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EXPRESSAO DA PROTEINA TGF(31 EM CORACAO IRRADIADO
v vVivo*

Renato José Affonso Juanior!, Celina Tizuko Fujiyama Oshima?, Edna Teruko Kimura®,
Maria Regina Regis Silva®, Mizue Imoto Egami®, Roberto Aratijo Segreto®, Helena Regina
Comodo Segreto’

OBJETIVO: Avaliar, no coragédo, por imuno-histoquimica, a localizacdo das proteinas TGFB1 latente e TGFB1
ativa, se ocorre ativacéo radioinduzida da proteina TGFf1 latente, e a distribuicdo das fibras coldgenas em
diversos periodos de tempo apés irradiacdo. MATERIAIS E METODOS: Trinta e dois camundongos isogéni-
cos (C57BL) foram divididos em dois grupos: Gl (néo irradiado), com 12 animais, e Gll (irradiado), com 20
animais. Os animais do Gll receberam radiacdo gama (telecobaltoterapia, °Co, com rendimento de 0,97
Gy/min., dose Unica de 7 Gy em corpo inteiro). Os camundongos dos grupos | e Il foram sacrificados por
estiramento cervical nos periodos de 1, 14, 30 e 90 dias apés irradiacdo. RESULTADOS: Os coracdes irra-
diados apresentaram: 1) alteracGes nucleares e diminuicdo das estriac6es das células musculares cardia-
cas; 2) aumento significante da deposicao de fibras colagenas aos 90 dias depois da irradiacdo; 3) ativacao
da proteina TGFB1 latente em cardiomiécitos e células do conjuntivo depois da irradiacio. CONCLUSAO:
Nossos resultados mostram a importancia da proteina TGFB1 no processo de fibrose cardiaca radioinduzida
e sugerem que células do parénquima (cardiomidcitos) e do conjuntivo podem participar deste mecanismo
atuando como fontes da proteina TGFP1 ativa.

Unitermos: Radiacao ionizante; Fibrose cardiaca; Fator [3 de transformacdo do crescimento (TGFf).

In vivo evaluation of expression of TGF[31 in the irradiated heart.

OBJECTIVE: To assess the latent and active TGFB1 localization in the heart, to evaluate whether or not
radiation induces latent TGFP1 activation, and to study the distribution of collagen fibers in the irradiated
heart. MATERIALS AND METHODS: Thirty-two C57BL mice were randomly assigned in two groups: Gl
(non irradiated animals) and Gl (irradiated animals). The mice from Gll received a single whole-body radia-
tion dose of 7Gy, using a ¢°Co source at a dose rate of 0.97 Gy/min. The animals were sacrificed by cervical
dislocation at 1, 14, 30 and 90 days after irradiation. RESULTS: The irradiated hearts showed: 1) nuclear
changes and muscle cells with decreased striations; 2) significant increase in the collagen deposition 90
days after irradiation; 3) latent TGFPB1 activation in the cardiomyocytes and connective tissue cells after
irradiation. CONCLUSION: Our results show the importance of TGFB1 protein in the process of radiation-
induced heart fibrosis and suggest that cardiomyocytes and connective cells may play a role in this mecha-
nism acting as cellular sources of active TGFf1.

Key words: lonizing radiation; Heart fibrosis; Transforming growth factor B (TGFp).
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INTRODUCAO

A resposta do coragdo aradiagéo cons-
titui importante fator aser respeitado quan-
do o térax é irradiado em campos restri-
tos, para diferentes patologias tais como a
doencade Hodgkin e cancer de mama, bem
como nos protocolos para irradiacéo de
corpo inteiro®?,

O aparecimento e a gravidade das alte-
racOes cardiacas radioinduzidas dependem
do volume de coracdo irradiado, da dose
total de radiacdo, da dose por fragéo e da
taxa de dose utilizada®?.

As principais alteragdes histopatol 6gi-
casno coracdo irradiado s80 0 estreitamen-
to ou substituicdo da média e adventicia
dos vasos por tecido fibrético, alteracdo
dosfibroblastosefibroseintersticial difusa

quando h& envolvimento miocérdico e/ou
pericéardico. Incidéncia de 5% de trombo-
se coronériatambém pode ser observada®.
Devido a complexidade funcional e estru-
tural do coragdo, as alteragdes cardiacas
podem ser classificadas em pericardite agu-
da (durante a irradiagdo), pericardite tar-
dia, pancardite (fibrose pericardica e mio-
cérdica) e doenca arterial coronéria®.
Quanto ao mecanismo da fibrose car-
diaca apés irradiagdo, observa-se impor-
tante papel do fator transformador de cres-
cimento B (TGFB) no processo®. A TGFB
€ uma citoquina multifuncional que exer-
cein vivo trés principais atividades biol -
gicas: modula o crescimento celular com
principa atividade inibitdria do mesmo?,
exerce atividades imunossupressoras e re-
gula a deposi¢do dos componentes da
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matriz extracelular®?. Parte da resposta
fibrética induzida pela TGF(3 parece estar
relacionada com o descontrole da modu-
lac&o do sistema fibroblasto/fibrécito, le-
vando ao acimulo de colagenotipo | etipo
111012 Em céulas de mamiferos, a TGFB
estapresente sob trésisoformas— TGF(31,
TGFB2 e TGFB3 —, sendo as proteinas
produzidas na forma inativa e ligadas ao
peptidio associado & laténcia (LAP)1319),
Assim, aatividade biol 6gicadestaproteina
depende da dissociagdo da TGF3 madura
do complexo latente™”. In vivo, sfo ativa-
das por proteases que clivam o complexo
latente, e a plasmina é uma das proteases
envolvidas no processo de ativagio’®.

Observou-se ativagao daproteina TGF-
B1em céulasdaglandulamaméria®, me-
gacaridcitos damedul adssea™, brénquios
e alvéolos pulmonares em horas e dias de-
pois da irradiacio®®?. E relatado, na lite-
ratura, aumento dos niveis do RNAm da
TGFB1 ao0s 12 dias e aos 3 meses apds ir-
radiacio em tecido cardiaco®. N&o é refe-
rido, porém, se € aTGF(1 latente ou a ati-
va, em quais células a proteina esta pre-
sente e se é ativada in situ.

A vista das ateragdes que podem ser
produzidas no coracéo irradiado, a rele-
véancia clinica dessas alteractes e 0 desgjo
de minimiz&las é que existe grande inte-
resse em esclarecer 0s mecanismos envol-
vidos, em especial no que diz respeito a
fibrose. Dessaforma, o objetivo do presen-
te trabalho é investigar, no corac&o, por
imuno-histoquimica, a localizagdo das
proteinas TGFB1 latente e TGFP1 ativa,
se ocorre ativagdo radioinduzida da pro-
teina TGFP1 latente e a distribuicdo das
fibras colégenas em diversos periodos de
tempo apos irradiagdo.

MATERIAISE METODOS

Animais: Foram utilizados 32 camun-
dongos dalinhagem C57BL, machos, com
idade média de 75 dias, pesando aproxi-
madamente 22 g. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade Fe-
deral de S&o Paulo/Escola Paulistade Me-
dicina/Hospital S0 Paulo. Durante o ex-
perimento, os animais foram mantidos em
nimero de quatro por gaiola de plastico,
contendo serragem, recebendo alimento e
agua ad libitum.
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Os camundongos foram numerados,
sorteados e distribuidos em dois grupos:
grupo | — Gl (ndo irradiado), com 12 ani-
mais, e grupo Il — Gll (irradiado), com 20
animais. Osanimaisdo grupo I foram sub-
divididos em quatro subgrupos com cinco
camundongos cada, de acordo com o pe-
riodo de tempo escolhido para o sacrifi-
cio,istoé,1(n=5),14(n=5),30(n=5)
€90 (n=5) diasapds airradiacdo. Os ani-
mais do grupo | (controle) foram manipu-
lados, subdivididos e sacrificados de ma-
neira semel hante aqueles do grupo 11, sen-
do trés para cada subgrupo. Os dias de sa-
crificio foram escolhidos ap6s arealizagéo
de estudo piloto para determinar quais os
melhores periodos de tempo para eviden-
ciar os parémetros escolhidos para andli-
se. Paraisto, osanimaisforam sacrificados
em diversos dias apoés irradiacdo (1, 3, 6,
14, 20, 30 e 90 dias).

Irradiacdo: Os camundongos do Gl
foram submetidos aradiagdo gamaem apa-
relho de telecobaltoterapia damarca CGR,
modelo Acyon I, contendo fonte de %°Co,
com rendimento de 0,97 Gy/min., em cam-
po 20 X 20 cm, & distdncia de 80 cm da
fonte. Na ocasi&o da exposi¢éo aradiacio,
os camundongos foram colocados em cai-
xas de madeirade 20 x 20 cm, com tam-
pa de acrilico e divisdes internas que pos-
sibilitaram a imobilizac&o dos animais e,
portanto, n&o foram anestesiados. Os ca-
mundongos foram irradiados com dose de
7 Gy em corpo inteiro, calculado em todo
volume corporal, com atécnicadeparaelo
oposto, num campo de 20 X 20 cm, com
disténcia foco-superficie de 80 cm.

Nos periodos de tempo pré-estabeleci-
dos (1, 14, 30 e 90 dias) os animais foram
sacrificados por estiramento cervical, e 0s
pulmdes retirados.

Morfologia: Apds o sacrificio dos ani-
mais por estiramento cervical, os corages
foram retirados e submetidos a técnicas
histopatol 6gicasrotineiras. Em cadaamos-
tra de corag&o dos animais do Gl (n&o ir-
radiado) e Gll (irradiado) realizou-se cui-
dadosa andlise morfoldgica de regides do
miocérdio dos &trios e ventriculos e tam-
bém do pericardio, em secbes coradas pelo
HE, e das regifes onde ocorreram deposi-
¢8o defibras col&genas apds col oragéo por
picro sirius e prata de Gomori, em todos
0s periodos de tempo escolhidos.

Realizou-se, também, quantificagdo
utilizando-se uma ocular histométrica, em
microscopio de luz, das fibras colégenas
com aspecto morfolégico caracteristico,
coradas pelo picro sirius, que ndo discri-
mina subtipos de colégeno, e pela prata de
Gomori, queevidenciao colageno 11, con-
tando-se a0 acaso as regides do miocardio
dos &trios, ventriculos e do pericardio®?
dos animaisdos grupos | (1 dia, n=3; 14
dias, n = 3; 30 dias, n = 3; 90 dias, n = 3)
ell (1dia, n=5; 14 dias,n=5; 30 dias, n
=5; 90 dias, n=5).

Usou-se ocular integradorade 100 pon-
tos da marca Carl Zeiss. Foram contados
dez campos com 100 pontos em cada |1&-
mina, sendo 1.000 pontos por 1amina (pi-
cro sirius e reticuling), totalizando 2.000
pontos por animal.

As contagens foram redlizadas “as ce-
gas’, ou sga, aslaminastinham suasiden-
tificacbes encobertas. Os resultados numé-
ricos obtidos foram submetidos a andlise
estatistica

Andlise estatistica: A andlise de va-
riéncia por postos de Kruskal-Wallis®? foi
utilizada para comparar os resultados ob-
tidos nos diferentes periodos de tempo de
sacrificio (1, 14, 30 e 90 dias), dentro de
cadagrupo, isto &, Gl (ndoirradiado) e GlI
(irradiado), para os dois métodos utiliza-
dos (picro sirius e prata de Gomori).

Foi aplicado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney®? para duas amostras in-
dependentes, para comparar 0 grupo néo
irradiado (GI) com o grupoirradiado (GlI),
em cada um dos quatro periodos de sacri-
ficio, para os dois métodos empregados
(picro sirius e prata de Gomori).

Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou
5% (p < 0,05) o nivel de rejeicao da hipo-
tese de nulidade, assinalando-se com um
asterisco os valores significantes.

Anticorpos. Foram utilizados os se-
guintes anticorpos. anticorpo policlonal
anti LAP (TGF{31) recombinante humano,
obtido em cabra(R&D SystemsInc., Min-
neapolis, MN), especifico para evidenciar
a expressdo da proteina TGFf1 latente, e
o anticorpo policlona anti TGFf1 derato,
camundongo e humano, obtido em coelho
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), para observacdo da imunoexpressao
da proteina TGFB1 ativa. Dessa forma, o
uso de diferentes anticorpos permite detec-
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tar a proteina na forma latente e inativa
(ligadaao complexo latente) e naformaati-
va (apds clivagem do complexo latente), e
evidenciar se ocorre ou ndo a ativagéo in
situ da proteina®?.

Imuno-histoguimica: O ensaio imu-
no-histoquimico baseou-se no método
imunoenzimatico indireto em trés etapas,
utilizando-se 0 complexo estreptoavidina-
biotina-fosfatase alcalina. Os cortes foram
colocados em l&minas silanizadas (Sigma,
St. Louis, MD), e ap6s desparafinizacéo
foram incubados com os anticorpos primé-
rios, em temperatura ambiente, a noite
toda. Apds lavagem em solucéo de PBS,
as segles foram incubadas com os anticor-
pos secundérios biotinilados por trés ho-
ras. Posteriormente, foram incubadas com
a solugéo do complexo estreptoavidina-
fosfatase alcalina (Sigma) por duas horas,
para detectar as proteinas TGFB1 latente
e TGFp1 ativa. Para arevelacdo da fosfa
tase alcaling, os cortes foram incubados
com solugdo substrato-cromoégeno recém-
preparada, contendo naftol- AS—MX-fos-
fato (Sigma), levamizol (Sigma) eo sal cro-
mogénico “fast red TR” (Sigma), diluidos
em soluc&o temp&o acetato de veronal, pH
8,3. Os complexos de imunoglobulina fo-
ram demonstrados pela positividade ex-
pressaem vermelho paraasproteinas TGF-
[31 latente e TGFP1 ativa. Os cortes foram
entdo lavados durante toda a noite, contra-
corados com hematoxilina de Gill e mon-
tados com immu-mount (Shandon, Pitts-
burgh, PA). Controles com omiss&o do an-
ticorpo primério foram incluidos em todos
0S experimentos.

A andlise imuno-histoquimica foi rea-
lizada em corages dos animais de ambos
os grupos, Gl e Gll, sendo um animal para
cada periodo de sacrificio (Gl) e dois ani-
mais para cada periodo de sacrificio (GlI).

RESULTADOS

Alteragdes morfolégicas e hisométricas:
comparacao entre os cor agoesirradiados
(Gll) endo irradiados (Gl)

Observaram-se alteragdes das fibras
musculares, que apresentaram 0s nucleos
ora mais volumosos com cromatina fina,
ora peguenos com cromatina condensada,
estriagBes menos nitidas e acentuag&o do
colégenointersticial . Estas alteragdes ocor-
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reram aos 30 dias, e de modo mais eviden-
te aos 90 dias ap6s irradiacdo. Nos perio-
dosdel e 14 dias depois dairradiacéo no
foram observadas ateragBes cardiacas sig-
nificantes.

Apbs andlise dos resultados morfol 6gi-
COS que sugeriram aumento da deposi¢éo
de colégeno, foi realizada quantificacdo
deste. Estacontagem mostrou aumento sig-
nificante das fibras colagenas em geral,
perivascular e a0 longo das fibras muscu-
lares, evidenciadas pelo picro sirius, aos
90 dias depois dairradiagdo (Figura 1).

Quanto ao colageno 11, evidenciado
pelaprata de Gomori, ndo ocorreu aumen-
to significante deste nos periodos de tem-
po estudados (Figura 2).

Analise imuno-histoquimica

TGFB latente: A imunoexpressio da
proteina TGFB1 latente, demonstrada pela
cor vermelha, foi observada positiva, com
padréo granular e de distribuicdo difusa
nos cardiomiécitos em extensas éreas car-

diacas. Foram observadas algumas regides
gue apresentavam cardiomidcitos com fra-
ca imunopositividade. No tecido conjun-
tivo ocorreu forte imunorreatividade para
a proteina TGFB1 latente. Este padréo foi
observado em todos os periodos do grupo
controle (Gl) (Figuras 3A e 3B). Quanto
aos animaisirradiados (Gl1) e sacrificados
um dia depois, a imunoexpressao da pro-
teina TGFB1 latente manteve a mesma lo-
calizagdo e forte positividade nos cardio-
miécitos, semelhantes ao controle. Porém,
a forte imunopositividade para a proteina
TGF{1 latente no tecido conjuntivo ocor-
reu em menor extensdo do coragdo em re-
lacdo ao controle. Nos periodos de 14 e
30 dias ap6s irradiagdo foram observadas
vérias e extensas regides com cardiomio-
citos fracamente positivos e negativos su-
gerindo diminuicdo da expressdo desta
proteina. Este mesmo padréo ocorreu nas
células do conjuntivo.

Ao0s 90 dias depois dairradiagdo foram
observados cardiomiécitosimunopositivos
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Figura 1. Médias dos valores das contagens de fibras colagenas quantificadas na coloragéo picro sirius em
coracao de camundongos C57BL, dos grupos nao irradiado (Gl) e irradiado (GIl) em corpo inteiro, na dose
Unica de 7 Gy, sacrificados nos periodos de 1, 14, 30 e 90 dias. *P < 0,05.
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Figura 2. Médias dos valores das contagens de fibras colagenas tipo Ill (reticulina) quantificadas apos
impregnacao pela prata de Gomori em coracéo de camundongos C57BL, dos grupos néo irradiado (GI) e
irradiado (Gll) em corpo inteiro, na dose Unica de 7 Gy, sacrificados nos periodos de 1, 14, 30 e 90 dias. *P

<0,05.
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Figura 3. TGFPB1 latente fortemente imunopositiva com distribuicdo difusa nos cordiomidcitos (setas) (A, 600X ) e nas células do tecido conjuntivo (cabegas de
setas) (B, 600x) em coracdo n&o irradiado. Cardiomidcitos fortemente (setas) e fracamente imunopositivos (asteriscos) para TGFf1 latente aos (90 dias apds
irradiagao (C, 600x). Células do tecido conjuntivo positivas (p) e negativas (n) para TGFB1 latente aos 90 dias apds irradiacao (D, 600X ). Anticorpo primario
imunoglobulina G (IgG) anti LAP (TGFB1) recombinante humano (R&D Systems, Inc.). Cardiomiécitos fortemente (setas) e fracamente (cabegas de setas) imuno-
positivos e negativos (asteriscos) para TGFf1 ativa em coragéo nao irradiado (E, 600 ). Células do conjuntivo negativas (n) e positivas (p) para TGFB1 ativa em
coracao nao irradiado (F, 600x). Regidao com cardiomiécitos fortemente imunopositivos para TGFB1 ativa (setas) aos 90 dias apds irradiagéo (G, 600x). Tecido
conjuntivo com forte imunorreatividade para TGFR1 ativa (cabegas de setas) aos 90 dias apés irradiagao (H, 600x). Anticorpo priméario imunoglobulina G (IgG) anti
TGFB1 de rato, camundongo e humano (Santa Cruz Biotechnology).
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para a proteina TGFB1 latente. Porém,
ocorreram vérias &reas com cardiomiécitos
fracamente positivos. O tecido conjuntivo
apresentou imunoexpressdo da proteina
TGFp1 latente em menores regides em re-
lacdo ao controle, e foram observadas pou-
cascélulas positivas e vérias negativas (Fi-
guras 3C e 3D).

TGF L ativa: O coragdo dos animais
controles (Gl), nos diversos periodos de
sacrificio, revelou vérias &reas com cardio-
midcitos imunopositivos para a proteina
TGFf1, ativa com padrdo granular e de
distribuicéo difusa. Foram observadas al-
gumas regifes com fraca imunopositivi-
dade e escassas negativas. O tecido conjun-
tivo apresentou fraca imunorreatividade
paraaproteinaTGF{31 ativaerarascélulas
imunopositivas (Figuras 3E e 3F).

No periodo de um dia ap6s a irradia-
¢&o verificou-se aparente aumento daimu-
noexpressao da proteina TGFB1 ativa nos
cardiomidcitos, em comparagdo com o
controle. Este aspecto foi observado em
extensas aress cardiacas com cardiomici-
tos fortemente positivos com padréo gra-
nular e de distribui¢do difusa. Em algumas
regides ocorreu fracaimunorreatividade. O
tecido conjuntivo apresentou aspecto imu-
no-histoquimico semelhante ao controle.
Este padréo foi mantido aos 14 dias ap6s
airradiaco, tanto para os cardiomidécitos
guanto para o tecido conjuntivo. Aos 30
dias ap6s a irradiagéo os cardiomidcitos
apresentaram aspecto imuno-histoquimico
semelhante aos periodos anteriores. Po-
rém, o tecido conjuntivo aparentemente
apresentou imunorrestividade para a pro-
teina TGF31 ativa e em maiores extensdes
em relagdo aos periodos anteriores. No
periodo de 90 dias depois da irradiagdo
foram observadas vérias areas de cardio-
miécitos fortemente positivos com padréo
granular, de distribuicéo difusa, ao lado de
algumas regides negativas. No tecido con-
juntivo foi observada forte imunoexpres-
sdo da proteina TGFB1 ativa em regibes
mai s extensas do que nos demais periodos
estudados (Figuras 3G e 3H).

DISCUSSAO

Os resultados histopatol dgicos obtidos
nos coragoes irradiados evidenciam alte-
ragOes das fibras musculares, que apresen-

Radiol Bras 2004;37(2):107-113

Affonso Junior RJ et al.

tam nucleos ora mais volumosos com cro-
matina fina, ora peguenos com cromatina
condensada, menor nitidez das estriagdes
e acentuacdo do col&geno. Estas aterages
foram observadas aos 30 dias e ficaram
mais evidentes aos 90 dias aposirradiaco.
Alteragdes histopatol gicas nas células
musculares miocardicas, no periocardio e
vasos do coracdo foram relatados por di-
versos autores na literatura, em modelos
experimentais com coelhos e ratos, utili-
zando-se diferentes doses de radiagio>?*-
20, |mportante ressaltar o estudo de Gil-
lette et al.®®, que determinou arazéo o/f
em coracdo de cdes e coelhos irradiados,
de 2,4 Gy parao miocéardio, 2,9 Gy parao
pericardioe1,8a2,8 Gy paraosvasos. Re-
lataram, também, que o risco de doencaar-
terial coronariana aumenta com o aumen-
to dadose por frag8o. Esses resultados fo-
ram obtidos com o uso de doses da ordem
de 20 Gy localizadas em regi&o torécicae
administradas em diferentes doses por fra-
¢&o. Neste trabalho, para o estudo das al-
teragBes cardiacas radioinduzidas, a dose
total utilizadafoi menor que 7 Gy, porém,
administrada como frag&o Unica e em cor-
po inteiro. Dessa forma, foi possivel ain-
ducdo de lesdo cardiaca e possibilitou o
estudo de fatores envolvidos na mesma.
Para andlise quantitativa da deposi¢ao
do colégeno foram realizadas coloragfes
com picro sirius e com a prata de Gomori.
Em relacdo especificamente ao picro si-
rius, a quantificacdo do colégeno néo foi
realizada em microscopio de luz polariza
da®, porque o fundo escuro deste, asso-
ciado ao reticulo em preto da ocular his-
tométrica, dificultavaconsideravelmente a
contagem. Por isso, foi utilizado o micros-
copio de luz comum, tomando-se o cuida-
do de considerar, para as contagens, as es-
truturas com caracteristicas morfol6gicas
de fibras colagenas coradas em vermelho.
Isto possibilitou estimar o coldgeno em
geral. Estaandlisefoi complementadapela
coloragdo com a prata de Gomori eletiva
para colégeno 111, que permitiu, assim,
quantificar afibrose reticulinicainicial®®.
O aumento significante dadeposi¢éo do
colégeno em geral, verificado no periodo
de 90 dias, constitui importante efeito ra-
dioinduzido no coragdo e de implicagdes
clinicas para o paciente irradiado. Os re-
sultados encontrados corroboram os da

literatura, que relatam que a ateragéo his-
topatol 6gica mais expressiva radioinduzi-
da no coragdo é evidenciada na forma de
fibrose. Esta é constituida por umarede de
fibras colégenas que separam os cardio-
miécitos individual mente ou em pequenos
grupos®®. O estudo de Kriise et al.®,
realizado com diversas doses de radiacéo,
evidencia que a severidade da resposta fi-
brogénica é dose dependente. Relata, tam-
bém, aumento do RNAm do procolégeno
I11 logo nos primeiros trés meses e do pro-
colégeno | ao longo de 12 meses no cora-
¢&o de ratos irradiados na regi&o torécica
com a dose Unica de 20 Gy.

Pelo exposto, observa-se que o efeito
relevante induzido pela radiag@o na dose
empregada séo as alteragfes nucleares e
diminui¢&o das estriacdes das células mus-
culares cardiacas, e aumento da deposi¢do
do coldgeno em geral, que pode levar ao
processo de fibrose miocérdica e pericar-
dica. O colégeno |11 ndo parece ter papel
relevante no processo de fibrose cardiaca
radioinduzida nas condi¢fes do experi-
mento do presente estudo.

Em relacdo ao mecanismo ou fatores
envolvidos no aumento do colageno apds
irradiac8o, a proteina TGFB1 parece exer-
cer relevante papel 19,

Os resultados encontrados demonstra-
ram que a imunoexpressdo da proteina
TGFp1 latente ocorreu com forte intensi-
dade nos cardiomidcitos e no tecido con-
juntivo dos coragfesndo irradiados. A pro-
teina TGFP1 ativa também foi detectada
nos cardiomiécitos dos coragtes ndo irra-
diados, sendo que no tecido conjuntivo
apresentou fracaimunopositividade. Estes
achados nas células e estruturas do cora-
¢do diferem dagueles encontrados em ou-
tros tecidos como as células aveolares do
pulm&o®” e em megacaritcitos da medula
Gssed!®. Nestas células, a TGFP1 ativanéo
foi detectadaem condicdesfisiol Ggicas por
imuno-histoquimica. Diferentes padrdes
de expressdo para as diferentes isoformas
da proteina também foram observadas em
outros tipos de células®Y. Talvez estes
achados estejam relacionados ao controle
fisiolégico de proliferacéo e diferenciagdo
dascélulascardiacas pelaproteina TGFB1.
Apbs irradiacdo, ocorreram éreas cardia-
cas mais extensas com cardiomidcitos for-
temente imunopositivos para a proteina
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Expressdo da proteina TGFB1 em coracéo irradiado in vivo

TGFB1 ativaem 1, 14, 30 e 90 dias, quan-
do comparados aos controles. O tecido
conjuntivo que apresentava fraca imunor-
reatividade para esta proteina nos animais
controles também apresentou forte imuno-
expressdo da TGFB1 ativa aos 30 e mais
evidente aos 90 dias depois da irradiagso.
Ambos os tipos celulares (cardiomidcitos
e células do conjuntivo) apresentaram di-
minui¢do daimunorreatividade paraapro-
teina TGFB1 latente ap6s irradiacdo. Po-
rém, para os cardiomiocitos, esta diminui-
¢do foi detectada nos periodos de 14, 30 e
90 dias, e para as células do conjuntivo, a
diminui¢&o da imunoexpressdo da protei-
na TGFP1 latente foi observada em todos
0s periodos de tempo estudados. No caso
dos cardiomidcitos, é possivel que um dia
depois da irradiagdo tenha ocorrido ape-
nas uma discreta diminui¢do desta protei-
na, quendo foi possivel visibilizar por imu-
no-histoquimica. Em relacéo as células do
tecido conjuntivo, o fato de ter havido di-
minui¢do da imunoexpressao da proteina
TGFB1 latente em todos os periodos de
tempo aposirradiacdo e 0 aumento daimu-
noexpressao da proteina TGFB1 ativa ter
sido detectada apenas aos 30 e 90 dias, é
possivel que nos periodos iniciaisde 1 e
14 dias depois dairradiagéo j& tenha ocor-
rido ativagdo da proteina TGFf31, porém
de forma discreta, e a baixa concentracéo
da proteina ndo permitiu sua detecgéo por
imuno-histoquimica. Estes resultados, no
entanto, sugerem ativacdo in situ da pro-
teina TGFB1. A ativagdo daproteina TGF-
[31 foi observadaem horas e dias depois da
irradiacdio em glandula maméria’? aos
10 e 30 dias depois da irradiacdo em me-
gacariocitosin vivo™® e em 14 dias depois
dairradiacdo em céulas alveolares pulmo-
nares®.

Sugere-se que a ativagdo precoce seria
conseqiiente ao “stress’ oxidativo induzi-
do pelos radicais livres produzidos pela
radiacéo, e a elevagdo continuada e tardia
da proteina, devida a mecanismos celula-
res via plasmina. A plasmina é uma pro-
tease que ativa a proteina TGF(31 latente
in vivo. A inducéo do ativador do plasmi-
nogeénio tecidual (tPA) edo inibidor do ati-
vador do plasminogénio (PAI) foi demons-
trada em vérios tecidos apos irradiago®®.
Demonstrou-se, também, aumento da ati-
vagdo daproteina TGF(31 latente pelo tPA,
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pelo ativador do plasminogénio tipo uro-
quinase e pelo plasminogénio apdsirradia-
a0,

No que se refere a ativagdo da proteina
TGFpB1 latente observadaem 1, 14, 30 e 90
dias nos cardiomidcitos e aevidente ativa-
¢&0 detectada aos 30 e 90 dias nas células
do tecido conjuntivo sugerem aimportan-
ciadaviacelular deativagdo daTGFp1 la-
tente no corag&o. Porém, o papel da ativa
¢80 desta proteina induzida pelos radicais
livres, que apresentam meiavidacurta, ndo
foi verificado no presente experimento,
umavez que o periodo mais precoce estu-
dado foi o de um dia apos irradiacdo. Tal-
vez ambos 0S mecani Smos possam Sser im-
portantes para a ativagdo da proteina
TGFpB1 latente no coragéo irradiado.

Os achados do presente trabalho evi-
denciaram elevacdo daproteinaTGFpB1lem
células do coragdo irradiado e corroboram
aqueles de outros autores®*. No entan-
to, esses trabalhos ndo estudaram especi-
ficamente a ativagdo in situ da proteina
TGFB1 no coragdo. O esclarecimento des-
ses aspectos € relevante, especialmente
quando se deseja prevenir o desenvolvi-
mento da fibrose cardiaca radioinduzida.
Uma possibilidade é o uso de drogas anti-
oxidantes. A literatura mostra que o au-
mento da oxidag&o intracelular induzido
pela TGFf31 é abolido com o uso de dro-
gas antioxidantes®®. E também relatado na
literatura que a amifostinainibe a transdu-
¢80 da sinalizagdo da proteina TGFB1 em
megacaridcitos irradiados in vivo?.

Em concluso, analisados em conjun-
to, os resultados mostraram alteracGes
morfolégicas, aumento da deposicéo de
fibras colégenas e ativagdo da proteina
TGFB1 em coragdo, apos irradiacdo. Su-
gerem também aimportancia da participa-
¢&o da proteina TGF31 no processo de fi-
brose cardiaca radioinduzida, e que célu-
las do parénquima (cardiomiécitos) e do
tecido conjuntivo podem participar deste
mecanismo atuando como fontes da pro-
teina TGFP1 ativa.
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