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INTRODUÇÃO

A resposta do coração à radiação cons-
titui importante fator a ser respeitado quan-
do o tórax é irradiado em campos restri-
tos, para diferentes patologias tais como a
doença de Hodgkin e câncer de mama, bem
como nos protocolos para irradiação de
corpo inteiro(1,2).

O aparecimento e a gravidade das alte-
rações cardíacas radioinduzidas dependem
do volume de coração irradiado, da dose
total de radiação, da dose por fração e da
taxa de dose utilizada(3,4).

As principais alterações histopatológi-
cas no coração irradiado são o estreitamen-
to ou substituição da média e adventícia
dos vasos por tecido fibrótico, alteração
dos fibroblastos e fibrose intersticial difusa
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quando há envolvimento miocárdico e/ou
pericárdico. Incidência de 5% de trombo-
se coronária também pode ser observada(3).
Devido à complexidade funcional e estru-
tural do coração, as alterações cardíacas
podem ser classificadas em pericardite agu-
da (durante a irradiação), pericardite tar-
dia, pancardite (fibrose pericárdica e mio-
cárdica) e doença arterial coronária(5).

Quanto ao mecanismo da fibrose car-
díaca após irradiação, observa-se impor-
tante papel do fator transformador de cres-
cimento β (TGFβ) no processo(6). A TGFβ
é uma citoquina multifuncional que exer-
ce in vivo três principais atividades bioló-
gicas: modula o crescimento celular com
principal atividade inibitória do mesmo(7),
exerce atividades imunossupressoras e re-
gula a deposição dos componentes da
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matriz extracelular(8,9). Parte da resposta
fibrótica induzida pela TGFβ parece estar
relacionada com o descontrole da modu-
lação do sistema fibroblasto/fibrócito, le-
vando ao acúmulo de colágeno tipo I e tipo
II(10–12). Em células de mamíferos, a TGFβ
está presente sob três isoformas — TGFβ1,
TGFβ2 e TGFβ3 —, sendo as proteínas
produzidas na forma inativa e ligadas ao
peptídio associado à latência (LAP)(13–16).
Assim, a atividade biológica desta proteína
depende da dissociação da TGFβ madura
do complexo latente(17). In vivo, são ativa-
das por proteases que clivam o complexo
latente, e a plasmina é uma das proteases
envolvidas no processo de ativação(18).

Observou-se ativação da proteína TGF-
β1 em células da glândula mamária(17), me-
gacariócitos da medula óssea(19), brônquios
e alvéolos pulmonares em horas e dias de-
pois da irradiação(20). É relatado, na lite-
ratura, aumento dos níveis do RNAm da
TGFβ1 aos 12 dias e aos 3 meses após ir-
radiação em tecido cardíaco(6). Não é refe-
rido, porém, se é a TGFβ1 latente ou a ati-
va, em quais células a proteína está pre-
sente e se é ativada in situ.

À vista das alterações que podem ser
produzidas no coração irradiado, a rele-
vância clínica dessas alterações e o desejo
de minimizá-las é que existe grande inte-
resse em esclarecer os mecanismos envol-
vidos, em especial no que diz respeito à
fibrose. Dessa forma, o objetivo do presen-
te trabalho é investigar, no coração, por
imuno-histoquímica, a localização das
proteínas TGFβ1 latente e TGFβ1 ativa,
se ocorre ativação radioinduzida da pro-
teína TGFβ1 latente e a distribuição das
fibras colágenas em diversos períodos de
tempo após irradiação.

MATERIAIS E MÉTODOS

Animais: Foram utilizados 32 camun-
dongos da linhagem C57BL, machos, com
idade média de 75 dias, pesando aproxi-
madamente 22 g. O estudo foi aprovado
pelo Comitê de Ética da Universidade Fe-
deral de São Paulo/Escola Paulista de Me-
dicina/Hospital São Paulo. Durante o ex-
perimento, os animais foram mantidos em
número de quatro por gaiola de plástico,
contendo serragem, recebendo alimento e
água ad libitum.

Os camundongos foram numerados,
sorteados e distribuídos em dois grupos:
grupo I – GI (não irradiado), com 12 ani-
mais, e grupo II – GII (irradiado), com 20
animais. Os animais do grupo II foram sub-
divididos em quatro subgrupos com cinco
camundongos cada, de acordo com o pe-
ríodo de tempo escolhido para o sacrifí-
cio, isto é, 1 (n = 5), 14 (n = 5), 30 (n = 5)
e 90 (n = 5) dias após a irradiação. Os ani-
mais do grupo I (controle) foram manipu-
lados, subdivididos e sacrificados de ma-
neira semelhante àqueles do grupo II, sen-
do três para cada subgrupo. Os dias de sa-
crifício foram escolhidos após a realização
de estudo piloto para determinar quais os
melhores períodos de tempo para eviden-
ciar os parâmetros escolhidos para análi-
se. Para isto, os animais foram sacrificados
em diversos dias após irradiação (1, 3, 6,
14, 20, 30 e 90 dias).

Irradiação: Os camundongos do GII
foram submetidos à radiação gama em apa-
relho de telecobaltoterapia da marca CGR,
modelo Acyon II, contendo fonte de 60Co,
com rendimento de 0,97 Gy/min., em cam-
po 20 � 20 cm, à distância de 80 cm da
fonte. Na ocasião da exposição à radiação,
os camundongos foram colocados em cai-
xas de madeira de 20 � 20 cm, com tam-
pa de acrílico e divisões internas que pos-
sibilitaram a imobilização dos animais e,
portanto, não foram anestesiados. Os ca-
mundongos foram irradiados com dose de
7 Gy em corpo inteiro, calculado em todo
volume corporal, com a técnica de paralelo
oposto, num campo de 20 � 20 cm, com
distância foco-superfície de 80 cm.

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

Morfologia: Após o sacrifício dos ani-
mais por estiramento cervical, os corações
foram retirados e submetidos a técnicas
histopatológicas rotineiras. Em cada amos-
tra de coração dos animais do GI (não ir-
radiado) e GII (irradiado) realizou-se cui-
dadosa análise morfológica de regiões do
miocárdio dos átrios e ventrículos e tam-
bém do pericárdio, em seções coradas pelo
HE, e das regiões onde ocorreram deposi-
ção de fibras colágenas após coloração por
picro sirius e prata de Gomori, em todos
os períodos de tempo escolhidos.

Realizou-se, também, quantificação
utilizando-se uma ocular histométrica, em
microscópio de luz, das fibras colágenas
com aspecto morfológico característico,
coradas pelo picro sirius, que não discri-
mina subtipos de colágeno, e pela prata de
Gomori, que evidencia o colágeno III, con-
tando-se ao acaso as regiões do miocárdio
dos átrios, ventrículos e do pericárdio(21)

dos animais dos grupos I (1 dia, n = 3; 14
dias, n = 3; 30 dias, n = 3; 90 dias, n = 3)
e II (1 dia, n = 5; 14 dias, n = 5; 30 dias, n
= 5; 90 dias, n = 5).

Usou-se ocular integradora de 100 pon-
tos da marca Carl Zeiss. Foram contados
dez campos com 100 pontos em cada lâ-
mina, sendo 1.000 pontos por lâmina (pi-
cro sirius e reticulina), totalizando 2.000
pontos por animal.

As contagens foram realizadas “às ce-
gas”, ou seja, as lâminas tinham suas iden-
tificações encobertas. Os resultados numé-
ricos obtidos foram submetidos a análise
estatística.

Análise estatística: A análise de va-
riância por postos de Kruskal-Wallis(22) foi
utilizada para comparar os resultados ob-
tidos nos diferentes períodos de tempo de
sacrifício (1, 14, 30 e 90 dias), dentro de
cada grupo, isto é, GI (não irradiado) e GII
(irradiado), para os dois métodos utiliza-
dos (picro sirius e prata de Gomori).

Foi aplicado o teste não paramétrico de
Mann-Whitney(22) para duas amostras in-
dependentes, para comparar o grupo não
irradiado (GI) com o grupo irradiado (GII),
em cada um dos quatro períodos de sacri-
fício, 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 nível de rejeição da hipó-
tese de nulidade, assinalando-se com um
asterisco os valores significantes.

Anticorpos: Foram utilizados os se-
guintes anticorpos: anticorpo policlonal
anti LAP (TGFβ1) recombinante humano,
obtido em cabra (R&D Systems Inc., Min-
neapolis, MN), específico para evidenciar
a expressão da proteína TGFβ1 latente, e
o anticorpo policlonal anti TGFβ1 de rato,
camundongo e humano, obtido em coelho
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), para observação da imunoexpressão
da proteína TGFβ1 ativa. Dessa forma, o
uso de diferentes anticorpos permite detec-
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tar a proteína na forma latente e inativa
(ligada ao complexo latente) e na forma ati-
va (após clivagem do complexo latente), e
evidenciar se ocorre ou não a ativação in
situ da proteína(17).

Imuno-histoquímica: O ensaio imu-
no-histoquímico baseou-se no método
imunoenzimático indireto em três etapas,
utilizando-se o complexo estreptoavidina-
biotina-fosfatase alcalina. Os cortes foram
colocados em lâminas silanizadas (Sigma,
St. Louis, MD), e após desparafinização
foram incubados com os anticorpos primá-
rios, em temperatura ambiente, a noite
toda. Após lavagem em solução de PBS,
as seções foram incubadas com os anticor-
pos secundários biotinilados por três ho-
ras. Posteriormente, foram incubadas com
a solução do complexo estreptoavidina-
fosfatase alcalina (Sigma) por duas horas,
para detectar as proteínas TGFβ1 latente
e TGFβ1 ativa. Para a revelação da fosfa-
tase alcalina, os cortes foram incubados
com solução substrato-cromógeno recém-
preparada, contendo naftol- AS – MX-fos-
fato (Sigma), levamizol (Sigma) e o sal cro-
mogênico “fast red TR” (Sigma), diluídos
em solução tempão acetato de veronal, pH
8,3. Os complexos de imunoglobulina fo-
ram demonstrados pela positividade ex-
pressa em vermelho para as proteínas TGF-
β1 latente e TGFβ1 ativa. Os cortes foram
então lavados durante toda a noite, contra-
corados com hematoxilina de Gill e mon-
tados com immu-mount (Shandon, Pitts-
burgh, PA). Controles com omissão do an-
ticorpo primário foram incluídos em todos
os experimentos.

A análise imuno-histoquímica foi rea-
lizada em corações dos animais de ambos
os grupos, GI e GII, sendo um animal para
cada período de sacrifício (GI) e dois ani-
mais para cada período de sacrifício (GII).

RESULTADOS

Alterações morfológicas e histométricas:
comparação entre os corações irradiados
(GII) e não irradiados (GI)

Observaram-se alterações das fibras
musculares, que apresentaram os núcleos
ora mais volumosos com cromatina fina,
ora pequenos com cromatina condensada,
estriações menos nítidas e acentuação do
colágeno intersticial. Estas alterações ocor-

reram aos 30 dias, e de modo mais eviden-
te aos 90 dias após irradiação. Nos perío-
dos de 1 e 14 dias depois da irradiação não
foram observadas alterações cardíacas sig-
nificantes.

Após análise dos resultados morfológi-
cos que sugeriram aumento da deposição
de colágeno, foi realizada quantificação
deste. Esta contagem mostrou aumento sig-
nificante das fibras colágenas em geral,
perivascular e ao longo das fibras muscu-
lares, evidenciadas pelo picro sirius, aos
90 dias depois da irradiação (Figura 1).

Quanto ao colágeno III, evidenciado
pela prata de Gomori, não ocorreu aumen-
to significante deste nos períodos de tem-
po estudados (Figura 2).

Análise imuno-histoquímica

TGFβββββ latente: A imunoexpressão da
proteína TGFβ1 latente, demonstrada pela
cor vermelha, foi observada positiva, com
padrão granular e de distribuição difusa
nos cardiomiócitos em extensas áreas car-

díacas. Foram observadas algumas regiões
que apresentavam cardiomiócitos com fra-
ca imunopositividade. No tecido conjun-
tivo ocorreu forte imunorreatividade para
a proteína TGFβ1 latente. Este padrão foi
observado em todos os períodos do grupo
controle (GI) (Figuras 3A e 3B). Quanto
aos animais irradiados (GII) e sacrificados
um dia depois, a imunoexpressão da pro-
teína TGFβ1 latente manteve a mesma lo-
calização e forte positividade nos cardio-
miócitos, semelhantes ao controle. Porém,
a forte imunopositividade para a proteína
TGFβ1 latente no tecido conjuntivo ocor-
reu em menor extensão do coração em re-
lação ao controle. Nos períodos de 14 e
30 dias após irradiação foram observadas
várias e extensas regiões com cardiomió-
citos fracamente positivos e negativos su-
gerindo diminuição da expressão desta
proteína. Este mesmo padrão ocorreu nas
células do conjuntivo.

Aos 90 dias depois da irradiação foram
observados cardiomiócitos imunopositivos
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para a proteína TGFβ1 latente. Porém,
ocorreram várias áreas com cardiomiócitos
fracamente positivos. O tecido conjuntivo
apresentou imunoexpressão da proteína
TGFβ1 latente em menores regiões em re-
lação ao controle, e foram observadas pou-
cas células positivas e várias negativas (Fi-
guras 3C e 3D).

TGFβββββ1 ativa: O coração dos animais
controles (GI), nos diversos períodos de
sacrifício, revelou várias áreas com cardio-
miócitos imunopositivos para a proteína
TGFβ1, ativa com padrão granular e de
distribuição difusa. Foram observadas al-
gumas regiões com fraca imunopositivi-
dade e escassas negativas. O tecido conjun-
tivo apresentou fraca imunorreatividade
para a proteína TGFβ1 ativa e raras células
imunopositivas (Figuras 3E e 3F).

No período de um dia após a irradia-
ção verificou-se aparente aumento da imu-
noexpressão da proteína TGFβ1 ativa nos
cardiomiócitos, em comparação com o
controle. Este aspecto foi observado em
extensas áreas cardíacas com cardiomióci-
tos fortemente positivos com padrão gra-
nular e de distribuição difusa. Em algumas
regiões ocorreu fraca imunorreatividade. O
tecido conjuntivo apresentou aspecto imu-
no-histoquímico semelhante ao controle.
Este padrão foi mantido aos 14 dias após
a irradiação, tanto para os cardiomiócitos
quanto para o tecido conjuntivo. Aos 30
dias após a irradiação os cardiomiócitos
apresentaram aspecto imuno-histoquímico
semelhante aos períodos anteriores. Po-
rém, o tecido conjuntivo aparentemente
apresentou imunorreatividade para a pro-
teína TGFβ1 ativa e em maiores extensões
em relação aos períodos anteriores. No
período de 90 dias depois da irradiação
foram observadas várias áreas de cardio-
miócitos fortemente positivos com padrão
granular, de distribuição difusa, ao lado de
algumas regiões negativas. No tecido con-
juntivo foi observada forte imunoexpres-
são da proteína TGFβ1 ativa em regiões
mais extensas do que nos demais períodos
estudados (Figuras 3G e 3H).

DISCUSSÃO

Os resultados histopatológicos obtidos
nos corações irradiados evidenciam alte-
rações das fibras musculares, que apresen-

tam núcleos ora mais volumosos com cro-
matina fina, ora pequenos com cromatina
condensada, menor nitidez das estriações
e acentuação do colágeno. Estas alterações
foram observadas aos 30 dias e ficaram
mais evidentes aos 90 dias após irradiação.

Alterações histopatológicas nas células
musculares miocárdicas, no periocárdio e
vasos do coração foram relatados por di-
versos autores na literatura, em modelos
experimentais com coelhos e ratos, utili-
zando-se diferentes doses de radiação(1,23–

27). Importante ressaltar o estudo de Gil-
lette et al.(28), que determinou a razão α/β
em coração de cães e coelhos irradiados,
de 2,4 Gy para o miocárdio, 2,9 Gy para o
pericárdio e 1,8 a 2,8 Gy para os vasos. Re-
lataram, também, que o risco de doença ar-
terial coronariana aumenta com o aumen-
to da dose por fração. Esses resultados fo-
ram obtidos com o uso de doses da ordem
de 20 Gy localizadas em região torácica e
administradas em diferentes doses por fra-
ção. Neste trabalho, para o estudo das al-
terações cardíacas radioinduzidas, a dose
total utilizada foi menor que 7 Gy, porém,
administrada como fração única e em cor-
po inteiro. Dessa forma, foi possível a in-
dução de lesão cardíaca e possibilitou o
estudo de fatores envolvidos na mesma.

Para análise quantitativa da deposição
do colágeno foram realizadas colorações
com picro sirius e com a prata de Gomori.
Em relação especificamente ao picro si-
rius, a quantificação do colágeno não foi
realizada em microscópio de luz polariza-
da(29), porque o fundo escuro deste, asso-
ciado ao retículo em preto da ocular his-
tométrica, dificultava consideravelmente a
contagem. Por isso, foi utilizado o micros-
cópio de luz comum, tomando-se o cuida-
do de considerar, para as contagens, as es-
truturas com características morfológicas
de fibras colágenas coradas em vermelho.
Isto possibilitou estimar o colágeno em
geral. Esta análise foi complementada pela
coloração com a prata de Gomori eletiva
para colágeno III, que permitiu, assim,
quantificar a fibrose reticulínica inicial(30).

O aumento significante da deposição do
colágeno em geral, verificado no período
de 90 dias, constitui importante efeito ra-
dioinduzido no coração e de implicações
clínicas para o paciente irradiado. Os re-
sultados encontrados corroboram os da

literatura, que relatam que a alteração his-
topatológica mais expressiva radioinduzi-
da no coração é evidenciada na forma de
fibrose. Esta é constituída por uma rede de
fibras colágenas que separam os cardio-
miócitos individualmente ou em pequenos
grupos(1,25). O estudo de Krüse et al.(6),
realizado com diversas doses de radiação,
evidencia que a severidade da resposta fi-
brogênica é dose dependente. Relata, tam-
bém, aumento do RNAm do procolágeno
III logo nos primeiros três meses e do pro-
colágeno I ao longo de 12 meses no cora-
ção de ratos irradiados na região torácica
com a dose única de 20 Gy.

Pelo exposto, observa-se que o efeito
relevante induzido pela radiação na dose
empregada são as alterações nucleares e
diminuição das estriações das células mus-
culares cardíacas, e aumento da deposição
do colágeno em geral, que pode levar ao
processo de fibrose miocárdica e pericár-
dica. O colágeno III não parece ter papel
relevante no processo de fibrose cardíaca
radioinduzida nas condições do experi-
mento do presente estudo.

Em relação ao mecanismo ou fatores
envolvidos no aumento do colágeno após
irradiação, a proteína TGFβ1 parece exer-
cer relevante papel(16).

Os resultados encontrados demonstra-
ram que a imunoexpressão da proteína
TGFβ1 latente ocorreu com forte intensi-
dade nos cardiomiócitos e no tecido con-
juntivo dos corações não irradiados. A pro-
teína TGFβ1 ativa também foi detectada
nos cardiomiócitos dos corações não irra-
diados, sendo que no tecido conjuntivo
apresentou fraca imunopositividade. Estes
achados nas células e estruturas do cora-
ção diferem daqueles encontrados em ou-
tros tecidos como as células alveolares do
pulmão(20) e em megacariócitos da medula
óssea(19). Nestas células, a TGFβ1 ativa não
foi detectada em condições fisiológicas por
imuno-histoquímica. Diferentes padrões
de expressão para as diferentes isoformas
da proteína também foram observadas em
outros tipos de células(31). Talvez estes
achados estejam relacionados ao controle
fisiológico de proliferação e diferenciação
das células cardíacas pela proteína TGFβ1.
Após irradiação, ocorreram áreas cardía-
cas mais extensas com cardiomiócitos for-
temente imunopositivos para a proteína
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TGFβ1 ativa em 1, 14, 30 e 90 dias, quan-
do comparados aos controles. O tecido
conjuntivo que apresentava fraca imunor-
reatividade para esta proteína nos animais
controles também apresentou forte imuno-
expressão da TGFβ1 ativa aos 30 e mais
evidente aos 90 dias depois da irradiação.
Ambos os tipos celulares (cardiomiócitos
e células do conjuntivo) apresentaram di-
minuição da imunorreatividade para a pro-
teína TGFβ1 latente após irradiação. Po-
rém, para os cardiomiócitos, esta diminui-
ção foi detectada nos períodos de 14, 30 e
90 dias, e para as células do conjuntivo, a
diminuição da imunoexpressão da proteí-
na TGFβ1 latente foi observada em todos
os períodos de tempo estudados. No caso
dos cardiomiócitos, é possível que um dia
depois da irradiação tenha ocorrido ape-
nas uma discreta diminuição desta proteí-
na, que não foi possível visibilizar por imu-
no-histoquímica. Em relação às células do
tecido conjuntivo, o fato de ter havido di-
minuição da imunoexpressão da proteína
TGFβ1 latente em todos os períodos de
tempo após irradiação e o aumento da imu-
noexpressão da proteína TGFβ1 ativa ter
sido detectada apenas aos 30 e 90 dias, é
possível que nos períodos iniciais de 1 e
14 dias depois da irradiação já tenha ocor-
rido ativação da proteína TGFβ1, porém
de forma discreta, e a baixa concentração
da proteína não permitiu sua detecção por
imuno-histoquímica. Estes resultados, no
entanto, sugerem ativação in situ da pro-
teína TGFβ1. A ativação da proteína TGF-
β1 foi observada em horas e dias depois da
irradiação em glândula mamária(17,32) aos
10 e 30 dias depois da irradiação em me-
gacariócitos in vivo(19) e em 14 dias depois
da irradiação em células alveolares pulmo-
nares(20).

Sugere-se que a ativação precoce seria
conseqüente ao “stress” oxidativo induzi-
do pelos radicais livres produzidos pela
radiação, e a elevação continuada e tardia
da proteína, devida a mecanismos celula-
res via plasmina. A plasmina é uma pro-
tease que ativa a proteína TGFβ1 latente
in vivo. A indução do ativador do plasmi-
nogênio tecidual (tPA) e do inibidor do ati-
vador do plasminogênio (PAI) foi demons-
trada em vários tecidos após irradiação(33).
Demonstrou-se, também, aumento da ati-
vação da proteína TGFβ1 latente pelo tPA,

pelo ativador do plasminogênio tipo uro-
quinase e pelo plasminogênio após irradia-
ção(34).

No que se refere à ativação da proteína
TGFβ1 latente observada em 1, 14, 30 e 90
dias nos cardiomiócitos e a evidente ativa-
ção detectada aos 30 e 90 dias nas células
do tecido conjuntivo sugerem a importân-
cia da via celular de ativação da TGFβ1 la-
tente no coração. Porém, o papel da ativa-
ção desta proteína induzida pelos radicais
livres, que apresentam meia vida curta, não
foi verificado no presente experimento,
uma vez que o período mais precoce estu-
dado foi o de um dia após irradiação. Tal-
vez ambos os mecanismos possam ser im-
portantes para a ativação da proteína
TGFβ1 latente no coração irradiado.

Os achados do presente trabalho evi-
denciaram elevação da proteína TGFβ1 em
células do coração irradiado e corroboram
aqueles de outros autores(6,35). No entan-
to, esses trabalhos não estudaram especi-
ficamente a ativação in situ da proteína
TGFβ1 no coração. O esclarecimento des-
ses aspectos é relevante, especialmente
quando se deseja prevenir o desenvolvi-
mento da fibrose cardíaca radioinduzida.
Uma possibilidade é o uso de drogas anti-
oxidantes. A literatura mostra que o au-
mento da oxidação intracelular induzido
pela TGFβ1 é abolido com o uso de dro-
gas antioxidantes(36). É também relatado na
literatura que a amifostina inibe a transdu-
ção da sinalização da proteína TGFβ1 em
megacariócitos irradiados in vivo(19).

Em conclusão, analisados em conjun-
to, os resultados mostraram alterações
morfológicas, aumento da deposição de
fibras colágenas e ativação da proteína
TGFβ1 em coração, após irradiação. Su-
gerem também a importância da participa-
ção da proteína TGFβ1 no processo de fi-
brose cardíaca radioinduzida, e que célu-
las do parênquima (cardiomiócitos) e do
tecido conjuntivo podem participar deste
mecanismo atuando como fontes da pro-
teína TGFβ1 ativa.
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