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Resumo

A doxorrubicina, € um potente agente antineopldsico, pertencente a uma das
principais classes de quimioterdpicos utilizadas em oncologia, as antraciclinas. Este farmaco
apresenta atividade antitumoral contra uma grande variedade de neoplasias, tais como,
linfoma, sarcomas e carcinomas, no entanto, o seu uso € condicionado pela possivel
ocorréncia de cardiotoxicidade.

O mecanismo cardiotéxico da doxorrubicina ainda é controverso, no entanto, pensa-
se que esta relacionado com um aumento do stress oxidativo no miocérdio, devido, sobretudo,
a formacdo de espécies reativas de oxigénio e inducdo de peroxidacdo lipidica nas células
cardiacas. A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina manifesta-se de forma semelhante
a cardiomiopatia dilatada, num processo que depende da dose total cumulativa administrada.

Neste estudo, pretendi avaliar a presenca de cardiotoxicidade em caes com diferentes
neoplasias, sujeitos a quimioterapia com doxorrubicina. Para o efeito, foram realizados
controlos de parametros ecocardiogrificos e de biomarcadores cardiacos, durante 5 estadios
de administragdo de doxorrubicina.

Os resultados do estudo ndo foram sugestivos de ocorréncia de cardiotoxicidade,
porém, um aumento da concentragdo de troponina I, com maior relevancia no final do
protocolo, pareceu sugerir alguma contribuicdo da doxorrubicina na lesdo do miocdrdio.

Devido ao constrangimento associado as perdas de seguimento, frequentemente
implicitas na especialidade oncoldgica, ndo foi possivel obter um tamanho de amostra ideal,
pelo que as conclusdes retiradas deste estudo sao limitativas.

Pretende-se, com este estudo, alertar para a importancia de uma prevengao e controlo
frequentes da fun¢do cardiaca em animais tratados com este farmaco cardiotoxico. Apesar de
a cardiotoxicidade ndo ser tdo frequente em caes, devido a uma menor agressividade dos
protocolos quimioterdpicos € a um maior controlo das doses cumulativas utilizadas, creio que
¢ fundamental apostar na prevencdo, de forma a assegurar um diagndstico precoce de
cardiotoxicidade, ou até mesmo, de patologias cardiacas ocultas ou envolvimento cardiaco de
origem neopldsica, os quais, podem contribuir para um agravamento da satde de cada

paciente.

Palavras-Chave: Doxorrubicina, cardiotoxicidade, cdes, ecocardiografia, biomarcadores

cardiacos



Abstract

Doxorubicin is a potent antineoplastic agent, belonging to one of the major classes of
chemotherapeutic drugs used in oncology, the anthracyclines. Doxorubicin exerts antitumor
activity against a wide variety of neoplasms, such as lymphoma, sarcomas and carcinomas,
however, its use is conditioned by the possible occurrence of cardiotoxicity.

The cardiotoxic mechanism of doxorubicin is still controversial, however, it is
thought to be related to an increase in oxidative stress in the myocardium, mainly due to the
generation of reactive oxygen species and lipid peroxidation, in cardiac cells. The
cardiotoxicity induced by doxorubicin manifests itself in a similar way to dilated
cardiomyopathy, in a process that depends on the cumulative total dosage administered.

In this study, I intended to evaluate the presence of cardiotoxicity in dogs with
different neoplasms, undergoing doxorubicin chemotherapy protocols. For this purpose,
controls of echocardiographic parameters and cardiac biomarkers were performed during 5
stages of doxorubicin administration.

Results of this study were not suggestive of cardiotoxicity, however, a consistent
increase in plasma cardiac troponin I, with greater relevance at the end of the protocol,
suggested some contribution of doxorubicin in myocardial injury. Because of the constraint
associated with loss to follow-up, often implied in medical oncology, it was not possible to
obtain an ideal sample size, so the conclusions drawn from this study are limiting.

With this study, I pretend to alert to the importance of frequent prevention and
control of cardiac function, in animals treated with this cardiotoxic drug. Although
cardiotoxicity is not so frequent in dogs, due to the lower aggressiveness of chemotherapy
protocols and a greater control of the cumulative doses, I believe that it is fundamental to
focus on prevention in order to ensure an early diagnosis of cardiotoxicity, or even occult
cardiac pathologies or cardiac involvement of neoplastic origin, which can contribute to a

worsening of the health of each patient.

Keywords: Doxorubicin, cardiotoxicity, dogs, echocardiography, cardiac biomarkers
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1. Introducao

I. Descricao do estagio curricular

O presente estudo foi desenvolvido no Hospital Veterindrio Berna, no decurso do
estagio curricular final do mestrado integrado em Medicina Veterindria, o qual teve a duracao
de seis meses, tendo decorrido no periodo entre 1 de outubro de 2015 e 31 de marco de 2016,
sob a orientagdo do Doutor Joaquim Henriques. O Hospital Veterindrio Berna, inicialmente
designado de Centro Veterindrio Berna, exerce atividade desde Setembro de 2012, a cargo da
direcdo do Doutor Joaquim Henriques. A sua drea de atuacio € essencialmente a oncologia
veterindria, dispondo, no entanto, de uma equipa multidisciplinar preparada para prestar
cuidados veterindrios em varias dreas da medicina de animais de companhia.

Durante o estdgio, foram observados 457 animais, dos quais, 264 eram caes e 193
eram gatos (grafico 1). Estes animais foram observados em ambiente de consulta,

internamento e procedimentos cirirgicos.

264

193

N2 de Animais Observados

caes Gatos

Espécie

Grafico 1 — Numero de animais observados durante o estagio, de acordo com a sua espécie.

Cerca de 97% dos casos assistidos em consulta eram animais oncoldgicos. Os
restantes casos foram observados em vacinacdes, consultas de fisioterapia e consultas de

dermatologia. O gréfico 2, ilustra as frequéncias relativas dos tipos de consulta assistidos.
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96,72 %

2,19 % 0,66 % 0,44 %

Oncologia Vacinagao Fisioterapia Dermatologia

Grifico 2 — Frequéncias relativas dos diferentes tipos de consultas.

O linfoma foi o tumor mais frequentemente encontrado, seguindo-se o carcinoma
mamario, mastocitoma, hemangiossarcoma e carcinoma espinocelular. No gréfico 3,

observam-se as suas frequéncias relativas.

dlinfoma

i carcinoma mamario
“ hemangiossarcoma
& mastocitoma

i carcinoma espinocelular

Grafico 3 — Frequéncias relativas dos tipos de neoplasias diagnosticados.

Relativamente as cirurgias realizadas, as mesmas perfizeram um total de 96 e
envolveram excisdes tumorais, ovariohisterectomias, orquiectomias e bidpsias de linfonodos.
O grafico 4 ilustra as frequéncias relativas dos procedimentos cirurgicos realizados,

de acordo com a espécie.
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Grifico 4 — Frequéncias relativas das cirurgias realizadas.
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I1. Revisao Bibliografica

1.1. Quimioterapia em Medicina Veterinaria

A prevaléncia de cancro em animais tem aumentado gradualmente nos tltimos anos,
sendo esta uma das principais causas de morte em pacientes geridtricos (Gustafson & Page,
2013; North, S. M. & Banks, 2009). De acordo com um estudo realizado em Italia, a
incidéncia de cancro em cdes tende a aumentar com a idade, atingindo o seu auge por volta
dos 9 anos de idade, no entanto, a partir dos 11 anos esta tendéncia diminui (Merlo et al.,
2008). Resultados semelhantes sdo relatados noutro estudo, realizado em 2003, com uma
amostra de 345 Rotweilers, no qual, a grande maioria dos caes com idade superior a 13 anos
apresentou uma menor mortalidade por causas neoplasicas, comparativamente aos animais
geriatricos entre os 9 e os 10 anos de idade (Cooley et al., 2003). Com o atual aumento da
populacdo geridtrica, futuramente, € provavel que o cancro se torne numa das principais
causas de morbilidade e mortalidade nos animais de companhia (Argyle, D. et al., 2008).

Cada vez mais proprietarios optam por explorar op¢des de tratamento para os seus
animais, deixando a eutandsia para ultimo plano, ndo s6 porque para muitas pessoas 0s Seus
animais sdo membros integrantes da familia, mas também devido a crescente informacao e
sensibiliza¢do para o cancro. Isto requer, por parte do clinico, uma correta compreensao de
todos os aspetos da doenca oncoldgica, bem como uma constante atualizacdo de todas as
opgOes terapéuticas disponiveis para os seus pacientes. O clinico deve, assim, considerar qual,
ou quais, as terapias mais adequadas para cada paciente, alertando para as suas vantagens e
desvantagens, sempre tendo em conta a qualidade de vida do animal, cabe, no entanto, aos
proprietérios a tomada de decisdo final (Argyle, D. et al., 2008; North, S. M. & Banks, 2009).

Em medicina veterindria, o principal objetivo da quimioterapia € garantir a qualidade
de vida dos animais, ainda que isso comprometa o seu tempo de vida. Como tal, os protocolos
de quimioterapia sdo especialmente concebidos para produzirem minimos efeitos secundarios,
apresentando, geralmente, uma boa tolerdncia por parte dos animais. A cura ou remissao
completa do tumor é o desfecho ideal, no entanto, esta nem sempre € passivel de ser
alcangcada sem comprometer o bem-estar dos animais. Por isso mesmo, o tratamento paliativo
€, muitas vezes, a solu¢do mais indicada, uma vez que a probabilidade de ocorréncia de
toxicidade pela quimioterapia torna-se reduzida, numa tentativa de prolongar a vida com a

minima qualidade (Argyle, D. et al., 2008; Hahn, K. A., 2002). Quer seja a cura ou a paliacao
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o objetivo principal do tratamento, a remissdo completa do tumor € sempre desejavel, embora
muitos animais consigam manter uma boa qualidade de vida apenas com uma resposta
parcial, ou seja, uma reducdo de, pelo menos, 50% do volume tumoral (Hahn, K. A., 2002;

North, S. M. & Banks, 2009).

1.2. Terapia Combinada Vs Monoterapia

Um protocolo de quimioterapia pode ser constituido por combinagdes de farmacos
ou apenas por um unico fairmaco. A combinacdo de quimioterdpicos possui, geralmente, a
capacidade de aumentar o potencial terapéutico e limitar a toxicidade individual de cada
farmaco, se for corretamente planeada. Um protocolo deverd combinar quimioterdpicos que
demonstrem uma boa eficécia, quando administrados individualmente contra 0 mesmo tumor,
sendo este um dos principais critérios da sua sele¢do (Gustafson & Page, 2013; Hahn, K. A.,
2002; North, S. M. & Banks, 2009). Para aumentar a eficdcia terapéutica de um protocolo é
necessario haver um correto equilibrio das doses de cada quimioterdpico, as quais devem
aproximar-se o mais possivel da Dose Mdxima Tolerada (DMT). A DMT consiste na méxima
dose de farmaco que pode ser administrada sem provocar efeitos adversos irreversiveis ou
toxicidade evidente, sendo este um critério de selecao igualmente importante (Gustafson &
Page, 2013; North, S. M. & Banks, 2009).

A terapia combinada permite a utilizagdo de uma dose citotoxica superior
relativamente a monoterapia, a qual pode ser conseguida por um aumento da dose individual
de cada farmaco ou pelo aumento da frequéncia das administragdes (Gustafson & Page,
2013), no entanto, isto s6 € praticivel quando os farmacos apresentam efeitos téxicos
diferentes (Hahn, K. A., 2002). Deste modo, outro critério a considerar na selecdo de um
protocolo € evitar uma sobreposicao de toxicidades. Geralmente, farmacos com diferentes
mecanismos de a¢do e diferentes vias metabodlicas sdo mais eficazes quando combinados,
pois, desta forma, mais dificilmente induzirdo toxicidade (Hahn, K. A., 2002), ou criardao
resisténcias por parte dos tumores (North, S. M. & Banks, 2009). E também importante
definir corretamente o intervalo de tempo entre administragdes, ja que se, por um lado, este
for muito curto, poderd aumentar a probabilidade de ocorréncia de toxicidade, e, por outro
lado, se for muito longo, podera levar a ocorréncia de resisténcias e repopulacdo das células
tumorais (North, S. M. & Banks, 2009). Idealmente, o intervalo de tempo entre

administracdes deve ser o menor possivel, de modo a permitir a recuperacdo do tecido normal
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mais sensivel e a0 mesmo tempo manter a eficdcia terapéutica (Gustafson & Page, 2013;
North, S. M. & Banks, 2009).

Em medicina humana, a quimioterapia combinada, ao contrario da terapia com
agente Unico, demonstrou efeitos curativos em casos de leucemia linfocitica aguda, doenca de
Hodgkin’s, linfoma histiocitico e carcinoma testicular. Em medicina veterindria, a maior
eficacia da terapia combinada é demonstrada, sobretudo, nos protocolos utilizados no
tratamento do linfoma, no cdo. Aqueles que combinam doxorrubicina com outros agentes
tendem a ser mais eficazes do que os protocolos com esta antraciclina como agente unico
(Gustafson & Page, 2013).

De uma forma geral, os protocolos de terapia combinada sdo mais eficazes,
comparativamente a terapia com agente unico, sendo que os ultimos resultam em taxas de
resposta inferiores e, portanto, menos duradouras (Gustafson & Page, 2013). Todos os fatores
inerentes a escolha de um determinado tipo de protocolo devem ser discutidos abertamente
entre o veterinario e os proprietarios, nomeadamente, custos associados, tempo envolvido nos
tratamentos, eficdcia, objetivos terapéuticos, possiveis efeitos adversos e toxicidades e o nivel
de experiéncia do veterindrio em relagdo ao protocolo em consideracido (Gustafson & Page,

2013; Moore, A. S.,2010).

1.3. Toxicidade causada por quimioterapicos

Os agentes quimioterdpicos atuam por meio de um mecanismo de citotoxicidade, em
células que se dividem rapidamente, sendo que alguns destes farmacos demonstram
especificidade para as fases mais ativas do ciclo celular. De uma forma geral, quanto maior a
fracdo de crescimento de uma populagdo de células, maior a sua sensibilidade aos
quimioterdpicos (Hahn, K. A., 2002; North, S. M. & Banks, 2009). A fracdo de crescimento
consiste na propor¢ao de células que se replicam ativamente e € superior no inicio do
desenvolvimento de um tumor, quando o seu tamanho ainda é microscépico. A medida que a
massa tumoral se vai tornando macroscopicamente detetdvel, a sua fracdo de crescimento vai
diminuindo, até alcancar uma fase de plateau. Assim, na pratica, quanto mais pequeno for um
tumor, maiores serdo as probabilidades de eficacia terapéutica da quimioterapia (Dobson et
al., 2008).

Os tecidos normais do organismo apresentam, na sua maioria, uma fracdo de

crescimento lenta. Os tecidos podem ser classificados de acordo com o seu grau de
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proliferacdo celular, em estaticos, se tiverem uma capacidade mitdtica restrita (nervos ou
musculo estriado); expansiveis, quando, normalmente, estio em repouso, mas cuja mitose
pode ser induzida (6rgdos e glandulas); e renovdveis, se estdo continuamente em divisao,
apresentando uma fracdo de crescimento semelhante aos tecidos tumorais (células
hematopoiéticas, células epiteliais da mucosa, epiderme) (Frimberger, 2010). A medula 6ssea,
o tecido epitelial e o trato gastrointestinal, estando incluidos na ultima classificacdo, sao os
locais mais suscetiveis de sofrer toxicidade secunddria a quimioterapia (Gustafson & Page,
2013; Hahn, K. A., 2002; North, S. M. & Banks, 2009). Alguns quimioterdpicos apresentam
uma propensao para induzir toxicidade noutros tecidos, como o trato urinario, miocardio ou
pancreas (Hahn, K. A., 2002).

Idealmente, espera-se que os protocolos de quimioterapia em medicina veterinaria
resultem em menos de 5% de morbilidade e menos de 1% de mortalidade, associadas a
toxicidade (Gustafson & Page, 2013). Tais valores, prendem-se com o facto de, em medicina
veterindria, se utilizarem doses muito mais baixas de quimioterdpicos e protocolos
minimamente agressivos, contrariamente ao que acontece em medicina humana (Hahn, K. A.,
2002).

Tal como acontece com outros farmacos, a eficacia terapéutica dos quimioterapicos
depende do seu indice terapéutico, ou seja, o racio entre a dose toxica e a dose terapéutica. No
caso da maioria dos citotoxicos esse intervalo € muito curto, pelo que se deve ter especial
cuidado na sua dosagem. Como ja foi referido anteriormente, a dose de um farmaco citotéxico
deve ser baseada, idealmente, na MTD, ou seja, a dose mais alta de um farmaco que, na curva
dose-resposta, corresponde a minima toxicidade (Gustafson & Page, 2013; Hahn, K. A.,
2002; North, S. M. & Banks, 2009).

A toxicidade é o fator mais limitante na escolha da dose maxima de um
quimioterapico (Kariyil, 2011). Na pratica, a dose ideal depende muito do objetivo da
quimioterapia. Assim, se esta for implementada para alcangar uma cura, € expectavel algum
risco de toxicidade; no entanto, se o objetivo apenas for um tratamento paliativo, a ocorréncia
de toxicidade pode ser evitada com doses mais baixas, mas, consequentemente, a
probabilidade de remissdo serd mais baixa também (Hahn, K. A., 2002).

A sensibilidade dos tumores a quimioterapia depende de determinados fatores,
nomeadamente, a absor¢do dos farmacos pelas células, a interagdo com alvos especificos nas
mesmas, a indu¢do de danos letais a macromoléculas celulares, a capacidade de reparacdo dos

potenciais danos e a capacidade de resposta das células tumorais as lesdes provocadas
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(Gustafson & Page, 2013).

A acdo citotoxica dos quimioterdpicos estd relacionada com a sua concentragdo em
fun¢do do tempo, enquanto que a toxicidade e outros efeitos adversos dependem da presenca
de picos plasmdticos destes farmacos (Hahn, K. A., 2002; North, S. M. & Banks, 2009).
Sendo assim, é recomendada a utilizac@o de infusdes lentas de citotoxicos, quando 0s mesmos

s30 administrados por via endovenosa (figura 1), de forma a minimizar o risco de toxicidade

(Hahn, K. A., 2002).

Figura 1 — Administracdo de quimioterapia intravenosa num cao. (Adaptado do site do Bothell Pet Hospital -
https://bothellveterinarian.wordpress.com/page/6/)

Viérios fatores podem potenciar a toxicidade, nomeadamente, doencas
concomitantes, disfungdes de determinados 6rgdos ou sensibilidades raciais especificas,
exigindo alteragdes no protocolo e nas dosagens dos quimioterdpicos. E importante realizar
uma monitoriza¢do continua da tolerancia e da resposta manifestadas pelo paciente ao longo
do tratamento, de modo a averiguar a necessidade de modificacdes no protocolo. A dose ideal
de cada quimioterdpico é aquela que permite uma manutencdo da qualidade de vida do
paciente ao longo do tratamento, com os minimos efeitos adversos (Gustafson & Page, 2013).

A toxicidade induzida por quimioterdpicos pode ter um cardcter imediato (se ocorrer
durante o tratamento ou entre 24 a 48 horas apds o mesmo), agudo com efeitos tardios
(quando ocorre apds 2 a 14 dias) ou crénico (se se manifestar apds semanas, meses ou anos).

Geralmente, os efeitos toxicos mais imediatos devem-se a reagdes de hipersensibilidade por
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libertagcdo de histamina, associada a reacdes alérgicas ou desgranulagdes de mastdcitos.
Outras demonstragdoes de toxicidade aguda incluem nduseas e vOmitos, como pode ser
observado com a administragdo de cisplatina e outros agentes especificos, ou com uma
infusdo demasiado rdpida de doxorrubicina. Estes efeitos também podem surgir mais
tardiamente, juntamente com diarreia e supressao da medula dssea (Gustafson & Page, 2013).
Geralmente, as toxicidades gastrointestinais agudas de baixo impacto, com duracdo de 1 a 3
dias, ndo exigem uma reducdo da dose quimioterdpica, sendo suficiente apenas um tratamento
sintomédtico (Dobson et al., 2008). No caso de ocorrer uma toxicidade moderada, ¢
aconselhada uma reducdo de 20% a 25% na dose seguinte de quimioterapia (Gustafson &
Page, 2013). Se a toxicidade for mais severa, pode ser necessdria uma reducio de 25% a 50%
da dose ou mesmo descontinuacdo do farmaco (Dobson et al., 2008).

A toxicidade hematoldgica, geralmente, € subclinica e manifesta-se sob a forma de
citopénia (Dobson et al., 2008). Os neutréfilos sdo, frequentemente, as primeiras células a
serem afetadas, seguidos das plaquetas. A ocorréncia de neutropénia ¢ bastante comum
durante a quimioterapia, sendo o sinal mais frequente de toxicidade limitada pela dose.
Normalmente, o nadir (contagem celular mais baixa) de neutrdfilos, para a maioria dos
quimioterdpicos, ocorre entre 7 a 10 dias apds o tratamento e a sua contagem volta a
normalizar por volta de uma semana depois, tornando-se fundamental a realizagdo de analises
sanguineas antes de cada tratamento (North, S. M. & Banks, 2009). No caso de a neutropénia
demonstrar um elevado grau de severidade, pode ser necessaria uma reducdo de 35% a 50%
da dose de quimioterapicos (Dobson et al., 2008).

A toxicidade crénica e/ou cumulativa pode surgir, principalmente, como disfunc¢ao
hepatica (associada, frequentemente, a administragdo de lomustina), doenca renal (associada a
administracdo de cisplatina em caes e doxorrubicina em gatos) ou manifestacoes cardiacas
(associadas a uma sobredosagem de doxorrubicina em caes) (Gustafson & Page, 2013; North,
S. M. & Banks, 2009) e requer uma descontinuagdo dos quimioterapicos, tal como a
ocorréncia de toxicidade ndo relacionada com a dose, nomeadamente, um episédio de

anafilaxia (Dobson et al., 2008).

1.4. Classes de quimioterapicos

Os quimioterdpicos podem ser classificados de acordo com o seu mecanismo de

acdo, em agentes alquilantes, antimetabolitos, agentes anti-microtubulos, antibidticos
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antitumorais e inibidores topoisomerase, referindo os mais importantes. Outros agentes
incluem os compostos platinados (cisplatina e carboplatina) e a L-Asparaginase (Gustafson &

Page, 2013).

1.4.1. Agentes Alquilantes

Este grupo de quimioterdpicos é composto por fairmacos como a ciclofosfamida,
ifosfamida, lomustina, dacarbazina, entre outros. Os agentes alquilantes cont€ém grupos
alquilo que reagem com os pares de bases do dcido desoxirribonucleico (ADN), através de
ligacdes covalentes, quebrando as cadeias e gerando ligagdes cruzadas entre as mesmas, 0 que
impede a replicacdo (Garden, 2010; Gustafson & Page, 2013; Monsuez et al., 2010). A
atividade destes farmacos € independente do ciclo celular, uma vez que atuam, ndo sé em

células com divisdo ativa, mas também, nas que estdo em repouso (Garden, 2010).

1.4.2. Antimetabolitos

Ap6s incorporagdo no ADN, os antimetabolitos atuam na fase de crescimento e
divisao do ciclo celular, interferindo com a biossintese dos acidos nucleicos (Gustafson &
Page, 2013), através da inibi¢do da atividade enzimadtica, transcricdo ou tradugdo (Garden,
2010). Este processo ocorre por competicdo ou substituicdo dos metabolitos envolvidos na
replicacio do ADN (Grem & Keith, 2005), com os quais, os antimetabolitos sdo
estruturalmente semelhantes (Grem & Keith, 2005; Gustafson & Page, 2013). Alguns

exemplos desta classe de quimioterapicos incluem a citarabina, metotrexato e fluorouracilo.

1.4.3. Agentes Antimicrotubulos

Estes agentes pertencem a classe dos taxanos, nomeadamente, paclitaxel e docetaxel,
e dos vinca alcaloides, como a vincristina € a vimblastina. O seu mecanismo de agdo passa
pela interferéncia na funcdo dos microtibulos, estruturas envolvidas no processo de
funcionamento e divisdo celular, através da polimerizacdo da tubulina (Gustafson & Page,
2013; Monsuez et al., 2010). Este grupo de farmacos tende a provocar complicagdes cardiacas
numa pequena percentagem de pacientes, podendo mesmo potenciar o efeito cardiotoxico das

antraciclinas (Monsuez et al., 2010).
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1.4.4. Compostos Platinados

Os compostos platinados englobam a cisplatina e a carboplatina e atuam por meio de
ligacdes covalentes ao ADN, levando a desregulacdo da estrutura normal das cadeias
(Gustafson & Page, 2013). O uso da cisplatina esta contraindicado em gatos, no entanto, ela é
utilizada eficazmente no tratamento de osteossarcoma (Gustafson & Page, 2013; Moore, A.
S., 2010) e carcinomas no cdo (Moore, A. S., 2010). Os agentes platinados sdo bastante
utilizados na quimioterapia intracavitaria, juntamente com a mitoxantrona (Gustafson & Page,

2013; Moore, A. S.,2010) ou a doxorrubicina (Gustafson & Page, 2013).

1.4.5. Antibioticos Antitumorais

Este grupo de farmacos € proveniente de fermentagdo microbiana e inclui as
actinomicinas, mitomicinas e antraciclinas (Gustafson & Page, 2013), sendo estas ultimas as
mais utilizadas (Hahn, K. A., 2002). A doxorrubicina e a mitoxantrona sao as antraciclinas
mais utilizadas em oncologia veterindria e com um grande espectro de acdo sobre varias
doencas malignas, embora o da doxorrubicina seja superior. A idarrubicina e a epirrubicina
partilham o mesmo mecanismo de a¢do, no entanto, ndo sao muito utilizadas na pratica clinica
oncoldgica. (Dobson et al., 2008) O seu efeito antitumoral passa pela intercalagdao no ADN e
inibi¢do da sintese de material genético, através da quebra das cadeias de ADN, formacao de
ligacdes cruzadas de pares de bases, produgdo de radicais livres e inibi¢cao da topoisomerase 11
(Argyle, D. et al., 2008). As antraciclinas, especialmente a doxorrubicina, estdao associadas a
ocorréncia de cardiotoxicidade (Gustafson & Page, 2013; Hahn, K. A., 2002; North, S. M. &
Banks, 2009), como serd abordado, de forma mais detalhada, no préximo capitulo (1.5.

Doxorrubicina).

1.5. Doxorrubicina

1.5.1. Aplicacoes clinicas

A doxorrubicina (figura 2) foi uma das primeiras antraciclinas a ser descoberta,

juntamente com a daunorrubicina, em 1960 (Minotti et al., 2004). Tal como a bleomicina e a
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actinomicina D, deriva da fermentacdo bacteriana de Streptomyces peucetius, ao contrario da
mitoxantrona, idarrubicina e epirrubicina, as quais sdo andlogos sintéticos das antraciclinas

(Dobson et al., 2008).

Figura 2 — Cloridrato de doxorrubicina. (doxorrubicina utilizada no Hospital Veterindrio Berna).

A doxorrubicina é considerada um dos agentes mais eficazes, quando o pretendido é
um protocolo quimioterdpico simples e conveniente, com um agente tunico (Argyle, D. J.,
2008). A eficacia da sua utilizagdo em monoterapia € superior no tratamento do linfoma, no
cdo, e em terapia combinada, no cdo e no gato (Moore, A. S., 2010). Peaston et al. (1999) e
Kristal et al. (2001) demonstraram que a doxorrubicina, quando utilizada como agente tnico
no tratamento do linfoma felino, ndo revela uma boa eficacia, devendo ser aliada a um
protocolo de terapia combinada. Os autores descreveram taxas de remissdo completa (RC) de
32% e 26%, respetivamente, as quais contrastam com taxas de RC de 32% a 79%, descritas
em estudos com protocolos de terapia combinada, tendo por base o protocolo COP

(ciclofosfamida, vincristina, prednisona) (Kristal et al., 2001).

A maioria dos protocolos utilizados no tratamento do linfoma canino consiste em
variacdes do protocolo CHOP, constituido por ciclofosfamida (C), doxorrubicina (H,

hidroxidaunorrubicina), vincristina (O, oncovina) e prednisona (P). Foram descritas taxas de
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remissao de cerca de 80% a 95% em caes com linfoma tratados com este protocolo, com um
tempo médio de sobrevivéncia (TMS) de 8 a 12 meses. Cerca de 20% a 25% destes animais
sobrevivem até dois anos apds o inicio da quimioterapia (Vail et al., 2013).

Inicialmente, os protocolos de quimioterapia utilizados no tratamento do linfoma
eram mais longos, comecando com uma fase mais intensiva de inducdo, na qual os farmacos
eram administrados entre curtos intervalos de tempo, seguida de uma fase de manutencgao,
com intervalos de tempo superiores entre administragdes. Atualmente, a maioria dos
protocolos utilizados ndo apresenta fase de manutencdo, uma vez que ndo ha diferencas
significativas, em termos estatisticos, em relacdo aos tempos de remissdo e de sobrevivéncia
entre os dois tipos de protocolos (Chun et al., 2000; Hahn, Kevin et al., 1992; Piek et al.,
1999; Simon et al., 2008; Vail, 2010). O mais utilizado, atualmente, € o protocolo adaptado da
Universidade Wisconsin—Madison, de 19 semanas, o qual ndo apresenta fase de manutengao
(Vail et al., 2013).

Apesar do protocolo CHOP constituir o tratamento gold standard do linfoma canino,
muitas vezes nao é possivel a sua implementacdo, seja por limitagdes monetarias dos
proprietdrios, falta de disponibilidade para a comparéncia semanal nos tratamentos ou
qualquer outra razdo. Desta forma, se o proprietario o desejar, podera optar por um protocolo
com doxorrubicina como agente tnico (Lori et al., 2010), o qual se torna mais flexivel e
econdmico, por ndo exigir tantas visitas ao veterindrio, poupando tempo e dinheiro aos
proprietérios (Vail, 2010). Foram descritas taxas de resposta de 59% a 85%, com periodos de
remissao até 7 meses e periodos de sobrevivéncia até 9 meses, com a utilizagdo da
doxorrubicina apenas (Lori et al., 2010; Simon et al., 2008). Vérios autores compararam a
eficacia da terapia combinada e da monoterapia com doxorrubicina e os resultados ndo
revelaram diferencas estatisticas significativas entre as taxas de remissdo e periodos de
sobrevivéncia das duas modalidades terapéuticas, elegendo a doxorrubicina como uma boa
alternativa nos casos em que a terapia combinada ndo pode ser aplicada (Hahn et al. 1992;
Higginbotham et al. 2013; Simon et al. 2008).

Alguns estudos demonstraram que a doxorrubicina €, também, o firmaco mais eficaz
no tratamento do hemangiossarcoma (Wiley et al., 2010), sendo, por isso, O mais
frequentemente utilizado como terapia adjuvante neste tumor, ndo s6 como agente Unico, mas
também em terapia combinada com outros agentes, nomeadamente, ciclofosfamida ou
ciclofosfamida e vincristina (protocolo VAC - vincristina, adriamicina, ciclofosfamida)

(Bergman, 2010; Thamm, 2013). A quimioterapia adjuvante pode ser utilizada na tentativa de
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diminuir as dimensdes tumorais, facilitar a cirurgia ou mesmo aumentar o periodo de
sobrevivéncia (Wiley et al., 2010).

A doxorrubicina apresenta, ainda, bastante eficdcia no tratamento do osteossarcoma e
outros tumores mesenquimais e epiteliais, também como agente Unico ou em terapia
combinada (Gustafson & Page, 2013). Em medicina humana é amplamente utilizada no
tratamento do cancro da mama, tumores em criangas, sarcomas de tecidos moles e linfoma

(Minotti et al., 2004).

1.5.2. Dosagem

A dosagem recomendada de doxorrubicina, em cdes com mais de 15 Kg, é de 30
mg/m2 , numa infusdo ou bolus IV administrados lentamente, durante 10 a 30 minutos, a cada
trés semanas, perfazendo um total de cinco administragcdes. Para cdes com menos de 15 Kg e
gatos, recomenda-se uma dose de apenas 1 mg/Kg (Gustafson & Page, 2013). A maioria dos
farmacos antineoplésicos sdo doseados de acordo com a area de superficie corporal (ASC)
dos pacientes que os recebem. Pinkel (1958) verificou que este método de dosagem poderia
normalizar a DMT dos quimioterapicos, sugerindo que tal se deveria ao facto da ASC ser um
parametro que se relaciona melhor com as fungdes e processos fisiologicos que influenciam a
atividade dos farmacos no organismo, comparativamente ao peso corporal, como ja foi
demonstrado noutros estudos. Isto permitiria uma melhor adaptagdo da dose a capacidade de
metabolizacdo de cada animal. Mais tarde, estudos descreveram um aumento de toxicidade
em caes de pequeno porte, associado a dosagem segundo o método da ASC (Price & Frazier,
1998; Wittenburg et al., 2012). Inclusivamente, foi feito um estudo com doxorrubicina, em
cdes, no qual a probabilidade de ocorréncia de toxicidade aguda revelou uma
proporcionalidade inversa ao peso dos animais (Ogilvie et al. 1989 apud Price et al. 1998).
Estas evidéncias podem ser explicadas com o facto da férmula de doseamento da ASC ter
sido desenvolvida com base nas diferentes taxas metabdlicas das varias espécies, ndo sendo
especifica para as diferentes ragas pertencentes a mesma espécie (Wittenburg et al., 2012).
Assim, com uma dosagem baseada na ASC, cdes mais pequenos (<10 Kg) e gatos estdo mais
propensos a uma overdose de doxorrubicina, traduzida por picos de concentracdes
plasmdticas, aumento da drea sob a curva (AUC, area under curve) e aumento da semivida do

farmaco (Dobson et al., 2008).
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1.5.3. Mecanismo antitumoral

O mecanismo citotéxico da doxorrubicina tem sido motivo de alguma controvérsia
em vdrios estudos que debatem o tema. Embora ndo exista um consenso universal, uma vez
que também ndo existem evidéncias claras de uma unica teoria, foram propostos varios
modelos acerca da atividade antineoplasica deste farmaco: intercalacdo na dupla hélice de
ADN com subsequente inibicao de sintese de macromoléculas, nomeadamente, ADN e acido
ribonucleico (ARN); formagao de radicais livres, os quais levam a indugdo de lesdes no ADN
ou peroxidacao lipidica; ligagcdo ao ADN e sua alquilacao; crosslinking no ADN; interferéncia
na desespiralizacdo ou na separacdo das cadeias de ADN e na atividade helicase; efeitos
diretos na membrana; inicio da inducdo de danos no ADN, através da inibicdo da
topoisomerase II; indugdo de morte celular por apoptose, decorrente da inibicdo da
topoisomerase II (Gewirtz, 1999).

A polémica implicita nos mecanismos de acdo propostos acima referidos assenta nas
condi¢des em que os mesmos se manifestaram. Gewirtz (1999) verificou que varios estudos
in vitro descritos na literatura foram realizados com concentragdes de doxorrubicina acima
das concentracdes plasmdticas observadas na pratica clinica, em pacientes que receberam
bolus ou infusdo continua deste farmaco, questionando, assim, a credibilidade dos
mecanismos de acdo em condi¢des normais. Gewirtz sugeriu, entdo, que todos os estudos
realizados com concentragdes de doxorrubicina superiores a 2 uM fossem reavaliados e
concluiu que, sob concentracdes que refletem o pico plasmatico observado na pratica clinica,
¢ a interferéncia com a topoisomerase II que melhor traduz o mecanismo de acdo da
doxorrubicina. A topoisomerase II € uma enzima capaz de quebrar as cadeias de dupla hélice
do ADN durante a sua replicacdo, de forma a aliviar a tensdo de tor¢cdo das cadeias sobre elas
mesmas, voltando a uni-las posteriormente. A doxorrubicina interage com a topoisomerase 11
e com o ADN, formando um complexo que mantem o ADN no estado clivado, impedindo que
a enzima volte a regenerar as cadeias (Minotti et al., 2004; Mitry & Edwards, 2016).

Outros mecanismos de acdo foram propostos, nomeadamente, perturbacdo da
homeostasia do cdlcio celular, inibi¢do da tioredoxina reductase (Gustafson & Page, 2013),

formacdo de adutos e excesso de producdo de ceramida (Yang et al., 2014).

1.54. Farmacocinética

28



Como ja foi referido, os efeitos adversos da doxorrubicina estdo relacionados com o
seu pico de concentracdo plasmatica. Desta forma, € importante que o ritmo de administracao
seja lento. A doxorrubicina pode ser administrada diretamente, com uma dilui¢do prévia em
cloreto de sédio (NaCl) 0,9%, ou, alternativamente, pode ser realizada uma infusdo, através
de um sistema de soro (figura 3), sempre de forma lenta e gradual (NaCl 0,9%) (Dobson et

al., 2008).

Figura 3 — Administracdo de doxorrubicina, através de um sistema de soro.(cadela SRD, com linfoma, a fazer
protocolo CHOP no HVB).

Para além de uma diminui¢do dos efeitos adversos, um ritmo de infusdo lento reflete-
se, também, numa maior AUC e numa maior fase de distribui¢do do quimioterdpico. Apds
entrar no sistema sanguineo venoso, a concentracdo de doxorrubicina no sangue decresce, a
medida que a mesma € distribuida para os tecidos (Gustafson et al., 2002). Terasaki et al.
(1982) demonstraram que esta distribuicdo parece ser dependente da concentragdo de ADN
nos tecidos. Além da sua ligacdo ao ADN, a doxorrubicina apresenta, ainda, a capacidade de
se unir a lipidos anidnicos, nomeadamente, a cardiolipina. (Gustafson et al., 2002).

Quimicamente, € constituida por um anel tetraciclico, unido por uma ponte
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glicosidica a um monossacarideo, a daunosamina. Os seus anéis adjacentes contém, ainda,
grupos quinona e hidroquinona, moléculas capazes de receber ou doar eletrdes (Minotti et al.,
2004). A metabolizacdo da doxorrubicina ocorre no figado, formando-se o principal
metabolito, doxorrubicinol, através da redugdo do seu grupo carbonilo por aldo-ceto
redutases. Forma-se também 7-hidroxiaglicona, por meio da clivagem redutiva do acticar
(Gustafson et al., 2002). Cerca de 50% deste quimioterapico é excretado na bilis através das
fezes. Apenas 10% (3% no cao (Dobson et al., 2008)) é excretado pela via renal, através da
urina, durante um periodo de 24 a 72 horas. A excre¢do ocorre sob a forma de metabolitos,

biologicamente menos ativos que a doxorrubicina (Moore, A. S., 2010).

1.5.5. Efeitos adversos

Apesar do seu grande poder terapéutico, a Doxorrubicina estd associada a ocorréncia
de toxicidades limitantes da dose, nomeadamente, reacGes de hipersensibilidade,
mielossupressdo, toxicidade gastrointestinal e, sobretudo, cardiotoxicidade por dose
cumulativa. Os gatos apresentam, ainda, um risco acrescido de desenvolver doenca tubular
renal (Gustafson & Page, 2013).

As reacOes de hipersensibilidade estdo associadas a libertacdo de histamina e
catecolaminas, decorrentes de um ritmo de infusdo demasiado ripido, e podem traduzir-se em
prurido, urticéria, eritema, agitacdo da cabeca e vomitos. A mielossupressdo €, geralmente,
mais significativa quando se utilizam protocolos combinados. Algumas racas de caes
apresentam uma maior predisposi¢do para a ocorréncia de alopécia e hiperpigmentagcdo da
pele, principalmente as ragas Poodle, Cao Pastor Inglés e Terriers. Caes com uma pelagem
comprida na zona da cauda e membros podem perder alguma densidade pilosa nessas zonas.
Nos gatos € mais frequente ocorrer perda das vibrissas (Dobson et al., 2008).

A colocagdo incorreta ou deslocacdo do cateter para o espago perivascular poderd
causar um extravasamento de doxorrubicina, o que constitui um sério problema. Numa fase
inicial, o paciente poderd evidenciar dor, inchaco e eritema na zona do extravasamento
(Hasinoff, 2008), ou até mesmo ndo ser notdria qualquer reacdo no membro afetado, no
entanto, apos 5 a 7 dias € provavel que ocorram episodios de claudicagdo, juntamente com um
edema progressivo do membro e, eventualmente, ulceragdo (Dobson et al., 2008). No caso de
suspeita de extravasamento, a infusdo devera ser imediatamente interrompida e realizada uma

aspiracdo do conteido remanescente do cateter, antes da sua remoc¢do (Dobson et al., 2008;
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Gustafson & Page, 2013). Logo de seguida, deverd proceder-se a aplicacdo local de gelo,
durante 15 minutos, a cada 6 horas, numa tentativa de limitar a drea afetada. A administracao
intravenosa de dexrazoxano, numa dose de 400 a 600 mg/m’, podera ser til na diminui¢do
dos efeitos decorrentes do extravasamento de doxorrubicina. Esta devera ser feita
imediatamente apds o incidente e poderd ser repetida apds 24 a 48 horas (Dobson et al.,
2008). O dexrazoxano é uma bisdioxopiperazina (inibidor catalitico da topoisomerase II), que
também atua como quelante de ferro. Este farmaco foi aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) como agente cardioprotetor, utilizado na diminui¢cdo da
cardiotoxicidade, em mulheres com cancro da mama metastitico, que recebem uma dose
cumulativa de doxorrubicina superior a 300 mg/m’, de forma a manter um controlo do tumor.
Mais recentemente, foi também aprovado como tratamento do extravasamento de
antraciclinas (FitzPatrick et al., 2010). Em animais, a sua eficicia em casos de
extravasamento foi relatada pela primeira vez por Langer et al. (2000), num estudo com ratos.
Estes receberam doxorrubicina, daunorrubicina e idarrubicina, por via subcutdnea e,
posteriormente, um tratamento sistémico com dexrazoxano, por via intraperitoneal (IP), numa
dose de 250 mg/kg. Uma tnica administragdo deste farmaco resultou numa atenuacido da
duracdo e da extensdo das feridas ulceradas, reduzindo em 96% a AUC (area da ferida—
dura¢do). Os autores demonstraram, ainda, que uma dose tripla de 250 mg/kg, ao longo de 3
dias, seria mais eficaz do que uma tnica dose e que o dexrazoxano poderia ser administrado
até 6 horas apds o extravasamento, sem perda da protecdo, no caso da doxorrubicina. Em
2001, Langer et al. realizaram outro estudo com roedores, no qual o dexrazoxano revelou ser
ainda mais eficaz com uma tripla administracdo (62,5 mg/kg, IP), 0, 3 e 6 horas apds o
extravasamento, tendo prevenido completamente qualquer lesdo. Neste estudo comprovaram,
também, que a administracdo intralesional de dexrazoxano, numa dose inferior de 50 mg/kg,
ndo s6 atrasou o desenvolvimento de lesdes, como também diminuiu o tempo de duracdo das
mesmas. A eficidcia do dexrazoxano foi, pela primeira vez, descrita em animais domésticos
por Mahoney et al. (2007), num gato, e por FitzPatrick et al. (2010) e Venable et al. (2012),
em cdes. Em todos estes estudos, a dose de dexrazoxano utilizada correspondeu a 10 vezes a

dose de doxorrubicina administrada.

1.6. Cardiotoxicidade da doxorrubicina

1.6.1. Sindrome cardiotoxico
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A utilizagdo da doxorrubicina na pratica clinica oncoldgica requer uma limitacdo da
sua dose, particularmente, devido a possivel ocorréncia de cardiotoxicidade, tanto em
humanos como em animais (Alves de Souza & Camacho, 2006; Gillings et al., 2009). Caes e
gatos demonstram evidéncias de alteracdes cardiacas histologicas, contudo, evidéncias
clinicas de cardiotoxicidade ainda ndo foram descritas em gatos (Frimberger, 2010). A
cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina manifesta-se de forma semelhante a
cardiomiopatia dilatada (CMD), produzindo alteragdes patoldgicas e funcionais idénticas no
coracdo. Estas incluem, degeneracdo miocardica com fibrose e ligeira inflamagao,
insuficiéncia miocédrdica e dilatacdo das camaras cardiacas (Boon, J., 2011a; Silva &
Camacho, 2005). Clinicamente, este sindrome € caracterizado pela ocorréncia de insufici€éncia
cardiaca congestiva (ICC), alteracOes eletrocardiograficas, arritmias, hipotensdo e morte

subita (Mauldin et al., 1992; Silva & Camacho, 2005).

1.6.2. Dose cumulativa

A dose médxima total recomendada é de 240 mg/m* em cdes (cerca de oito doses de
doxorrubicina) e 550 mg/m2 em humanos (Dobson et al., 2008; Mauldin et al., 1992), sendo
que, acima deste limiar, € muito provdvel que ocorra cardiomiopatia nao inflamatéria e ICC,
em ambas as espécies (Mauldin et al., 1992). Estudos mais recentes recomendam uma dose
maxima cumulativa inferior em humanos, de 500 mg/m2 (Shi et al., 2011) ou mesmo 450
mg/m’ (Angelis et al., 2016).

Na populacdo canina, os efeitos cardiotoxicos sdao mais frequentes quando se

N

o

utilizam doses acima de 180 mg/m* (Frimberger, 2010), & exce¢do das racas predispostas

o7

cardiomiopatia dilatada, como os Boxers e os Dobermans, os quais, sendo mais sensiveis
toxicidade da doxorrubicina, podem desenvolver disfun¢cdo cardiaca com doses muito
inferiores a 180 mg/m* (Moore, A. & Frimberger, 2010). Na tentativa de reduzir este risco, a
maioria dos protocolos quimioterdpicos utilizados em medicina veterindria mantem uma
margem de seguranca, ndo ultrapassando o intervalo de 120 mg/m* a 150 mg/m’, o que
equivale a quatro a cinco doses de doxorrubicina (Gustafson & Page, 2013). No entanto, ja
foram descritas alteracOes cardiacas com uma dose média cumulativa de doxorrubicina de 90
mg/m2 (Mauldin et al., 1992; Pereira Neto, Andrade, Sousa, & Camacho, 2006; Susaneck,
1983, apud Ratterree, Gieger, Pariaut, Saelinger, & Strickland, 2012) e 93,75 mg/rn2 (Gillings
et al., 2009).
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1.6.3. Cardiotoxicidade em medicina veterinaria

Na populacdo canina, a incidéncia de cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina,
com consequente ICC compreende um intervalo de 2,3% a 8,6% (Ratterree et al., 2012) e,
geralmente, os sinais clinicos ocorrem num periodo de seis a nove meses, desde o inicio das
administracdes (Dobson et al., 2008). O TMS de caes que desenvolvem ICC, secunddria a
administracao de doxorrubicina, varia entre 48 horas e 90 dias (Ratterree et al., 2012).

Em medicina humana, estd descrita uma incidéncia de cardiotoxicidade clinica de
6,3% e subclinica de 17,9% (Angelis et al., 2016), no entanto, a maioria destes casos ocorre
com uma dose de 550 mg/m’> ou superior. Apenas 3% a 5% das pessoas desenvolve
cardiotoxicidade com uma dose cumulativa de 400 mg/m* (Curigliano et al., 2016). Apesar da
populacdo canina manifestar uma menor incidéncia de cardiotoxicidade (o que pode estar
relacionado com a menor severidade dos protocolos quimioterdpicos em medicina veterinaria
e com a utilizacdo de uma dose mais reduzida de doxorrubicina), esta ocorre com doses muito
inferiores as dos humanos, sugerindo que os cdes poderdo ser mais sensiveis ao efeito da
doxorrubicina comparativamente a estes ultimos, um facto que € suportado por alguns autores
(Mauldin et al., 1992; Pereira Neto et al., 2006).

Em 1992, Mauldin et al. caracterizaram a cardiotoxicidade da doxorrubicina num
grupo de caes, tendo relatado complicagdes cardiacas em 18% (32/175) dos animais,
nomeadamente, arritmias, complexos ventriculares prematuros, desvios da onda R e outras
alteracOes eletrocardiograficas. Deste grupo, 21.9% (7/32) desenvolveu ICC. Dilatacdo
ventricular esquerda e diminui¢c@o da fracdo de encurtamento foram também observadas. Na
necropsia, 13 c@des evidenciaram alteracOes cardiacas histoldgicas, nomeadamente,
degeneracdo vacuolar miocardica ndo inflamatdria, miocitdlise, fibrose e arteriosclerose
corondria intramural, alteracdes que foram igualmente observadas noutros casos de
cardiotoxicidade em cdes e humanos. Viérios caes desenvolveram alteracdes cardiacas com
doses cumulativas inferiores a 90 mg/m”.

Monnet et al. (1999), na tentativa de obter um modelo canino para o estudo das
caracteristicas patofisiologicas e do tratamento da cardiotoxicidade da doxorrubicina em
humanos, utilizaram este quimioterapico para tentar induzir sinais de insuficiéncia cardiaca
em 32 cdes. Foram realizadas infusdes intracorondrias semanais, de 15 mg cada, durante

quatro semanas, por meio de um cateter Judkins (Electro-Catheter Corporation, Rahway,
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Nova Jérsia). Os autores descreveram uma taxa de mortalidade de 40,9% (9/22), sendo que,
os restantes 59,1% (13/22) sobreviveram por 10 semanas, sem desenvolverem sinais de
comprometimento cardiaco. Dois caes desenvolveram ICC e foram eutanasiados, quatro
tiveram morte subita, dois morreram durante a administragdo de doxorrubicina, com sinais de
insuficiéncia cardiaca, e um cdo morreu com hepatite apds término do protocolo. Os autores
conseguiram induzir sinais de cardiomiopatia com uma dose cumulativa de 70 mg/m”.

Mais tarde, Pereira Neto et al. (2006) avaliaram a eficdcia da eletrocardiografia
ambulatéria (exame de Holter) na detecdo de alteracdes cardiacas associadas a
cardiotoxicidade da doxorrubicina. Um grupo de 10 cdes recebeu 30 mg/m* de doxorrubicina,
a cada 21 dias, até ao alcance de uma dose cumulativa de 180 mg/m* ou 240 mg/m*. Cinco
cdes desenvolveram sinais de disfun¢do cardiaca, trés com uma dose cumulativa de 180
mg/m° e dois com 240 mg/m’. Gragas ao Holter, foi possivel avaliar prematura e
continuamente os sinais de cardiomiopatia, nomeadamente, aumento do ritmo cardiaco e
batimentos ectdpicos, tais como, complexos ventriculares e atriais prematuros.

Mais recentemente, em 2011, Banco et al. descreveram um caso de cardiomiopatia,
numa cadela que foi submetida a um protocolo de quimioterapia com doxorrubicina e
ciclofosfamida, apds esplenectomia devido a um hemangiossarcoma. A doxorrubicina foi
administrada uma vez por semana, a cada trés semanas, num total de seis tratamentos,
perfazendo uma dose cumulativa inferior a 240 mg/m’>. Apés a tltima administragdo foi
diagnosticada fraqueza geral, associada a insuficiéncia cardiaca e fibrilhacdo atrial, seguidas
de morte subita. O exame histopatoldgico do miocardio revelou alteragcdes compativeis com
cardiotoxicidade, destacando-se a ocorréncia de degenerescéncia vacuolar.

Apesar da reduzida percentagem relatada de animais que desenvolvem sinais de
cardiotoxicidade, este € um risco que estd sempre associado a utilizacdo da doxorrubicina na
pratica clinica oncoldgica, pelo que se torna imprescindivel um controlo completo e eficaz da
funcdo cardiaca, antes, durante e apds o tratamento com este € outros quimioterdpicos
potencialmente cardiotoxicos. S6 desta forma serd possivel detetar precocemente qualquer
alteracdo cardiaca, de forma a adotar medidas profilaticas e/ou terap€uticas, no sentido de

minimizar, reverter, ou mesmo prevenir uma possivel cardiomiopatia.

1.6.4. Cardiotoxicidade aguda

A cardiotoxicidade aguda em c@3es, normalmente, ocorre minutos apds a
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administracdo de doxorrubicina e € caracterizada, clinicamente, por hipotensdo, alteracoes
eletrocardiogréficas, arritmias durante ou apds a administragdo e um decréscimo temporario
na funcdo ventricular sistolica. Frequentemente, estes sinais sdo transitorios € ndo estdo
relacionados com a dose, podendo ocorrer apds uma unica administracdo de antraciclina
(Alves de Souza & Camacho, 2006; Sawyer et al., 1999). Bristow, (1980) demonstrou que,
ap6s a administracdo de doxorrubicina, ocorre uma libertacdo de substancias vasoativas,
nomeadamente, histamina, catecolaminas e prostaglandinas. Um ritmo de infusdo rapido (2
minutos) de doxorrubicina, produziu efeitos hemodindmicos imediatos, semelhantes aos
provocados pela histamina. Os mesmos efeitos permaneceram com um ritmo de infusdo lento
(5 mg/Kg/h), ainda que atenuados, tendo sido observados nos primeiros trinta minutos, apos
infusdo. Estas alteracdes, refletem um aumento dos niveis séricos de histamina, o qual esta
relacionado com o pico de concentracdo plasmdtica da doxorrubicina e incluem alteragdes
vasculares periféricas, corondrias e miocardicas. As catecolaminas e as prostaglandinas sao
libertadas posteriormente, agindo como antagonistas fisioldgicos da histamina, no sentido de
neutralizar os seus potenciais efeitos vasodilatadores. A sua agdo produz um aumento do
ritmo cardiaco e do fluxo corondrio e um decréscimo da pressdo arterial média, volume
sistolico, pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo e da resisténcia vascular corondria.
Estas alteracOes podem ser revertidas com a administragdo prévia de anti-histaminicos
(Bristow, 1980).

Em medicina humana, fala-se, ainda, de cardiotoxicidade sub-aguda, a qual, se
manifesta entre poucas semanas a alguns meses. Pensa-se que esta toxicidade esteja associada
a disrupcdo da homeostase do célcio (Ca®™), stress oxidativo ou alteragdes energéticas no

miocardio (Mitry & Edwards, 2016).

1.6.5. Cardiotoxicidade Cronica

A cardiotoxicidade crénica € caracterizada por uma diminui¢cdo irreversivel da
funcdo ventricular sistélica e um desenvolvimento progressivo de CMD secundéria. A sua
incidéncia € proporcional a dose cumulativa de doxorrubicina, estando, portanto, associada a
um tratamento prolongado com esta antraciclina. Quando em estado avancado, este sindrome
¢, geralmente, refratdrio ao tratamento (diuréticos, P-bloqueadores, inibidores da enzima
conversora da angiotensina) (Shi et al., 2011) e pode resultar em ICC, mesmo apds

descontinua¢do do farmaco. Os animais afetados, normalmente, acabam por morrer devido a
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ICC nao responsiva ao tratamento ou ao agravamento de arritmias (Alves de Souza &

Camacho, 2006; Sawyer et al., 1999).

No Homem, a incidéncia de cardiotoxicidade aguda € cerca de 11%, bastante
superior a cardiotoxicidade crénica, com uma incidéncia de apenas 1,7%, no entanto, a dltima
estd associada a uma taxa de mortalidade superior a 50% (Chatterjee et al., 2010; Takemura &
Fujiwara, 2007). A cardiotoxicidade crénica pode manifestar-se dentro de 30 dias apds a

ultima administra¢io, ou mesmo 6 a 10 anos depois (Chatterjee et al., 2010).

1.6.6. Mecanismo de acao cardiotoxico

O mecanismo através do qual a doxorrubicina exerce o seu efeito cardiotdxico ainda
permanece um pouco incerto, no entanto, pensa-se que a principal causa destas alteragdes
possa estar relacionada com um aumento do stress oxidativo no coragdo, devido, em parte, a
uma crescente formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e inducdo de peroxidagdo
lipidica, acompanhadas de uma diminui¢do dos niveis de antioxidantes e grupos sulfidril
(Berthiaume & Wallace, 2007; Davies & Doroshow, 1986; FitzPatrick et al., 2010; Octavia et
al., 2012; Ratterree et al., 2012; Takemura & Fujiwara, 2007; Volkova & Russell, 2011).

Outros mecanismos sdao igualmente importantes na cardiotoxicidade da
doxorrubicina, nomeadamente, apoptose celular; inibicao direta de transportadores envolvidos
na homeostase idnica; alteracdes no metabolismo do ferro celular; desregulacio do célcio
intracelular; disfun¢do mitocondrial e deterioragdo miofibrilar (Berthiaume & Wallace, 2007;
Octavia et al., 2012); inibicdo dos acidos nucleicos e sintese proteica; libertagdo de aminas
vasoativas; diminui¢do da expressdo de genes cardiacos especificos; alteracdo da fungdo
adrenérgica (Chatterjee et al., 2010; Singal et al., 2000) e da atividade da enzima adenilato
ciclase; modificagdes nos lisossomas, entre outros (Singal et al., 2000). Olson et al. (1988)
defendem, ainda, o importante papel do doxorrubicinol, o principal metabolito da
doxorrubicina no desenvolvimento da cardiotoxicidade crénica.

Todos estes mecanismos levam a crer que a causa da cardiotoxicidade da
doxorrubicina é, provavelmente, multifatorial e complexa, no entanto, muitos deles poderao
estar secundariamente associados a producdo de ERO e a peroxidacao lipidica (Singal et al.,

2000).

1.6.6.1. Stress Oxidativo
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Atualmente, sabe-se que a inducdo da formacdo de radicais livres € o principal
mecanismo envolvido na cardiotoxidade da doxorrubicina. Os radicais livres sdo moléculas
ou atomos que conttm um ou mais eletrdes desemparelhados na sua ultima camada
electrénica, o que os torna altamente reativos (Octavia et al., 2012; Singal et al., 2000). A
adi¢do de um eletrdo a molécula de quinona da doxorrubicina, apds a sua intercalagdao no
ADN, resulta na formacdo de um radical livre, uma semiquinona. Na presenca de oxigénio,
esta sofre uma auto-oxidagdo e regressa a sua forma original de quinona, enquanto o oxigénio
€ reduzido, formando-se o anido superdxido (O,,). Inicia-se, assim, um ciclo de reacdes redox
(oxidagdo-reducdo), levando a um aumento de superdxido e outras ERO (Davies &
Doroshow, 1986; Minotti et al., 2004; Young et al., 1981), as quais sdo formadas pela
interagdo do oxigénio com radicais livres. (Berthiaume & Wallace, 2007). A enzima
superoxido dismutase é capaz de induzir a conversdo do superéxido em perdxido de
hidrogénio (H,0,), um derivado ndo radical do oxigénio (Singal et al., 2000).
Simultaneamente, ocorre a libertacdo de moléculas de ferro das reservas intracelulares. A
interagdo da doxorrubicina com o ferro resulta na formagcdo de complexos, capazes de
converter o O,.” e 0 H,0, em radicais hidroxilo (Minotti et al., 2004). Estes ultimos podem, de
seguida, reagir com 4cidos gordos polinsaturados da membrana, levando a uma peroxidacao
lipidica (Singal et al., 2000).

A capacidade de indugdo da formacdo de radicais livres pelas antraciclinas foi, pela
primeira vez, demonstrada por Sato et al. (1975). Os autores provaram que esta ¢ uma
propriedade inerente aos farmacos antineopldsicos que contém quinonas na sua estrutura.
Myers et al. (1977) demostraram as primeiras evidéncias da formagdo de radicais livres, a
partir da doxorrubicina, ao administrarem alfa-tocoferol (vitamina E), um potente
antioxidante com a capacidade de inibir a formagdo de perdxidos lipidicos, em ratos
previamente injetados com a antraciclina. Os autores comprovaram diretamente, por
microscopia eletrénica, que este antioxidante diminuiu os sinais de cardiomiopatia nos
animais, sem interferir no mecanismo antineopldsico da doxorrubicina. Estes resultados
levaram a crer que a peroxidacdo lipidica teria um importante papel na cardiotoxicidade
induzida pela doxorrubicina. A mesma teoria foi comprovada indiretamente, através da
detecdo de um aumento na produ¢do de malondialdeido, um produto da peroxidacao lipidica,
em animais tratados com doxorrubicina.

Virios estudos revelaram a existéncia de locais especificos na célula, onde a

acumulacdo de doxorrubicina ocorre em maior escala, nomeadamente, a mitocondria e o
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nucleo. De facto, as mitocondrias sdo os organelos mais afetados pelo efeito cardiotoxico da
doxorrubicina (Berthiaume & Wallace, 2007; FitzPatrick et al., 2010; Nicolay et al., 1986;
Takemura & Fujiwara, 2007). Atualmente, sabe-se que vdrias enzimas estdo envolvidas no
ciclo redox da doxorrubicina (figura 4). (Berthiaume & Wallace, 2007; Davies & Doroshow,
1986; Takemura & Fujiwara, 2007). Goodman et al. (1977), demonstraram que a enzima
NADPH citocromo P450 redutase (CPR) seria capaz de catalisar a producdo de superdxido, a
partir da antraciclina. Bachur et al. (1979), confirmaram o papel da enzima microssomal P450
redutase na reducdo da quinona da doxorrubicina, levando a formacdo de radicais livres e,
consequentemente, dano e morte celulares. Pan et al. (1980), demonstraram que a enzima
xantina oxidase (XO) também estd envolvida nas reagdes de reducdo da doxorrubicina e da
daunorrubicina, embora o seu poder de conversdo nao seja tdo notdrio. Davies & Doroshow
(1986) descreveram, num estudo in vitro com tecido cardiaco, que o Complexo I da cadeia
transportadora de eletrdes (CTE), da mitocOndria, seria o local onde ocorre a redugdo da
doxorrubicina, catalisada pela NADH desidrogenase. Mais tarde, Vasquez-Vivar et al. (1997)
demonstraram que o dominio redutase da isoforma endotelial da enzima sintase do 6xido
nitrico (eNOS), também apresenta a capacidade de reduzir a doxorrubicina na sua forma
semiquinona, num processo que provoca a monomerizacdo da enzima. Como resultado, é
favorecida a produgdo de superdxido, em detrimento da producdo de Oxido nitrico. A
interagdo deste ultimo com uma concentracdo crescente de ERO, promove a formagdo de
peroxinitrite, um potente radical livre capaz de atravessar a membrana lipidica e atingir o
nicleo e as mitocOndrias, exacerbando os efeitos do stress oxidativo nos cardiomidcitos

(Mitry & Edwards, 2016).
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Figura 4 — Representacio esquematica geral do ciclo redox da doxorrubicina. (Adaptado de Zhu et al., 2016).

As grandes necessidades energéticas do coragdo, comparativamente a outros tecidos,
tornam os cardiomidcitos muito mais sensiveis ao stress oxidativo provocado pela
doxorrubicina (Berthiaume & Wallace, 2007; Volkova & Russell, 2011). De facto, as células
cardiacas exigem um elevado e constante fornecimento de ATP, por via da fosforilagdao
oxidativa, o que torna fundamental o papel da CTE e das mitocOndrias. O coracdo apresenta
uma maior densidade de mitocOndrias por unidade de células cardiacas, relativamente a
outros tecidos. Em média, a densidade mitocondrial ocupa cerca de 25% a 35% do volume de
cada cardiomidcito (Berthiaume & Wallace, 2007), sendo que estes organelos sao
responsaveis pela produ¢do de mais de 90% do ATP utilizado pelas células cardiacas (Octavia
et al., 2012). As células tumorais possuem um numero muito menor de mitocondrias devido
ao seu metabolismo, essencialmente, glicolitico, de forma que danos oxidativos provocados
pela doxorrubicina nestas células apenas sdo observados com concentragdes muito superiores
do quimioterdpico (Volkova & Russell, 2011).

O figado também participa na redu¢do da doxorrubicina, ainda que em menor escala.
Gracas ao seu importante papel no metabolismo dos xenobidticos, os hepatdcitos possuem um
vasto grupo de enzimas citocromos P450 no reticulo endoplasmdtico, as quais sdo
responsaveis por uma pequena parte da reducdo da doxorrubicina neste 6rgao. No coragdo, a
expressao destas enzimas, bem como o volume ocupado pelo reticulo endoplasmatico, €
muito menor. Por outro lado, hd a uma maior disponibilidade da CTE (e do complexo 1), o
que aumenta a probabilidade do ciclo redox da doxorrubicina ocorrer nas mitocondrias
(Berthiaume & Wallace, 2007). Outro facto que sustenta a importancia das mitocondrias,
relaciona-se com a interagdo da doxorrubicina com componentes da membrana mitocondrial.
A membrana interna, que contém as proteinas da CTE, possui uma grande percentagem de
cardiolipinas, as quais se ligam as anteriores, de modo a assegurar o seu correto
funcionamento. A doxorrubicina apresenta uma grande afinidade para a cardiolipina,
formando complexos praticamente irreversiveis com esta e impedindo a sua interagdo com as
proteinas da cadeia, o que pode resultar na inibi¢do do fluxo de eletrdes através da mesma.
Consequentemente, ird ocorrer um aumento da transferéncia de eletrdes para as moléculas de
oxigénio, potenciando a formagao de radicais livres (Berthiaume & Wallace, 2007; Nicolay et

al., 1986; Schlame et al., 2000). O aumento da produ¢do de ERO conduz a uma série de
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alteracGes na mitocondria, que acabam por culminar na perda da sua funcdo e redugdo dos
niveis de ATP (Adenosina Trifosfato, do inglés Adenoside triphosphate) (Berthiaume &
Wallace, 2007; Octavia et al., 2012; Schlame et al., 2000).

Apesar de ja ser conhecido o mecanismo de formagado de radicais livres a partir das
mitocOndrias, na presenga de doxorrubicina muitos dos estudos nesta matéria foram
realizados com concentracdes supraclinicas do quimioterapico (Berthiaume & Wallace, 2007;
Minotti et al., 2004; Octavia et al., 2012). No entanto, doses clinicamente normais de
doxorrubicina também podem induzir efeitos diretos na funcdo mitocondrial, apesar de estes
serem menos severos (Octavia et al., 2012).

As mitocondrias sdo os principais organelos afetados numa fase inicial da
cardiotoxicidade, e a partir dos quais surgem os efeitos cardiacos agudos. Por outro lado, os
efeitos da cardiotoxicidade crénica estdo associados a intercalagdo da doxorrubicina no ADN

nuclear, bem como a sua interferéncia nos processos de sintese proteica (Nicolay et al., 1986).

1.6.6.2. Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada das células cardiacas, foi proposta como
sendo um dos mecanismos envolvidos na cardiotoxicidade da doxorrubicina responsavel pela
degeneracdo do miocérdio (Kotamraju et al., 2000; Kumar et al., 1999; Sawyer et al., 1999;
Wang, L. et al., 1998). Estudos demonstraram a ocorréncia de apoptose em células endoteliais
cardiacas e cardiomidcitos, apds administracdo de doses submicromolares de doxorrubicina.
A morte celular apoptética foi induzida pela ativagdo da caspase-3 e fragmentacdo do ADN
(Kotamraju et al., 2000; Sawyer et al., 1999; Wang, L. et al., 1998). Kumar et al. (1999),
submeteram cardiomidcitos isolados de ratos adultos a concentracdes crescentes de
doxorrubicina (1040 uM), o que resultou numa alteracdo gradual da morfologia celular,
aumento da fragmentacdo nuclear e, finalmente, apoptose, ao longo de 23 horas apds o
tratamento. Estes resultados sugerem que a doxorrubicina € capaz de provocar apoptose nos
cardiomidcitos, num processo dependente do tempo e da dose. A coloracdo com Hoechst
33258 e a aplicacdo da técnica de Tunel, confirmaram as alteracdes apoptdticas acima
descritas, enquanto que a técnica de eletroforese em gel de agarose revelou uma maior
fragmentacdo de ADN nas células expostas a doxorrubicina, compativel, também, com um
processo de apoptose (Kumar et al., 1999).

A apoptose pode ser induzida por varios estimulos, embora todos culminem na

40



ativacdo de caspases, por dois mecanismos distintos. O mecanismo extrinseco € iniciado pela
formag¢do de um complexo entre o recetor de morte da membrana, Fas, e a proteina Fadd (do
inglés, Fas receptor-associated death domain), os quais acabam por ativar as caspases
iniciadoras. O mecanismo intrinseco envolve a libertacdo do citocromo ¢, por aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial, o qual, juntamente com o fator de ativagdo da
apoptose (Apaf-1, do inglé€s apoptosis activating factor) e com a pro-caspase-9, ird formar o
apoptossoma levando, assim, a ativacdo da caspase-9. Esta, por sua vez, induz a ativacdo de
caspases efetoras, como a caspase-3 (Kalyanaraman et al., 2002).

Wang et al., (1998) demonstraram que o fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF-1) é capaz de inibir a apoptose induzida pela doxorrubicina, nos cardiomidcitos,
ao atenuar a induc@o do gene proapoptotico Bax e a ativacdo da caspase-3 e inibindo a
fragmentacdo do ADN.

Virios estudos propdem o aumento do stress oxidativo como um dos fatores
desencadeadores do sinal apoptético, levando a morte dos cardiomidcitos (Kotamraju et al.,
2000; Kumar et al., 1999; Octavia et al., 2012; Sawyer et al., 1999). No seu estudo, Kumar et
al. (1999) demonstraram, ainda, que a morte celular programada dos cardiomidcitos diminuiu
bastante com a administracio de Trolox, um andlogo da vitamina E e antioxidante,
evidenciando o envolvimento do stress oxidativo na ocorréncia de apoptose. Alguns autores
defendem que o perdxido de hidrogénio é o principal responsdvel por este fendmeno
(Kalivendi et al., 2001; Kotamraju et al., 2000), enquanto que, para outros, a inducdo da
apoptose deve-se, essencialmente, ao anido superéxido e, em menor escala, ao perdxido de
hidrogénio (Sawyer et al., 1999). Segundo Harsdorf, Li, & Dietz, (1999), 0 O,.” € o H,0, sdo
capazes de induzir diferentes mecanismos apoptdticos nos cardiomidcitos. Por exemplo, o
H,0, pode promover a libertacdo do citocromo ¢ da mitocdndria, enquanto o O, atua por
outros mecanismos. Ambas as ERO apresentam a capacidade de promover a expressdao da
proteina p53, a qual pode induzir diretamente a apoptose, através da ativacdo do gene
proapoptético Bax (Harsdorf et al., 1999).

Atualmente, sabe-se que a ocorréncia de apoptose estd também relacionada com a
ativacdo do ciclo redox da doxorrubicina pela enzima eNOS. Kalivendi, Kotamraju, Zhao,
Joseph, & Kalyanaraman, (2001) demonstraram que o tratamento com doxorrubicina, em
células endoteliais adrticas de bovino, provoca um aumento da transcri¢do da enzima eNOS e
respetiva atividade proteica, sendo este aumento dependente da libertacdo de célcio

intracelular e da formacdo de H,0,. Os autores, verificaram que a administracdo de
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antioxidantes e de quelantes de célcio diminuiu a expressdo de eNOS e a apoptose celular,
referindo, também, o papel do H,0, na morte celular programada. Outros estudos demonstram
que a doxorrubicina induz um aumento dos niveis de cdlcio nas células (Kusuoka et al.,
1991), e que este, por sua vez, promove a expressao da enzima eNOS (Lin et al., 2000), o que
vai de encontro aos resultados observados. Adicionalmente, o pré-tratamento das células com
ARN mensageiro (mMRNA) antisense da referida enzima, cujo objetivo seria a inibicdo da
transcri¢do e diminuicdo dos niveis de proteina eNOS, também surtiu uma diminuicdo da

apoptose das células endoteliais.

1.6.6.3. Desregulacao do calcio intracelular

A capacidade contréctil do coracdo estd relacionada com a concentracao de calcio no
citosol. Nas células musculares, o reticulo sarcoplasmatico (RS) constitui o principal local de
armazenamento de cdlcio e, em resposta a um potencial de agdo, este € libertado para que
ocorra a contragdo muscular. Os canais de libertagdo de cdlcio, no RS, exercem um
importante papel no processo de contracdo e relaxamento do musculo cardiaco e um aumento
na concentracdo de calcio no citosol, durante o potencial de a¢do, constitui o estimulo para a
abertura destes canais - libertacdo de cdlcio induzida pelo célcio (Holmberg & Williams,
1990).

Holmberg & Williams (1990) demonstraram que a doxorrubicina € capaz de induzir
a saida de calcio do reticulo sarcoplasmdtico, a0 aumentar as probabilidades de ligagao da
rianodina aos seus canais € de estes permanecerem abertos, num processo dependente da
dose. A deplecdo das reservas de cdlcio, no RS, resultam numa redugdo da forca contréctil,
uma vez que a sua disponibilidade para se ligar ao complexo actina-miosina, torna-se também
inferior. Paralelamente, a sua acumulacdo no citosol, durante a didstole, ird interferir com o
relaxamento do musculo cardiaco. Este aumento da concentracdo de cdlcio intracelular
poderd, ainda, ativar proteases capazes de danificar as miofibrilhas e potenciar as alteragdes
histolégicas associadas a cardiotoxicidade da doxorrubicina (FitzPatrick et al., 2010;
Holmberg & Williams, 1990).

O doxorrubicinol exerce um papel essencial na desregulagdo da homeostase do
célcio intracelular. Para além de interferir com o receptor de rianodina, levando a um efluxo
descontrolado de célcio do RS, o principal metabolito da doxorrubicina é capaz de

comprometer o armazenamento de calcio neste organelo, ao alterar a bomba de cdlcio do RS
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(SERCA), na sua membrana. O doxorrubicinol pode, ainda, afetar a bomba de sédio/potassio
no sarcolema dos cardiomidcitos, e alterar o gradiente de sédio, necessdrio para entrada de
célcio nas células musculares cardiacas (Mitry & Edwards, 2016). A desregulacdo da
concentragdo de calcio intracelular, pode ser uma causa ou um efeito da formacdo de ERO. A
sua associacdo foi demonstrada por Kalivendi et al., (2001), num estudo que revelou a
inibicdo da formacdo de ERO e da apoptose celular, com a administragdao de quelantes de
calcio. As ERO e o perdxido de hidrogénio, tal como o doxorrubicinol, sdo capazes de alterar
a homeostase do calcio, através dos mecanismos acima descritos, levando a um aumento da

sua concentracdo intracelular (FitzPatrick et al., 2010; Octavia et al., 2012).

1.6.6.4. Doxorrubicinol

Olson et al. (1988) demonstraram, através de testes in vitro, que o doxorrubicinol é
mais cardiotoxico do que a propria doxorrubicina, sugerindo que este poderia acumular-se no
coracdo e ser o grande impulsionador da cardiotoxicidade crénica, induzida pela referida
antraciclina. Os autores comprovaram que o metabolito exerce um papel mais proeminente no
comprometimento das func¢des cardiacas sistdlica e diastdlica, bem como na inibi¢do da
bomba de célcio do RS do musculo cardiaco, em comparagdo com a doxorrubicina. Em
contraste com estes resultados, Gilbert et al. (2006, 2007) realizaram um estudo com catatuas
e outro com caes, nos quais nao foi relatada evidéncia clinica de toxicidade durante um

periodo de seguimento de trés semanas, apds uma administragdo tnica de doxorrubicinol.

1.6.7. Fatores de risco

Virios fatores de risco associados a cardiotoxicidade crénica induzida pela
doxorrubicina foram identificados, essencialmente, no Homem. Destes, destacam-se
individuos geriatricos (com idade superior a 70 anos); criancas submetidas a tratamento com
doxorrubicina (maior risco de desenvolver cardiotoxicidade na idade adulta); radiagdo
ionizante com incidéncia no tdrax; doengas cardiacas pré-existentes (particularmente, ICC
ativa, enfarte do miocardio recente, hipertensdo, estenose adrtica, diabetes mellitus e
administracdo prévia de antraciclinas); administragdo simultdnea de outros agentes
citotoxicos, nomeadamente, ciclofosfamida, paclitaxel e trastuzumab e individuos do sexo

feminino (FitzPatrick et al., 2010; Gillings et al., 2009; Mitry & Edwards, 2016; Octavia et
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al., 2012).

Na espécie canina, o peso corporal foi o unico fator descrito como um potencial risco
no desenvolvimento de ICC (Postorino, Susaneck, Withrow, Macy, & Harris, 1989, apud
FitzPatrick et al., 2010). Apesar de ser, ainda, um assunto controverso nesta espécie, pensa-se
que alguns fatores de risco descritos nos humanos possam, também, abranger os caes,
nomeadamente, dose cumulativa de doxorrubicina superior a 180-240 mg/m’, histéria de
doenca cardiaca pré-existente (FitzPatrick et al., 2010), quimioterapia simultanea com
ciclofosfamida, radioterapia no mediastino e idade avancada (Gillings et al., 2009). No
entanto, Gillings et al., (2009) investigaram alguns destes fatores de risco num grupo de 133
cdes, nao tendo encontrado nenhuma associacdo com o desenvolvimento de cardiotoxicidade.
Em estudos que avaliaram protocolos de terapia combinada com doxorrubicina e
ciclofosfamida também ndo foi relatada nenhuma diferenca estatistica significativa na
ocorréncia de cardiotoxicidade, comparativamente aos protocolos de monoterapia com

doxorrubicina (Lori et al., 2010; Price et al., 1991).

1.6.8. Diagnostico
1.6.8.1. Historia clinica e exame fisico

Virios métodos t€m sido postos em pratica, na tentativa de detetar precocemente
sinais de disfuncdo cardiaca, que possam estar associados a quimioterapia com doxorrubicina.
Uma abordagem inicial consiste na recolha da histdria clinica do paciente, bem como na
realizacdo de um exame completo do sistema cardiovascular (Chatterjee et al., 2010). A
presenca de sinais clinicos, como, intolerancia ao exercicio, dispneia, tosse, hepatomegalia e
ascite, pode estar associada com cardiomiopatia dilatada (Ratterree et al., 2012; Smith Jr. et

al., 2008).

1.6.8.2. Biopsia miocardica e analise histologica

Gracas a sua elevada especificidade e sensibilidade, a bidpsia endomiocdrdica do
ventriculo direito, constitui o gold standard para a detecdo de cardiotoxicidade aguda,
induzida pela doxorrubicina (Lee, Y. et al., 2015; Octavia et al., 2012).

Os achados histolégicos do miocardio, frequentemente associados ao diagndstico de

cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina, incluem perda de miofibrilhas, distensdo do
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reticulo sarcoplasmaético, degeneracdao vacuolar (células &dria), miocitélise, atrofia dos
midcitos e fibrose (Chatterjee et al., 2010; Hanai et al., 1996; Lee, Y. et al., 2015; Monsuez et
al., 2010; Silva & Camacho, 2005). A figura 5, ilustra algumas destas alteracoes.

A bidpsia miocdrdica também ¢ utilizada para quantificar a severidade da
cardiotoxicidade (Chatterjee et al., 2010), no entanto, podera ser demasiado sensivel, levando
a uma interpretacdo sobrevalorizada, que ird resultar num adiamento ou descontinuac¢io do

tratamento, quando ainda poderd existir uma reserva cardiaca adequada para o mesmo

(Ratterre e et al., 2012).

“we

A\‘

’ “l‘ i"-ﬁ
'1,

;’ ‘)

Sk

ol
7R
W £

NN

Figura 5 — Imagem histoldgica das alteracdes miocdrdicas associadas a cardiotoxicidade da doxorrubicina. A —
Degeneracdo vacuolar/células adria; grupos de cardiomidcitos fragmentados alternados com midcitos
aparentemente normais. B — Cardiomidcitos (laranja) separados por edema e tecido fibroso (azul). (Adaptado de
Banco et al., 2011).

A severidade das alteracdes histologicas do miocérdio €, normalmente, quantificada
através de uma escala gradativa utilizada por varios autores, em medicina humana. Nesta
escala, a amostra pode ser classificada com base na percentagem de células com alteragdes
tipicas, em “0” (se as células ndo demonstram alteracdes), “1” (menos de 5% de células
podem apresentar perda de miofibrillhas ou alteracoes no RS), “1,5” (pequenos grupos de
células, entre 5-15%, podem apresentar perda marcada de miofibrilhas e/ou vacuolizacdo do
citoplasma), “2” (16-25%), “2,5” (26-35%) e “3” (>35% de células com alteracdes difusas,
perda de organelos e alguma capacidade contrictil, degeneracao mitocondrial e nuclear). Uma
classificagcdo de 2,5, ou superior, € um forte indicio de que a administracdo de doxorrubicina
deve ser interrompida (Bristow et al., 1982; Octavia et al., 2012; Torti et al., 1986).
Geralmente, o grau de severidade das alteracdes histoldgicas estd relacionado, quase
linearmente, com a dose de doxorrubicina administrada (Bristow et al., 1982) No entanto, ja

foram relatados sinais ecocardiograficos compativeis com cardiotoxicidade (disfuncao
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sistdlica severa) apds doses cumulativas completas, sem evidéncias histologicas de lesdo
miocdrdica (Gillings et al., 2009).

Bristow, Lopez, Mason, Billingham, & Winchester, 1982, demonstraram que a
bidpsia, apesar de invasiva, pode diminuir a morbilidade e a mortalidade, associadas a
ocorréncia de insuficiéncia cardiaca, em pacientes tratados com doxorrubicina. Mesmo que os
pacientes desenvolvam insuficiéncia cardiaca, a detecdo precoce de alteracdes no miocérdio,
permite interromper a administragdo do quimioterapico, quando os sinais sdo ainda ligeiros e
transitorios. Segundo os autores, pacientes que ndao foram monitorizados apresentaram
sintomas mais severos € uma maior taxa de mortalidade, quando foi detetada a insufici€ncia
cardiaca.

Apesar da sua eficicia, a biopsia do miocardio raramente € utilizada na prética
clinica oncoldgica, por ser considerada por muitos clinicos, uma técnica de elevado risco, para
além de ser necessdrio bastante treino e experiéncia para a sua execucdo (Chatterjee et al.,

2010; Octavia et al., 2012; Ratterree et al., 2012).

1.6.8.3. Eletrocardiografia

A eletrocardiografia é uma técnica simples, bastante utilizada na pratica clinica e
relativamente util na identificacdo de sinais de cardiotoxicidade aguda, sobretudo. Em
medicina veterindria, a incidéncia de alteracOes eletrocardiograficas, observadas apds a
administracao de doxorrubicina, corresponde a um intervalo de 12-17.7% (Pereira Neto et al.,
2006).

As alteragdes ecocardiograficas mais frequentemente associadas a cardiotoxicidade
da doxorrubicina incluem variacdes na amplitude da onda R, variacdes no segmento ST ou na
onda T, taquicardia sinusal, arritmias ventriculares (complexos ventriculares prematuros) e
arritmias supraventriculares (complexos atriais prematuros e fibrilhacdo atrial) (Mauldin et
al., 1992; Pereira Neto et al., 2006; Ratterree et al., 2012; Smith Jr. et al., 2008). A figura 6
ilustra 0 ECG de um grupo de ratos (B), previamente tratados com doxorrubicina, onde se
observa uma alteracdo da conformag¢do normal do tracado eletrocardiografico. A elevacdo do
segmento ST (circulo azul) € a alteracdo mais evidente, observando-se, ainda, um aumento da
dura¢do da onda P, do QRS e do intervalo R-R, bem como uma reducio dos ciclos cardiacos.
Na mesma imagem pode ver-se 0 ECG de um grupo de ratos, do mesmo estudo, que nao foi

submetido a qualquer tratamento (A). O circulo verde indica um segmento ST normal.
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Algumas destas variacdes podem ser assintomadticas ou surgir acompanhadas de
ligeiros sintomas (Octavia et al., 2012). Certas arritmias podem resultar numa diminuicdo do
débito cardiaco, sincope ou mesmo morte subita (Pereira Neto et al., 2006). Banco et al.,
(2011), descreveram um caso clinico de fibrilhacdo atrial, seguida de morte subita, num cao
submetido a um protocolo de seis semanas com doxorrubicina e ciclofosfamida, apods
esplenectomia de hemangiossarcoma. Na necrdpsia foi identificada uma dilatacdo ventricular
bilateral e edema pulmonar e a andlise histopatoldogica (figura 5) revelou degeneragdo

vacuolar dos cardiomidcitos.
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Figura 6 — Alteracdes eletrocardiograficas associadas a cardiotoxicidade da doxorrubicina: tragados
eletrocardiograficos de dois grupos de ratos: A — normais, sem qualquer tratamento; B — apds tratamento com
doxorrubicina. (Adaptado de Momin, Kalai, Shikalgar, & Naikwade, 2012).

Um tnico caso de variacdo no eixo elétrico, secundariamente a alteracdes no QRS,
foi descrito num cdo, por Pereira Neto et al., (2006). Neste estudo, a alteracdo mais frequente
foi uma diminui¢do na amplitude da onda R, a qual pode ser indicativa de fibrose do
miocardio e perda de massa muscular cardiaca, contudo, torna-se impossivel associar os
resultados do ECG a possiveis alteracdoes provocadas pela doxorrubicina, sem uma bidpsia e
exame histologico do miocardio. Um aumento na duragdo da onda P foi também descrito e
sugere uma dilatacdo do atrio direito, contudo, tal ndo foi confirmado por ecocardiografia

(Pereira Neto et al., 2006).

1.6.84. Holter

Por vezes, podem surgir arritmias transitérias que escapam ao exame
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eletrocardiografico normal. Em caso de suspeita das mesmas, ou apenas com o objetivo de
obter uma avaliagdo mais continua do sistema cardiovascular, pode ser realizado um exame
Holter. Este consiste numa eletrocardiografia ambulatoria, que grava os batimentos cardiacos
por um longo periodo de tempo, normalmente, durante 24 horas. E o teste ndo invasivo mais
sensivel na detecdo precoce de arritmias transitdrias, que poderiam passar despercebidas num
ECG em repouso e que podem estar associadas a alteragdes induzidas pela doxorrubicina

(Pereira Neto et al., 2006).

1.6.8.5. Radiografia toracica

A radiografia constitui mais um método de monitorizagdo de cardiotoxicidade.
Apesar de ndo possibilitar uma avaliacdo dindmica da funcio cardiaca, este exame permite
uma visualiza¢do da vasculatura pulmonar e do tamanho e forma do coracdo (Selting et al.,
2004). Evidéncias de cardiomegalia, edema pulmonar, efusdo pleural, hepatomegélia e ascite

podem ser sinais de cardiomiopatia dilatada e ICC (Smith Jr. et al., 2008).

1.6.8.6. Ecocardiografia

A ecocardiografia, juntamente com o ECG, ¢ o método mais utilizado na
monitorizagdo da cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina, uma vez que ambos sdo
exames ndo invasivos, bastante acessiveis e econdmicos (Ratterree et al., 2012). A
ecocardiografia é considerada por muitos autores o teste mais sensivel na avaliacdo da fungdo
sistdlica, embora a sua variabilidade e limitacdes devam ser tidas em conta (Gillings et al.,
2009). Apesar de possibilitar uma visdo do estado geral do sistema cardiovascular, este exame
ndo permite prever se e quando € que os pacientes vao desenvolver uma cardiomiopatia ao
longo do seu tratamento quimioterapico (Ratterree et al., 2012).

A cardiomiopatia dilatada € a principal manifestacdo de cardiotoxicidade induzida
pela doxorrubicina (Boon, J., 2011a; Mauldin et al., 1992; Monnet & Orton, 1999; Silva &
Camacho, 2005). A perda progressiva de miofibrilhas, provocada pela acdo téxica da
doxorrubicina no coragdo, contribui para a ocorréncia da dilatacdo ventricular observada na
CMD, acompanhada por um aumento do stress da parede das cimaras e incapacidade de
contracdo e de relaxamento. Todos estes fatores podem culminar no desenvolvimento de ICC

(Shi et al., 2011). A figura 7 mostra a progressdo da insuficiéncia cardiaca, traduzida pela
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reducdo significativa da contractilidade do ventriculo esquerdo e uma dilatacio do mesmo. A
CMD, associada a cardiotoxicidade da doxorrubicina, tende a ser progressiva e refrataria ao
tratamento, podendo levar ao desenvolvimento de ICC mesmo apds descontinuagdo ou
término do protocolo quimioterdpico (Alves de Souza & Camacho, 2006; Gillings et al.,
2009).

A ecocardiografia é particularmente util na detecdo e monitorizacdo da disfunc¢do
sistélica, caracteristica da CMD e relatada em casos de cardiotoxicidade (Boon, J., 2011a;

Mauldin et al., 1992; Monnet & Orton, 1999; Silva & Camacho, 2005).

Figura 7 — Ecocardiografia: dilatacdo do ventriculo esquerdo e diminui¢@o da contractilidade miocardica.
(Adaptado de Toyoda et al., 1998).

Uma alteracdo da funcao sistélica do miocardio pode ocorrer nos primeiros dias apds
a administracdo de doxorrubicina, através de sinais ligeiros e reversiveis. Numa fase inicial,
geralmente, ndo sdo notérias manifestacdes clinicas evidentes, no entanto, apds doses
cumulativas da antraciclina, a disfuncao sistdlica tende a agravar-se, tornando-se irreversivel
(Boon, J., 2011a; Chatterjee et al., 2010; Sawyer et al., 1999). A disfuncdo sistolica é
caracterizada por uma incapacidade de bombeamento do coragdo, acompanhada por um
decréscimo na fracdo de ejecao (Boon, J., 2011b).

A fracdo de encurtamento (FS) € o parametro mais utilizado na avaliagdo da func¢ao
sistélica (Boon, J., 2011b; Fuentes, 2008), permitindo quantificar a fun¢do contréctil do
ventriculo esquerdo (Bulwer et al., 2007). Os valores de referéncia da FS, em caes,
correspondem a um intervalo de 25% a 45%, embora animais sem doenca cardiaca poderdao

apresentar valores inferiores a 25% (Fuentes, 2008). A FS reflete a mudanca percentual na
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dimensao do ventriculo esquerdo, entre as fases de sistole e didstole e pode ser avaliada em
modo M, num eixo curto, ao nivel das cordas tendineas e dos musculos papilares, através da
medicdo do didmetro interno do ventriculo esquerdo em didstole (DVEd) e do diametro
interno do ventriculo esquerdo em sistole (DVEs), através da seguinte equacdo: [FS = (DVEd
— DVEs) / DVEd] (Smith Jr. et al., 2008; Tater et al., 2012).

A reducdo da FS é uma das alteracOes mais frequentemente descritas em estudos
sobre a cardiotoxicidade associada a doxorrubicina em animais (Alves de Souza & Camacho,
2006; Gillings et al., 2009; Hanai et al., 1996; Ratterree et al., 2012), bem como o aumento
das dimensdes do ventriculo esquerdo (Alves de Souza & Camacho, 2006; Monnet & Orton,
1999; Toyoda et al., 1998). Por vezes, pode verificar-se a redugdo da espessura da parede
livre do ventriculo esquerdo e do septo ventricular (Monnet & Orton, 1999; Silva &
Camacho, 2005; Toyoda et al., 1998), embora este ultimo seja mais afetado nos humanos
(Boon, J., 2011a). Na figura 8 observa-se um aumento do didmetro ventricular, associado a
uma diminui¢do da contractilidade do ventriculo.

Alguns autores consideram que a FS consiste no parametro ecocardiografico mais
eficaz na monitorizacdo da cardiotoxicidade, podendo ser utilizado para quantificar o grau de
disfungdo sistélica (Alves de Souza & Camacho, 2006; Gillings et al., 2009). Outros
discordam desta teoria (Migrino et al., 2008; Tater et al., 2012). Tater et al., (2012), ndo
encontraram alteracOes significativas na fracdo de encurtamento, em cdes com linfoma, ao
longo de um protocolo combinado com doxorrubicina, demonstrando que este parametro
podera nao ser suficientemente sensivel na detecdo de alteragdes precoces da fungao sistdlica,
ou que o protocolo utilizado ndo provocou uma disfuncdo sistdlica nos animais. De facto,
apesar da FS ser bastante utilizada na quantificagdo da funcao sistdlica, ela apresenta algumas
limitacdes, tornando a sua interpretacdo pouco especifica. Este indice de funcdo ventricular é
afetado, nao s6 pela contractilidade do miocardio, mas também pela pré-carga e pela pos-
carga, sendo que a sua reducdo poderd ser secunddria a uma alteracdo em qualquer um desses
fatores (Boon, J., 2011b; Fuentes, 2008; Tater et al., 2012).

Outro achado ecocardiogrifico relatado em casos de cardiotoxicidade associada a
doxorrubicina é o aumento da distancia do ponto E do folheto anterior da valvula mitral ao
septo interventricular, também observado na figura 8 (Boon, J., 2011a; Hanai et al., 1996;
Mauldin et al., 1992; Monnet & Orton, 1999; Ratterree et al., 2012). Este parametro, medido
no Modo M, é um indicador da func¢do e enchimento ventriculares € 0 seu aumento esta,

normalmente, associado a um decréscimo na fracio de ejecdo (Boon, J., 2011b). A medida
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que progridem os sinais de insuficiéncia miocardica pode denotar-se, simultaneamente, um
défice na funclo diastolica, com consequente variagdo do racio da onda E pela onda A (E/A)
do fluxo transmitral, o qual pode ser avaliado por Doppler (Hanai et al., 1996; Monnet &
Orton, 1999). Este ricio reflete o gradiente de pressdo que atravessa a valvula mitral e o seu
valor deve ser superior a 1. (Boon, J., 2011b). Uma inversdo do racio (E/A < 1) representa
uma falha no relaxamento ventricular, que corresponde a um grau ligeiro de disfuncao
diastdlica, caracterizada por um fluxo com padrdo nio restritivo. Se o racio for superior a 2, 0

padrdo € restritivo e indica uma disfun¢do diastdlica grave (Ho, 2007).

Figura 8 — Ecocardiografia: aumento do DVEs e do DVEd, diminuic¢do da contractilidade (A) e aumento da
EPSS (B). (Adaptado de Lee et al, 2015).

A ocorréncia de regurgitacdo mitral (FitzPatrick et al., 2010; Hanai et al., 1996;
Ratterree et al., 2012) e triscuspide, a dilatacdo do étrio esquerdo (FitzPatrick et al., 2010;
Ratterree et al., 2012) e o aumento do tempo de relaxamento isovolumétrico (Monnet &
Orton, 1999) (tempo decorrido desde o fim da ejecdo ventricular até a abertura da valvula
mitral e inicio do enchimento diastélico ventricular) (Boon, J., 2011a) sdo, também,
indicadores de disfuncdo diastélica, relatados em casos de cardiotoxicidade da doxorrubicina.

No Homem, o pardmetro mais utilizado na monitorizagdo da cardiotoxicidade da
doxorrubicina € a fracdo de ejecdo (FE) do ventriculo esquerdo (Mauldin et al., 1992; Tan &
Scherrer-Crosbie, 2012). Em medicina humana, um valor de FE inferior ou igual a 30% ¢
indicativo de interrupcdo do tratamento com doxorrubicina (Ratterree et al., 2012; Takemura
& Fujiwara, 2007), sendo que o seu valor de referéncia € superior a 55%. No cdo, a fracdo de
ejecdo apresenta valores de referéncia entre 50% e 65% (Smith Jr. et al., 2008), no entanto,
em medicina veterindria os critérios de descontinuacdo da doxorrubicina ndo estdo

objetivamente definidos, sendo dever do clinico estudar essa decisdo, com base nos efeitos
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adversos demonstrados pelo paciente (Gillings et al., 2009; Ratterree et al., 2012).

A FE consiste na percentagem de sangue ejetado pelo ventriculo esquerdo em cada
batimento. Para calcular o seu valor é necessario determinar o volume ventricular na sistole e
na didstole cardiacas. A férmula mais utilizada na determina¢do de volumes, e recomendada
pela American Society of Echocardiography (ASE), é a regra de Simpson modificada (ou
método biplanar de discos). Este método oferece a melhor correlagdo com o volume real do
ventriculo esquerdo, uma vez que, ao invés de assumir uma geometria predeterminada,
permite definir o contorno ventricular através de um delineamento manual dos bordos que
delimitam a cavidade desta camara cardiaca. Desta forma, a mesma é convertida num
conjunto de discos elipticos, pelo software do ecdgrafo, que irdo permitir o cdlculo
automadtico do volume ventricular. Para aplicar o método de Simpson modificado devera
realizar-se o delineamento dos bordos ventriculares numa vista apical de duas ou quatro
camaras (Boon, J., 2011b; Bulwer et al., 2007). Os volumes ventriculares podem ser divididos
pela ASC, de forma a obter-se o indice do volume do ventriculo esquerdo em telesistole
(IVVEs) e o indice do volume do ventriculo esquerdo em teledidstole (IVVEd): IVVEs =
VVEs / ASC; IVVEd = VVEd / ASC.

1.6.8.7. Biomarcadores Cardiacos

Os biomarcadores sdo moléculas bioldgicas, que podem ser quantificadas e utilizadas
como sinais ou indicadores de processos biologicos e patoldgicos ou de respostas
terapéuticas. Os biomarcadores podem ser utilizados como ferramentas de diagndstico (por
exemplo, niveis elevados de glicose para diagndstico de Diabetes mellitus) e monitorizagao
de doencas, permitindo, ainda, classificar o seu grau de severidade, para além de
possibilitarem uma previsdo do progndstico € da resposta a uma determinada terapéutica
(Atkinson A. et al., 2001). Este trabalho ird focar-se nos principais biomarcadores cardiacos,

troponinas e péptidos natriuréticos.

1.6.8.7.1. Troponinas

As troponinas consistem em proteinas reguladoras, compostas por trés subunidades
que, juntas, participam na regulacdo da contracdo dos midcitos do tecido muscular estriado. A

troponina cardiaca T (¢TnT) forma um complexo com a tropomiosina, o qual se liga a actina.
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As restantes subunidades, troponina I (cTnl) e troponina C (¢cTnC) s3o responsdveis pela
inibicdo e estimulacdo da contragdo cardiaca, mediada pelo cdlcio e ATP. Apesar de as
troponinas estarem presentes nos tecidos cardiaco e esquelético, elas sdo codificadas por
diferentes genes, resultando em isoformas especificas para cada tecido, com diferentes
sequéncias de aminoacidos. As isoformas da troponina C sd3o completamente homdlogas,
tornando-a impossivel de ser utilizada como um biomarcador cardiaco. A troponina T
apresenta mais de 50% de homologia entre as suas isoformas, embora elas possam ser
identificadas separadamente. Ja as isoformas da troponina I apresentam menos de 50% de
homologia, sendo que, durante processos patoldgicos, ela ndo € expressa no musculo
esquelético, tornando-se unicamente cardiaca. Estas caracteristicas permitiram o
desenvolvimento de ensaios quantitativos, baseados em anticorpos monoclonais, especificos
para as isoformas cardiacas da cTnl e da ¢cTnT (Langhorn & Willesen, 2016; Sparano et al.,
2002).

Uma vez que as troponinas sdo proteinas intracelulares, a sua presenca em
circulagdo sugere uma libertacdo de contetudo celular. Acredita-se que esta possa ocorrer por
morte celular e fendmenos irreversiveis (necrose, apoptose ou turnover celular), ou através de
processos que ndo comprometem a viabilidade dos cardiomidcitos (permeabilidade
aumentada, protedlise intracelular, formagdo de vesiculas). Normalmente, quando hd morte
celular ocorre libertagdo da troponina citosdlica livre e da estrutural (a que estd acoplada ao
complexo contréctil celular), mas na auséncia de morte celular apenas a primeira € libertada
(Smith Jr. et al., 2008). Durante uma lesdo cardiaca, a troponina I ¢ libertada em
concentragdes superiores a troponina T, embora uma maior concentracdo das duas, em
circulagdo, sugira uma lesdo miocardica mais significativa e necrose celular (Langhorn &
Willesen, 2016; Oyama & Sisson, 2004). Este aumento pode ser detetado 2 a 3 horas apds a
lesdo, atingindo um pico apds 18 a 24 horas (Smith Jr. et al., 2008).

Virias causas podem levar ao aumento das troponinas, nomeadamente, causas
cardiacas (isquémia, necrose, arritmias, enfarte do miocardio, degeneracdo miocardica, ICC,
estenose subadrtica, estenose pulmonar, doenga mixomatosa da valvula mitral, CMD,
cardiomiopatia arritmogénica do ventriculo direito nos Boxers, miocardite, dirofilariose,
efusdo pericardica, hemangiossarcoma cardiaco) e ndo cardiacas (trauma, sépsis, inflamagao
sistémica, outras neoplasias, hipotensdo, hemoparasitas, dilatacdo géstrica e volvus,
insuficiéncia renal) (Langhorn & Willesen, 2016; Smith Jr. et al., 2008; Wells & Sleeper,
2008).
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Oyama & Sisson, (2004), num estudo com caes, demonstraram haver uma relacao
entre a idade e a concentracdo plasmdtica de cTnl. A medida que o coracao envelhece perde
cerca de 35% dos midcitos, seja por causas degenerativas ou outras associadas. Os autores
acreditam que a presenca de cTnl em circulacdo em cdes mais velhos poderia dever-se a
morte de alguns cardiomidcitos ou ao turnover celular, ambos consequéncia do processo de
envelhecimento.

As troponinas sdo os biomarcadores cardiacos mais especificos na dete¢ao de lesdo
miocardica (Atas et al., 2015), sobretudo a cTnl, devido a sua alta especificidade e
sensibilidade na previsdo de disfungdo ventricular e respetiva severidade (Atas et al., 2015). A
cTnl € considerada um bom marcador para a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina,
uma vez que esta estd associada a morte das células miocérdicas (Atas et al., 2015; Langhorn
& Willesen, 2016; Selting et al., 2004; Smith Jr. et al., 2008). Cardinale et al., (2000),
demonstraram que um aumento nas concentragdes séricas de cTnl permite prever a ocorréncia
de disfun¢do ventricular, em pessoas submetidas a um protocolo com doxorrubicina em doses
altas. O mesmo foi demonstrado em caes, tratados com doxorrubicina, que desenvolveram
sinais de cardiotoxicidade (Selting et al., 2004). Neste estudo, aumentos das troponinas foram
detetados previamente a manifestacdo de alteracdes clinicas, em caes (32/44) com evidéncias
de disfuncdo cardiaca, confirmada posteriormente por ecocardiografia. Segundo os autores, a
medi¢do dos niveis de cTnl deve ser realizada até 24 horas apds a administracdo de
doxorrubicina, uma vez que, apds 48 horas estes voltaram ao normal (Selting et al., 2004). E,
igualmente, recomendado que sejam realizadas medi¢Oes seriadas de troponina, em vez de
uma Unica medi¢do (Smith Jr. et al., 2008). Atas et al., (2015), descreveram um aumento nos
niveis séricos de cTnl em dois grupos de ratos tratados com doses altas e baixas de
doxorrubicina, respetivamente. Este biomarcador demonstrou grande sensibilidade na dete¢ao
de sinais de cardiotoxicidade, revelando-se mais eficaz do que os péptidos natriuréticos,
também avaliados no mesmo estudo.

A concentracdo média normal de cTnl, em caes, varia entre <0,03-0,07 ng/mL,
enquanto que nos gatos o intervalo € de <0,03-0,16 (Wells & Sleeper, 2008). Geralmente, a
concentragdo de troponinas na doenca cardiaca primdria tende a estar apenas ligeiramente
aumentada (<1 ng/mL), raramente ultrapassando valores de 1-2 ng/mL em casos de ICC
severa (Langhorn & Willesen, 2016). Um aumento das troponinas cardiacas pode ser notdrio

apds uma tnica administracdo de doxorrubicina (Sawyer et al., 1999).
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1.6.8.7.2. Péptidos Natriuréticos

Os péptidos natriuréticos consistem num grupo de hormonas capazes de controlar a
homeostase dos fluidos corporais, através das suas propriedades natriuréticas e diuréticas,
para além de exercerem um influéncia no sistema renina-angiotensina-aldosterona. Existem
varios tipos de péptidos natriuréticos, no entanto, o péptido natriurético atrial (ANP) e o
péptido natriurético cerebral (BNP) sdo os mais relevantes neste trabalho, por serem 0s unicos
associados a patologias cardfacas nos pequenos animais (Baisan et al., 2014).

Estas hormonas cardiacas sdo secretadas em resposta a uma sobrecarga atrial ou
ventricular. O ANP € libertado pelos atrios e o BNP pelos dtrios e ventriculos, mas
principalmente pelos ultimos (Baisan et al., 2014; Hayakawa et al., 2001). As concentragdes
de ambas as hormonas aumentam na ICC, contudo, o BNP apresenta sensibilidade e
especificidade superiores na detecdo de disfun¢@o ventricular esquerda (Hayakawa et al.,
2001). O BNP ¢ libertado sob a forma de uma prohormona (proBNP), a qual sofre uma
clivagem, originando o fragmento N-terminal da prohormona BNP (NT-proBNP) e BNP. A
ultima consiste na por¢cao ativa do BNP e as suas funcdes incluem, predominantemente,
vasodilatacdo, natriurese e diurese. O NT-proBNP ¢ uma molécula inativa, utilizada
primariamente em medicina humana, no diagnéstico da ICC, detecdo de patologia oculta e
tratamento e prognéstico de doencga cardiaca (Baisan et al., 2014; DeFrancesco, 2011;
Sparano et al., 2002).

Os niveis plasmaticos de BNP aumentam rapidamente (em cerca de quatro horas) em
resposta a uma distensdo da parede ventricular, provocada por um sobrecarga aguda de
volume ou de pressdo nestas camaras cardiacas (Atas et al., 2015; Lee, H. S. et al., 2008;
Sparano et al., 2002). Um aumento da concentracdo sérica de BNP estd fortemente
correlacionado com o aumento da pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo, bem como
com a pressdo capilar pulmonar, em pacientes com insuficiéncia cardiaca (Oyama & Sisson,
2004), permitindo que este biomarcador seja util no diagndstico e prognodstico desta patologia
(Atas et al., 2015; Lee, H. S. et al., 2008). Estudos (Oyama et al., 2009; Prosek et al., 2007)
em cdes demonstraram, ainda, a eficicia do BNP e do NT-proBNP na diferenciacdo de
dispneia de origem cardiaca, devido a ICC, e dispneia de origem ndo cardiaca. Uma
concentragdo superior do péptido natriurético foi detetada nos caes que apresentavam doenca
de origem cardiaca (Oyama et al., 2009; Prosek et al., 2007). Um estudo com criangas

demonstrou que medi¢des de ANP e BNP durante o tratamento com doxorrubicina permitem
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detetar pacientes em risco de desenvolverem alteracdes cardiacas graves, sugerindo que os
niveis plasmaticos destas hormonas poderiam ser biomarcadores da cardiotoxicidade
associada a doxorrubicina (Hayakawa et al., 2001). Outro estudo, ja referido anteriormente
neste trabalho, comparou os niveis de cTnl, BNP e endotelina-1 (ET-1) em ratos tratados com
doses altas e baixas de doxorrubicina. Os resultados demonstraram um aumento nas
concentragdes séricas de cTnl, nos dois grupos de animais, enquanto os niveis de BNP e de
ET-1 apenas aumentaram no grupo submetido a doses altas. Ambos 0s grupos apresentavam
alteracOes cardiacas histolégicas, compativeis com cardiotoxicidade. Os autores sugeriram
que a cTnl seria um marcador mais sensivel na detecao de sinais precoces de cardiotoxicidade
secunddria a doxorrubicina, correlacionando-se com a presenca de alteragdes histologicas
(Atas et al., 2015).

Na espécie canina, uma concentracdo inferior a 900 pmol/l ndo sugere uma distensao
do miocardio e stress da parede, a excecdo da raca Doberman Pinscher, na qual, uma
concentracdo superior a 735 pmol/l € indicativa de risco acrescido de CMD (Baisan et al.,

2014).

1.6.8.8. Outros métodos de diagnéstico

Para além destes testes convencionais, outros métodos sao utilizados no diagndstico
da cardiotoxicidade associada a doxorrubicina. A fracdo de ejecdo e outros parametros da
funcdo sistélica podem ser avaliados através do exame ecocardiografico padrdo, no entanto,
nem sempre € possivel obter imagens de boa qualidade, de forma a poder realizar-se corretas
medi¢des. A angiocardiografia e a ventriculografia de radionuclideos sdo exames ndo
invasivos e bastante sensiveis, capazes de complementar a ecocardiografia. A
angiocardiografia € um método bastante utilizado na monitorizagdo da cardiotoxicidade
associada a doxorrubicina, em medicina humana, devido a sua alta reprodutibilidade na
medicao da FE e na sua capacidade de reduzir a incidéncia de ICC (Jiji et al., 2012; Lu, 2005;
Ratterree et al., 2012). Nenhum destes exames ¢ realizado rotineiramente em medicina
veterindria (Gillings et al., 2009; Ratterree et al., 2012).

Outro método ndo invasivo e altamente sensivel, utilizado na dete¢do precoce de
cardiotoxicidade, consiste num teste com anticorpos monoclonais anti-miosina marcados com
Indio-111. Os anticorpos sio capazes de detetar, precocemente, miécitos danificados ou morte

celular. Apds serem captados pelo miocardio, ligam-se as cadeias pesadas de miosina
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intracelular expostas, indicativas de lesdes agudas nas células musculares cardiacas
(Chatterjee et al., 2010; Ganz et al., 1996; Lu, 2005). Este método é também utilizado no
diagnoéstico de miocardite (Chatterjee et al., 2010). A sua sensibilidade no diagndstico de
cardiomiopatia secunddria a doxorrubicina € bastante elevada, no entanto, a baixa
especificidade e o tempo despendido nestes testes, sdo fatores que condicionam a sua
utilizacdo (Lu, 2005). A ressondncia magnética cardiaca € outro teste que permite avaliar a
funcdo sistlica do ventriculo esquerdo, apesar de ndo apresentar especificidade para a
cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina (Chatterjee et al., 2010). Recentemente, t€ém
vindo a ser estudados novos parametros ecocardiograficos, nomeadamente, a deformagao
miocérdica, capaz de detetar precocemente uma disfun¢do do miocardio, mesmo na auséncia
de alteragdes na FE, permitindo prever uma possivel disfuncdo do ventriculo esquerdo e
posterior progressdao para cardiomiopatia (Wickramasinghe et al., 2016). Os indices de
deformacdo miocdrdica sdo avaliados por ecocardiografia strain (deformacgdo) bidimensional
(bidimensional strain echocardiography, 2DSE). Este método € baseado no Doppler tecidular
e permite realizar medi¢cOes da deformagdo do miocdrdio, através de uma técnica de
rastreamento de pontos (speckle-tracking), em imagens captadas no modo B (Migrino et al.,
2008). Estudos em medicina humana e veterinaria demonstraram que a 2DSE parece ter uma
maior sensibilidade relativamente a ecocardiografia convencional (Mitry & Edwards, 2016).
Migrino et al., (2008), demonstraram que o estudo do strain radial global, avaliado por 2DSE,
foi capaz de detetar precocemente sinais de disfun¢do miocardica, associada a cardiomiopatia
secunddria ao tratamento com doxorrubicina. A diminui¢do do strain radial acompanhou

alteracOes histologicas compativeis com cardiotoxicidade.

1.6.9. Prevencao

Virias medidas podem ser adotadas com vista a prevencdo da cardiotoxicidade
associada a doxorrubicina. Para além das técnicas de monitorizagao que ja foram abordadas, a
maioria dos métodos utilizados para diminuir ou prevenir as lesdes miocardicas incluem
alternativas farmacoldgicas a doxorrubicina, administragdo de agentes cardioprotetores ou

alteracdes no plano de tratamento.

1.6.9.1. Agentes quimioterapicos alternativos
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A substituicdo da doxorrubicina por outros agentes antineopldsicos, como a
epirrubicina ou a mitoxantrona, pode ser uma alternativa em pacientes que nao toleram os
efeitos adversos da doxorrubicina, ou quando a sua dose cumulativa total é alcangada
(Alderton et al., 1992; FitzPatrick et al., 2010; Mauldin et al., 1992; Wang, S. et al., 2016). A
mitoxantrona é um derivado sintético das antraciclinas, com acdo semelhante a doxorrubicina,
contudo, apresenta menor potencial cardiotoxico em pessoas e animais (Alderton et al., 1992;
Wang, S. et al., 2016). Quando utilizada como agente unico no tratamento do linfoma, a
mitoxantrona demonstra atividade terap€utica e baixa toxicidade (Wang, S. et al., 2016).
Alderton, Gross, & Green, (1992), compararam a toxicidade da doxorrubicina com a
epirrubicina e a mitoxantrona, em ratos, € demonstraram que as duas ultimas sd3o menos

cardiotoxicas, particularmente, a epirrubicina.

1.6.9.2. Antioxidantes

Virios estudos tém abordado a incorporagdo de substancias antioxidantes em
tratamentos com doxorrubicina, na tentativa de reduzir os danos oxidativos nas células
cardiacas (Bjelogrlic et al., 2005; Myers et al., 1977; Vincent et al., 2013). Myers et al.,
(1977), sugeriram que a suplementacdo com vitamina E seria capaz de reduzir a toxicidade
cardiaca provocada pela doxorrubicina, reduzindo, assim, o risco de ICC. A vitamina E ¢
capaz de atenuar a severidade da cardiotoxicidade aguda, quando administrada em doses
seriadas, previamente ao tratamento com doxorrubicina (Wang, Y. et al., 1980), no entanto, o
mesmo ndo ocorre com uma uUnica administragdo de vitamina E (Bjelogrlic et al., 2005).
Quanto as alteragdes associadas a cardiotoxicidade crénica da doxorrubicina, o efeito protetor
da vitamina E ja ndo se verifica (Breed et al., 1980; Vleet et al., 1979). Kumar et al., (1999),
demonstraram que o trolox, um andlogo da vitamina E, seria capaz de diminuir a ocorréncia
de apoptose celular apds a administragao de doxorrubicina.

O carvedilol, um antagonista dos recetores adrenérgicos, com propriedades
antioxidantes, € utilizado no tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva e o seu efeito
protetor contra a cardiotoxicidade da doxorrubicina também ja foi demonstrado (Chatterjee et
al., 2010; Matsui et al., 1999; Mitry & Edwards, 2016; Oliveira et al., 2004; Vincent et al.,
2013). Conforme descrito em estudos de medicina humana, para além do seu poder
antioxidante, o carvedilol parece ser eficaz contra a desregulacdo do célcio intracelular

provocado pela doxorrubicina, para além de reduzir as evidéncias histolégicas de
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cardiomiopatia e as alteracdes na fracdo de ejecdo, quando administrado em combinacdo com
a antraciclina (Mitry & Edwards, 2016). Estudos em animais também demonstraram o seu
efeito cardioprotetor contra a cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina (Matsui et al., 1999;
Oliveira et al., 2004).

Continuando a abordagem da prevencdo farmacoldgica antioxidante, destaca-se,
ainda, o dexrazoxano. Este farmaco ja foi mencionado previamente nesta dissertagao,
relativamente ao seu efeito protetor no extravasamento de doxorrubicina. A sua capacidade de
diminuir o stress oxidativo e estimular a expressao de enzimas antioxidantes permitiu-lhe o
reconhecimento, em medicina humana, como um dos agentes cardioprotetores mais eficazes
na prevencdo da cardiotoxicidade, quando combinado com a doxorrubicina. Ainda assim,
alguns estudos relataram uma diminui¢io no efeito antineoplédsico da doxorrubicina, quando
combinada com este fiarmaco (Mitry & Edwards, 2016). Os resultados do estudo de
Kotamraju et al., (2000), contrariaram a teoria subjacente ao efeito cardioprotetor do
dexrazoxano, demonstrando que este ndo foi capaz de inibir a apoptose celular provocada pela
doxorrubicina. Num estudo de Herman & Ferrans, (1998) apud Matsui et al., (1999), o
dexrazoxano revelou ser o agente mais cardioprotetor em varios modelos animais de
cardiomiopatia induzida pela doxorrubicina. Um estudo mais recente demonstrou que a
administracido de dexrazoxano, em combinacdo com doxorrubicina, foi segura e bem tolerada
por animais com hemangiossarcoma, no entanto, nao foi possivel recolher ilagcdes acerca do

seu efeito cardioprotetor (FitzPatrick et al., 2010).

1.6.9.3. Doxorrubicina encapsulada em lipossomas

Formas alternativas de libertacdo de farmacos foram desenvolvidas na tentativa de
alcancar uma resposta terapéutica desejdvel, obter uma libertacdo controlada e diminuir a
toxicidade de quimioterapicos. Um exemplo, consiste na doxorrubicina encapsulada em
lipossomas (Teske et al., 2011). Os lipossomas apenas abandonam o sistema vascular em
zonas comprometidas pelo crescimento tumoral ou em Orgdos rodeados por barreiras
endoteliais fenestradas, tornando-se menos provavel o seu acesso ao coracao, uma vez que, no
miocardio predominam capilares com jungdes de oclusao (tight junctions) (Mitry & Edwards,
2016; Rahman et al., 2007). Evidéncias clinicas demonstram que a doxorrubicina encapsulada
em lipossomas pode ser utilizada em substitui¢do das antraciclinas convencionais, reduzindo a

sua cardiotoxicidade sem afetar a resposta antitumoral (Lee, Y. et al., 2015; Rahman et al.,
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2007). A eficacia deste método foi demonstrada em humanos, caes e ratos (Harris et al., 2002;
Herman et al., 1983; Kanter et al., 1993). A administracdo de doxorrubicina através de
lipossomas peguilados € igualmente eficaz na reducdo da cardiotoxicidade, de acordo com um
estudo em caes e coelhos (Working et al., 1999). A peguilagdo consiste no revestimento dos
lipossomas com uma camada de polietilenoglicol, que os protege do sistema fagocitico
mononuclear, permitindo que permanecam em circulagdo durante mais tempo (Rahman et al.,
2007; Teske et al., 2011). Teske et al., (2011), ndo encontraram nenhuma diferenca na
eficacia dos lipossomas peguilados, relativamente a doxorrubicina livre, como terapia
adjuvante em cdes com hemangiossarcoma esplénico. Nenhum animal de ambos os grupos
demonstrou sinais de cardiotoxicidade e os tempos de sobrevivéncia foram semelhantes em

todos os caes.

1.6.9.4. Método de administracao

Outra medida e, talvez, a mais eficaz, consiste na alteracdo do método de
administracio da doxorrubicina. Estudos demonstraram que uma menor dose de
doxorrubicina administrada semanalmente, ao invés de trés em trés semanas, além de uma
infusdo continua lenta e constante, permitem diminuir as lesdes iniciais da cardiotoxicidade,
ndo comprometendo a eficdcia terapéutica da antraciclina (Octavia et al., 2012; Torti et al.,
1986; Wickramasinghe et al., 2016). Von Hoff et al. (1979), apud Gillings et al. (2009),
relataram uma diminui¢do na incidéncia de ICC em pessoas que receberam administragdes
semanais de doxorrubicina. O mesmo ndo se verificou em caes com diagnodstico de linfoma,
aos quais foram administrados 10 mg/m* semanais de doxorrubicina, com taxas de remissdo
que ficaram aquém do esperado (Ogilvie, Vail, Klein, Powers, & Dickinson, 1991, apud
Gillings et al., 2009). Em medicina humana foi demonstrado que uma infusdo prolongada de
doxorrubicina, durante horas ou dias, poderia diminuir o pico de concentragdo plasmatica da
antraciclina, o qual estd diretamente associado com as formas aguda e crénica de
cardiotoxicidade, permitindo, assim, diminuir a sua ocorréncia (Gillings et al., 2009; Mauldin
et al., 1992). O aumento do tempo de infusdo ird aumentar, ainda, a AUC, melhorando a
eficacia quimioterapica. A aplicabilidade desta medida em medicina veterindria apresenta
algumas limitacdes, nomeadamente, a disponibilidade de técnicos ou a oposi¢do dos
proprietarios a hospitalizagdes prolongadas. No entanto, um estudo com cdes concluiu que,

mesmo um pequeno prolongamento do tempo de infusdo da doxorrubicina, em uma a trés
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horas, poderd reduzir significativamente a incidéncia de cardiotoxicidade (Gillings et al.,

2009).
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2. Objetivos

Esta dissertagdo de mestrado, teve por base um estudo-piloto, cujo objetivo principal
consistiu em avaliar a incidéncia de cardiotoxicidade associada a doxorrubicina, em caes, num
hospital de referéncia na area da oncologia (HVB, Hospital Veterindrio Berna).

Foi, ainda, objetivo secundario deste trabalho, implementar um plano de
acompanhamento mais constante da funcio cardiaca de cada paciente, antes, durante € apds o
tratamento, através de exames ecocardiogrificos e de biomarcadores cardiacos, avaliando a

sua eficacia na monitorizacao e deteg¢do precoce de toxicidade cardiaca.
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3. Material e Métodos
3.1. Critérios de selecao

Para a realizacdo deste estudo foram selecionados todos os canideos, no HVB, que
cumprissem os seguintes critérios:

- diagndstico de neoplasia (independentemente da origem);

- institui¢do de quimioterapia com doxorrubicina;

- Auséncia de doenca cardiaca ou com doenca cardiaca, classificados até ao estadio

B2 do sistema de classificacio ACVIM (American College of Veterinary Internal

Medicine), inclusive;

- Sobreviverem ou suportarem todos os estadios de controlo.

A inclusio de cada paciente no estudo, bem como, todos os procedimentos

envolventes do mesmo, foram realizados apds consentimento informado dos proprietarios.

3.2. Critérios de interrupcao

A participacdo de cada paciente no estudo seria interrompida no caso de surgir a
impossibilidade de realizar os exames ecocardiograficos por falta de colaboragdo do animal
e/ou do proprietario ou no caso de ocorrer uma interrupcao do protocolo de quimioterapia
com doxorrubicina antes do seu término, por:

- morte do animal; alteracdo de protocolo, com substituicio da doxorrubicina por

outro(s) quimioterapico(s).

3.3. Caracterizacio dos protocolos quimioterapicos e dos

controlos do estudo

Os animais incluidos no estudo foram tratados com doxorrubicina através do
protocolo combinado CHOP ou de um protocolo de agente tnico. No HVB ¢ utilizado o
protocolo CHOP de 19 semanas, o qual inclui um total de quatro administracdes de
doxorrubicina, divididas numa administracdo semanal, realizada de cinco em cinco semanas,
entre a quarta e a décima nona semana (tabela 10). Quando a doxorrubicina é administrada

como agente Unico, o nimero de administracdes € semelhante, no entanto, o intervalo de
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tempo entre cada administracdo € de trés semanas, perfazendo um total de dez semanas
(tabela 11).

Para avaliacdo da alteracdo de parametros ecocardiograficos e de biomarcadores
cardiacos foram apreciados 11 parametros, durante 5 estddios de administracdo de
doxorrubicina (pré ou TO, apds primeira administracdo ou T1, apds segunda administragdao ou
T2, ap6s terceira administragdo ou T3 e apds o término da quimioterapia ou T4) em canideos
com diagndstico de neoplasia. Todos os estddios, com a exce¢do do estddio TO, coincidiram
com a semana seguinte a cada administracdo de doxorrubicina. Nas tabelas 10 e 11 € possivel

observar a calendarizag¢do de cada controlo, ao longo dos protocolos.

3.4. Avaliacao ecocardiografica

A avaliacio dos parametros cardiacos ecocardiograficos foi sempre executada pelo
mesmo operador, com o ecégrafo MyLab™ Seven® do Hospital Veterinario Berna. Todas as
ecocardiografias foram executadas sem recurso a sedagdo ou anestesia. Apds tricotomia da
regido pré-cordial, em ambos os lados do tdérax, os animais foram colocados em decubito
lateral direito e posteriormente em decubito lateral esquerdo.

Inicialmente, a imagem ecocardiografica foi focada no plano paraesternal direito
longitudinal de quatro camaras, comeg¢ando por se fazer uma avaliacdo geral subjetiva das
camaras cardiacas, batimento cardiaco e ecogeneicidade do coragdo. Ainda neste plano, e de
forma a poder avaliar-se a fungéo sistélica do ventriculo esquerdo, procedeu-se a medicao de
varios parametros, em modo-M, nomeadamente, as dimensdes internas do ventriculo
esquerdo em sistole e em didstole, a espessura do septo interventricular e da parede livre do
ventriculo esquerdo, em sistole e em didstole, bem como a fracdo de encurtamento. No modo
bidimensional (2D) foi feita a medi¢do dos volumes sistélico e diastélico do ventriculo
esquerdo, através do Método de Simpson modificado, os quais permitiram o cdlculo
automatico da fracdo de ejecdo, do IVVEs e do IVVEd.

Posteriormente, num plano paraesternal direito longitudinal de cinco camaras,
continuando numa imagem 2D, observou-se o trato de saida do ventriculo esquerdo, bem

como a aorta e a valvula adrtica. Rodando-se a sonda para um plano transversal, mediu-se o

’ Esaote SpA — Italia
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diametro da aorta, em didstole, e do atrio esquerdo, em sistole, e o calculo do récio do atrio
esquerdo pela aorta foi feito automaticamente pelo ecégrafo. De seguida, o exame continuou
no plano paraesternal direito transversal, em todos os seus niveis, onde se avaliou a base do
coragdo, ambos os ventriculos, os musculos papilares, valvulas mitral, pulmonar e adrtica.

J& com os pacientes em decubito lateral esquerdo, procedeu-se a avaliacdo do
enchimento ventricular, através de medicoes da velocidade da onda E e da onda A, bem como
a avaliacdo da func¢do diastdlica, pelo fluxo transmitral (racio E/A), com o Doppler espectral
pulsatil no plano paraesternal esquerdo apical de quatro camaras.

Para objeto de estudo, foram incluidos os pardmetros indicados na tabela 1: fracdo de
encurtamento (FS), didmetro do ventriculo esquerdo em sistole (DVEs), diametro do
ventriculo esquerdo em didstole (DVEd), fracdo de ejecdo (FE), racio E/A do fluxo
transmitral, racio do 4trio esquerdo pela aorta (AE/Ao), didmetro do atrio esquerdo (AE),
volume do ventriculo esquerdo em telesistole (VVEs) e volume do ventriculo esquerdo em
teledidstole (VVEd). Para posterior discussdo de resultados foram incluidos mais dois
parametros: indice do volume do ventriculo esquerdo em telesistole (IVVEs) e indice do
volume do ventriculo esquerdo em teledidstole (IVVEd), uma vez que ndo foram encontrados
intervalos de referéncia para VVEs e VVEd. Estes indices traduzem a divisdo dos volumes
ventriculares pela ASC de cada animal. Os valores de referéncia considerados para cada

parametro estdo incluidos nos Anexos.

Tabela 1 — Pardmetros ecocardiograficos avaliados.

Modo M Modo B Doppler
FS (%) VVEs (mm)
VVEd (mm)
DVEs (mm) E/A
FE (%)
DVEd (mm) AE/Ao

34.1. Determinacao da concentracio plasmatica de Biomarcadores

Cardiacos

Para a colheita de sangue desinfetou-se a pele com alcool etilico a 70%, com o
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animal em decubito lateral, procedendo-se, de seguida, a venipuntura da veia cefdlica. Em
situacOes em que esta ndo estava acessivel foi utilizada a veia jugular, com os animais
sentados. Recolheram-se cerca de 2 mililitro (mL) de sangue. Desta quantidade, 1 mL foi
colocado num tubo com EDTA, para a medi¢do do pro-BNP, e o sangue restante foi colocado
num tubo seco, para posterior medi¢do da troponina I. Apds centrifugagao do sangue, a 1500
rotagdes por minuto, durante 5 minutos, na centrifugadora* do HVB, o soro (tubo seco) e o
plasma (tubo com EDTA) obtidos foram transferidos para tubos Eppendorf (minimo 0,5 mL),
devidamente identificados (nome do paciente, tipo de tubo, data). Posteriormente, estes foram
congelados e enviados para o laboratério INNO?, localizado em Braga, para processamento

das amostras e medicao dos biomarcadores.

3.5. Analise Estatistica

Para efeitos de avaliacdo estatistica dos parametros ecograficos e de biomarcadores
recorreu-se ao software SPSS - IBM (c) versdo 20 e ao Microsoft Excel. Foram calculadas
medidas de tendéncia central como a média, mediana e medidas de dispersao como o desvio
padrdo. Adicionalmente, foram elaborados gréaficos para avaliacdo dos estadios de
administracdo de doxorrubicina. Devido ao constrangimento associado as perdas de
seguimento, nao foi possivel obter um tamanho de amostra suficiente para fazer estatistica

inferencial.

* PrO-Vet — Centurion Scientific Ltd
> Inno - Servigos Especializados em Veterindria, Lda — Braga
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4. Resultados
4.1. Classificacao da amostra

Para este estudo, foram recrutados, prospetivamente, nove canideos com diagndstico
de neoplasia e com indicacdo de um plano terapéutico de quimioterapia com doxorrubicina,
no HVB. Estes cdes eram de diferentes racas, nomeadamente, Labrador (1/9), Cairn Terrier
(1/9), Pastor Alemao (1/9), Caniche (1/9), Boxer (1/9), Pit Bull (2/9) e SRD (Sem Racga
Definida) (2/9), dos quais, 5 eram fémeas e 4 eram machos. As suas idades situavam-se entre
0s 8 € 0s 16 anos (média de 13 anos) e os mesmos pesavam entre 8,6 Kg e 37,5 Kg (média de
23,3 Kg). O linfoma foi a neoplasia mais frequentemente diagnosticada (7 em 9 caes). As
restantes neoplasias diagnosticadas incluiram dois adenocarcinomas € um hemangiossarcoma,
sendo que, uma cadela apresentava, simultaneamente, linfoma e carcinoma. Todos os caes
tinham indicagdo terapéutica de protocolo CHOP (19 semanas), a excecdo de duas cadelas,
que iriam ser tratadas com um protocolo de agente Unico com doxorrubicina. Destes nove
animais, apenas trés preencheram os critérios de inclusdao do estudo e foram utilizados na

analise estatistica.

4.2. Parametros Ecocardiograficos

Num dos animais (C1), uma cadela SRD com 12 anos, foi detetado um sopro
cardiaco sistlico de grau III/VI (segundo a escala de Levine, 1933), no estidio TO. A
ecocardiografia revelou uma regurgitacdo ligeira da vdlvula mitral, condicionada por um
espessamento irregular do bordo oclusivo do seu folheto anterior/septal. No mesmo controlo
ecocardiografico (TO) foi detetado um aumento do IVVEd (74,3 mL/m?), de acordo com o
intervalo de referéncia considerado (figura 14). Denotou-se, ainda, um aumento do didmetro
do AE, com um valor médio de 36,6 mm (35,8 — 37,3 mm), considerando o intervalo de
referéncia para o seu peso (figura 12). Em medicina veterinaria, o método mais utilizado para
quantificar o didmetro do AE € o racio AE/Ao (Wesselowski et al., 2014). Apesar de se ter
verificado um aumento do didmetro do AE na paciente em questdo, os valores do racio
AE/Ao estiveram compreendidos entre 1.51 e 1.56 (média de 1.53), ndo ultrapassando os
limites de referéncia, da figura 13 (0.86—1.59). Nos estddios T3 e T4 verificou-se uma ligeira

diminui¢do do ricio E/A do fluxo transmitral (1.13 e 1.09, respetivamente), de acordo com o
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intervalo de referéncia da figura 15 (1.18 - 1.89).

Outro animal (C2), uma cadela da raca Labrador com 12 anos, foi diagnosticado com
hemangiossarcoma e tratado com doxorrubicina, segundo um protocolo de agente unico,
juntamente com imunoterapia com células dendriticas. Os exames ecocardiograficos nao
demonstraram alteragdes das fungdes sistolica e diastolica. Todos os parametros
ecocardiograficos avaliados estavam dentro dos limites referenciados para a sua raca (figura
11), com excec¢do do racio E/A. No estadio TO, este apresentou um valor ligeiramente abaixo
do limite inferior do intervalo de referéncia considerado, contudo, com todos os outros
parametros normais, a sua alteracdo foi considerada fisioldgica.

O qltimo cao (C3) incluido no estudo era um Cairn Terrier, macho com 14 anos e
diagnosticado com linfoma, tendo sido tratado com um protocolo CHOP. No primeiro estadio
(TO) este paciente foi diagnosticado com DMVM. Durante o exame fisico auscultou-se um
sopro sistolico de grau III/VI, mais audivel no hemitérax esquerdo. Na ecocardiografia, a
valvula mitral apresentava um espessamento irregular no bordo oclusivo do folheto anterior,
nao coaptando corretamente, o que condicionou uma regurgitacdo severa. Uma dilatagdo
atrial esquerda, evidente na ecocardiografia, traduziu-se num aumento do racio AE/Ao, o qual
apresentou um valor médio de 1.99 (1.78 — 2.08). O valor do didmetro do atrio esquerdo
ultrapassou o limite superior do intervalo de referéncia, apenas, nos estadios T1, T2 e T3,
apresentando uma média de 25,22 mm (224 — 26,4 mm), no entanto, o rdcio AE/Ao esteve
aumentado em todos os estadios. O fluxo transmitral revelou uma inversao do racio E/A, o
qual foi progressivamente diminuindo ao longo de todo o tratamento, de 0.88 a 0.80 (média
de 0.84), sugerindo um estadio inicial de disfun¢do diastdlica. A histéria clinica deste cdo, a
nivel cardiovascular, incluia episddios de sincope (por vezes, precedidos de engasgos), tosse
nao produtiva e dificuldade respiratéria. Foi realizado um exame Holter para despistar
arritmias devido a disturbios de condugdo ou ritmo, que poderiam estar na causa das sincopes
(Abbott, 2000), porém o exame revelou-se normal. Paralelamente aos sinais de DMVM, este
animal demonstrou uma dispneia expiratoria durante o exame fisico, com presenca de sons
respiratorios anormais (crepitagdes) a auscultacdo, sugerindo doenga do trato respiratorio
inferior. Foi realizada uma radiografia, que revelou um padrdao pulmonar bronquico e
intersticial, marcados e difusos. Os diagndsticos diferenciais considerados foram fibrose
pulmonar idiopética (frequente nas ragas Terrier) (Cohn, 2010), doenca pulmonar obstrutiva
cronica e hipertensdo pulmonar (HP). No entanto, as camaras cardiacas estavam

normodimensionadas e a valvula tricispide apresentava, apenas, uma regurgitacdo ligeira,
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com um velocidade de 2,5 m/s, ndo sendo sugestivo de HP.

No ultimo estddio (T4) houve uma alteracdo significativa de todos os parametros
ecocardiograficos (exceto a FE), em virtude de um agravamento e descompensacdo de HP.
Durante a consulta denotou-se a presenga de ascite e distensdo abdominal, edema periférico
nos membros e respetivas extremidades frias, hipotermia (35,9°C) e um aumento da
intensidade do sopro cardiaco, que englobava o hemitoérax direito. Os proprietarios referiram
uma intolerancia subita ao exercicio. Realizou-se uma ecografia abdominal, na qual foi
diagnosticada uma ligeira efusdo peritoneal e congestdo hepatica. A ecocardiografia revelou
uma FS de 52%, tendo em conta o intervalo de valores normais para o seu peso (figura 9),
bem como, uma reducdo do DVEs (6,9 mm), DVEd (14,2 mm), IVVEs (3,5 mL/m?) e IVVEd
(12,1 mL/m?), abaixo dos respetivos limites inferiores de referéncia. A pressio sistdlica da
artéria pulmonar (PAP) (90,6 mL) foi calculada através da avaliagdo do jato regurgitante da
valvula tricaspide. Para isso, utilizou-se a equagdo de Bernoulli modificada [GRT =
4*(VRT)’], para calcular o gradiente de pressdo de regurgitacdo da tricdspide (GRT) (75,9
mm/Hg), através da velocidade do seu fluxo regurgitante (VRT) (4,36 m/s) (Kellihan, H. B. &
Stepien, 2010). O valor da pressdo no ventriculo direito é determinado pela soma do GRT
com o valor da pressdo no atrio direito (15,0 mm/Hg), o qual, em condicdes fisioldgicas tende
a ser cerca de 5 mm/Hg (Boon, J., 2011c), no entanto, neste animal, o 4trio e o ventriculo
direitos apresentavam uma hipertrofia e dilatagdo exuberantes. Na auséncia de obstru¢do no
trato de saida do ventriculo direito, a PAP € igual a pressdo no ventriculo direito (VD),
durante a sistole. Na ecocardiografia foi, ainda, diagnosticada uma dilatacdo da artéria e

valvula pulmonares e prolapso desta tltima.

4.3. Biomarcadores Cardiacos

No canideo C1, a cTnl apresentou valores entre 0.36 e 1.39 ng/mL (média de 0.83
ng/mL), os quais aumentaram gradualmente ao longo do tratamento, ultrapassando a partir
do estadio T3 o limite superior do intervalo de referéncia adaptado pelo laboratério INNO
(0.0 - 0.7 ng/mL). O pro-BNP variou de 356 a 508 pmol/L, apresentando uma média de
441 pmol/L. Durante o tratamento houve uma grande variagdo dos seus valores, no
entanto, estes mantiveram-se sempre abaixo de 900 pmol/L. Este valor € considerado, pelo
laboratério INNO, o limiar, abaixo do qual, existe uma baixa probabilidade dos sintomas

clinicos se deverem a insuficiéncia cardiaca. A cadela C2 apresentou valores de cTnl entre
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0.17 e 143 ng/mL (média de 0.84 ng/mL). Similarmente a cadela Cl1, estes valores
aumentaram ao longo do tratamento, ultrapassando o limite superior do intervalo de
referéncia a partir do estadio T3. O pro-BNP variou entre 637 e 1380 pmol/L. (média de
979) e apenas nos estadios T1 e T2 estes valores ultrapassaram os 900 pmol/L. Segundo o
laboratério INNO, valores de pro-BNP no intervalo 900 — 1800 pmol/L ndo permitem a
diferenciacdo entre sintomas clinicos devido a insuficiéncia cardiaca ou outras causas. O
paciente C3 obteve valores de cTnl entre 0.10 e 0.79 ng/mL (média de 0.36 ng/mL) e este
biomarcador apenas ultrapassou o limite de referéncia no ultimo estadio (T4). O pro-BNP
apresentou valores de 293 a 2330 pmol/L (média de 792 pmol/L), os quais se mantiveram
relativamente constantes durante todos os controlos e abaixo de 900 pmol/L, sofrendo uma

subida exponencial no controlo T4.

4.4. Analise estatistica das variaveis

Os parametros que se seguem sdo apresentados mediante os controlos efetuados
durante os cinco estadios: pré-administracdo, primeira administracdo, apds segunda
administracdo, apds terceira administracao e apds o término da quimioterapia.

As tabelas que se seguem exibem a média e mediana. A mediana, dado o nimero
reduzido de medig¢des, parece ser um indicador mais real do que a média, uma vez que esta €
mais suscetivel a valores extremos. Os dados apresentados, devido aos constrangimentos do

tamanho da amostra, devem ser apreciados de forma indicativa e ndo conclusiva.

4.4.1. Parametros da Ecocardiografia em modo-M

A evolugcdo dos valores medianos da FS, DVEs e DVEd sdo apresentados nos

graficos 5 a 7, que se seguem:
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Grafico 5 — Valores medianos da fracdo de Grafico 6 — Valores medianos do didmetro do
encurtamento (FS) referentes aos 3 canideos, nos ventriculo esquerdo em sistole (DVEs) referentes aos
cinco estadios (TO a T4). 3 canideos, nos cinco estadios (TO a T4).
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Grafico 7 — Valores medianos do didmetro do ventriculo esquerdo em didstole (DVEd) referentes aos 3
canideos, nos cinco estadios (TO a T4).

Constata-se que, percentualmente, a FS diminui apds o estddio T2. Em relacido aos
parametros dos diametros verifica-se que hd um aumento inicial da dimensdo, que
seguidamente diminui até a terceira, e ultima, administragcdo, voltando a subir apds o final da
quimioterapia.

As tabelas 2 e 3, que se seguem, exibem a média e mediana.

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros do modo-M dos 3 canideos, nos cinco estadios (TO

aT4).
Tempo FS (%) s DVEs (mm) s DVEd (mm) s
Controlos TO 36 11,31 21,5 9,05 33 8,34
T1 38 6,56 22 6,17 35,23 6,93
T2 39,67 7,51 21,77 5,72 35,93 6,7
T3 37,5 0,71 20,4 5,8 32,9 9,76
T4 41 9,64 19,3 10,79 31,03 14,84
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Tabela 3 — Valores medianos dos pardmetros do modo-M dos 3 canideos, nos cinco estadios (TO a T4).

Tempo FS (%) DVEs (mm) DVEd (mm)
Controlos TO 36 21,5 33
T1 37 25,1 38,3
T2 44 22,3 39,5
T3 38 20,4 32,9
T4 37 24,4 36,7

4.4.2. Parametros da Ecocardiografia Bidimensional

A evolugdo dos valores medianos do VVEs e VVEd, do racio AE/Ao, da medi¢do do

AE e da FE sdo apresentados nos graficos 8,9, 10, 11 e 12, respetivamente:

VVEs (mm) VVEd (mm)
20 /\_/ . /;

—\VES (mim) —\VEd (mm)

10 T T2 13 14 10 1 T2 T3 T4

Grafico 8 — Valores medianos do volume do Grafico 9 — Valores medianos do volume do
ventriculo esquerdo em sistole (VVEs) referentes ventriculo esquerdo em didstole (VVEd) referentes
aos cinco estadios (TO a T4) dos trés canideos. aos cinco estadios (TO a T4) dos trés canideos.

Em relacdo aos volumes, os valores medianos decrescem apds a primeira

administracdo, mantendo-se estaveis ao longo das administracdes sucessivas.
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Grifico 10 — Valores medianos do récio dtrio Grifico 11 — Valores medianos do diAmetro do 4trio
esquerdo pela aorta (AE/Ao) referentes aos cinco esquerdo (AE) referentes aos cinco estddios (TO a T4)
estadios (TO a T4) dos trés canideos. dos trés canideos.

Os valores medianos do AE e do riacio AE/Ao atingem o pico de valores mais
elevados na primeira administracdo decrescendo sucessivamente no caso do AE ao longo das
administracdes. O racio, porém, parece flutuar, verificando-se uma elevagao dos valores

medianos na udltima administragdo.
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Grifico 12 — Valores medianos da fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FE),

pelo método de Simpson modificado, referentes aos cinco estddios (TO a T4) dos trés canideos.

A excecdo da segunda administracdo, a percentagem da FE aumenta até a terceira
administracdo, quando atinge o pico, decrescendo abruptamente apds o término do tratamento
para o nivel de valores do estadio pré-tratamento.

As tabelas 4 e 5 exibem a média, a mediana e os respetivos desvio padrdo destes

parametros.
Tabela 4 — Valores médios e desvio padrido dos pardmetros do modo 2D dos 3 canideos, nos cinco estddios
(TO a T4).
Tempo  VVEs (mm) s VVEd (mm) s FE (%) s AE/Ao s AE s
Controlos 0 14,75 13,93 36,35 30,33 62,50 6,36 1,71 033 30,90 8,91
T1 15,87 10,53 42,47 24,77 64,67 7,09 1,81 0,35 31,85 7,71
T2 15,57 10,03 41,13 24,11 62,67 4,16 1,74 0,48 31,00 6,51
3 16,60 49,10 68,00 2,83 1,80 0,40 31,05 6,72
T4 15,03 12,25 37,63 28,85 63,33 7,09 1,63 0,21 30,70 11,74
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Tabela 5 — Valores medianos dos pardmetros do modo 2D dos 3 canideos, nos cinco estddios (TO a T4).

Tempo VVEs (mm) VVEd (mm) FE (%) AE/Ao AE
Controlos T0 14,75 36,35 62,5 1,71 30,9
T1 19,5 55,6 66 1,81 31,85
T2 16,5 48,9 64 1,74 31
T3 16,6 49,1 68 1,8 31,05
T4 18,6 49,2 62 1,63 30,7

4.4.3. Parametro da Ecocardiografia Doppler

A evolugdo dos valores medianos, do racio E/A do fluxo transmitral, é apresentada

no grafico 13, que se segue:

E/A

1o B¢ 12 13 T4

Grafico 13 — Valores medianos do racio da onda E pela onda A (E/A) referentes aos cinco estadios (TO a T4)
dos trés canideos.

Apds o aumento inicial verificado na primeira administragdo de doxorrubicina,
constata-se uma diminui¢cdo progressiva até a terceira medi¢do, verificando-se apds término
desta, tltima administracdo, uma subida dos valores medianos.

As tabelas que se seguem exibem a média, desvio padrao (tabela 6) e mediana

(tabela 7).

Tabela 6 — Valores médios e desvio padrdo do Tabela 7 — Valores medianos do rdcio E/A dos 3
racio E/A dos 3 canideos, nos cinco estadios (TO a canideos, nos cinco estadios (TO a T4).
T4).
Tempo E/A
Tempo E/A > Controlos TO 1,02

Controlos TO 1,02 0,20

T1 1,33 - T1 1,33

T2 1,06 0,32 T2 1,06

T3 0,97 0,23 T3 0,97

T4 1,19 0,14 T4 1.19
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4.4.4. Biomarcadores

A evolugdo dos valores medianos de cTnl (grifico 14) e pro-BNP (gréfico 15) sdo

apresentados nos gréaficos que se seguem:

cTnl

—cin

1o B! 12 13 B

Grifico 14 — Valores medianos da ¢Tnl dos 3 canideos, nos cinco estadios (TO a T4).

Dos parametros avaliados, a ¢Tnl apresenta um aumento consistente ao longo de

todos os estadios, inclusivamente, apds o término da administracdo de doxorrubicina.
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Grafico 15 — Valores medianos do pro-BNP dos 3 canideos, nos cinco estadios (TO a T4).

Ao contrario da cTnl, o biomarcador pro-BNP diminui desde a primeira
administracdo até a ultima, subindo apds esta para valores ligeiramente mais elevados que o

estadio de pré-tratamento.
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As tabelas 8 e 9, que se seguem, exibem a média, mediana e desvio padrdao destes

biomarcadores.
Tabela 8 — Valores médios e desvio padrdo dos Tabela 9 — valores medianos dos biomarcadores
biomarcadores cardiacos dos 3 canideos, nos cinco cardiacos dos 3 canideos, nos cinco estadios (TO a
estddios (TO a T4). T4).
Tempo cTnl s pro-BNP s Tempo cTnl pro-BNP
Controlos TO 0,10 - 689,00 295,57
T1 0,17 0,00 897,00 683,77 Controlos T0 01 689
iyl 0,43 0,10 701,00 390,45 T1 0,17 897
T3 0,79 0,43 429,00 183,15 T2 0,38 508
T4 1,20 0,36 1206,00 990,46 !
T3 0,75 356
T4 1,39 829

5. Discussao de Resultados

Segundo a literatura, a FS e a FE sdo os parametros ecocardiograficos mais
frequentemente alterados em casos de cardiotoxicidade secundédria a administracdo de
doxorrubicina. A diminui¢do destes indices € sugestiva de uma diminui¢cdo da fungdo
sistdlica, um dos primeiros sinais de cardiomiopatia dilatada, associada a cardiotoxicidade.
No presente estudo, estes parametros, bem como as dimensdes internas do ventriculo
esquerdo, permaneceram dentro dos padrdoes da normalidade, considerando os respetivos
limites de referéncia. Numa perspetiva generalista verifica-se uma ligeira reducdo da FS a
partir do estddio T2, nos graficos das medianas. A FE, apesar de apresentar uma maior
oscilacdo, também acaba por diminuir no final do tratamento. Relativamente as dimensoes do
ventriculo esquerdo verificou-se um aumento dos seus didmetros nos estddios finais. Estas
variagdes sdo semelhantes aquelas descritas em casos de cardiotoxicidade secundaria a
doxorrubicina, no entanto, ha que ter em consideragdo que estes valores sdo influenciados
pelas variagdes individuais de cada canideo e que, de uma forma geral, estes parametros
mantiveram-se dentro dos respetivos intervalos de referéncia. E igualmente importante referir
que um dos canideos (C3) demonstrou uma alteracio marcada nos valores dos seus
parametros ecocardiograficos, no estddio T4, o que podera também ter influenciado a curva
dos valores medianos gerais. O rdcio AE/Ao e o didmetro do AE foram os parametros
ecocardiograficos que sofreram mais alteracdes, individualmente, uma vez que, dois dos
canideos (C1 e C3), apresentavam DM VM, com consequente dilatacdo do AE.

No inicio do tratamento, estes pacientes apresentavam um sopro sistélico,

acompanhado por uma regurgitacdo mitral, identificada a ecocardiografia. De acordo com
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Coté et al., 2015, a regurgitacdo mitral € a principal causa de sopros sistolicos com ponto de
maxima intensidade (PMI) no hemitérax esquerdo, na zona do dpex cardiaco, tal como se
verificou nestes dois casos. A DMVM ¢€ o principal diagnéstico diferencial a ser considerado,
num cio adulto, com estes achados clinicos. Esta € uma doenca degenerativa crénica, que
resulta num espessamento € numa aposi¢cdo incompleta dos folhetos da véalvula mitral, durante
a sistole, com consequente regurgitacdo, podendo mesmo ocorrer protrusdo da vélvula
(Chetboul, Valérie & Tissier, 2012). Outras causas de regurgitacdo mitral incluem CMD,
endocardite infecciosa e displasia congénita da valvula mitral (Coté et al., 2015). Uma
regurgitacdo mitral significativa e cronica resulta numa sobrecarga de volume, a qual, se
traduz, primariamente, numa dilatacdo do AE. (Chetboul, Valérie & Tissier, 2012). Apesar de
a cadela C1 ter demonstrado, apenas, uma regurgitacdo mitral ligeira, a ecocardiografia
revelou uma leve dilatacdo do AE. Paralelamente, foi medido o racio AE/Ao, de modo a obter
uma informag¢do mais precisa da dimensao atrial esquerda. Na paciente em questdo, os valores
deste indice mantiveram-se dentro do intervalo de referéncia da figura 13, contudo, alguns
autores consideram que um racio AE/Ao superior a 1.5 € representativo de uma dilatagdo do
AE (Borgarelli, M. et al., 2012; Haggstrom et al., 2008; Wesselowski et al., 2014). Segundo
Borgarelli et al., (2012), um racio de 1.4 ja sugere uma dilatagdo leve do AE, representando
um risco significativo de morte cardiaca, em pacientes com DMVM. Tal como o grau de
dilatacdo atrial, o aumento do IVVEd constitui outro indicador de severidade da regurgitacao
mitral (Chetboul, V. et al., 2009), podendo refletir uma dilatacdo ventricular, em resposta ao
continuo aumento da sobrecarga de volume (Chetboul, Valérie & Tissier, 2012). No primeiro
estadio verificou-se um aumento do IVVEd, no entanto, nos restantes controlos, esta variavel
manteve-se dentro dos parametros da normalidade, pelo que a alteragdo nado foi considerada
significativa. Nos estddios T3 e T4 verificou-se uma ligeira diminuicao do racio E/A do fluxo
transmitral, mantendo-se com valores entre 1 e 2, contudo, este parametro pode ser
influenciado por alguns fatores, como a idade ou a frequéncia cardiaca (Borgarelli, Michele et
al., 2006; Schober & Fuentes, 2001). Esta paciente foi classificada, segundo a gravidade da
sua doenga cardiaca, com um estadio B2, de acordo com a classificagdo proposta pelo
ACVIM. Os animais pertencentes a este estadio sdo assintomdticos, no entanto, apresentam
regurgitacdo mitral hemodinamicamente significativa, com evidéncias ecocardiograficas de
remodelagem cardiaca, nomeadamente, dilatacdo do atrio esquerdo (AE > 1.5) (Haggstrom et
al., 2008), ventriculo esquerdo ou ambos (Atkins et al., 2009).

O canideo C3 apresentou uma regurgitacdo mitral mais grave e uma dilatacio
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evidente do atrio esquerdo. Em todos os controlos, a ecocardiografia demonstrou um aumento
do racio AE/Ao, com uma média de valores de 1.99, refletindo uma regurgitacdo mais severa,
face ao canideo C1. Durante todo o tratamento, o animal C3 manteve-se estavel, no entanto,
no estddio T4 houve uma alteragdo subita do seu estado clinico, por desenvolvimento e
descompensacdo de uma hipertensdao pulmonar severa (VRT e GRT elevados, dilatacdo da
artéria pulmonar, dilatacio e prolapso da vélvula pulmonar, dilatacio e hipertrofia
exuberantes do atrio e ventriculo direitos, intolerancia subita ao exercicio). A fungdo
diastélica, avaliada pelo racio E/A, apresentou uma diminuicdo gradual, traduzida por uma
inversdo da superioridade da onda E face a onda A, nos cinco controlos, sugerindo uma
diminui¢do da capacidade de enchimento. Esta ja poderia estar comprometida inicialmente,
devido ao curso da DMVM, tendo sido agravada com a HP. A HP pode ser definida como
uma pressao sistolica da artéria pulmonar superior a 30 mm/Hg, aproximadamente (Kellihan,
H. B. & Stepien, 2010). Uma VRT superior a 4,3 m/s e um GRT superior a 75 mm/Hg
sugerem uma HP severa (Kellihan & Stepien, 2010) e irreversivel, sendo que, o risco de
morte aumenta quando o gradiente € superior a 50 mm/Hg (Borgarelli, M. et al., 2015), como
foi observado neste animal. A HP € uma complicacdo frequente em cdes com DMVM.
Doengas pulmonares primarias, como a fibrose pulmonar, ou doenca pulmonar obstrutiva
cronica, também afetam racas caninas de pequeno porte com DMVM, podendo, igualmente,
contribuir para o desenvolvimento da HP (Borgarelli, M. et al., 2015; Kellihan, H., 2010).
Este cdo apresentava uma historia de sincopes, tosse € engasgos, o que, juntamente com um
padrdo pulmonar bronquico e intersticial exuberante, sugere algum grau de doenga pulmonar.
Apesar de o paciente C3 ndo ter apresentado evidéncias clinicas de HP antes do estadio T4,
varios fatores podem ter contribuido para o seu desenvolvimento e agravamento,
nomeadamente, os sinais de doenca pulmonar respiratéria, a DMVM com remodelagem
cardiaca marcada, a disfuncdo diastdlica, a quimioterapia com um agente cardiotoxico e,
possivelmente, algum grau de ICC esquerda. Face a progressdao da HP, a capacidade de
compensacdo do ventriculo direito (por dilatacdo e hipertrofia) torna-se insuficiente,
desenvolvendo-se ICC direita. Este canideo demonstrou sinais de ICC direita (ascite,
distensdo abdominal, congestdao hepética e edema periférico nos membros) (Tilley, Larry &
Smith, 2008a) na altura do estadio T4, sugerindo que foi, provavelmente, esse 0 curso que a
sua doenca cardiaca levou. Simultaneamente, este cdo apresentava-se hipotérmico e com as
extremidades dos membros frias, ao toque. Considerando toda a lista de problemas e

patologias pré-existentes, o principal diagndstico diferencial foi tromboembolismo pulmonar.
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Este consiste na deposi¢cdo de um coagulo sanguineo na artéria pulmonar, formando um
trombo que bloqueia o fluxo sanguineo (Tilley, Larry & Smith, 2008b). Geralmente, o
tromboembolismo precede a HP, constituindo uma das suas possiveis causas, devido ao
potencial de provocar disfun¢do endotelial e/ou remodelagem vascular da artéria pulmonar,
reducdo do seu limen e aumento da resisténcia vascular pulmonar (Kellihan, H., 2010). A
obstrucdo da artéria pulmonar pode potenciar o aumento da pré-carga do ventriculo direito,
culminando em ICC direita e choque circulatério (Souza-Costa et al., 2005), o que poderia
explicar os sinais observados neste cdo. Sabe-se, também, que a doxorrubicina possui um
elevado potencial protrombético, ao alterar as propriedades hemostiticas das células
endoteliais e dos mondcitos, induzindo nestas um fendtipo procoagulante (Swystun et al.,
2009). Desta forma, o tratamento com a antraciclina pode, também, ter potenciado o quadro
clinico observado.

Relativamente aos biomarcadores, a alteracdo mais evidente foi observada nos
valores de cTnl, os quais aumentaram em todos os estddios. Nos trés canideos denotou-se
uma elevagdo das troponinas nos ultimos estadios, o que coincidiu com o final do protocolo
quimioterapico e com o periodo ap6s 0 mesmo. Tanto o animal C1, como o C3, apresentavam
evidéncias de doenca cardiaca, o que pode ter estado na base da elevacdo das troponinas,
contudo, foi o canideo C2 que demonstrou os maiores valores deste biomarcador. Esta tltima
paciente tinha um hemangiossarcoma esplénico, que sofreu uma disseminacdo hepatica e
peritoneal (diagnosticada apds término da quimioterapia), sendo, por si s6, um processo
neoplasico agressivo. Apesar de ndo apresentar evidéncias de envolvimento cardiaco pelo
tumor, nem qualquer alteracdo cardiaca a ecocardiografia, esta cadela poderia ter uma
patologia miocardica ndo neopldsica, oculta, que ndo fosse detetdvel no exame
ecocardiogrifico. Segundo Chun, Kellihan, Henik, & Stepien, (2010), valores de cTnl
superiores a 245 ng/mL s3o sugestivos de envolvimento cardiaco em cdes com
hemangiossarcoma, porém, a paciente em questdo ndo exibiu valores superiores a 1,43
ng/mL. Um aumento na concentrag@o sérica de cTnl pode, também, ocorrer em caes tratados
com doxorrubicina, ndo estando necessariamente correlacionado com alteragdes cardiacas
funcionais (Selting et al., 2004). E bastante provéavel que a antraciclina tenha influenciado a
elevacdo da cTnl nesta cadela, o que € suportado pelo facto de esta elevagado ter ocorrido no
final do protocolo quimioterapico, quando € atingida a maior concentracdo cumulativa de
doxorrubicina.

O pro-BNP apenas apresentou valores mais discordantes nos controlos T1 e T2
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(entre 1150 e 1380 pmol/L), todavia, o laboratério INNO considera que, valores entre 900 e
1800 pmol/L ndo permitem a distincdo entre sinais clinicos decorrentes de insufici€éncia
cardiaca ou outras causas. Durante o tratamento, esta cadela evidenciou uma ligeira anemia.
Segundo um estudo, em medicina humana, o BNP correlaciona-se inversamente com a
concentragdo de hemoglobina no sangue, podendo a presenca de anemia contribuir para uma
elevacdo na concentracdo plasmatica de BNP em individuos sauddveis (Matsumoto et al.,
2008).

De uma forma geral, o pro-BNP apresentou uma grande variacdo de valores nos trés
animais, denotando-se uma subita elevagdo no ultimo estadio. Ao contrdrio das troponinas,
este biomarcador pode ser influenciado por vérios fatores, incluindo fatores ndo cardiacos, o
que pode explicar as variacdes observadas. Ha que ter, ainda, em considera¢do o aumento
exponencial observado no estidio T4, no canideo C3 (2330 pmol/L), decorrente da sua
insuficiéncia cardiaca descompensada, o que contribuiu para o aumento final observado na
curva de valores medianos dos trés animais.

A cadela C2 foi a que apresentou a média mais elevada de biomarcadores, tendo sido
também a que apresentou o menor TMS (119 dias), em comparagdo com os restantes
canideos, C1 (160 dias) e C3 (159 dias), denotando-se uma correlagdo inversa entre as duas

variaveis.

6. Limitacoes do estudo

A principal limitac@o deste estudo €, definitivamente, o reduzido tamanho amostral.

A oncologia € uma especialidade que se carateriza por um elevado nimero de perdas
de seguimento (Lost to Follow Up), sobretudo, devido a morte dos animais. Dos canideos que
foram, inicialmente, selecionados para o estudo, por reunirem todos os critérios de selecdo,
apenas 33% (3/9) permaneceram no mesmo, apds o primeiro estaddio (TO). Uma cadela, de
raca Boxer, com linfoma B, e um cdo, de raca Pastor Alemao, com linfoma T, morreram
quatro e sete dias apds o diagnoéstico, respetivamente, ndo tendo iniciado a quimioterapia.

Outra caracteristica da especialidade oncoldgica assenta no facto de esta ser uma area
dispendiosa para os proprietarios de animais que s3o tratados com quimioterapia. Os
protocolos quimioterdpicos exigem gastos considerdveis, disponibilidade e tempo para
comparecer regularmente as consultas no veterinario. Desta forma, muitos dos animais que
sdo referenciados para médicos oncologistas, acabam por ndo dar seguimento ao tratamento

por decisdo dos seus proprietdrios. Esta situacdo ocorreu com dois animais do estudo, um cao
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de raca Caniche e uma cadela SRD, ambos com diagnostico de linfoma.

Antes da institui¢do de um tratamento quimioterapico € necessario assegurar todas as
condi¢des necessdrias para que os animais mantenham a maxima qualidade de vida e a
minima toxicidade. Esta foi outra das dificuldades encontradas no estudo. Uma cadela Pit
Bull apresentou vérios episddios de vomito, alteragdes nas analises bioquimicas (aumento da
ALT) e um resultado anormal no teste cPLI (aumento da lipase pancredtica), tendo surgido a
necessidade de substituicdo da doxorrubicina por carboplatina. Finalmente, outro cdo da raca
anteriormente referida, com linfoma, interrompeu o protocolo CHOP, durante a 9* semana de
tratamento, uma vez que o seu tumor saiu de remissdo. Este paciente passou a ser tratado
apenas com Lomustina, tendo, assim, que abandonar o estudo. Desta forma, a substitui¢do da
doxorrubicina por outro quimioterdpico foi mais uma das limitagdes do estudo.

O tamanho da amostra e a imprevisibilidade da evolugdo dos tumores e da
capacidade de cooperacdo dos proprietarios sdo as grandes limitagdes deste tipo de estudo. O
reduzido numero de animais impossibilitou uma avaliagdo estatistica inferencial, limitando

também dessa forma, as conclusdes que podem ser retiradas do estudo.
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7. Conclusao

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a ocorréncia de cardiotoxicidade associada a
doxorrubicina, através de controlos ecocardiograficos e de biomarcadores, em diferentes
estddios do tratamento. Os valores dos parametros ecocardiograficos mantiveram-se dentro
dos limites normais, com a excecdo do racio AE/Ao e do AE, em dois animais que
apresentavam doenga cardiaca pré-existente (DMVM), pertencentes a classe B2 da
classificagio ACVIM. Os animais desta classe constituem um grupo de risco no
desenvolvimento de cardiotoxicidade, pois, apesar de serem considerados aptos para
receberem quimioterapia com doxorrubicina, (uma vez que sdao assintomaticos € possuem
uma func¢do cardiaca normal), eles ja apresentam sinais de remodelagem cardiaca, o que
pode representar um risco a longo prazo, sobretudo, se existirem outras patologias
concomitantes. Provavelmente, apesar de ndo terem sido observadas alteracdes
compativeis com cardiotoxicidade, a doxorrubicina pode ter contribuido para o
agravamento da funcdo cardiaca dos animais. A alteracdo mais evidente no estudo foi uma
elevacdo consistente das troponinas ao longo de todos os estddios, ultrapassando o limite
de referéncia no final do tratamento, quando a dose cumulativa de doxorrubicina foi
superior. Este facto apoia a hipdtese do envolvimento da doxorrubicina na deterioracdo
celular do miocardio, num mecanismo que depende da dose total administrada.

Conclui-se que nenhum dos animais avaliados parece ter desenvolvido
cardiotoxicidade secunddria a doxorrubicina, no entanto, uma elevacdo persistente das
troponinas sugeriu algum grau de comprometimento do miocardio no final do protocolo.
Tais alteracOes deveriam ter sido confirmadas através de uma andlise histologica. O
reduzido tamanho da amostra limitou a interpretacdo dos resultados obtidos e respetivas
conclusdes. Desta forma, sugere-se uma amostra maior, para estudos futuros.

O principal objetivo desta dissertagcdo é alertar para a importancia de uma
prevencgdo e controlo frequentes, antes, durante e apds um tratamento quimioterdpico com
doxorrubicina. A ecocardiografia desempenha um papel fundamental na avaliagdo cardiaca
funcional e estrutural, devendo ser realizada frequentemente. A cTnl parece ser um
biomarcador mais eficaz de lesdo cardiaca, devendo, em conjunto com a ecocardiografia,
fazer parte de cada controlo. Certamente, desta forma serd possivel fazer um diagndstico
precoce de cardiotoxicidade ou, pelo menos, de outras patologias cardiacas ocultas ou
mesmo de um envolvimento cardiaco de origem neoplésica, que podem contribuir para um

agravamento da saide de cada paciente.
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Anexos

Esquemas Terapéuticos e calendarizagao dos controlos:

Tabela 10 — Protocolo CHOP (19 semanas)

Semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Ecocardiografia
+ colheita de X X X X X

sangue
Doxorrubicina X X X
Vincristina X X X X X X
Ciclofosfamida X X X
Prednisolona X X X X

Analises X X X X X

Semana 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Ecocardiografia +

. X X X X X
colheita de sangue
Doxorrubicina X X X X
Analises X X X X X X X
975 95 75 50 25 5 235
Ratio Percentile Percentile Percentile Percentile Percentile Percentile Percentile e
%ES ‘ 47 ' 44 36 33 30 25 ‘ 23 ' —0.058ns
LA:Ao 13 13 1.1 1.0 09 0.8 0.7 —0.071ns
LVID,LVW, 6.7 6.3 5.1 44 39 3.1 29 0.23*

Figura 9 — Valores ecocardiograficos em caes; modo-M (utilizado para a FS) (Cornell et al., 2004).
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1.01-1.82
1.01-1.84
1.02-1.85
1.03-1.86
1.04-1.88
1.04-1.89
1.05-1.90
1.06-1.92
1.06-1.93

AO

0.63-0.96
0.80-1.22
0.92-1.40
1.01-1.54
1.09-1.66
1.16-1.77
1.22-1.86
1.28-1.95
1.33-2.03
1.38-2.11
1.43-2.17
1.47-2.24
1.51-2.30
1.55-2.36
1.59-2.42
1.62-2.47
1.66-2.52
1.69-2.57
1.72-2.62
1.75-2.67
1.78-2.71
1.81-2.75
1.84-2.80
1.86-2.84
1.89-2.88
1.91-2.92
1.94-2.95
1.96-2.99
1.99-3.03
2.01-3.06
2.03-3.10
2.05-3.13
2.08-3.16
2.10-3.20
2.12-3.23
2.14-3.26

LA

0.59-0.97
0.75-1.23
0.86-1.42
0.95-1.56
1.03-1.69
1.09-1.80
1.15-1.90
1.21-1.99
1.26-2.07
1.31-2.15
1.35-2.22
1.39-2.29
1.43-2.35
1.47-2.41
1.50-2.47
1.54-2.52
1.57-2.58
1.60-2.63
1.63-2.68
1.66-2.73
1.69-2.77
1.71-2.82
1.74-2.86
1.77-2.90
1.79-2.94
1.82-2.98
1.84-3.02
1.86-3.06
1.89-3.10
1.91-3.14
1.93-3.17
1.95-3.21
1.97-3.24
1.99-3.27
2.01-3.31
2.03-3.34

Figura 10 — Valores ecocardiogréficos em caes, de acordo com o seu peso (Kg); Modo-M (utilizado para os
diametros internos do ventriculo esquerdo) (Boon, 2011)

Parameters (units) Mean+SE Range
Body weight (kg) 23.83+0.84 18-27
LVIDd (mm) 37 25%1..14 30.4-42.6
LVIDs (mm) 24.56+0.82 21.0-30.8
IVSd (mm) 8.94+0.55 6.0-13.5
IVSs (mm) 13.88+0.80 10.2-15.3
LVPWd (mm) 8.64+0.36 6.2-10.3
LVPWs (mm) 11.67+0.53 9.1-14.6
EDV (ml) 63.64+6.64 36.09-84.12
ESV (ml) 22.01+2.04 14.5-32.27
SV (ml) 39.63+£3.36 16.39-51.85
LVEFES (%) 34.49+1.93 21.75:45.11
EF (%) 63.64+2.65 45.45-76.95
DE amplitude (mm) 10.35+0.67 6.7-15.6

EF slope (mm/s) 97.17+6.31 66.8-153.2
AC mterval (ms) 167.83+10.46 117.0-215.0
EPSS (mm) 5.30+0.26 4.5-7.5
LAD (mm) 22.25H0:55 19.4-26.1
AOD (mm) 23.71+£0.48 20.12-25.01

e diametros internos do ventriculo esquerdo) (Gugjoo et al., 2014).

Figura 11 — Valores ecocardiograficos especificos para cadelas da raga Labrador; Modo-M (utilizado para FS
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Weight (kg)

5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55

LAg,x Diameter (cm) LA, ,x Diameter (cm) LAcge (cm) LA gea (cm?)
137:(1:0::2:3) 216,27 102 (7.2,:132) 42 (04,80)
26(21,32) 113 (83, 14.2) 572 (20,9.5)

SGLA, 2 3.1.(2:5, 36) 12.3 (94, 15.3) 72 (35,10.9)
34 (29,40) 134 (105, 16.3) 87 (50,124

37 (32,43) 145 (116, 17.4) 102 (65, 13.9)

40 (35,4.5) 156 (126, 18.5) 11.7 (80, 154)

42 (36,47 16.6 (13.7, 19.6) 132 (95, 16.9)

34(28,42) 43 (38,4.8) 17.7 (14.7, 20.7) 14.7 (109, 18.5)
35(29,42) 44 (38,49) 18.8 (157, 21.9) 162 (123, 20.1)
36 (29,43) 44 38,50) 199 (16.7, 23.0) 17:7C13:8,.21.7)
36 (29,44) 54 (38,5.1) 209 (177, 242) 192 (152, 233)

Figura 12 — Valores ecocardiograficos em cdes; Modo 2D (utilizado para AE) (Rishniw & Erb, 2000).

Percentiles
LA : Ao Variable 5th 25th 50th 75th 95th Maximum
Diameter, short axis (method 1) ‘ 0.86 l 1.18 T34 142 1.57 1.59
<
Diameter, long axis (method 2) i 153 1.66 1.80 1.99 2.
Circumference (method 3) 151 1.83 1.98 2.20 2.35 245
Area (method 4) 1.76 2.20 2.83 3.30 3.68 3.85

Figura 13 — Valores ecocardiograficos em cdes; Modo 2D (utilizado para AE/Ao) (Rishniw & Erb, 2000).

Simpson’s derived method (SDM)

SDM-EDVI (mL/m?)

Mean + SD 47.6 £ 8.4
[range] [32.9-69.1]
SDM-ESVI (mL/m?)

Mean + SD 159459
[range] [9.5-25.4]
SDM-EF (%)

Mean £+ SD 66.5+ 6.4
[range] [54.4-75.7]

Figura 14 — Valores ecocardiograficos em cdes; Modo 2D, Método de Simpson Modificado (utilizado para

IVVEs, IVVEd e FE) (Serres et al., 2008).
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Ea(m/s) A(m/s) EDT(ms)  IVRT(s)

0.75+ 0.117 0.49+ 0.062 153+ 0.198 89+92 0.080+ 0.009
(0.53-1.06) (0.39-0.67) (1.18-1.89) (74-108) (0.066-0.100)

Figura 15 — Valores Ecocardiograficos em caes; Doppler (utilizado para o ricio E/A) (Pereira et al., 2009).
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