relacionadas as vias de calcio e o transiente de calcio no cardiomiécito de
camundongos inoculados com células de Lewis Lung Carcinoma. NOs verificamos,
pela primeira vez, que o cancer de pulméo causa alteracdes significativas nas vias de
célcio do cardiomidécito. Ele aumenta a expressao proteica de PLB. Esse é um achado
importante porque essa proteina ao se combinar com a SERCA2a num complexo
mecanismo regulatorio heterodimérico 1:1 resulta em inibicdo da SERCA2a. Essa
resposta inibitéria da SERCA2a pode levar a uma reducao na recaptacio de calcio
para o reticulo sarcoplasmatico com consequéncia na funcéo cardiaca. Ha evidéncia
de que alteracéo na razdo SERCA2a/PLB influencia a contratilidade miocardica e tem
um papel importante na deterioracdo funcdo cardiaca comumente observada na
insuficiéncia cardiaca.%1%°

O nosso estudo mostra que camundongos com cancer de pulmao apresentam
profunda alteracdo no fluxo de calcio no cardiomidcito. Os niveis basais de calcio,
velocidade de liberacdo de célcio, amplitude do sinal de calcio, velocidade de
recaptacdo de calcio e niveis de célcio estdo significativamente diminuidos nos
camundongos inoculados com células de Lewis Lung Carcinoma. As alteracdes no

transiente de calcio e na expresséao de proteinas das vias de calcio parecem explicar,
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pelo menos em parte, a diminuicdo na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo no
presente estudo em modelo experimental de cancer de pulmé&o. Alteracdo na funcao
cardiaca e nos mecanismos moleculares associados tém sido documentados também
em outros tipos de cancer. Em estudo do nosso grupo em camundongas MMTV-
PyMT+ portadores do cancer de mama mostra diminuigdo no strain longitudinal e no
strain rate longitudinal associados ao aumento na expressao de PLB e diminuicdo na
razdo SERCA2a/PLB.*! Outros autores, estudando a funcédo cardiaca em modelo
murino de caquexia induzida por adenocarcinoma de célon-26, observaram que o
coracdo isolado apresenta um déficit acentuado na contracdo e no relaxamento, tanto
em condicdes basais quanto durante estimulacdo.!®® De maneira complementar,
estudo em midcitos cardiacos demonstrou uma diminuicao significativa na taxa de
pico de contracdo e relaxamento do cardiomiocito. Essas alteragbes foram
acompanhadas por reducdo nas taxas de pico e decaimento de célcio, o que indica
um comprometimento nos mecanismos de manuseio do célcio intracelular.0!

Outra observagcao molecular de interesse no presente estudo esta relacionada
ao NCX. Surpreendentemente, a expressdo dessa proteina estava aumentada nos
camundongos com céancer de pulmdo. NOs ndo temos uma explicacdo para essa
resposta. Mas, alguém poderia levantar a hipotese de que o aumento na expressao
do NCX se deve a um mecanismo compensatério as anormalidades em outras vias
de calcio. Um aumento no conteudo citoplasmatico de calcio devido a uma menor
recaptacao sarcoplasmatica pela inibicdo da SERCAZ2a seria compensada pela maior
atividade do NCX. A menor razdo SERCA2a/NCX nos camundongos com cancer
fortalece essa ideia. Outros associam o aumento da expressao do NCX a condicao de
estresse celular.'%2 O aumento na expressdo do NCX tem sido verificado também em
outras patologias. Camundongos com insuficiéncia cardiaca causada por
hiperatividade simpatica desenvolvida pela falta de ambos 2A/2C-adrenoceptores
apresentam aumento na expressdo do NCX. 193 Interessante nesse estudo foi o fato
de que o treinamento fisico diminuiu a expressdo do NCX para niveis normais, o que

foi acompanhado de um aumento na expressdo de SERCAZ2 para niveis normais.
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6.5 LimitacOes

No6s reconhecemos limitagcbes em nosso estudo. Em conformidade com as
diretrizes de cuidado animal, os camundongos foram eutanasiados ao atingir o volume
tumoral de 1 cm3. Essa conduta impossibilitou a avaliacdo do cancer de pulméo em
estagios mais avancados. O modelo de implantacdo de células heterotdpico para o
desenvolvimento do céancer de pulmdo pode limitar a generalizacdo dos nossos
achados para modelos ortotépicos ou modelos de cancer genético. O débito cardiaco
nao foi avaliado no presente estudo. Apenas a avaliacdo da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo esta disponivel. Da mesma forma, n6s ndo temos informacdes
sobre possiveis alteracbes na musculatura esquelética. Portanto, n6s ndo sabemos
se a diminuicdo na capacidade fisica em camundongos com cancer de pulmao se

deve a alteracdes centrais ou periféricas.

6.6 Perspectivas

O cancer é uma das doencas que mais contribui para a mortalidade entre todas
as doencas. A sua associacdo com a doenca cardiovascular torna o cancer uma
doenca ainda mais desafiadora. Portanto, estudos envolvendo ambas as doencas séo
de enorme importancia para a area de saude. No presente estudo, nés investigamos
se o desenvolvimento do cancer de pulmédo pode provocar alteracdes cardiacas. A
diminuicdo na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo e as alteracfes nas vias de
célcio no cardiomiécito em camundongos inoculados com células de Lewis Lung
Carcinoma evidenciam que o cancer de pulmdo per se pode provocar profundas
alteracdes na funcéo cardiaca e nos seus mecanismos de regulacdo. Além disso,
esses resultados confirmam a nossa hipétese de que o cancer de pulméao favorece o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. A intolerdncia ao exercicio na
presenca do cancer de pulméo € uma observacdo muito importante em nosso estudo.
Esta bem documentado que a reducdo na capacidade fisica se associa com a
mortalidade, independentemente da presenca de doencas.'%* Finalmente, 0s nossos
resultados projetam reflexdes para estudos clinicos. Eles ressaltam a importancia do
acompanhamento clinico e dos cuidados com o paciente com cancer de pulmao

durante o tratamento oncoldgico.
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7. Conclusodes

O céancer de pulmdo pode causar alteracdo na funcéo sistélica do ventriculo
esquerdo. Essa resposta parece ser explicada, pelo menos em parte, pelas alteracdes
na expressdo de proteinas das vias de calcio e no transiente de calcio do
cardiomiécito. Além dessas alteracbes, o cancer de pulmdo provoca profunda
diminuicdo na capacidade de exercicio, o que pode estar associada a disfuncdo

ventricular.
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