
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

FACULDADE DE MEDICINA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM PATOLOGIA 

 

 

 

 

 

LÍZIAS CLÁUDIA SAMPAIO QUINTELA 

 

 

 

 

 

 

 

NOVO MODELO ANIMAL DE LESÃO POR EXTRAVASAMENTO 

INDUZIDA POR VINORELBINA: ESTUDO DOS MECANISMOS PATOGÊNICOS 

COMO POTENCIAIS ALVOS TERAPÊUTICOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

FORTALEZA-CE 

2023 



 

 

LÍZIAS CLÁUDIA SAMPAIO QUINTELA 

 

 

 

 

 

 

 

NOVO MODELO ANIMAL DE LESÃO POR EXTRAVASAMENTO INDUZIDA 

POR VINORELBINA: ESTUDO DOS MECANISMOS PATOGÊNICOS COMO 

POTENCIAIS ALVOS TERAPÊUTICOS  

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Patologia, da Faculdade de 

Medicina, da Universidade Federal do Ceará, 

como parte dos requisitos para obtenção do 

título de Mestre em Patologia. Área de 

concentração: Oncologia.  

 

Orientador: Prof. Dr. Roberto César Pereira 

Lima Júnior. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

FORTALEZA-CE 

2023 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LÍZIAS CLÁUDIA SAMPAIO QUINTELA 

 

 

 

 

 

 

 

NOVO MODELO ANIMAL DE LESÃO POR EXTRAVASAMENTO INDUZIDA 

POR VINORELBINA: ESTUDO DOS MECANISMOS PATOGÊNICOS COMO 

POTENCIAIS ALVOS TERAPÊUTICOS 

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Patologia, da Faculdade de 

Medicina, da Universidade Federal do Ceará, 

como parte dos requisitos para obtenção do 

título de Mestre em Patologia. Área de 

concentração: Oncologia. 

 

Orientador: Prof. Dr. Roberto César Pereira 

Lima Júnior. 

  

 

Aprovada em 28/04/2023. 

 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

Prof. Dr. Roberto César Pereira Lima Júnior (UFC) 

Profa. Dra. Ana Paula Negreiros Nunes Alves (UFC) 

Profa. Dra. Camila Fernandes (UFC) 

Prof. Dr. Ricardo de Oliveira Lima (UFC) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao Criador. 

Aos meus pais e irmãs. 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Ao Criador por ter me permitido concluir este trabalho. 

À Nossa Senhora de Fátima a quem recorri muitas vezes. 

À minha família: meus pais José Bonifácio e Francisca e minhas irmãs Josy e Sarinha, 

vocês foram o alicerce que me manteve de pé. 

À Lolita (in memoriam), que foi minha companhia em todos os longos momentos de 

estudo e que me faz tanta falta no presente.  

A todos os meus animais de estimação que tornavam meus dias mais leves. 

Aos Ratinhos que doaram suas vidas em prol da ciência.  

Ao meu orientador Dr. Roberto César por todos os ensinamentos, por sua parcimônia e 

por dividir sua sabedoria. 

À professora Deysi Wong por suas generosas contribuições. 

À professora Dra. Ana Paula Negreiros por sua imensa contribuição nos trabalhos 

histopatológicos. 

À minha amiga e companheira de laboratório Aurilene Cajado que se dedicou a este 

trabalho junto comigo e esteve presente em todos os momentos. 

A todos os colegas do Laboratório de Farmacologia da Inflamação e do Câncer (Lafica), 

agradeço imensamente pela contribuição de cada um. 

Aos membros da banca professora Dra. Ana Paula Negreiros Nunes Alves, Profa. Dra. 

Camila Fernandes e Prof. Dr. Ricardo de Oliveira Lima por suas contribuições finais.  

Aos órgãos governamentais de fomento: Capes, Funcap e CNPq.  

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior – Brasil (CAPES) – Código de Financiamento 001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Inicie por fazer o necessário, então o que é 

possível e, de repente, o impossível estará 

feito”. (São Francisco de Assis). 

 

 



 

 

RESUMO 

 

Lesão por extravasamento é um termo que descreve as manifestações de dano tecidual 

resultantes do vazamento acidental de um fármaco para o espaço subcutâneo durante infusões 

intravenosas. Os alcaloides da vinca e seus derivados, como a vinorelbina, estão entre as drogas 

anticancerígenas vesicantes mais proeminentes. Nosso objetivo foi delinear um modelo 

experimental de lesão por extravasamento induzida por vinorelbina e testar o papel das células 

residentes no mecanismo da lesão. Para isto, Ratos Wistar machos foram divididos em grupos 

(n=6/grupo). Os animais anestesiados receberam injeção intradérmica de solução salina (grupo 

controle, 100 L/sítio) ou vinorelbina (0,03, 0,1, 0,3 ou 1 mg/100 l/sítio). Os animais foram 

eutanasiados após 2, 4, 8 ou 16 h após a injeção de quimioterapia. As amostras de pele foram 

analisadas pelo ensaio de mieloperoxidase (MPO) para determinar o curso temporal da 

inflamação. O experimento foi repetido seguindo o mesmo curso de tempo usando o método de 

extravasamento do corante azul de Evans para determinar a permeabilidade vascular cutânea. 

O corante (25 mg/kg, i.v.) foi administrado 1 h antes da eutanásia dos animais. Amostras de 

tecido foram analisadas histopatologicamente para analisar os danos causados pela vinorelbina 

e se estabelecer um histoescore para graduação da lesão. Posteriormente, um ensaio de 

imunofluorescencia foi desenvolvido em amostras de pele para avaliar a expressão de iNOS e 

TNF-α. Em outro contexto experimental, os animais foram divididos em dois grupos: ratos com 

cavidades peritoneais lavadas com solução salina e ratos com cavidades peritoneais não 

lavadas. Esses grupos receberam solução salina (1 ml/cavidade, i.p.), vinorelbina (1 

mg/ml/cavidade, i.p.) ou vinorelbina + dexametasona (3 mg/kg, s.c.) 30 min após a lavagem. O 

exsudato peritoneal foi coletado 4 h após a exposição à quimioterapia para quantificar o número 

de neutrófilos migrados. A maior concentração de vinorelbina testada (1 mg/sítio) causou 

aumento da acumulação de neutrófilos no maior tempo testado, qual seja, 16h. Esse achado foi 

acompanhado de uma resposta edematogênica tempo-dependente, detectada pela 

permeabilidade vascular cutânea ao azul de Evans com máximo testado 16 horas após a 

exposição à quimioterapia em comparação com o grupo salina (P <0,05). A vinorelbina não 

induziu sinais de inflamação em 2, 4 ou 8 horas após a injeção da droga. Ao histoescore 

padronizado neste estudo, observou-se um padrão intenso de lesão associado à vinorelbina 

quando extravasada para o tecido (escores 9[8–9]). Esses danos foram atenuados (P<0,05) ao 

se utilizar dexametasona previamente (escores 7,5[7–8]). A vinorelbina induziu a expressão de 

iNOS, mas não de TNFα, nas amostras de pele com injeção de vinorelbina, o que foi reduzido 

pela dexametasona. No ensaio de depleção de células residentes, verificou-se uma redução da 

população de células mononucleares na cavidade peritoneal dos ratos após a lavagem peritoneal 

com soro fisiológico. A capacidade da vinorelbina de induzir o acúmulo de neutrófilos foi 

ampliada na cavidade lavada, sugerindo uma independência de células residentes na capacidade 

inflamatória do quimioterápico. A dexametasona preveniu significativamente a migração de 

neutrófilos (P<0,05) indicando que a vinorelbina induz quimiotaxia de neutrófilos em um 

mecanismo independente de células residentes, mas de forma dependente de mecanismos 

químicos inflamatórios de natureza proteica. Assim, delineamos um novo modelo animal de 

lesão por extravasamento induzido por vinorelbina. Adicionalmente, elaboramos um sistema 

de graduação por histoescore padronizado para avaliação da lesão. O quimioterápico induziu o 

acúmulo de neutrófilos durante a lesão tecidual independentemente da estimulação das células 

residentes.  

 

Palavras-chave: quimioterapia; vinorelbina; extravasamento; neutrófilos; citocinas. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Extravasation injury is a term that describes the manifestations of tissue damage resulting from 

the accidental leakage of a drug into the subcutaneous space during intravenous infusions. 

Vinca alkaloids and their derivatives, such as vinorelbine, are among the most prominent 

vesicant anticancer drugs. We aimed to design an experimental model of vinorelbine-induced 

extravasation injury and test the role of resident cells in the injury mechanism. Male Wistar rats 

were divided into groups (n=6/group). Anesthetized animals received an intradermal injection 

of saline solution (control group, 100l /site) or vinorelbine (0.03, 0.1, 0.3, or 1 mg/100 l 

/site). The animals were euthanized after 2, 4, 8, or 16 h after chemotherapy injection. Skin 

samples were analyzed by the myeloperoxidase (MPO) assay to determine the time course of 

inflammation. The experiment was repeated following the same time course using the Evans 

blue dye extravasation method to determine cutaneous vascular permeability. The dye (25 

mg/kg, i.v.) was administered one h before the euthanasia of the animals. Tissue samples were 

analyzed histopathologically to analyze the damage caused by vinorelbine and to establish a 

histo-score for grading the lesion. Subsequently, an immunofluorescence assay was developed 

in skin samples to evaluate the expression of iNOS and TNF-α. In another experimental context, 

the animals were divided into two groups: rats with peritoneal cavities washed with saline 

solution and rats with unwashed peritoneal cavities. These groups received saline (1 ml/well, 

i.p.), vinorelbine (1 mg/ml/well, i.p.), or vinorelbine + dexamethasone (3 mg/kg, s.c.) 30 min 

after lavage. The peritoneal exudate was collected four h after chemotherapy exposure to 

measure the number of migrated neutrophils. The highest concentration of vinorelbine tested 

(1 mg/site) caused an increase in the accumulation of neutrophils in the longest time tested, that 

is, 16h. This finding was accompanied by a time-dependent edematogenic response, detected 

by cutaneous vascular permeability to Evans blue at 16 hours after exposure to chemotherapy 

compared to the saline group (P < 0.05). Vinorelbine did not induce signs of inflammation at 2, 

4, or 8 hours after drug injection. The histoscore standardized in this study showed an intense 

pattern of injury associated with vinorelbine when extravasated into the tissue (scores 9[8–9]). 

These damages were attenuated (P<0.05) when previously using dexamethasone (scores 7.5[7–

8]). Vinorelbine induced iNOS expression, but not TNFα, in skin samples injected with 

vinorelbine, which was reduced by dexamethasone. In the resident cell depletion assay, a 

reduction in the population of mononuclear cells was observed in the peritoneal cavity of rats 

after peritoneal lavage with saline solution. The capacity of vinorelbine to induce the 

accumulation of neutrophils was enhanced in the washed cavity, suggesting the independence 

of resident cells in the inflammatory capacity of the chemotherapy agent. Dexamethasone 

significantly prevented neutrophil migration (P<0.05), indicating that vinorelbine induces 

neutrophil chemotaxis in a mechanism independent of resident cells but dependent on 

inflammatory chemical mechanisms of protein nature. Thus, we designed a new animal model 

of vinorelbine-induced extravasation injury. Additionally, we developed a standardized histo-

score grading system for lesion assessment. The chemotherapeutic induced the accumulation 

of neutrophils during tissue injury regardless of stimulation of resident cells.  

 

Keywords: chemotherapy; vinorelbine; extravasation; neutrophils; cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer é uma doença que ocasiona alta mortalidade devido ao diagnóstico muitas 

vezes tardio, quando já se apresenta em estágios avançados. Em uma estimativa mundial 

produzida pela Agência Internacional de Pesquisas sobre o Câncer, em 2020, incluindo-se o 

câncer de pele não melanoma, ocorreram 19,3 milhões de casos novos e 10,0 milhões de óbitos.  

(SUNG et al., 2020). No Brasil, segundo a estimativa de 2023 feita pelo Instituto Nacional do 

Câncer (INCA) do Ministério da Saúde, para o triênio 2023-2025 a ocorrência de novos casos 

será de 704 mil a cada ano, realçando o impacto desta doença bem como a importância de se 

implementar ações de prevenção e controle.  

Para o tratamento do câncer, existem várias abordagens: cirurgia, radioterapia, 

quimioterapia, hormonioterapia, terapias alvo-direcionadas e imunoterapia, cuja combinação 

potencializa a atividade antitumoral (ALMEIDA et al, 2005; GUIMARAES et al, 2008; LEAL 

et al, 2010; MARTA et al, 2011; DA COSTA e CHAGAS, 2013; ALVARENGA et al, 2014; 

LEI et al, 2019). Quando surge a necessidade de um tratamento sistêmico, como nos casos em 

que há metástase, a quimioterapia é com frequência utilizada em cerca de 60 a 70 % dos casos. 

(SPENCE; JONHSTON, 1996), visto que se destinam à inibição da rápida proliferação celular 

por negativamente modular a replicação e reparo do DNA ou reprimir o ciclo celular (ECCLES; 

WELCH, 2007). 

 

1.2 Os alcaloides da vinca no tratamento contra o câncer 

 

A descoberta de novos fármacos antineoplásicos de origem vegetal tem impulsionado 

as pesquisas na área da Oncologia. Um dos exemplos mais importantes é o da Catharanthus 

roseus ou Vinca rosea utilizada pela população de Madagascar para o tratamento do diabetes. 

Durante os testes da atividade hipoglicemiante, os extratos desta planta produziram 

granulocitopenia em consequência da supressão da medula óssea dos animais suscitando a ideia 

de se estudar este efeito em modelos de leucemias e linfomas (DE CARVALHO, 2006; 

DUFLOS; KRUCZYNSKI; BARRET, 2002.). 

Após a confirmação das atividades nestes modelos, foram isolados dois alcaloides: 

vincristina e vimblastina, que a partir de 1960 foram introduzidos no tratamento da leucemia 

infantil, câncer testicular, doença de Hodgkin, dentre outros (MANN, 2002).  Os alcaloides da 

vinca compõem uma das classes mais antigas de medicamentos antineoplásicos utilizados em 

tumores animais e humanos e são conhecidos por inibirem a polimerização de microtúbulos. A 
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vinorelbina, um análogo semissintético da vimblastina, porém com toxicidade neurológica 

menor, foi sintetizado pela primeira vez em 1978, tornando-se uma droga mais lipossolúvel que 

outros alcaloides da vinca mais antigos (BUDMAN, 1997). Apesar de existirem muitos 

compostos derivados de alcaloides da vinca, apenas os dois compostos naturais, vinblastina e 

vincristina, e dois derivados semissintéticos, vindesina e vinorelbina, estão em uso clínico como 

antineoplásicos (DUFLOS; BARRET, 2002.). 

O mecanismo de ação principal da vinorelbina baseia-se em interferir com o rearranjo 

dos microtúbulos, inibindo sua proliferação do fuso mitótico, causando uma parada do ciclo 

celular na metáfase (ZHANG; YANG; GUO, 2017). Inibe a polimerização da tubulina e age 

principalmente sobre os microtúbulos mitóticos. Age intervindo também com o metabolismo 

dos aminoácidos, o transporte de cálcio, a respiração celular e a síntese dos ácidos nucleicos. É 

considerado um agente específico de fase do ciclo celular (fase M) (BRASIL, 2019; ZHANG; 

YANG; GUO, 2017).  

Em 1989, após passar por testes clínicos na Europa, a vinorelbina começou a ser 

utilizada no tratamento de carcinoma de pulmão de não pequenas células na França, e em 1994 

a droga foi aprovada nos Estados Unidos para tratar também o mesmo tipo de câncer 

(BUDMAN, 1997). No entanto, os agentes antineoplásicos são tóxicos a qualquer tecido de 

rápida proliferação, normais ou cancerosos, por isso tem como consequência o aparecimento 

de efeitos colaterais (FONSECA; ALMEIDA; MASSUNAGA, 2000). Um exemplo de 

toxicidade é a neuropatia periférica, que se desenvolve pela inibição do transporte axonal de 

neurotransmissores, sendo, portanto, efeito colateral comum e dose-limitante associado aos 

alcaloides da vinca (ISLAM et al., 2019).  

 

1.3 Os alcaloides da vinca e a interação com os microtúbulos 

 

Os microtúbulos são polímeros longos de proteínas em forma de tubos ocos que fazem 

parte do citoesqueleto e são essenciais em células eucariotas. As proteínas que formam os 

microtúbulos são chamadas de tubulinas. Existem dois tipos de tubulinas chamadas de α 

tubulina e β tubulina que se associam formando dímeros que se polimerizam formando 

protofilamentos. Os microtúbulos além de função estrutural na célula, participam do transporte 

de componentes, movimentação das organelas, sinalização celular e na mitose atuando no 

deslocamento dos cromossomos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). No processo de mitose, 

qualquer disfunção nos microtúbulos pode causar a interrupção da mitose e consequente morte 
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celular, e por este motivo os microtúbulos são importantes alvos de alguns antineoplásicos, 

como os alcaloides da vinca (ISLAM et al., 2019). 

Os alcaloides da vinca ligam-se às β-tubulinas inibindo a polimerização dos 

microtúbulos (FLORIAN; MITCHISON, 2016.). Estudos com a planta Catharanthus roseus 

deram origem a dois representantes naturais dessa classe de medicamentos antimitóticos: a 

vincristina e a vimblastina. Desde então, a planta passou por processos biotecnológicos com o 

intuito de aproveitar melhor suas propriedades e foi a partir disto que vários análogos 

semissintéticos destes medicamentos têm sido pesquisados, como por exemplo a vinorelbina, 

sintetizada pela primeira vez em 1978 como uma promessa de apresentar maior atividade 

terapêutica e menos efeitos adversos (GREGORY; SMITH, 2000; MANGENEY et al, 1979). 

Esse mecanismo difere de outros fármacos que têm como alvo o fuso mitótico, como o 

paclitaxel e docetaxel, que atual como estabilizadores de microtúbulos formados (CAPASSO, 

2012). 

Assim, a vinorelbina possui um amplo espectro de atividade antitumoral e tem sido 

utilizada contra a recidiva de câncer de mama em estágio avançado, quando há falha terapêutica 

com as antraciclinas. A vinorelbina tem um índice terapêutico melhor do que os compostos 

parentais, vincristina e vimblastina, provavelmente devido à sua maior afinidade pelos 

microtúbulos mitóticos (CAPASSO, 2012). 

Tais achados contribuem para uma alta eficácia clínica tanto para o tratamento de câncer 

de pulmão de células não pequenas (NSCLC) quanto para o de câncer de mama (CM), 

juntamente com uma boa tolerabilidade em doses terapeuticamente eficazes (GREGORY; 

SMITH, 2000). A despeito de uma excelente atividade atitumoral, a administração da 

vinorelbina por via intravenosa pode cursar com emergências clínicas devido ao 

extravasamento para os tecidos durante erros de administração em infusões intravenosas 

(CICCHETTI; JEMEC; GAULT, 2000.) e cujo manejo é uma emergência de enfermagem. 

 

1.4 Lesão por extravasamento e flebite associadas a antineoplásicos 

 

Apesar do notório avanço terapêutico a ponto de melhorar o prognóstico de vários 

tumores, os pacientes oncológicos continuam sofrendo com toxicidades decorrentes dos 

tratamentos (SCHIRRMACHER, 2019). Além disso, o conhecimento insuficiente acerca da 

patogênese de boa parte dessas reações adversas repercute no número bastante restrito de 

opções terapêuticas protetoras.  Como resultado, efeitos adversos sérios levam muitas vezes à 

descontinuação do tratamento, afetando a eficácia da terapia oncológica (BOSSI, et al 2015).  
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A interrupção do tratamento, dependendo da doença e da fase da terapia, aumenta as 

despesas para o sistema de saúde, gerando uma questão de saúde pública. Nos Estados Unidos 

calcula-se um impacto econômico anual de 100-330 bilhões de dólares associado à falta de 

adesão ao tratamento oncológico (BOSSI, et al 2015). Por outro lado, no Brasil, há um claro 

vácuo de informações relativas às toxicidades do tratamento oncológico, dada a 

indisponibilidade de dados demográficos e de farmacoeconomia.  

Na Oncologia, o termo “extravasamento” é usado para designar a administração não 

intencional de drogas quimioterápicas vesicantes fora do sistema venoso. É uma situação de 

emergência clínica associada ao uso de cateter de inserção periférica para administração de 

fármacos (CICCHETT; JEMEC; GAULT, 2000). Apesar das lesões por extravasamento 

acontecerem mais geralmente no tecido, elas também podem ocorrer no mediastino, no pulmão 

e em outras áreas quando ocorre o rompimento dos cateteres venosos centrais ou quando 

migram para fora da veia. Além disso, também podem ocorrer no músculo quando a droga é 

administrada imprudentemente através de injeção (SCHULMEISTER, 2007). 

Os antineoplásicos irritantes e vesicantes possuem o inconveniente de causar danos 

teciduais quando extravasam do vaso sanguíneo para o tecido ao serem administrados por 

cateter venoso periférico e esta é uma das principais preocupações da equipe de enfermagem 

ao se trabalhar com este tipo de fármaco. A diferença entre antineoplásicos vesicantes e 

irritantes se dá por estes causarem desconforto, ardor, calor e inflamação temporária enquanto 

que os fármacos vesicantes além de também causarem sintomas de inflamação como dor, 

queimação, vermelhidão e edema, podem levar ao surgimento de vesículas e destruição do 

tecido (necrose tecidual) podendo causar desde a perda de função do membro até danos 

neurológicos, afetando  a qualidade de vida do paciente e aumentando os custos do tratamento 

(FIDALGO et al, 2012; ANDRADE; SILVA, 2007; KREIDIEH; MOUKADEM; EL SAGHIR, 

2016).   

As reações imediatas do extravasamento destacam-se pela queimação, desconforto 

local, eritema e reações sistêmicas. As reações tardias, verificadas dias ou semanas após o 

evento de extravasamento, caracterizam-se principalmente por dor, edema, endurecimento, 

ulceração, vesículas, necrose tecidual secundária ao extravasamento, celulite e inflamação. 

Alguns danos são reversíveis, porém outros podem ser irreversíveis como a ulceração, necrose 

tissular grave, destruição progressiva de tecidos, que pode acometer nervos e tendões, além de 

déficits funcionais e estéticos de longo prazo (LANGER, 2010). 

O risco de extravasamento é inversamente proporcional ao calibre do vaso sanguíneo, 

aumentando com o uso de veias de menor calibre. Riscos são precipitados por erros técnicos na 
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punção venosa periférica e na administração das drogas, escolha inadequada do local de punção 

venosa, quimioterapia anterior no mesmo vaso, linfadenectomia axilar, radioterapia anterior em 

área de punção, alterações nutricionais, neuropatia preexistente, uso simultâneo de drogas que 

podem causar sonolência, confusão mental, agitação motora e vômito ou tosse (BONASSA; 

SANTANA, 2005).  

As taxas de incidência das lesões por extravasamento variam muito. Estima-se que 

ocorram entre 0,01% e 7% a depender do estudo. Há uma clara sugestão de que a incidência 

tem diminuido devido a melhorias nos procedimentos de infusão, reconhecimento precoce de 

vazamento de drogas e treinamento em técnicas de gestão (FIDALGO et al., 2012). 

Algumas ações se fazem necessárias quando da verificação do extravasamento do 

quimioterápico. A principal ação envolve a interrupção da infusão. Tal procedimento deve ser 

acompanhado da conexão de uma seringa e aspiração da medicação residual, além de manter 

elevado o membro afetado – acima do nível do coração (WENGSTRÖM; MARGULIES, 2008; 

FIDALGO et al., 2012). A realização de compressas frias ou quentes dependendo da medicação 

extravasada, durante 15 a 20 min e não realizar pressão manual direta sobre a área afetada são 

também incluídas nas principais medidas a serem tomadas ao se constatar a ocorrência de 

extravasamento (ANDRADE; SILVA, 2007; FIDALGO et al., 2012). 

Destacam-se também entre as opções de tratamento das lesões a remoção imediata do 

fluido do espaço perivenoso subcutâneo com infiltração de hialuronidase e múltiplas punções 

cutâneas ao redor da área de extravasamento, lavagem salina e lipossucção (GAULT; 

CHALLANDS, 1997) dimetil sulfóxido tópico (DMSO) (KASSNER, 2000), desbridamento 

cirúrgico e retalhos ou enxertos de pele nos casos mais graves onde ocorre perda do tecido 

(HEITMANN; DURMUS; INGIANNI, 1998). O curativo a vácuo (VAC) é reportado como 

capaz de aumentar a velocidade e eficácia na cicatrização, é uma terapia bem conhecida para o 

tratamento de pacientes com feridas de tecidos moles e pode ser coadjuvante do tratamento de 

lesões por extravasamento mais graves (HERSCOVICI et al, 2003).  

Quando a infusão de vinorelbina é mais longa, a incidência de toxicidade dermatológica 

aumenta (Gilbar e Carrington, 2006). Gilbar e Carrington demonstraram em 2006 que os casos 

de flebite são mais comuns que os casos de extravasamento quando do uso de vinorelbina. 

Contudo, ao se comparar a gravidade das lesões provocadas por vinorelbina e docetaxel, o 

primeiro apresentou necrose tissular em maior gravidade, assim como uma maior extensão de 

área ulcerada, profundidade de necrose e comprometimento muscular (ZHU et al, 2014). 

Uma das complicações locais de certos agentes quimioterápicos é a necrose tecidual 

decorrente do extravasamento. Um estudo de 1990, avaliou a eficácia da corticoterapia como 
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meio de minimizar a necrose e a necessidade de cirurgia reconstrutiva (TSAVARIS et al., 

1990). Para tanto, 53 pacientes com lesões de extravasamento por doxorrubicina, epirrubicina, 

vinblastina, mitoxantrona ou mitomicina C foram avaliados. O manejo clínico da lesão 

envolveu uma pomada de betametasona aplicada na lesão a cada 12 horas nos primeiros 2 dias 

e depois a cada 24 horas até a cura completa, evitando o desenvolvimento de necrose tecidual 

e a necessidade de cirurgia reconstrutiva (TSAVARIS et al., 1990). 

Por outro lado, em uma série retrospectiva de 175 casos de extravasamento, até 46% 

dos pacientes recebendo injeções intralesão de corticoides necessitaram, ainda, de 

desbridamento cirúrgico versus 13% daqueles sem uso corticoides, sugerindo um efeito 

deletério destes agentes (FIDALGO et al., 2012). No contexto de lesões por extravasamento 

por antracíclicos, os corticoides não são recomendados devido às lesões não terem um 

componente inflamatório subjacente como plano de fundo da patogênese (LANGER; 

SEHESTED; JENSEN, 2009). O uso de corticoides, portanto, parece controverso. Ao que se 

observa na literatura, os mecanismos de lesão por extravasamento variam de acordo com o 

quimioterápico envolvido, requerendo, por conseguinte, uma abordagem específica, a depender 

do caso (WENGSTRÖM; MARGULIES, 2008).  

Há um relato de um modelo experimental de lesão por extravasamento induzido por 

vinorelbine, doxorrubicina ou paclitaxel (SUGIMOTO et al., 2012). Naquele estudo, houve 

uma avaliação geral macroscópica e histopatológica. Macroscopicamente, as lesões cutâneas 

foram reduzidas por injeções locais de esteroides em ratos injetados com doxorrubicina ou 

vinorelbine. Histologicamente, a doxorrubicina, a vinorelbina e o paclitaxel induziram lesões 

teciduais profundas, marcadas por edema, inflamação e necrose. De forma interessante, a 

injeção local de corticoides não foi eficaz em prevenir esses danos (SUGIMOTO et al., 2012). 

Uma limitação desse estudo foi a deficiência na descrição detalhada dos achados 

histopatológicos, a ausência de uma curva temporal das alterações, a falta da avaliação de 

mediadores inflamatórios e mecanismos envolvidos, além, de um teste de administração 

sistêmica de corticoides.   

Desta forma, o presente estudo propõe o desenvolvimento de um modelo experimental 

de lesão por extravasamento de vinorelbina que permita a testagem de drogas com potencial 

terapêutico e o estudo de mecanismos, visando evidenciar uma racionalidade nessa testagem 

pautada em alvos específicos
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Apesar das lesões por extravasamento serem pouco frequentes na prática clínica, elas 

podem provocar graves e/ou irreversíveis complicações que, se não tratadas, podem 

comprometer cápsulas articulares, tendões, nervos e vasos, gerando sequelas graves como 

rigidez articular permanente, síndromes de compressão nervosa, défices neurológicos e 

distrofia simpática residual (FREITAS; POPIM, 2015). Além da doença repercutir de maneira 

significativa na vida do paciente oncológico promovendo diversas limitações e alterações 

psicológicas, os efeitos colaterais decorrentes da quimioterapia prejudicam a qualidade de vida 

do paciente.  

Em 2020, a incidência de câncer de mama ultrapassou a incidência de câncer de pulmão, 

estimando-se um número de 2,3 milhões de novos casos no mundo, enquanto que o câncer de 

pulmão se manteve como a principal causa de morte em se tratando de câncer. Já no Brasil, a 

estimativa é 74 mil novos casos de câncer de mama ocupando a segunda posição na 

classificação nacional. O câncer de pulmão ocupou o quinto mais incidente na estimativa 2023 

(INCA, 2022).  

A vinorelbina tem sido um fármaco amplamente utilizado no tratamento de câncer de 

pulmão e mama, que estão entre os tipos de câncer mais incidentes no mundo. Considerando a 

alta na incidência de câncer, é razoável notar que será necessária uma maior demanda de 

antineoplásicos, como a vinorelbina, para tratar estas doenças, o que consequentemente implica 

numa maior observância na frequência de toxicidades, como as lesões por extravasamento. 

Embora todos os fármacos vesicantes possam causar dano tecidual por extravasamento, 

as antraciclinas, como a doxorrubicina, têm o maior potencial vesicante quando comparadas a 

outros agentes quimioterápicos. Contudo, os estudos das lesões por extravasamento associadas 

especificamente aos antracíclicos têm sido mais bem documentados e abordagens terapêuticas 

têm sido indicadas, como o dexrazoxane aprovado pelo Food and Drug Administration, agência 

de vigilância de fármacos dos Estados Unidos (EL-SAGHIR et al., 2004). Por outro lado, a 

literatura não dispõe de estudos que abordem os mecanismos que levam à total compreensão de 

como ocorrem estas lesões quando se trata do extravasamento da vinorelbina. As pesquisas 

parecem ainda não ter alcançado um consenso sobre o padrão de tratamento efetivo para as 

lesões de pele causadas pelo extravasamento de vinorelbina, fatos que justificam a escolha deste 

fármaco como objeto deste estudo e a necessidade de se elaborar um modelo experimental que 

forneça informações necessárias para responder aspectos importantes da patogênese da lesão 

por extravasamento. 
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3 OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

Delinear um modelo experimental de lesão por extravasamento induzida por vinorelbina 

e testar o papel das células residentes no mecanismo da lesão. 

 

Objetivos específicos 

 

 Descrever de forma tempo-dependente as alterações inflamatórias e histopatológicas de 

estruturas afetadas pelo extravasamento de vinorelbina; 

 Desenvolver um sistema de classificação de dano tecidual provocado por 

extravasamento de vinorelbina; 

  Estudar o efeito da vinorelbina sobre a expressão de mediadores inflamatórios 

clássicos, sobre a migração de leucócitos para a cavidade peritoneal, bem como o papel 

de células residentes nesse mecanismo.
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4 MÉTODOS 

 

4.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O protocolo experimental foi submetido ao Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal do Ceará e aprovado em 30 de abril de 2020 sob o número 4753300919. 

Todos os preceitos considerados para esta aprovação seguiram a Lei 11.794 de 8 de outubro de 

2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo 

Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA). 

 

4.2 ANIMAIS 

 

Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos adultos, 

pesando entre 180 e 300 g, provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará (UFC).  

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, respeitando o número máximo de 

3 ratos por gaiola, sob ciclo claro-escuro de 12/12 horas com livre acesso à ração comercial e à 

água, em ambiente com temperatura controlada (22-25 oC) e exaustão de ar. 

 

4.3 COMPOSTOS 

 

Para a execução dos protocolos, usamos: vinorelbina (Navelbine®, Laboratório Pierre 

Fabre do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil), dexametasona (Azium® injetável, MSD, Merck Sharp 

& Dohme Corp., Brasil), cetamina (100 mg/kg, i.p., Quetamina, 10 g/100 mL, ampolas 

contendo 10 mL, Vetnil, São Paulo, Brasil) e xilasina (10 mg/kg, i.p., Xilazin®, 2 g/100 mL, 

ampolas contendo 10 mL, Syntec, São Paulo, Brasil). 

 

4.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

4.4.1 Protocolo I:  Determinação da concentração e tempo para indução da 

inflamação por vinorelbina 

 

Ratos Wistar anestesiados com cetamina e xilazina tiveram o dorso tricotomizado e 

divido em 6 quadrantes. Cada animal recebeu injeções de salina 0,9% (100 µL de solução por 
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sítio) e vinorelbina nas concentrações 0,03; 0,1; 0,3 ou 1 (mg/100 µL de solução por sítio). As 

administrações ocorreram por via intradérmica, com formação de pápula no dorso do animal 

(Figura 1). Nesse ponto, os animais foram divididos em dois grupos para análise de parâmetros 

inflamatórios e histológicos a partir do material biológico coletado nos tempos de 2, 4, 8 e 16 

horas após a injeção de salina e vinorelbina. No grupo designado para a análise de 

permeabilidade vascular, passado os tempos estipulados, foi administrada por via intravenosa, 

na veia dorsal peniana, a solução de Azul de Evans 2% (25 mg/kg) (n=6/ tempo analisado) e, 1 

hora depois, foi realizada a eutanásia dos animais por overdose de anestésicos. Após 

confirmação de morte, foram coletados discos de tecido epitelial de 1,5 cm de diâmetro. Já no 

grupo destinado à análise da atividade da mieloperoxidase (MPO) e de parâmetros histológicos 

(n=6/tempo analisado) os discos de tecido epitelial coletados foram divididos e reservados para 

as respectivas análises (Figura 1). 

 

Figura 1 -  Desenho experimental para determinar concentração e tempo de indução da 

inflamação por vinorelbina. 

 

Fonte: autoria própria. 

 

4.4.2 Protocolo II: Indução da lesão por extravasamento de vinorelbina 

 

Após serem anestesiados, ratos Wistar tiveram o dorso tricotomizado e dividido em 

quadrantes, com posterior administração de salina 0,9% (100 µL de solução por sítio; n=6) e 

vinorelbina (1 mg/100 µL de solução por sítio; n=6) isolada ou em combinação com 

dexametasona (3 mg/kg; via intraperitoneal; n=6). A administração de dexametasona foi 

realizada 1 hora e 30 min antes da injeção de vinorelbina e, passadas 16 horas, os animais foram 
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eutanasiados para coleta do tecido epitelial. Inicialmente, foi injetado cetamina (80 mg/kg, i.p.) 

e xilasina (10 mg/kg, i.p.) para eutanásia (figura 2). Após confirmação de morte, fragmentos 

do tecido epitelial foram fixados em formol tamponado 10% para análise histológica e 

quantificação da área fluorescente de marcadores inflamatórios por imunofluorescência a partir 

dos blocos de parafina. 

 

Figura 2 -  Desenho experimental do modelo de extravasamento por vinorelbina. 

 

Fonte: autoria própria. 

 

4.4.3 Protocolo III: Depleção de células residentes peritoneais e migração de 

neutrófilos induzida por vinorelbina 

 

Ratos Wistar foram anestesiados e divididos nos grupos não lavado (sham), com 

manutenção das células residentes na cavidade peritoneal, e lavado (W), onde houve depleção 

das células residentes. Cada grupo foi subdividido em salina (0,9%; 1 mL/cavidade, i.p.; n=6) 

e vinorelbina (1 mg/mL/cavidade, i.p.; n=6) sozinho ou combinado com dexametasona (3 

mg/kg; via subcutânea; n=6). Nos animais do grupo contendo dexametasona o tratamento foi 

feito 1 hora e 30 minutos antes da injeção de vinorelbina (Figura 3). 

 Para a depleção das células residentes, os animais tiveram o peritônio lavado com 

solução salina (0,9%). Em resumo, após administração de 30 mL de solução na cavidade 

peritoneal, foi realizado massagem por todo o peritônio durante 1 minuto afim de soltar as 

células aderidas e, em seguida, foi feito um corte na região inguinal dos animais para remoção 

do fluido peritoneal contendo as células residentes.  

A depleção das células foi comprovada por contagem de células totais, para isso, foi 

injetado, adicionalmente, 3 mL de solução salina no peritônio, seguido de massagem e coleta 

do fluido peritoneal. Foram mantidos no experimento apenas os animais cuja depleção das 
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células foi confirmada. Finalmente, foi realizada a sutura dos animais e a administração dos 

tratamentos conforme divisão previamente estabelecida. 

Após 4 horas da injeção de salina ou vinorelbina, os animais foram anestesiados e 

eutanasiados. Nesse momento, foi injetado 3 mL de solução contendo salina/heparina (200 u 

de heparina /mL) na cavidade peritoneal, seguido de massagem e coleta do fluido peritoneal 

para determinar a migração leucocitária através de contagem celular total e diferencial 

(mononucleares ou neutrófilos/cavidade).  

 

Figura 3 - Desenho experimental da depleção de células residentes peritoneais e migração de 

neutrófilos induzida por vinorelbina. 

 

Fonte: autoria própria 

 

4.5 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS INFLAMATÓRIOS PARA 

DETERMINAÇÃO DO MODELO 

 

4.5.1 Atividade da mieloperoxidase (MPO) 

 

A mieloperoxidase (MPO), uma enzima presente em grânulos de neutrófilos, é utilizada 

como marcador da presença dessas células no tecido inflamado. Sua presença foi determinada 

por método colorimétrico e a leitura final realizada em leitor de placas. Resumidamente, cada 

amostra foi pesada e homogeneizada em solução NaCl e EDTA dissódico diluídos em Tampão 

Fosfato (0,02M) e triturada em TissueLyser LT da Quiagen usando beads de aço de 4,5 mm. 

As amostras foram, então, centrifugadas (3000 rpm, 15 min, 4oC) com posterior descarte do 

sobrenadante e ressuspensão do pellet em solução hipotônica (NaCl 0,2%) para lise celular. 

Após nova centrifugação, o pellet resultante foi ressuspenso em 300 µL de tampão NaPO4 0,05 

M, pH 5,4, contendo brometo de hexadeciltrimetilamônio 0,5% (HTAB, Sigma-Aldrich/Merck 
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Millipore, São Paulo, Brasil). A atividade da MPO foi determinada utilizando uma mistura 1:4 

de tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H2O2 (0,5 mM). A reação foi interrompida com uma solução 

de ácido sulfúrico (2M) e a absorbância foi analisada a 450 nm usando um espectrofotômetro. 

As leituras de absorbância foram plotadas em uma curva padrão de neutrófilos peritoneais de 

camundongos, como descrito por Dornelas-Filho e colaboradores (DORNELAS-FILHO et al., 

2018). Os resultados obtidos foram expressos como atividade de MPO (neutrófilos/mg de 

tecido). 

 

4.5.2 Permeabilidade vascular cutânea pelo Método do Azul de Evans 

 

A permeabilidade vascular foi mensurada através do extravasamento do Azul de Evans. 

O corante Azul de Evans se liga à albumina que é uma proteína presente no plasma. Caso ocorra 

extravasamento de albumina para o interstício, resultando em edema, o corante é observado e 

a partir disso pode ser mensurado. Deste modo, os animais foram anestesiados e em seguida 

receberam injeções intradérmicas de solução salina e vinorelbina conforme descreve o 

protocolo I. Após a eutanásia, os animais tiveram a pele do dorso removida cirurgicamente e os 

discos de tecido epitelial foram embebidos em solução de formamida e mantidas por 12 hs a 

65oC. Finalmente, a solução de formamida contento o corante extravasado do tecido foi 

quantificada em espectrofotômetro a 630 nm e a quantidade de Azul de Evans extravasada foi 

expressa em µg/mL. 

 

4.6 ANÁLISE HISTOLÓGICA 

 

4.6.1 Análise qualitativa temporal da injeção intradérmica de vinorelbina 

 

Após a eutanásia dos animais, parte das amostras coletadas no Protocolo I, para 

determinar a concentração e tempo da indução da inflamação por vinorelbina, foram fixadas 

em formol tamponado 10%, processadas para coloração pelo método HE (hematoxilina-eosina) 

e observadas em microscópio óptico. 

 Inicialmente, foram observadas características histológicas como edema, dano 

nas fibras musculares, necrose e infiltrado inflamatório ao longo do tempo. Dessa forma, foi 

estabelecido as principais características alteradas no tecido epitelial após injeção de 

vinorelbina. 
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4.6.2 Determinação dos escores e grau histológico do dano 

 

Devido à ausência de escores histológicos descritos na literatura para lesão cutânea e a 

definição prévia das principais alterações envolvidas no dano histológico após a injeção de 

vinorelbina ao longo do tempo conforme descrito no item 4.6.1 foi proposto escores 

histológicos de dano à mucosa com adaptações do método previamente descrito para modelo 

de lesão por pressão elaborado por Wang e colaboradores (2016). 

A análise histológica foi realizada por um patologista de forma cega e foram verificados 

danos na epiderme e fibras musculares, além da presença de inflamação (infiltrado inflamatório, 

edema, ectasia, hemorragia e necrose). Cada critério foi avaliado quanto à presença ou ausência 

e, para os dados de infiltrado inflamatório e edema, foram atribuídos escores quanto à 

intensidade. Atribuiu-se escore 0 (ausência de lesão) ou 1 (presença de lesão) para os 

parâmetros de lesão em fibras musculares, quais sejam a) Dissociação de fibras; b) Presença de 

atrofia das fibras; c) Centralização dos núcleos; e de Inflamação, quais sejam: a) Ectasia 

vascular; b) Hemorragia; c) Necrose. Quanto à intensidade de a) infiltrado inflamatório e b) 

edema, as alterações foram cada uma qualificadas como ausentes (escore 0), leve (escore 1), 

moderada (escore 2) ou intensa (escore 3) (Tabela 1). Ao final, as pontuações foram somadas 

e as lesões classificadas variando de ausente à intenso conforme detalha a Tabela 2. 

 

Tabela 1 -  Escores histológicos de lesão cutânea por vinorelbina no dorso de ratos 

Características observadas Escores histológicos 

 0 1 2 3 

Fibras musculares     

Dissociação das fibras Ausência Presença - - 

Presença de atrofia das fibras Ausência Presença - - 

Centralização dos núcleos Ausência Presença - - 

Inflamação     

Infiltrado inflamatório (Fenótipo) Ausência Leve Moderado Intenso 

Edema Ausência Leve Moderado Intenso 

Ectasia (vascular) Ausência Presença - - 

Hemorragia Ausência Presença - - 

Necrose Ausência Presença - - 

Fonte: autoria própria. 
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Tabela 2 - Grau do dano cutâneo determinado pelo somatório dos escores histológicos  

Grau histológico do dano Variação do somatório dos escores 

Ausência 0 

Discreto 1-4 

Moderado 5-8 

Intenso 9-12 

Fonte: autoria própria. 

 

4.7 EXPRESSÃO DE INOS E TNF-ALFA POR IMUNOFLUORESCÊNCIA 16 

HORAS APÓS A INJEÇÃO DE VINORELBINA 

 

Foram obtidos cortes das lesões biopsiadas a partir de tecidos fixados em parafina. As 

lâminas contendo os cortes foram mantidas em estufa por 1 hora a 60⁰C, seguido por dois 

banhos em Xilol por 10 minutos para desparafinação dos tecidos. O excesso de Xilol e 

hidratação dos tecidos foi feito por banhos sucessivos de Etanol em concentrações decrescente 

de, a saber: 2 banhos de 10 min de Etanol absoluto; 1 banho de Etanol a 90%, 70%, 50% por 5 

minutos, nessa ordem. As lâminas foram, então, lavadas em água corrente por 10 min, seguido 

por 3 banhos de PBS por 5 min, cada. A recuperação antigênica foi feita em Tampão Citrato de 

Sódio 0,1 M (pH 6,0), à temperatura de 95 °C, por 30 minutos, seguida de resfriamento, à 

temperatura ambiente, durante 20 minutos. Após essa etapa foi feito 3 banhos de 5 min de PBS. 

A permeabilização das membranas foi feita em solução contendo 200 µL de PBS, 4 mL de 

Albumina Sérica Bovina (BSA) 5% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e 200 µL de triton 

X-100 0,1% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) durante 10 min. Em seguida, foram feitas 

3 lavagens com PBS de 5 min cada. O Bloqueio das ligações inespecíficas foi feito com Glicina 

0,3 M (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) em BSA 5% por 30 min. Os tecidos foram 

incubados em temperatura de 2 – 4⁰C, overnight, com os anticorpos primários feitos em coelho 

anti-TNFα (1:100, Sigma Aldrich, EUA), e rato anti-iNOS (1:250, Santa Cruz Biotechnology, 

EUA). Completado o tempo de incubação do anticorpo primário, foram feitas 3 lavagens de 5 

min cada com PBS para posterior incubação com o anticorpo secundário de donkey, anti-igG 

de coelho (1:200) ou de rato (1:250), Alexa Fluor 568 (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) durante 1 hora e 30 min na mesma concentração 

estabelecida para o anticorpo primário. A partir desse ponto, as etapas que sucedem foram feitas 

protegidos da luz. Após o término da incubação do anticorpo secundário, foram feitas 3 

lavagens com PBS durante 5 min cada. Os núcleos celulares foram marcados com DAPI 

(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (4 μL em 
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200 mL de PBS) durante 30 min, seguido por lavagens sucessivas em água destilada, 

totalizando 3 lavagens de 5 min cada. Para montagem das lâminas, foi utilizado o meio Prolong 

Gold Antifade Mountant (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EUA). Para a aquisição das fotomicrografias, foi utilizado um microscópio de 

fluorescência (ByoTek Cytation Imaging, Agilent, Santa Clara, CA, EUA). 

As imagens obtidas foram analisadas através de um “software” de imagem (Fiji Image 

J, National Institutes of Health, Washington, DC, EUA). A quantificação da área fluorescente 

foi feita por diferenciação dos pixels fluorescentes relacionados a fluorescência vermelha 

(Alexa Fluor 568) e a coloração azul para a identificação dos núcleos celulares marcados com 

o DAPI. Foram estabelecidos limiares de cores de detecção, estes foram padronizados em todas 

as quantificações. Os dados obtidos foram expressos em área de fluorescência por meio da 

comparação da intensidade de fluorescência do marcador alvo com o DAPI (100%). 

 

4.8 MIGRAÇÃO DE CÉLULAS PARA A CAVIDADE INTRAPERITONEAL 

 

4.8.1 Contagem total e diferencial 

 

O fluido peritoneal coletado no protocolo III, para análise da migração de neutrófilos 

induzida por vinorelbina, foi contabilizado por meio de contagem total e diferencial de células. 

Para a contagem global de células inflamatórias, foi adicionado 380µl de solução de Turk em 

20µl do fluido peritoneal. O número de leucócitos totais foi contabilizado em câmara de 

Neubauer. 

Para a contagem diferencial, 40µL do fluido peritoneal foi levado à citocentrífuga e 

submetido a rotação de 1000 rpm por 10 minutos.  Dessa forma, foi obtido uma monocamada 

de células que foram, em seguida, coradas usando o kit da HEMA3 da Fisher Healthcare™ . 

Finalmente, foi feita contagem diferencial das células com auxílio de microscópio óptico com 

objetiva de imersão (1000). O número de macrófagos e mastócitos (mononucleares), 

neutrófilos e eosinófilos, foram contabilizados até o somatório de 100.  Nesse ponto, foi 

considerado para análise, apenas, o número de neutrófilos. 

 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Realizou-se o teste de Shapiro-Wilk para análise da normalidade dos dados. Os 

resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M) para as variáveis com 
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distribuição normal ou pela mediana (mínimo-máximo) para as variáveis sem distribuição 

normal. A análise estatística entre os grupos foi realizada empregando-se a análise de variância 

(ANOVA) e teste de Bonferroni. Para as análises de curso temporal foi usado o teste de 

comparação múltipla de Sidak´s.  Os dados da análise de imunofluorescência e avaliação 

histopatológica foram expressos como mediana e intervalos com valores mínimos e máximos 

e analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunn. A significância foi 

estabelecida como p<0,05. Para a realização dos testes estatísticos foi utilizado o Software 

GraphPad Prism®, versão 7.0. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO) EM AMOSTRAS OBTIDAS 

DO DORSO DOS ANIMAIS  

 

A injeção intradérmica de vinorelbina induziu um aumento significativo na atividade da 

MPO 16 horas após a sua administração (p<0,05). Não houve aumento significativo na 

atividade de MPO nos tempos de 2, 4 e 8 horas de eutanásia. No tempo de 16 horas, percebe-

se que o aumento da atividade da MPO é concentração-dependente, ou seja, quanto maior a 

concentração de vinorelbina, maior a atividade de MPO, porém, somente as concentrações de 

0,1 mg/100 l/sítio e 1 mg/100 l/sítio de vinorelbina induziram um aumento significativo na 

atividade de MPO quando comparados ao grupo controle com injeção intradérmica de solução 

0,9% de soro fisiológico (p<0,05). Não houve aumento significativo na atividade de MPO nas 

concentrações de 0,03 mg/100µL/sítio e 0,3 mg/100 l/sítio (Figura 4). 

A Figura 5 ilustra o curso temporal dos dados da Figura 4 em relação à análise da 

atividade de MPO após o estímulo inflamatório com injeção intradérmica de vinoralbina (1 

mg/100 l/sítio) em comparação ao grupo controle (Figura 5). Estes experimentos iniciais 

demonstraram que a atividade de MPO encontra-se elevada no tecido onde foram injetados 

vinorelbina, causando uma inflamação aguda. O pico de infiltração de neutrófilos nos tempos 

testados foi estabelecido no tempo de 16 horas após o estímulo com vinorelbina 1 mg/100 

l/sítio.  
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Figura 4 - A injeção intradérmica de vinorelbina aumenta o infiltrado neutrofílico. 

 

Fonte: autoria própria. 

A atividade da mieloperoxidasese é mantida em níveis basais após 2 horas (a), 4 horas (b) e 8 horas (c). 

Contudo, após 16 horas (d), a injeção de vinorelbina (0,1 e 1 mg/100l/sítio) aumenta a migração de 

neutrófilos para a área afetada. Os gráficos representam a média ± EPM dos resultados. A significância 

estatística foi estabelecida em P < 0,05. 
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 Figura 5 - Curva temporal da atividade de mieloperoxidase (continua). 
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Fonte: autoria própria. 

O gráfico representa a atividade da MPO após a injeção de vinorelbina (1 mg/100l/sítio) (vermelho) e 

de salina (azul) ao longo do tempo. A análise indica que a atividade da MPO é aumentada 

significativamente 16 horas após a injeção de vinorelbina versus o grupo salina. A diferença também 

ocorre no curso temporal do grupo salina, onde há aumento do infiltrado no tempo de 16 horas se 

comparado aos tempos de 2, 4 e 8 horas. Os gráficos representam a média ± EPM dos resultados. A 

significância estatística, *, foi estabelecida em P < 0,05. 

 

5.2 PERMEABILIDADE VASCULAR CUTÂNEA AO AZUL DE EVANS 

 

A injeção intradérmica de vinorelbina 1 mg/ml induziu a um aumento significativo na 

permeabilidade vascular cutânea 16 horas após a eutanásia dos animais quando comparado ao 

grupo controle, o qual recebeu uma injeção intradérmica de SF 0,9% (p<0,05). Não houve 

aumento significativo na permeabilidade nos grupos de 2, 4 e 8 horas de eutanásia, nem nas 

concentrações de 0,03, 0,1 e 0,3 mg/100 l/sítio de vinorelbina (Figura 6). A Figura 7 ilustra 

o curso temporal de estabelecimento da permeabilidade vascular ao Azul de Evans frente à 

injeção de vinorelbina (1 mg/100 l/sítio). 

 



32 

 

 

Figura 6 - A vinorelbina induz edema cutâneo. 

  

Fonte: autoria própria. 

A Permeabilidade vascular cutânea avaliada pela mensuração do extravasamento do corante Azul de 

Evans mostra níveis basais após 2 horas (a), 4 horas (b) e 8 horas (c), alcançando níveis elevados de 

edema 16 horas (d) após a administração de vinorelbina, na concentração de 1,0 mg/100 l/sítio. Os 

gráficos representam a média ± EPM dos resultados. A significância estatística foi estabelecida em P < 

0,05. 
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Figura 7 - Curva temporal da permeabilidade vascular. 

  

Fonte: autoria própria. 

O gráfico representa a variação da permeabilidade vascular ao corante Azul de Evans no grupo 

vinorelbina (1,0 mg/100 l/sítio) (vermelho) e grupo salina (azul) em ao longo do tempo (2, 4, 8 e 16 

horas). A injeção intradérmica de vinorelbina aumenta o edema comparado ao grupo salina após 16 

horas de administração. Os gráficos representam a média ± EPM dos resultados. A significância 

estatística foi estabelecida em P < 0,05. 

 

5.3 ANÁLISE QUALITATIVA TEMPORAL DA INJEÇÃO INTRADÉRMICA DE 

VINORELBINA SOBRE AS ALTERAÇÕES HISTOLÓGICAS EM AMOSTRAS DE PELE 

DE DORSO DE RATO.  

 

Na Figura 8A, injeção com SF 0,9%, temos corte apresentando pele e camada muscular. 

Observa-se a derme constituída por tecido conjuntivo onde se destaca na figura um folículo 

piloso. Logo abaixo observam-se os adipócitos e, por fim, a camada muscular. As estruturas se 

apresentam organizadas e sem sinais de inflamação. Após 2 horas de injeção intradérmica de 

vinorelbina (1 mg/100 l/sítio), existiram evidências de formação de edema, podia-se observar 

núcleo e membrana nas células, as células musculares possuíam algumas estrias preservadas 

em algumas áreas e outras áreas apresentavam-se com perda das estrias (Figura 8B). Não se 

observaram áreas de necrose (Figura 8B). Após 4 horas de injeção intradérmica de vinorelbina 

na concentração citada, observa-se a presença de necrose causada por ação citotóxica direta da 

vinorelbina no tecido, mas não são observadas células inflamatórias (Figura 8C). Após 8 horas 

de injeção intradérmica de vinorelbina, observa-se a presença de necrose coagulativa. As 
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células já são observadas com ausência de núcleo (Figura 8D). E após 16 horas de injeção 

intradérmica de vinorelbina, a pele encontra-se com estruturas desorganizadas, células sem 

núcleo, algumas áreas com núcleos eosinofílicos e fragmentados, perda de estrias das células 

musculares e intenso infiltrado inflamatório polimorfonuclear e macrófagos (Figura 8E).  

 

  Figura 8 - A vinorelbina induz lesão tissular cutânea de forma tempo-dependente. 

 

Fonte: autoria própria. 

As fotomicrografias representam fragmentos de pele do dorso de ratos coradas com H&E após 

administração intradérmica de SF (0,9%) (A) ou vinorelbina (1 mg/100µL/sítio) após 2 horas (B), 4 

horas (C), 8 horas (D) e 16 horas (E). As imagens apresentam magnificação de 40. 

 

5.4 PADRONIZAÇÃO DE HISTOESCORES PARA A LESÃO CUTÂNEA 

INDUZIDA POR VINORELBINA E EFEITO PROTETOR DA DEXAMETASONA 

 

As amostras sem lesão eram constituídas por epiderme representada por epitélio 

escamoso ceratinizado sob o qual havia derme de tecido conjuntivo fibroso denso mostrando 

anexos cutâneos seguida por camada de adipócitos e tecido muscular esquelético. Abaixo do 

músculo havia tecido conjuntivo frouxamente disposto permeado por feixes nervosos. Foram 

analisadas alterações nas fibras musculares quanto a dissociação das fibras, atrofia das fibras e 
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centralização dos núcleos. A presença destas alterações recebeu o escore 1 e a ausência recebeu 

o escore 0. Quanto à inflamação do tecido, foram analisadas a presença de infiltrado de células 

inflamatórias e edema que receberam escore de 0 a 3 de acordo com a intensidade em que foram 

encontradas. A ectasia vascular, hemorragia e necrose quando encontrados receberam o escore 

1 e quando não encontradas receberam o escore 0 (Tabela 1). O somatório das alterações nas 

fibras musculares e parâmetros inflamatórios levou à proposta de histoescores conforme a 

Tabela 2.  

De acordo com os critérios histológicos propostos, a pele do dorso do grupo onde foi 

administrado SF 0,9% apresentou leve infiltrado inflamatório marcado pela discreta presença 

de células mononucleares e ectasia vascular (Tabela 3). A pontuação total para estes achados 

foi de 2 (2–2), o que caracterizou um dano discreto (Figura 9).  

O grupo onde foi administrada vinorelbina apresentou perda e fragmentação de fibras 

musculares, atrofia e centralização dos núcleos. Quanto à inflamação, houve um intenso 

infiltrado inflamatório leucocitário polimorfonuclear com predominância de neutrófilos, edema 

e ectasia. A hemorragia foi encontrada em todas as amostras (Tabela 3).  A pontuação total foi 

de 9 (8–9) caracterizando um dano tecidual intenso (Figura 9). 

Para o grupo em que se administrou dexametasona previamente à solução de vinorelbina 

houve perda e fragmentação de fibras musculares, atrofia de fibras musculares e centralização 

dos núcleos das células musculares. Quanto à inflamação, houve um moderado infiltrado 

inflamatório polimorfonuclear, edema leve e ectasia vascular. A hemorragia foi percebida em 

50% das amostras (Tabela 3). A pontuação total foi de 7,5 (7–8) o que caracterizou um dano 

moderado (Figura 7). 

 

  Tabela 3 - Escores histológicos de lesão por critério patológico (continua). 

Características 

analisadas 
Escores histológicos dos grupos experimentais 

 salina 
vinorelbina 

(1,0 mg/ml) 

dexa (3 mg/kg) + 

vino (1,0 mg/ml) 

 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 

Fibra muscular                  

Dissociação 0 0 0 0 0 1a 1a 1a 1a 1a 1a 1a 1a 1a 1a 1a 1a 

Atrofia 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Centralização 

nuclear 
0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Inflamação                  
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Tabela 3 - Escores histológicos de lesão por critério patológico (conclusão). 

Características 

analisadas 
Escores histológicos dos grupos experimentais 

 salina 
vinorelbina 

(1,0 mg/ml) 

dexa (3 mg/kg) + 

vino (1,0 mg/ml) 

 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 
 

Infiltrado 

inflamatório 
1

b
 1

b
 1

b
 1

b
 1

b
 3

c
 

3
c

* 
3

c
 3

c
 2

c
 3

c
 2

c
 2

c
 2

c
 2

c
 2

c
 2

c
 

Edema 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Ectasia 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Hemorragia 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 

Necrose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Total dos escores 2 2 2 2 2 9 9 9 9 8 9 8 7 8 7 7 8 

Fonte: autoria própria. 
a perda/fragmentação de fibras musculares 

b infiltrado mononuclear 
c infiltrado leucocitário/polimorfonuclear 
*difuso 

 

Resumidamente, após 16 horas da injeção intradérmica de solução de vinorelbina (1 

mg/100 l/sítio) existiram evidências histológicas de formação de um processo inflamatório e 

dano intenso  à epiderme, derme mais profunda e camada muscular onde pode-se observar 

formação de edema, destruição de fibras musculares, infiltrado de células inflamatórias 

polimorfonucleares  com predominância de macrófagos, desorganização das estruturas 

celulares caracterizadas por áreas amorfas, necrose e hiperpigmentação dos núcleos (picnose), 

fragmentação dos núcleos (cariorrexe), desaparecimento dos núcleos (cariorrexe avançada) e 

perda de estrias nas células musculares (Figura 7). A Figura 7A ilustra a visão histológica 

representativa dos tecidos grupos salina, vinorelbina (Vino) e Dexametasona associada à 

vinorelbina (Dexa + vino). Os painéis B e C da Figura 9 representam a análise estatística 

comparativa dos dados catalogados na Tabela 3.   
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  Figura 9 - Dexametasona atenua parcialmente o dano histológico induzido pela vinorelbina 

 

   Fonte: autoria própria.  

As imagens histológicas coradas com H&E dos grupos salina e vinorelbina sozinho ou combinado com 

dexametasona (a). No grupo vinorelbina é percebido adelgaçamento da epiderme (**), perda do folículo 
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piloso (seta preta), focos de hemorragia (#), infiltrado inflamatório ($), desorganização das fibras 

colágenas (&), edema (*) e dissociação e atrofia da fibra muscular (cabeça de seta). A somatória dos 

histoescores (b) no grupo vinorelbina induz dano intenso, já o tratamento com dexametasona atenua o 

dano para grau moderado (c). O gráfico representa a mediana da somatória dos histoescores. A 

significância estatística foi estabelecida em P < 0,05. 

 

5.5 EXPRESSÃO DE INOS POR IMUNOFLUORESCÊNCIA EM LESÃO 

CUTÂNEA POR VINORELBINA E EFEITO DO TRATAMENTO COM 

DEXAMETASONA EM RATOS. 

 

De acordo com os critérios de imunofluorescência utilizados, 16 horas após a injeção 

intradérmica de vinorelbina (1 mg/100 l/sítio) em pele de rato, houve um aumento na 

expressão de iNOS principalmente na derme superficial e profunda indicando que a vinorelbina 

provocou danos nessas estruturas. A expressão foi menor no grupo tratado com dexametasona 

(3 mg/kg) 1,5 h antes da vinorelbina, indicando que as alterações na derme superficial e 

profunda foram reduzias (Figura 10).   
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      Figura 10 - A lesão cutânea provocada por vinorelbina aumenta a expressão de iNOS. 

 

Fonte: autoria própria. 

Imagens representativas da expressão de iNOS por imunofluorescência na escala de 100 µm nos grupos 

salina e vinorelbina isolada ou combinada com dexametasona (a). A vinorelbina (1mg/100l/sítio) 

induziu a expressão de iNOS medido 16 horas após o estímulo, o que foi reduzido pela dexametasona 

(b).  Os gráficos representam a média ± EPM dos resultados. A significância estatística foi estabelecida 

em P < 0,05. 
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5.6 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE TNFΑ POR IMUNOFLUORESCÊNCIA EM 

LESÃO CUTÂNEA INDUZIDA POR VINORELBINA. 

 

Não foi observada expressão de TNFα 16 horas após a injeção intradérmica de 

vinorelbina (1 mg/100 l/sítio) em pele de rato (Figura 11).  

 

     Figura 11 - O TNFα não foi expresso 16 horas após a indução de lesão cutânea por vinorelbina. 
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Fonte: autoria própria. 

Imagens representativas da expressão de TNFα por imunofluorescência na escala de 100 µm nos grupos 

salina e vinorelbina isolada ou combinada com dexametasona (a) e porcentagem da área de fluorescência 

(b). Os gráficos representam a média ± SEM dos resultados. A significância estatística foi estabelecida 

em P < 0,05. 

 

5.7 EFEITO DA DEPLEÇÃO DE CÉLULAS RESIDENTES PERITONEAIS SOBRE 

A MIGRAÇÃO DE NEUTRÓFILOS INDUZIDA POR VINORELBINA 

 

A Figura 12A mostra que a lavagem peritoneal foi eficiente em promover a depleção de 

células mononucleares residentes quando comparado ao grupo sham, que não teve a cavidade 

lavada (P<0,05). Adicionalmente, a migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal induzida 

pela administração intraperitoneal de vinorelbina 1mg/mL foi significativamente aumentada 

em relação aos controles com administração intraperitoneal de somente SF 0,9%.  No grupo de 

animais que tiveram o peritônio lavado previamente, a administração de vinorelbina induziu 

um aumento significativo na migração de neutrófilos quando comparado ao grupo controle 

lavado e administrado apenas SF 0,9% (Figura 12B).   

Nota-se também que no grupo onde foi administrada vinorelbina, houve um aumento 

significativo na migração de neutrófilos no grupo lavado em relação ao grupo não lavado e que 

também recebeu vinorelbina (Figura 12B). A administração prévia de dexametasona 3mg/Kg 

subcutânea 1 hora e 30 minutos antes de administrar o estímulo inflamatório com vinorelbina 

intraperitoneal, reduziu significativamente a migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal 

tanto no grupo lavado, como no não lavado (Figura 12B). As diferenças significativas (P<0,05) 

foram notadas também entre o grupo não lavado e administrado Vinorelbina e o grupo não 

lavado administrado dexametasona 1 hora e 30 minutos antes da administração de vinorelbina, 

onde neste a migração de neutrófilos foi significativamente reduzido (P<0,05) em relação ao 

grupo apenas com Vinorelbina. Houve diferença significativa (P<0,05) entre o grupo lavado e 

administrado Vinorelbina e o grupo lavado e administrado dexametasona e vinorelbina, onde 

neste houve uma redução significativa na migração de neutrófilos em comparação ao grupo 

com administração de vinorelbina sem a dexametasona prévia.  



42 

 

 

   Figura 12 - A vinorelbina induz migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal de forma 

independente de células residentes. 
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Fonte: autoria própria. 

 (A) A lavagem peritoneal depleta as células residentes. (B) Verifica-se o aumento da migração de 

neutrófilos no grupo vinorelbina. Esse aumento é percebido quando comparado ao grupo salina. 

Adicionalmente, a dexametasona (dexa) previne a acumulação de neutrófilos no peritôneo. Os dados 

são expressos em média ± EPM. A significância estatística foi estabelecida em P < 0,05. S = sham; W 

= cavidade lavada/depletada de células mononucleares.



6 DISCUSSÃO  

 

Os alcaloides da vinca são drogas promissoras no combate ao câncer devido ao seu 

mecanismo de ação que consiste em uma ligação aos microtúbulos formando um complexo 

tubulina-alcaloide que inibe a migração das células tumorais diminuindo seu potencial 

metastático, o que resulta na morte programada e consequente apoptose destas células 

(DHYANI, Praveen et al., 2022). No entanto, existem limitações terapêuticas que tornam o 

tratamento mais difícil. Além de limitações farmacocinéticas, existem também uma série de 

efeitos colaterais que podem prejudicar alguns pacientes. Dentre estes efeitos, tem-se a lesão 

por extravasamento que pode causar uma grave inflamação quando a vinorelbina extravasa para 

os tecidos. Dada a dificuldade de manejo clínico, este trabalho contribuiu com a elaboração de 

um modelo experimental visando o melhor conhecimento da patogênese e o estudo de drogas 

com potencial terapêutico. 

A lesão por extravasamento é uma complicação que apesar de pouco incidente, gera 

preocupação haja vista que sua utilização tem crescido bastante nos últimos tempos, e, não 

apenas isto, a lesão por extravasamento quando acontece gera bastante aflição para o paciente 

e para a equipe de saúde. Estudar como a lesão se desenvolve parece ser oportuno, pois não 

existe um consenso de como tratar adequadamente a lesão instaurada e a literatura dispõe de 

poucos estudos que permita isso.   

Desta forma, na comunidade cientifica, alguns modelos experimentais animais têm sido 

empregados com o objetivo de testar o potencial vesicante de alguns antineopláscos bem como 

estudar drogas que possam atenuar seus efeitos adversos. Em 2022, Keritam e colaboradores 

estudaram os efeitos do extravasamento de irinotecano nanolipossomal e trabectedina em 

camundongos e verificaram que apenas a trabectedina possui potencial vesicante. A injeção 

subcutânea de trabectedina causa a formação de eritema em camundongos no segundo dia, que 

progride para ulcerações na pele no quinto dia experimental. Além disto, observaram que o 

tracolimus e DMSO tópicos reduzem os efeitos vesicantes da trabectedina (KERITAM et al., 

2022).  

Outro estudo, compararam-se as lesões por extravasamento causadas por vinorelbina e 

docetaxel, confirmando que a vinorelbina possui maior potencial vesicante, podendo causar 

maior dano tecidual em comparação com o docetaxel. Este, na concentração de 6 mg/ml, 

provoca necrose, porém em menor grau de extensão e profundidade do que a vinorelbina (0,8 

mg/sítio) (ZHU et al., 2014). O padrão de lesão associado ao docetaxel envolveu a degeneração 

epidérmica e dérmica, necrose e dissolução gordurosa e restos nucleares difusos no tecido 
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subcutâneo, além de restos nucleares e células inflamatórias identificadas na camada muscular 

e lesão no folículo piloso (ZHU et al., 2014). 

De todos os modelos animais de lesão por extravasamento disponíveis, o induzido por 

doxorrubicina é o mais largamente estabelecido. O primeiro a ser descrito foi em 1992 por 

Schwartsmann e colaboradores, situação na qual aplicou-se a 0,625 mg de doxorrubicina por 

sítio. Documentou-se uma hiperemia dentro de um período de 48h, seguido de necrose e 

ulceração entre 96 e 120h pós injeção do quimioterápico (SCHWARTSMANN et al., 1992). A 

partir desse modelo, muitos compostos ou estratégias com potencial protetor foram testados, 

como por exemplo, N-acetilcisteína (SCHWARTSMANN et al., 1992), hialuronidase (DISA 

et al., 1998), oxigênio hiperbárico (MONSTREY et al., 1997), dapsona (SOMMER et al., 

2002), melatonina (KESIK et al., 2010), ozônio (KESIK et al., 2016) e injeção de tecido adiposo 

(BICER et al., 2022). Contudo, todos descreveram a lesão de forma puramente qualitativa, sem 

que um escore específico de lesão por extravasamento fosse constituído.  

Uma abordagem alternativa, porém, em nossa opinião, inadequada, de implementação 

de escores foi aplicada em parte desses estudos. O enfoque teve como base a descrição dos 

achados inflamatórios conforme relatados por Verhofstad e colaboradores em um estudo de 

cicatrização de anastomose colônica em ratos diabéticos, pontuando os graus de necrose, edema 

infiltração de neutrófilos, macrófagos e linfócitos (VERHOFSTAD et al., 2001; BICER et al., 

2022). Devido à organização histológica diferente entre o tecido colônico e a pele, ressaltamos 

a necessidade de se desenvolverem um histoescores mais apropriados. O presente estudo deu 

um primeiro passo neste sentido.  

De forma análoga aos modelos descritos anteriormente, Yu e colaboradores (2011) 

propuseram um modelo de lesão por extravasamento induzida por vinorelbina, a qual foi 

injetada na concentração de 0.4 mg/sítio, representando uma concentração bem inferior à do 

presente estudo. Além dessa concentração menor, o modelo se destacou pela avaliação do 

padrão de lesão por até 18 dias. Contudo, houve apenas uma descrição qualitativa dos achados 

histopatológicos, com destaque à necrose e ulceração da pele (YU et al., 2011), ausentes em 

nosso modelo por se tratar de uma lesão aguda. Por outro lado, no presente estudo, conseguimos 

reproduzir em animais uma lesão bem próxima das encontradas no âmbito clínico, o que foi útil 

para confirmar o potencial vesicante da vinorelbina e estudar como se dá o curso da lesão. 

Na prática clínica a vinorelbina quando extravasa em acesso venoso períferico causa 

intensa irritação manifestados pelos pacientes como dor e queimação no local de infusão, 

seguido por edema (RADAEL et al., 2016). Esses achados corroboram com o que observamos 

quando os animais que, em raras situações, não estavam totalmente anestesiados, os quais 
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manifestavam dor no momento em que a vinorelbina era administrada intradermicamente. 

Observamos, também, o aparecimento de rubor e edema que se intensificavam com o passar 

das horas. Nos pacientes, as feridas cutâneas podem aparecer em até três dias depois da infusão 

e se não tratadas podem causar necrose tecidual e danos funcionais (RADAEL et al., 2016). No 

presente estudo, o aparecimento do edema também foi confirmado na análise histológica das 

lesões e pelo extravasamento do Azul de Evans.  

Um ponto chave na presente descrição de modelo experimental envolveu o 

discernimento entre os achados de alterações em fibras musculares e o componente 

inflamatório. Uma limitação do nosso estudo foi a abordagem até 16h da exposição à 

vinorelbina. Decerto, o histoescore proposto abre espaço para aprimoramentos, visto que 

potenciais novas alterações podem ser identificadas em um tempo maior de exposição do 

animal ao quimioterápico. Contudo, toda intervenção terapêutica emergencial ocorre dentro das 

primeiras 12h do evento de extravasamento. Assim, a presente descrição garante a testagem de 

protocolos preventivos de danos agudos associados a esta condição clínica.  

Outro ponto em favor da abordagem ora apresentada e o potencial de translação dos 

achados experimentais para o contexto clínico foi a concentração de vinorelbina testada. A 

diluição clínica da vinorelbina para administração por infusão em pacientes oncológicos é de 

10 mg/20 ou 50 ml de solução fisiológica 0,9%, o que representa 0,2 a 0,5 mg/ml (IBRAHIM 

et al., 2001; CARABANTE-OCÓN et al., 2005). No presente estudo, estratificou-se a solução 

de vinorelbina aplicada por via intradérmica em concentrações que variaram de 0,03 a 1 mg/100 

l/sítio. Desta forma, houve plena racionalidade e aproximação entre o planejamento 

experimental e a situação de vida real clínica em que o extravasamento pode ocorrer.  

Com a vinorelbina injetada na pele do dorso dos animais nas diferentes concentrações 

avaliadas, evidenciamos que os efeitos deletérios são concentração-dependente, ou seja, quanto 

maior a concentração de vinorelbina, maior a inflamação. A concentração de 1mg/sítio de 

vinorelbina foi a que, dentre as outras doses, causou uma maior completude de achados 

patológicos, como a inflamação confirmada através da dosagem da mieloperoxidase (MPO), 

uma hemeperoxidase presente nos grânulos azurófilos dos neutrófilos, sendo, portanto um 

indicador de inflamação onde sua exacerbação está relacionada no desenvolvimento de algumas 

doenças inflamatórias bem como situações de estresse oxidativo. Além de fornecer ação 

antimicrobriana, a mieloperoxidade mesmo na ausência de infecção, provoca danos no DNA 

das células por aumentar a inflamação e consequente injúria aos tecidos (FERREIRA et al, 

2017; LUCCHESE et al, 2005; NDREPEPA, Gjin 2019).  

O edema tecidual, medido pelo extravasamento do azul de Evans, foi estatisticamente 
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significativo 16 horas depois da administração de vinorelbina 1 mg/sítio, o que corrobora com 

os resultados encontrados na dosagem de MPO. Com estes resultados, estabelecemos a 

concentração de 1mg/sítio e o tempo de 16 horas como os parâmetros que causaram maior 

inflamação. De fato, os achados microscópicos também evidenciaram formação de edema tanto 

nos grupos administrados apenas com vinorelbina quanto nos grupos tratados com 

dexametasona previamente. Resultados semelhantes foram encontrados quando a 

permeabilidade vascular ao azul de evans aumentou 12 horas após a cistite induzida por 

ifosfamida (MACEDO, 2010). Estes achados tornam em evidência que os antineoplásicos 

possuem ação edematogênica em vários de manifestações adversas.   

Em situações clínicas, as lesões causadas por extravasamento de quimioterápicos podem 

ter seus agravos diminuídos quando percebidas a tempo e iniciados o protocolo de tratamento 

que consiste primeiramente na interrupção da infusão e aspiração da droga infundida, 

compressas mornas na região afetada, aplicação de anti-infamatório tópico e oral (KREIDIEH; 

MOUKADEM; EL SAGHIR, 2016). Embora não exista um consenso acerca da utilização de 

antídotos quando se ocorre extravasamento de quimioterápicos antineoplásicos, alguns 

corticoides têm sido utilizados empiricamente (MELO et al., 2020). 

Segundo alguns estudos, corticosteroides tópicos podem ser usados para reduzir a 

inflamação em torno do extravasamento local (MELO et al., 2020). Entretanto, os mecanismos 

de lesão por extravasamento de quimioterápicos podem diferir a depender da droga, sugerindo-

se, inclusive, que algumas lesões podem cursar sem um processo inflamatório subjacente 

(FIDALGO et al., 2012). Além disso, há relatos de que o uso de corticosteroides pode agravar 

o dano tecidual quando do extravasamento de alcaloides da vinca (SUGIMOTO et al., 2012). 

 Os glicocorticoides são potentes inibidores de enzimas e citocinas pro-inflamatórias e 

seu mecanismo de ação tem sido estudado em efeitos adversos causados por antineoplásicos. 

De forma evidente, o presente modelo experimental foi caracterizado, pela acumulação de 

neutrófilos no sítio de lesão, acompanhado pela expressão aumentada de óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS), uma enzima muito importante na geração de altas concentrações do radical 

livre óxido nítrico (NO) (CINELLI et al., 2020). Assim, optamos por testar a dexametasona 

como possível inibidora da inflamação induzida por Vinorelbina.  

No presente estudo, o efeito anti-inflamatório da dexametasona foi confirmado nos 

achados histopatológicos das lesões, onde o infiltrado inflamatório e a hemorragia foram 

atenuados no grupo tratado com dexametasona previamente em comparação ao grupo com 

vinorelbina isolada. Desta forma, em nossa proposta de classificação de dano tecidual, os danos 

no grupo tratado com dexametasona foram classificados como moderados enquanto que a 
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vinorelbina isolada causou um dano intenso. Resultados semelhantes também foram 

encontrados em ensaio experimental em outras toxicidades da quimioterapia oncológica, onde 

a associação de dexametasona a mesna, o tratamento convencional utilizado para minimizar a 

cistite hemorrágica induzida por ifosfamida, levou a uma potencialização do efeito uroprotetor 

do mesna, confirmando a capacidade desde esteroide na inibição de mediadores pró-

inflamatórios (VIEIRA et al., 2003). 

Notoriamente, a migração leucocitária para o sítio de inflamação é diminuída com a 

administração de glicocorticoides. Tal fato se dá pela diminuição da síntese de citocinas 

importantes para a ativação neutrofílica como, por exemplo, o Fator de Necrose Tumoral Alfa 

(TNF-α), que ao ser liberado por macrófagos ativados induz a produção de iNOS. Danos como 

edema, ulceração, neovascularização, hemorragia e necrose têm sido associados não apenas a 

metabólitos derivados dos antineoplásicos em várias toxicidades, mas também à liberação de 

mediadores pró-inflamatórios como NO, Interceucina-1 (IL-1), TNF-α e Ciclooxigenase-2 

(COX-2) (RIBEIRO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2016). Alguns estudos já publicados 

anteriormente evidenciam o papel destas citocinas em processos inflamatórios. O TNF 

produzido por macrófagos ativados foi encontrado em níveis elevados no plasma de pacientes 

sépticos e está associado a uma alta mortalidade em situações de sepse (CASEY; BALK; 

BONE, 1993; DEBETS et al., 1989). RIBEIRO et al. (2002) também demonstraram que o TNF-

α é uma citocina importante envolvida na cistite hemorrágica causada por ifosfamida e sugeriu 

que a expressão de iNOS era dependente da produção de IL-1 e TNF-α.  De fato, a expressão 

de iNOS tem sido encontrada em doenças autoimunes como artrite, e outros processos 

inflamatórios como sepse, infecções do trato urinário humano e rejeição de órgãos 

transplantados, tal expressão é importante para a produção e liberação de NO para promover 

resposta inflamatória (IALENTI et al., 1992; CUNHA et al., 1994; WHEELER; SMITH; 

WEISS, 1999; VORA et al., 1997; RIBEIRO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2016). 

Neste contexto, decidimos continuar investigando como esses mediadores estariam 

participando da inflamação cutânea causada por vinorelbina. Nossos resultados mostraram que 

a expressão por imunofluorescência de iNOS nas biópsias das lesões estava aumentada 16 horas 

após a injeção de vinorelbina. Em contraste, o TNF-α não teve sua expressão observada no 

mesmo grupo. A ausência do TNF-α não exclui sua participação na patogênese da lesão por 

extravasamento induzida pela vinorelbina. Como o TNF-α tem sido relatado como um indutor 

da expressão de iNOS (RIBEIRO et al., 2002; LIMA-JÚNIOR et al., 2012), é plausível que o 

mesmo tenha sido expresso em etapas iniciais da lesão e que às 16 horas após o estímulo 
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inflamatório o TNFα possivelmente teria sido degradado, não sendo possível observar sua 

expressão. Essa hipótese, contudo, não foi testada no presente estudo.  

Sabe-se que a inflamação é um evento importante na ativação e recrutamento de 

macrófagos. Após ativados, estes macrófagos secretam diversas citocinas que têm uma 

variedade de efeitos locais e distantes. Microrganismos ao infectarem um hospedeiro causam 

inflamação que por sua vez ativam macrófagos e secretam citocinas como Interleucina -1β (IL 

-1β), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-12 (IL-12), Interleucina-8 (IL-8) e TNF-α. A 

inflamação causada pelo Mycobacterium tuberculosis ou bacilo de Koch, por exemplo, é 

conhecidamente recrutadora de macrófagos como foi demonstrado por Ferreira; Souza e 

Ribeiro (1980). Posteriormente, Cunha (1989), induziu a ativação de macrófagos com 

endotoxina de Escherichia coli (LPS) para estudar a migração de neutrófilos. Na presente 

pesquisa, estudamos como ocorre a migração de neutrófilos após o estímulo inflamatório 

causado por vinorelbina. Sabe-se que os neutrófilos migram para o síto inflamatório através da 

ação de fatores quimiotáticos liberados secundariamente à ativação de células residentes na 

cavidade peritoneal, como IL-1 e IL-8 (RIBEIRO et al., 1991). Contudo, agentes bacterianos, 

como o N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) e mediadores químicos da 

inflamação (fatores do complemento, C5a) também podem induzir a migração de forma direta, 

independentemente de células residentes (RIBEIRO et al., 1991; RIBEIRO et al., 1997). Assim, 

a vinorelbina poderia estar regulando a migração por um desse mecanismos. Para tanto, 

injetamos a vinorelbina diretamente no peritônio de ratos e depois coletamos o exsudato 

peritoneal para a leitura e contagem das células. A avaliação da participação de células 

residentes foi testada pela depleção dessas células peritoneais com a técnica da lavagem 

peritoneal com soro fisiológico (RIBEIRO et al., 1991). Essa técnica permite com acurácia 

avaliar se a redução de células residentes interfere com a capacidade de um agente inflamatório 

em induzir a migração neutrofílica (SOUZA et al., 1988).  

De forma consistente, observamos que a lavagem peritoneal resultou em uma redução 

drástica no número de células residentes do peritôneo dos animais. Com a lavagem do peritônio 

com solução de SF 0,9% estéril, nós esgotamos a população de células mononucleares na 

cavidade peritoneal dos ratos. Notavelmente, observamos que a capacidade da vinorelbina de 

induzir o acúmulo de neutrófilos foi ampliada na cavidade lavada, sugerindo que o próprio 

quimioterápico seria fator de atração para os neutrófilos pelo efeito estressor direto, em um 

mecanismo que não depende de células residentes.  

Um possível mecanismo pelo qual a vinorelbina induziu a migração dos neutrófilos após 

a depleção das células peritoneais pode envolver o próprio efeito lesivo tecidual da vinorelbina, 
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levando à liberação de padrões moleculares associados ao dano (DAMPs) que, por sua vez, 

podem ativar a migração dos neutrófilos. Evidentemente, os DAMPS se ligam aos Receptores 

de Reconhecimento Padrão (PRR) como os receptores Toll-like (TLRs) estimulando a liberação 

de quimiocinas que atraem os neutrófilos (BERTHELOT et al., 2012; ZHANG et al., 2021). 

Não testamos essa perspectiva em nosso estudo. Contudo, para confirmar se a vinorelbina agiria 

por este mecanismo, uma abordagem experimental válida envolveria o uso de animais nocaute 

para receptores Toll-like-4 (TLR 4), por exemplo, e estudar se este fato alteraria o curso da 

inflamação induzida pela vinorelbina.  

Por outro lado, indubitavelmente, o mecanismo de ativação da migração de neutrófilos 

envolve mediadores químicos inflamatórios, visto que a dexametasona neutralizou a capacidade 

da vinorelbina de induzir a migração dessas células na cavidade peritoneal depletada de células 

residentes. Ao injetarmos dexametasona 1 hora e 30 minutos antes da injeção intraperitoneal de 

Vinorelbina, tivemos uma redução estatisticamente significativa do número de neutrófilos 

comparados ao grupo vinorelbina isolada.  

Incontestavelmente, a dexametasona é um fármaco que atenua a inflamação tanto em 

danos estimulados por padrões moleculares associados ao patógeno (PAMP) como quando 

causado por LPS, como em inflamações estimuladas por DAMP, no caso da vinorelbina e 

outros antineoplásicos citados. Portanto, os presentes resultados sugerem que a dexametasona 

pode ser clinicamente útil para atenuar ou tratar lesões por extravasamento de vinorelbina.  

 

 

 

 



7 CONCLUSÕES 

 

 A lesão por extravasamento de vinorelbina pode ser reproduzida e estudada em modelos 

animais. 

 A lesão por extravasamento de vinorelbina causa danos às fibras musculares e 

inflamação marcada por presença de infiltrado neutrofílico, edema e hemorragia. 

 A expressão de iNOS, mas não de TNFα, é aumentada na lesão tecidual causada por 

vinorelbina. 

 A vinorelbina induz a migração leucocitária por um mecanismo independente de células 

residentes. 

 A dexametasona administrada previamente à injeção intradérmica de vinorelbina atenua 

o dano tecidual de intenso para moderado e inibe a migração de neutrófilos como parte 

do mecanismo protetor.  
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