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RESUMO

A existéncia de relatos ocasionais de cardiotoxicidade pelo VP-16 motivou os autores a
realizarem este estudo. Para tal, um modelo experimental utilizando dois grupos de ratas Albinas
(grupo A e grupo B) foi idealizado. Os animais do grupo A foram divididos em sub-grupos de 10
(G1, G2, G3, G4 e G5), sendo tratados com VP-16-213 5mg/kg de peso por via intrapetorineal em
ciclos semanais pelo prazo de oito ciclos. O grupo B recebeu solucdo de cloreto de sédio isotbnico
(0,9%) pelo mesmo espaco de tempo. Os animais do grupo A foram sacrificados a intervalos de 14
dias, segundo a ordem dos sub-grupos tratados. Os animais do grupo B foram sacrificados ao tér-
mino do experimento. A avaliacdo anatomopatolégica dos coracdes de animais do grupo A nao
diferiu significativamente entre os sub-grupos, a despeito das doses crescentes da droga. Quando
estes achados foram confrontados com os do grupo B, nao foram detectadas diferencas significa-
tivas entre as amostras (P menos de 0.05). Isto permite aos autores concluir pela auséncia de
cardiotoxicidade pela droga, o que sugere que as descrigcoes prévias de literatura devam decorrer de

fatores ndo-associados ao uso de droga.
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INTRODUGCAO

Dentre os diversos derivados das podofiloto-
xinas sintetizadas nos ultimos anos, o VP-16
(4'-demetilepipodofilotoxina 9-4, 6-O-etilideno-
beta-D-glicopiranosideo), registrado como NCS-
141540, é talvez o de maior indice terapéutico
em tumores experimentais e humanos! . Sua far-
macocinética tem sido investigada através da téc-
nica de cromatografia |iquida de alta-pressdo,
principalmente em carcinoma de pulmdo tipo
Lewis?.

Inicialmente tida como uma droga inibidora
do fuso mitdtico, este mecanismo parece ser de
importancia secunddaria dentro de doses farmaco-
l6gicas. Sua acdo mais provavel parece derivar de
indugdo de quebras em bandas de DNA?, além
de blogueios nas fases S, G2 e pré-mitética*. A

atividade clinica de droga tem sido amplamente
demonstrada em uma série de neoplasias, sobre-
tudo tumores de linhagem linfoproliferativa®,
carcinoma de pequenas células do pulm3o® e tu-
mores embriondrios’ .

Ainda que a toxicidade do VP-16 se restrinja
basicamente a medula 6ssea® e ao trato gastro-
intestinal®, alopécia!®, reacGes de hipersensibili-
dade!®, hipotensdo ap6s infusdo endovenosa ra-
pida'!, e alteracOes no perfil hepético!® tém si-
do descritas.

Neste estudo, os autores atentam para um ra-
ro efeito colateral atribufdo a droga, qual seja, o
desenvolvimento de dano cardiaco! 2. Ainda que
existam algumas referéncias ocasionais de surgi-
mento de cardiopatia na vigéncia do uso do
VP-1613+ 14 isto é muito pouco consistente na
literatura, além de n&o haver nenhum estudo me-
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todologicamente adequado enderecado a este
problema. Tendo esta controvérsia como base,
0s autores idealizaram um modelo experimental
no rato, através de um estudo-controlado, no
qual os achados anatomopatoldgicos em miocér-
dio de animais tratados com VP-16 foram con-
frontados com os de controles tratados apenas
com solu¢do de cloreto de sddio isotdnico
(0,9%).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas ratas Albinas procedentes
do Biotério do Instituto de Biociéncias da Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). Os grupos foram designados como A
e B. No grupo A, foram inclufdos 50 animais,
os quais foram subdivididos em cinco sub-gru-
pos de 10 animais cada um (sub-grupos 1, 2, 3,
4 e 5). No grupo B, foram incluidos 10 animais.
O peso médio ao inicio do experimento foi de
185 gramas (160-196) e a idade média de 114
dias (108-126). Os animais foram mantidos em
gaiolas polipropileno com 40 x 30 x 16 centf-
metros, contando cinco animais por gaiola. Os
animais receberam racdo-padrdo e dgua “ad libi-
tum”’. A totalidade dos animais foi mantida em
uma sala do Biotério do Instituto de Biociéncias
da UFRGS (sala 7), com ventilagdo constante, &
temperatura ambiente e com entradas na sala
apenas para alimentacdo, limpeza e realizacdo
do experimento (no méximo cinco pessoas por
vez, ao maximo cinco vezes ao dia).

Os animais receberam tratamento segundo
protocolo anexo (quadro 1). No grupo A, foram
administradas injecOes intraperitoneais de VP-16
(VEPESID 100 mgR, Laboterédpica Bristol —
Quimica e Farmacéutica Ltda.) na dose de
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5mg/kg de peso semanalmente por oito semanas.
Os animais deste grupo foram sacrificados a in-
tervalos de duas semanas, de acordo com a or-
dem dos sub-grupos 1, 2, 3, 4 e 5, respectiva-
mente.

Os animais do grupo B foram tratados com
solucdo de cloreto de soédio isotdnica (0,9%) se-
manal por via intraperitoneal durante oito sema-
nas, sendo apds sacrificados ao fim do experi-
mento.

Uma vez sacrificados, os animais de cada gru-
po foram toracotomizados, tendo o coracao sido
retirado, no limite dos vasos da base, e encami-
nhado para estudo anatomopatolégico, sob a res-
ponsabilidade de um de nés (L. B. C.) no Depar-
tamento de Patologia da Faculdade de Medicina
da UFRGS. Inicialmente, apds a retirada do or-
gdo, um fragmento da ponta do ventriculo es-
qguerdo foi removido com lamina de bisturi con-
vencional e encaminhado para estudos em mi-
croscopia eletronica no Setor de Microscopia
Eletrobnica do Instituto de Biociéncias da
UFRGS. Em seguida, os coracdes foram pesados
em conjunto (n=10) e procedida a inspe¢do do
6rgdo. Os coracdes foram seccionados transver-
salmente, na altura do terco superior dos ventri-
culos, incluindo as vélvulas cardfacas (ver figu-
ra 1). Os cortes foram de 0,5 centimetros de es-
pessura. As amostras calhidas foram processadas
em Auto-technicon Ultra e inclufdas em blocos
de parafina, seccionados apdés em Micrétomo
Spencer '8202" na espessura de 5 micra. Os cor-
tes foram corados pela técnica de Hematoxilina-
Eosina e examinados em microscopio Carlzeiss-
Jena no Departamento de Patologia da UFRGS.
Os achados anatomopatoldgicos foram descritos
segundo a macroscopia (inspecdo em cortes) e
microscopia Optica (caracteristicas das fibras

QUADRO 1 — Protocolo de Estudo

8 15

DIAS
22 29 36 43 50 57 63

GRUPO A (n=50)
VP-16 5mg/kg IP
G1 (n=10)
G2 (n=10)
G3 (n=10)
G4 (n=10)
G5 (n=10)

X X x X *
X X X X
XXX *

GRUPO B (n=10)
Solucdo de Cloreto de Sédio 0,9%

x
x
x

X X X
X X
X
X

X dias de administragdo da droga
*  dias de sacrificio dos animais



Cardiotoxicidade do VP-16: Schwartsmann e cols. ‘ 139

FIGURA 1 — Técnica de padroniza-
¢do dos cortes.

miocérdicas, busca de zonas de necrose, degene-
racdo tecidual, manifestacGes de cardite, altera-
¢Oes na vasculatura corondria, circulacdo veno-
sa, estroma conjuntivo, etc. . .).

Os resultados obtidos foram tratados estatis-
ticamente através dos testes Exato de Fischer e
U de Mann-Whitney, sob a orientacdo técnica do
Departamento de Bioestatistica da UFRGS.

RESULTADOS

A avaliacdo macroscopica do material de am-
bos os grupos, incluindo os vdrios sub-grupos 1,
2, 3, 4 e 5do grupo A e os do grupo B ndo mos-
traram diferencas significativas (P>0,05), sendo
consideradas dentro da normalidade para a espé-
cie. A forma, volume, peso médio (0,90 gramas)
e caracteristicas morfolégicas foram semelhantes
nos dois grupos. Ao corte, estes dados foram
confirmados (P>0,05).

Ao estudo microscépico, ndo houve diferen-
cas significativas quanto as caracteristicas das
fibras estriadas, formac&o da sincicios, morfolo-
gia nuclear, distribuicdo da cromatina nuclear e
morfologia do citoplasma entre animais de dife-
rentes subgrupos do grupo A egrupo B (P>0,05).
O intersticio apresentava escasso numero de fi-
broblastos, leve congestdo vascular, mas estrutu-
ra e espessura de paredes venosas e arteriais nor-

mais (P>0,05). As valvulas cardfacas eram cons-
titufdas de tecido mesenquimal préprio, reves-
tidas por endotélio normal, contendo codgulos
sanguineos habituais para este tipo de prepara-
cdo (P>0,05). Nas figuras 2 e 3, podem ser vistas
as caracterf(sticas descritas em material colhido
de animais de ambos 0s grupos.

O material encaminhado para estudo em mi-
croscopia eletrdnica se encontra em fase de pro-
cessamento e serd apresentado posteriormente.

DISCUSSAO

O desenvolvimento de cardiotoxicidade apds o
uso de drogas antineopldsicas tem sido objeto
de grande interesse em literatura®'®. As antraci-
clinas sdo os derivados em que esta associacdo
tem sido mais bem documentada’ ®. Clinicamen-
te dois padrbes de toxicidade sdo descritos. O
primeiro & dose-independente, geralmente de
instalacdo aguda, apds horas ou dias da injecdo
da droga, caracterizando-se pelo surgimento de
distdrbios de conducdo e arritmias, ou eventual-
mente insuficiéncia cardfaca aguda, com choque
cardiogénico® ¢. O segundo padr3o de toxicidade
€ cumulativo, dose-dependente e se manifesta
por um quadro de insuficiéncia cardfaca conges-
tiva, geralmente apdés uma dose total minima
que para a Doxorubicina se situa entre 450-550
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FIGURA 3 — Exemplo de ma-
terial de coracdo pds-tratamen-
to. )

mg/m2!¢. O diagnostico desta forma de miocar-
diopatia é confirmado por bidpsia endocérdica,
ainda que possa ser detectado através de moni-
torizacdo de fracdo de ejecdo do ventriculo es-
querdo, por método cintilogréfico ou ecogra-
fico'¢. O mecanismo do dano ao musculo car-
dfaco é ainda controverso, mas parece estar rela-
cionado a uma excessiva peroxidacdo de acidos
graxos miocardicos' 7. Neste sentido, estudos
utilizando agentes anti-oxidantes, como o alfa-
tocoferol, na vigéncia do uso de Doxorubicina
tém sugerido a possibilidade de que estas alte-
racdes possam ser prevenidas.

Recentemente, novas antraciclinas tém sido
desenvolvidas na tentativa de reduzir a chance
de cardiotoxicidade, sem perda da atividade
antitumoral.
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rial de coracdo pré-tratamento.

Entretanto, o risco de dano miocérdico ndo
parece ser uma caracteristica apenas das drogas
pertencentes a este grupo. A Mitomicina C pode
também se associar ao surgimento de dano car-
dfaco, sobretudo quando utilizada em proto-
colos que incluam Doxorubicina?®. A Ciclofos-
famida pode ocasionar necrose miocdrdica aguda
apds o uso em altas doses (acima de 100mg/kg
de peso), o que pode ser demonstrado em pa-
cientes tratados em programas de transplante de
médula Ossea' ¢. Além disto, uma sindrome ca-
racterizada por dor tordcica, elevacdo enzimati-
ca compativel com infarto do miocérdio tem
sido descrita em pacientes tratados com b-fluo-
rouracil por infusdo continua® ¢

O VP-16 é uma droga cujos efeitos colaterais
incidem basicamente sobre a médula Ossea e o

FIGURA 2 — Exemplo de mate-
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trato digestivo®’ . Leucopenia ¢ a principal li-
mitacdo de seu uso, sendo de grau moderado,
com uma queda méxima cerca de 10 dias apds
a administracdo endovenosa®. As plaquetas ten-
dem a uma queda médxima alguns dias apds a
depressdo dos leucdcitos, com recuperacdo de
ambos em cerca de sete dias®. Nauseas, vOmitos
e diarréia podem ocorrer em até cerca de 25%
dos casos’®. Dentre os efeitos colaterais mais ra-
ros da droga, cardiotoxicidade tem sido descri-
ta'2. Entretanto, isto se fundamenta em relatos
de apenas trés casos de infarto do miocérdio na
vigéncia da droga e em pacientes com outros fa-
tores de risco cardfaco!®. Cardiopatia prévia
havia sido descrita em dois destes pacientes e o
terceiro havia recebido irradiacdo de medias-
ting' *.

Tendo como base estas descricOes esporédicas
vinculando o uso de VP-16 ao surgimento de
dado cardiaco, os autores idealizaram este estu-
do em ratas Albinas. Uma vez que é virtualmente
impossivel que se conclua quanto aos efeitos co-
laterais da droga a partir de casos isolados, ndo-
controlados e na vigéncia de outras drogas ou fa-
tores também passiveis de induzirem dano car-
diaco, tornou-se imperativo que se criasse um
grupo-controle e que os animais tratados com
VP-16 recebessem apenas a droga. Nossos resul-
tados falharam em evidenciar alteracGes cardfa-
cas significativas pela droga, quer apos as inje-
cBes iniciais ou oito ciclos semanais. Isto nos
permite concluir pela auséncia de cardiotoxici-
dade deste agente, ao menos dentro das condi-
¢Oes deste estudo. Isto n3o exclui a remota pos-
sibilidade de que a droga possa induzir espasmo
coronariano, ndo detectdvel do ponto de vista
anatomopatoldgico. Para elucidar esta duvida,
estudos funcionais, com o uso de drogas vaso-
ativas, poderiam ser de utilidade.

Em conclusdo, os resultados do presente es-
tudo n&o confirmam observagOes de literatura,
que atribuem ao VP-16 potencial cardiotéxico.
E provével que as alterac®es descritas a partir
de casos isolados decorram de fatores indepen-
dentes.

SUMMARY

Based on anedoctal reports from the literature sugges-
ting cardiotoxicity due to VP-16, the authors studied the
effects on an eight-weekly intraperitoneal (IP) injection
of VP-16 in a group of fifty Albine rats, compared to
controls receiving isotonic saline during the same period
of time. Group A (VP-16) received 5mg/kg weight IP
weekly for eight courses. Group B (isotonic saline) had

the same volume in isotonic saline IP. Animals from
Group A were killed at two-weekly intervals, according
to sub-groups G1, G2, G3, G4 and G5 (10 rats in each
interval). Animals from Group B were sacrified at the
end of experiment. Anatomopathological studies of
myocardium from Group A failed to show significant
differences between subgroups, in spite of increasing
total dosis. When both groups were compared, there
were no statystical differences between the animals
from Group A and B (P less 0.05). The authors con-
clude that there is no significant cardiac damage during
the VP-16 therapy, at least in experimental conditions.
The case reports found in the literature suggesting the
possibility of cardiac damage due to VIP-16 are probably
secondary to unrelated factors.

UNITERMS: VP-16, cardiotoxicity.
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