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RESUMO

Lesdo por extravasamento € um termo que descreve as manifestacdes de dano tecidual
resultantes do vazamento acidental de um farmaco para o espago subcutaneo durante infusbes
intravenosas. Os alcaloides da vinca e seus derivados, como a vinorelbina, estdo entre as drogas
anticancerigenas vesicantes mais proeminentes. Nosso objetivo foi delinear um modelo
experimental de lesdo por extravasamento induzida por vinorelbina e testar o papel das células
residentes no mecanismo da lesdo. Para isto, Ratos Wistar machos foram divididos em grupos
(n=6/grupo). Os animais anestesiados receberam injecao intradérmica de solucdo salina (grupo
controle, 100 uL/sitio) ou vinorelbina (0,03, 0,1, 0,3 ou 1 mg/100 ul/sitio). Os animais foram
eutanasiados apés 2, 4, 8 ou 16 h apds a injecdo de quimioterapia. As amostras de pele foram
analisadas pelo ensaio de mieloperoxidase (MPO) para determinar o curso temporal da
inflamacdo. O experimento foi repetido seguindo 0 mesmo curso de tempo usando o método de
extravasamento do corante azul de Evans para determinar a permeabilidade vascular cutanea.
O corante (25 mg/kg, i.v.) foi administrado 1 h antes da eutanasia dos animais. Amostras de
tecido foram analisadas histopatologicamente para analisar os danos causados pela vinorelbina
e se estabelecer um histoescore para graduacdo da lesdo. Posteriormente, um ensaio de
imunofluorescencia foi desenvolvido em amostras de pele para avaliar a expressdo de iINOS e
TNF-o. Em outro contexto experimental, os animais foram divididos em dois grupos: ratos com
cavidades peritoneais lavadas com solucdo salina e ratos com cavidades peritoneais ndo
lavadas. Esses grupos receberam solucdo salina (1 ml/cavidade, i.p.), vinorelbina (1
mg/ml/cavidade, i.p.) ou vinorelbina + dexametasona (3 mg/kg, s.c.) 30 min apos a lavagem. O
exsudato peritoneal foi coletado 4 h ap6s a exposicdo a quimioterapia para quantificar o nimero
de neutrofilos migrados. A maior concentracdo de vinorelbina testada (1 mg/sitio) causou
aumento da acumulacdo de neutrofilos no maior tempo testado, qual seja, 16h. Esse achado foi
acompanhado de uma resposta edematogénica tempo-dependente, detectada pela
permeabilidade vascular cutanea ao azul de Evans com maximo testado 16 horas apds a
exposicdo a quimioterapia em comparacdo com o grupo salina (P <0,05). A vinorelbina nédo
induziu sinais de inflamacdo em 2, 4 ou 8 horas ap6s a injecdo da droga. Ao histoescore
padronizado neste estudo, observou-se um padrdo intenso de lesdo associado a 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 expressdo de
INOS, mas ndo de TNFa, nas amostras de pele com injecdo de vinorelbina, o que foi reduzido
pela dexametasona. No ensaio de deplecdo de células residentes, verificou-se uma reducéo da
populacdo de células mononucleares na cavidade peritoneal dos ratos apds a lavagem peritoneal
com soro fisioloégico. A capacidade da vinorelbina de induzir o acimulo de neutréfilos foi
ampliada na cavidade lavada, sugerindo uma independéncia de células residentes na capacidade
inflamatdria do quimioterapico. A dexametasona preveniu significativamente a migracao de
neutrofilos (P<0,05) indicando que a vinorelbina induz quimiotaxia de neutr6filos em um
mecanismo independente de células residentes, mas de forma dependente de mecanismos
quimicos inflamatorios de natureza proteica. Assim, delineamos um novo modelo animal de
lesdo por extravasamento induzido por vinorelbina. Adicionalmente, elaboramos um sistema
de graduacdo por histoescore padronizado para avaliacdo da lesdo. O quimioterapico induziu o
acumulo de neutréfilos durante a lesdo tecidual independentemente da estimulacao das células
residentes.

Palavras-chave: quimioterapia; vinorelbina; extravasamento; neutréfilos; 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, 100 ul /site) or vinorelbine (0.03, 0.1, 0.3, or 1 mg/100 ul
/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-a. 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 TNFa, 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. INTRODUCAO

O céncer é uma doenga que ocasiona alta mortalidade devido ao diagndstico muitas
vezes tardio, quando ja se apresenta em estagios avancados. Em uma estimativa mundial
produzida pela Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer, em 2020, incluindo-se o
cancer de pele ndo melanoma, ocorreram 19,3 milhdes de casos novos e 10,0 milhGes de ébitos.
(SUNG et al., 2020). No Brasil, segundo a estimativa de 2023 feita pelo Instituto Nacional do
Cancer (INCA) do Ministério da Salde, para o triénio 2023-2025 a ocorréncia de novos casos
sera de 704 mil a cada ano, realgcando o impacto desta doenca bem como a importancia de se
implementar a¢des de prevencgéo e controle.

Para o tratamento do cancer, existem varias abordagens: cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, hormonioterapia, terapias alvo-direcionadas e imunoterapia, cuja combinacao
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 sistémico, como nos casos em
gue ha metastase, a quimioterapia € com frequéncia utilizada em cerca de 60 a 70 % dos casos.
(SPENCE; JONHSTON, 1996), visto que se destinam a inibicdo da rapida proliferacdo celular
por negativamente modular a replicacéo e reparo do DNA ou reprimir o ciclo celular (ECCLES;
WELCH, 2007).

1.2 Os alcaloides da vinca no tratamento contra o cancer

A descoberta de novos farmacos antineoplasicos de origem vegetal tem impulsionado
as pesquisas na area da Oncologia. Um dos exemplos mais importantes é o da Catharanthus
roseus ou Vinca rosea utilizada pela populacdo de Madagascar para o tratamento do diabetes.
Durante o0s testes da atividade hipoglicemiante, os extratos desta planta produziram
granulocitopenia em consequéncia da supressao da medula 6ssea dos animais suscitando a ideia
de se estudar este efeito em modelos de leucemias e linfomas (DE CARVALHO, 2006;
DUFLOS; KRUCZYNSKI; BARRET, 2002.).

Apos a confirmacdo das atividades nestes modelos, foram isolados dois alcaloides:
vincristina e vimblastina, que a partir de 1960 foram introduzidos no tratamento da leucemia
infantil, cncer testicular, doenca de Hodgkin, dentre outros (MANN, 2002). Os alcaloides da
vinca compdem uma das classes mais antigas de medicamentos antineoplasicos utilizados em

tumores animais e humanos e sdo conhecidos por inibirem a polimerizacdo de microttbulos. A
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vinorelbina, um anélogo semissintético da vimblastina, porém com toxicidade neuroldgica
menor, foi sintetizado pela primeira vez em 1978, tornando-se uma droga mais lipossoluvel que
outros alcaloides da vinca mais antigos (BUDMAN, 1997). Apesar de existirem muitos
compostos derivados de alcaloides da vinca, apenas 0s dois compostos naturais, vinblastina e
vincristina, e dois derivados semissintéticos, vindesina e vinorelbina, estdo em uso clinico como
antineoplasicos (DUFLOS; BARRET, 2002.).

O mecanismo de ag&o principal da vinorelbina baseia-se em interferir com o rearranjo
dos microtubulos, inibindo sua proliferacdo do fuso mitético, causando uma parada do ciclo
celular na metafase (ZHANG; YANG; GUO, 2017). Inibe a polimerizacdo da tubulina e age
principalmente sobre os microtubulos mitoticos. Age intervindo também com o metabolismo
dos aminoécidos, o transporte de calcio, a respiracdo celular e a sintese dos acidos nucleicos. E
considerado um agente especifico de fase do ciclo celular (fase M) (BRASIL, 2019; ZHANG;
YANG; GUO, 2017).

Em 1989, ap0s passar por testes clinicos na Europa, a vinorelbina comegou a ser
utilizada no tratamento de carcinoma de pulméo de ndo pequenas células na Franca, e em 1994
a droga foi aprovada nos Estados Unidos para tratar também o mesmo tipo de céncer
(BUDMAN, 1997). No entanto, 0s agentes antineoplasicos séo toxicos a qualquer tecido de
rapida proliferacdo, normais ou cancerosos, por isso tem como consequéncia 0 aparecimento
de efeitos colaterais (FONSECA; ALMEIDA; MASSUNAGA, 2000). Um exemplo de
toxicidade é a neuropatia periférica, que se desenvolve pela inibicdo 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 interagdo com o0s microttbulos

Os microtubulos sdo polimeros longos de proteinas em forma de tubos ocos que fazem
parte do citoesqueleto e sdo essenciais em células eucariotas. As proteinas que formam o0s
microtibulos sdo chamadas de tubulinas. Existem dois tipos de tubulinas chamadas de a
tubulina e B tubulina que se associam formando dimeros que se polimerizam formando
protofilamentos. Os microtubulos além de funcéo estrutural na célula, participam do transporte
de componentes, movimentacdo das organelas, sinalizacdo celular e na mitose atuando no
deslocamento dos cromossomos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012). No processo de mitose,

qualquer disfuncdo nos microtibulos pode causar a interrupcdo da mitose e consequente morte
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celular, e por este motivo os microtibulos sdo importantes alvos de alguns antineoplasicos,
como os alcaloides da vinca (ISLAM et al., 2019).

Os alcaloides da vinca ligam-se as p-tubulinas inibindo a polimerizacdo dos
microtdbulos (FLORIAN; MITCHISON, 2016.). Estudos com a planta Catharanthus roseus
deram origem a dois representantes naturais dessa classe de medicamentos antimitéticos: a
vincristina e a vimblastina. Desde entdo, a planta passou por processos biotecnolégicos com o
intuito de aproveitar melhor suas propriedades e foi a partir disto que varios anadlogos
semissintéticos destes medicamentos tém sido pesquisados, como por exemplo a vinorelbina,
sintetizada pela primeira vez em 1978 como uma promessa de apresentar maior atividade
terapéutica e menos efeitos adversos (GREGORY; SMITH, 2000; MANGENEY et al, 1979).
Esse mecanismo difere de outros farmacos que tém como alvo o fuso mitético, como o
paclitaxel e docetaxel, que atual como estabilizadores de microtibulos formados (CAPASSO,
2012).

Assim, a vinorelbina possui um amplo espectro de atividade antitumoral e tem sido
utilizada contra a recidiva de cancer de mama em estagio avancado, quando ha falha terapéutica
com as antraciclinas. A vinorelbina tem um indice terapéutico melhor do que os compostos
parentais, vincristina e vimblastina, provavelmente devido a sua maior afinidade pelos
microtubulos mitoticos (CAPASSO, 2012).

Tais achados contribuem para uma alta eficacia clinica tanto para o tratamento de cancer
de pulmdo de células ndo pequenas (NSCLC) quanto para o de cancer de mama (CM),
juntamente com uma boa tolerabilidade em doses terapeuticamente eficazes (GREGORY:;
SMITH, 2000). A despeito de uma excelente atividade atitumoral, a administracdo da
vinorelbina por via intravenosa pode cursar com emergéncias clinicas devido ao
extravasamento para os tecidos durante erros de administragdo em infusdes intravenosas
(CICCHETTI; JEMEC; GAULT, 2000.) e cujo manejo € uma emergéncia de enfermagem.

1.4 Lesdo por extravasamento e flebite associadas a antineoplasicos

Apesar do notério avanco terapéutico a ponto de melhorar o progndstico de varios
tumores, os pacientes oncologicos continuam sofrendo com toxicidades decorrentes dos
tratamentos (SCHIRRMACHER, 2019). Além disso, o conhecimento insuficiente acerca da
patogénese de boa parte dessas reagOes adversas repercute no nimero bastante restrito de
opcOes terapéuticas protetoras. Como resultado, efeitos adversos sérios levam muitas vezes a

descontinuacédo do tratamento, afetando a eficacia da terapia oncoldgica (BOSSI, et al 2015).
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A interrupcdo do tratamento, dependendo da doenca e da fase da terapia, aumenta as
despesas para o sistema de salde, gerando uma questdo de salde publica. Nos Estados Unidos
calcula-se um impacto econdémico anual de 100-330 bilhdes de dolares associado a falta de
adesdo ao tratamento oncoldgico (BOSSI, et al 2015). Por outro lado, no Brasil, ha um claro
vacuo de informacgBes relativas as toxicidades do tratamento oncoldgico, dada a
indisponibilidade de dados demogréficos e de farmacoeconomia.

Na Oncologia, o termo “extravasamento” € usado para designar a administragdao nao
intencional de drogas quimioterapicas vesicantes fora do sistema venoso. E uma situagio de
emergéncia clinica associada ao uso de cateter de inser¢do periférica para administracdo de
farmacos (CICCHETT; JEMEC; GAULT, 2000). Apesar das lesdes por extravasamento
acontecerem mais geralmente no tecido, elas também podem ocorrer no mediastino, no pulmao
e em outras areas quando ocorre o rompimento dos cateteres venosos centrais ou quando
migram para fora da veia. Além disso, tambem podem ocorrer no masculo quando a droga €
administrada imprudentemente atraves de injecdo (SCHULMEISTER, 2007).

Os antineoplasicos irritantes e vesicantes possuem o0 inconveniente de causar danos
teciduais quando extravasam do vaso sanguineo para o tecido ao serem administrados por
cateter venoso periférico e esta é uma das principais preocupacoes da equipe de enfermagem
ao se trabalhar com este tipo de farmaco. A diferenca entre antineoplasicos vesicantes e
irritantes se da por estes causarem desconforto, ardor, calor e inflamacdo temporaria enquanto
que os farmacos vesicantes além de também causarem sintomas de inflamacdo como dor,
queimacao, vermelhiddo e edema, podem levar ao surgimento de vesiculas e destruicdo do
tecido (necrose tecidual) podendo causar desde a perda de funcdo do membro até danos
neuroldgicos, afetando a qualidade de vida do paciente e aumentando 0s custos do tratamento
(FIDALGO et al, 2012; ANDRADE; SILVA, 2007; KREIDIEH; MOUKADEM; EL SAGHIR,
2016).

As reacOes imediatas do extravasamento destacam-se pela queimacdo, desconforto
local, eritema e reacOes sistémicas. As reacdes tardias, verificadas dias ou semanas ap0os 0
evento de extravasamento, caracterizam-se principalmente por dor, edema, endurecimento,
ulceracdo, vesiculas, necrose tecidual secundaria ao extravasamento, celulite e inflamacéo.
Alguns danos sdo reversiveis, porém outros podem ser irreversiveis como a ulceracdo, necrose
tissular grave, destruicdo progressiva de tecidos, que pode acometer nervos e tenddes, além de
déficits funcionais e estéticos de longo prazo (LANGER, 2010).

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

aumentando com o uso de veias de menor calibre. Riscos sdo precipitados por erros técnicos na
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puncdo venosa periférica e na administracdo das drogas, escolha inadequada do local de pungéo
venosa, quimioterapia anterior no mesmo vaso, linfadenectomia axilar, radioterapia anterior em
area de puncdo, alteracBes nutricionais, neuropatia preexistente, uso simultaneo de drogas que
podem causar sonoléncia, confusdo mental, agitacdo motora e vomito ou tosse (BONASSA,;
SANTANA, 2005).

As taxas de incidéncia das lesbes por extravasamento variam muito. Estima-se que
ocorram entre 0,01% e 7% a depender do estudo. H& uma clara sugestdo de que a incidéncia
tem diminuido devido a melhorias nos procedimentos de infusdo, reconhecimento precoce de
vazamento de drogas e treinamento em técnicas de gestdo (FIDALGO et al., 2012).

Algumas acOes se fazem necessarias quando da verificacdo do extravasamento do
quimioterapico. A principal agdo envolve a interrupgéo da infusdo. Tal procedimento deve ser
acompanhado da conex@o de uma seringa e aspiracdo da medicacdo residual, alem de manter
elevado o membro afetado — acima do nivel do coragdo (WENGSTROM; MARGULIES, 2008;
FIDALGO et al., 2012). A realizacdo de compressas frias ou quentes dependendo da medicacéo
extravasada, durante 15 a 20 min e ndo realizar pressdo manual direta sobre a area afetada séo
também incluidas nas principais medidas a serem tomadas ao se constatar a ocorréncia de
extravasamento (ANDRADE; SILVA, 2007; FIDALGO et al., 2012).

Destacam-se também entre as opc¢des de tratamento das lesdes a remocdo imediata do
fluido do espaco perivenoso subcutaneo com infiltracdo de hialuronidase e maltiplas pungoes
cutaneas ao redor da area de extravasamento, lavagem salina e lipossuccdo (GAULT,;
CHALLANDS, 1997) dimetil sulféxido tépico (DMSO) (KASSNER, 2000), desbridamento
cirurgico e retalhos ou enxertos de pele nos casos mais graves onde ocorre perda do tecido
(HEITMANN; DURMUS; INGIANNI, 1998). O curativo a vacuo (VAC) é reportado como
capaz de aumentar a velocidade e eficacia na cicatrizacao, é uma terapia bem conhecida para o
tratamento de pacientes com feridas de tecidos moles e pode ser coadjuvante do tratamento de
lesbes por extravasamento mais graves (HERSCOVICI et al, 2003).

Quando a infusdo de vinorelbina é mais longa, a incidéncia de toxicidade dermatoldgica
aumenta (Gilbar e Carrington, 2006). Gilbar e Carrington demonstraram em 2006 que 0s casos
de flebite sdo mais comuns que 0s casos de extravasamento quando do uso de vinorelbina.
Contudo, ao se comparar a gravidade das lesdes provocadas por vinorelbina e docetaxel, o
primeiro apresentou necrose tissular em maior gravidade, assim como uma maior extensao de
area ulcerada, profundidade de necrose e comprometimento muscular (ZHU et al, 2014).

Uma das complicagdes locais de certos agentes quimioterapicos é a necrose tecidual

decorrente do extravasamento. Um estudo de 1990, avaliou a eficacia da corticoterapia como
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meio de minimizar a necrose e a necessidade de cirurgia reconstrutiva (TSAVARIS et al.,
1990). Paratanto, 53 pacientes com lesdes de extravasamento por doxorrubicina, epirrubicina,
vinblastina, mitoxantrona ou mitomicina C foram avaliados. O manejo clinico da lesdo
envolveu uma pomada de betametasona aplicada na lesdo 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 injecdes intralesdo de corticoides necessitaram, ainda, de
desbridamento cirdrgico versus 13% daqueles sem uso corticoides, sugerindo um efeito
deletério destes agentes (FIDALGO et al., 2012). No contexto de lesdes por extravasamento
por antraciclicos, os corticoides ndo sdo recomendados devido as lesbes ndo terem um
componente inflamatorio subjacente como plano de fundo da patogénese (LANGER,;
SEHESTED; JENSEN, 2009). O uso de corticoides, portanto, parece controverso. Ao que se
observa na literatura, 0s mecanismos de lesdo por extravasamento variam de acordo com o
quimioterapico envolvido, requerendo, por conseguinte, uma abordagem especifica, a depender
do caso (WENGSTROM; MARGULIES, 2008).

Ha um relato de um modelo experimental de lesdo por extravasamento induzido por
vinorelbine, doxorrubicina ou paclitaxel (SUGIMOTO et al., 2012). Naguele estudo, houve
uma avaliacdo geral macroscépica e histopatologica. Macroscopicamente, as lesdes cutaneas
foram reduzidas por injecdes locais de esteroides em ratos injetados com doxorrubicina ou
vinorelbine. Histologicamente, a doxorrubicina, a vinorelbina e o paclitaxel induziram lesGes
teciduais profundas, marcadas por edema, inflamagdo e necrose. De forma interessante, a
injecdo local de corticoides ndo foi eficaz em prevenir esses danos (SUGIMOTO et al., 2012).
Uma limitacdo desse estudo foi a deficiéncia na descricdo detalhada dos achados
histopatoldgicos, a auséncia de uma curva temporal das alteracGes, a falta da avaliacdo de
mediadores inflamatdrios e mecanismos envolvidos, além, de um teste de administracdo
sistémica de corticoides.

Desta forma, o presente estudo propde o desenvolvimento de um modelo experimental
de lesdo por extravasamento de vinorelbina que permita a testagem de drogas com potencial
terapéutico e o estudo de mecanismos, visando evidenciar uma racionalidade nessa testagem

pautada em alvos especificos
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar das lesbes por extravasamento serem pouco frequentes na prética clinica, elas
podem provocar graves efou irreversiveis complicacdes que, se ndo tratadas, podem
comprometer cépsulas articulares, tendBes, nervos e vasos, gerando sequelas graves como
rigidez articular permanente, sindromes de compressdo nervosa, défices neurologicos e
distrofia simpéatica residual (FREITAS; POPIM, 2015). Além da doenga repercutir de maneira
significativa na vida do paciente oncolégico promovendo diversas limitagdes e alteraces
psicoldgicas, os efeitos colaterais decorrentes da quimioterapia prejudicam a qualidade de vida
do paciente.

Em 2020, a incidéncia de cancer de mama ultrapassou a incidéncia de cancer de pulméo,
estimando-se um namero de 2,3 milhdes de novos casos no mundo, enquanto que o cancer de
pulmdo se manteve como a principal causa de morte em se tratando de cancer. Ja no Brasil, a
estimativa € 74 mil novos casos de cancer de mama ocupando a segunda posi¢do na
classificagcdo nacional. O cancer de pulm&o ocupou o quinto mais incidente na estimativa 2023
(INCA, 2022).

A vinorelbina tem sido um farmaco amplamente utilizado no tratamento de cancer de
pulmdo e mama, que estdo entre os tipos de cancer mais incidentes no mundo. Considerando a
alta na incidéncia de cancer, é razoavel notar que sera necessaria uma maior demanda de
antineoplasicos, como a vinorelbina, para tratar estas doencas, 0 que consequentemente implica
numa maior observancia na frequéncia de toxicidades, como as leses por extravasamento.

Embora todos os farmacos vesicantes possam causar dano tecidual por extravasamento,
as antraciclinas, como a doxorrubicina, tém o maior potencial vesicante quando comparadas a
outros agentes quimioterapicos. Contudo, os estudos das lesGes por extravasamento associadas
especificamente aos antraciclicos tém sido mais bem documentados e abordagens terapéuticas
tém sido indicadas, como o dexrazoxane aprovado pelo Food and Drug Administration, agéncia
de vigilancia de farmacos dos Estados Unidos (EL-SAGHIR et al., 2004). Por outro lado, a
literatura ndo dispOe de estudos que abordem os mecanismos que levam a total compreenséao de
como ocorrem estas lesdes quando se trata do extravasamento da vinorelbina. As pesquisas
parecem ainda ndo ter alcancado um consenso sobre o padrdo de tratamento efetivo para as
lesbes de pele causadas pelo extravasamento de vinorelbina, fatos que justificam a escolha deste
farmaco como objeto deste estudo e a necessidade de se elaborar um modelo experimental que
forneca informagdes necessarias para responder aspectos importantes da patogénese da leséo

por extravasamento.
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3 OBJETIVOS

Obijetivo geral

Delinear um modelo experimental de lesdo por extravasamento induzida por vinorelbina

e testar o papel das células residentes no mecanismo da les&o.

Obijetivos especificos

e Descrever de forma tempo-dependente as alteracGes inflamatérias e histopatoldgicas de
estruturas afetadas pelo extravasamento de vinorelbina;

e Desenvolver um sistema de classificacdo de dano tecidual provocado por
extravasamento de vinorelbina;

e Estudar o efeito da vinorelbina sobre a expressdo de mediadores inflamatorios
classicos, sobre a migracao de leucdcitos para a cavidade peritoneal, bem como o papel

de células residentes nesse mecanismo.
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4 METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Ceara e aprovado em 30 de abril de 2020 sob o nimero 4753300919.
Todos os preceitos considerados para esta aprovagdo 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 Experimentagédo 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 Ceara (UFC).

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas, respeitando o nimero maximo de
3 ratos por gaiola, sob ciclo claro-escuro de 12/12 horas com livre acesso a racdo comercial e a

agua, em ambiente com temperatura controlada (22-25 °C) e exaustdo de ar.

4.3 COMPOSTOS

Para a execucdo dos protocolos, usamos: vinorelbina (Navelbine®, Laboratério Pierre
Fabre do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil), dexametasona (Azium® injetavel, MSD, Merck Sharp
& Dohme Corp., Brasil), cetamina (100 mg/kg, i.p., Quetamina, 10 g/100 mL, ampolas
contendo 10 mL, Vetnil, Sdo Paulo, Brasil) e xilasina (10 mg/kg, i.p., Xilazin®, 2 ¢g/100 mL,

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

4.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.4.1 Protocolo I: Determinacio da concentracio e tempo para inducio da

inflamagdo por vinorelbina

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

divido em 6 quadrantes. Cada animal recebeu injecdes de salina 0,9% (100 pL de solugéo por
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sitio) e vinorelbina nas concentra¢des 0,03; 0,1; 0,3 ou 1 (mg/100 pL de solucdo por sitio). As
administracdes ocorreram por via intradérmica, com formacao de papula no dorso do animal
(Figura 1). Nesse ponto, os animais foram divididos em dois grupos para analise de parametros
inflamatorios e histoldgicos a partir do material biolégico coletado nos tempos de 2, 4, 8 e 16
horas apds a injecdo de salina e vinorelbina. No grupo designado para a analise de
permeabilidade vascular, passado os tempos estipulados, foi administrada por via intravenosa,
na veia dorsal peniana, a solugdo de Azul de Evans 2% (25 mg/kg) (n=6/ tempo analisado) e, 1
hora depois, foi realizada a eutandsia dos animais por overdose de anestésicos. ApOs
confirmacdo de morte, foram coletados discos de tecido epitelial de 1,5 cm de didmetro. J& no
grupo destinado a analise da atividade da mieloperoxidase (MPQ) e de parametros histolégicos
(n=6/tempo analisado) os discos de tecido epitelial coletados foram divididos e reservados para

as respectivas analises (Figura 1).

Figura 1 - Desenho experimental para determinar concentracdo e tempo de inducdo da
inflamacéo por vinorelbina.
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Fonte: autoria prépria.

4.4.2 Protocolo II: Indugio da lesdo por extravasamento de vinorelbina

Apos serem anestesiados, ratos Wistar tiveram o dorso tricotomizado e dividido em
quadrantes, com posterior administracdo de salina 0,9% (100 uL de solucdo por sitio; n=6) e
vinorelbina (1 mg/100 pL de solugdo por sitio; n=6) isolada ou em combinacdo com
dexametasona (3 mg/kg; via intraperitoneal; n=6). A administracdo de dexametasona foi

realizada 1 hora e 30 min antes da injec&o 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/Kkg, i.p.)
e xilasina (10 mg/kg, i.p.) para eutanasia (figura 2). Ap6s confirmacdo de morte, fragmentos
do tecido epitelial foram fixados em formol tamponado 10% para analise histologica e
quantificacdo da area fluorescente de marcadores inflamatérios por imunofluorescéncia a partir

dos blocos de parafina.

Figura 2 - Desenho experimental do modelo de extravasamento por vinorelbina.
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Fonte: autoria prépria.

4.4.3 Protocolo II1: Deplecao de células residentes peritoneais e migraciao de

neutrofilos induzida por vinorelbina

Ratos Wistar foram anestesiados e divididos nos grupos nao lavado (sham), com
manutencdo das células residentes na cavidade peritoneal, e lavado (W), onde houve deplecao
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 subcutanea; n=6). Nos animais do grupo contendo dexametasona o tratamento foi
feito 1 hora e 30 minutos antes da injecéo de vinorelbina (Figura 3).

Para a deplecdo das células residentes, os animais tiveram o periténio lavado com
solucdo salina (0,9%). Em resumo, apds administracdo de 30 mL de solucdo na cavidade
peritoneal, foi realizado massagem por todo o peritonio durante 1 minuto afim de soltar as
células aderidas e, em seguida, foi feito um corte na regido inguinal dos animais para remocao
do fluido peritoneal contendo as células residentes.

A deplecdo das células foi comprovada por contagem de células totais, para isso, foi
injetado, adicionalmente, 3 mL de solugéo salina no periténio, seguido de massagem e coleta

do fluido peritoneal. Foram mantidos no experimento apenas os animais cuja deplecéo das
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celulas foi confirmada. Finalmente, foi realizada a sutura dos animais e a administracdo dos
tratamentos conforme diviséo previamente estabelecida.

Apds 4 horas da injecdo de salina ou vinorelbina, os animais foram anestesiados e
eutanasiados. Nesse momento, foi injetado 3 mL de solucdo contendo salina/heparina (200 u
de heparina /mL) na cavidade peritoneal, seguido de massagem e coleta do fluido peritoneal
para determinar a migracdo leucocitaria através de contagem celular total e diferencial

(mononucleares ou neutrofilos/cavidade).

Figura 3 - Desenho experimental da deplecdo de células residentes peritoneais e migracao de
neutrofilos induzida por vinorelbina.
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Fonte: autoria prépria

4.5 AVALIACAO DOS PARAMETROS INFLAMATORIOS PARA
DETERMINACAO DO MODELO

4.5.1 Atividade da mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO), uma enzima presente em granulos de neutréfilos, é utilizada
como marcador da presenca dessas células no tecido inflamado. Sua presenca foi determinada
por método colorimétrico e a leitura final realizada em leitor de placas. Resumidamente, cada
amostra foi pesada e homogeneizada em solugdo NaCl e EDTA dissddico diluidos em Tampao
Fosfato (0,02M) e triturada em TissueLyser LT da Quiagen usando beads de aco de 4,5 mm.
As amostras foram, entdo, centrifugadas (3000 rpm, 15 min, 4°C) com posterior descarte do
sobrenadante e ressuspensdo do pellet em solucdo hipotdnica (NaCl 0,2%) para lise celular.
Apos nova centrifugacao, o pellet resultante foi ressuspenso em 300 pL de tampao NaPOs 0,05
M, pH 5,4, contendo brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5% (HTAB, Sigma-Aldrich/Merck
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Millipore, S&o Paulo, Brasil). A atividade da MPO foi determinada utilizando uma mistura 1:4
de tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H20> (0,5 mM). A reacéo foi interrompida com uma solucao
de &cido sulfarico (2M) e a absorbancia foi analisada a 450 nm usando um espectrofotémetro.
As leituras de absorbancia foram plotadas em uma curva padrdo de neutrofilos peritoneais de
camundongos, como descrito por Dornelas-Filho e colaboradores (DORNELAS-FILHO et al.,
2018). Os resultados obtidos foram expressos como atividade de MPO (neutréfilos/mg de

tecido).

4.5.2 Permeabilidade vascular cutinea 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 a albumina que é uma proteina presente no plasma. Caso ocorra
extravasamento de albumina para o intersticio, resultando em edema, o corante é observado e
a partir disso pode ser mensurado. Deste modo, 0s animais foram anestesiados e em seguida
receberam injecOes intradérmicas de solucdo salina e vinorelbina conforme descreve o
protocolo I. Apos a eutandsia, 0s animais tiveram a pele do dorso removida cirurgicamente e 0s
discos de tecido epitelial foram embebidos em solucédo de formamida e mantidas por 12 hs a
65°C. Finalmente, a solucdo de formamida contento o corante extravasado do tecido foi
quantificada em espectrofotometro a 630 nm e a quantidade de Azul de Evans extravasada foi

expressa em pg/mL.

4.6 ANALISE HISTOLOGICA

4.6.1 Analise qualitativa temporal da injecio intradérmica de vinorelbina

Apos a eutanasia dos animais, parte das amostras coletadas no Protocolo I, para
determinar a concentracdo e tempo da indu¢do da inflamacgédo por vinorelbina, foram fixadas
em formol tamponado 10%, processadas para coloracao pelo método HE (hematoxilina-eosina)
e observadas em microscopio optico.

Inicialmente, foram observadas caracteristicas histologicas como edema, dano
nas fibras musculares, necrose e infiltrado inflamatério ao longo do tempo. Dessa forma, foi
estabelecido as principais caracteristicas alteradas no tecido epitelial apds injecdo de

vinorelbina.
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4.6.2 Determinacio dos escores e grau histologico do dano

Devido a auséncia de escores histologicos descritos na literatura para lesdo cuténea e a
definicdo prévia das principais alteracfes envolvidas no dano histolégico apds a injecdo de
vinorelbina ao longo do tempo conforme descrito no item 4.6.1 foi proposto escores
histolégicos de dano a mucosa com adaptacGes do método previamente descrito para modelo
de lesdo por pressao elaborado por Wang e colaboradores (2016).

A andlise histoldgica foi realizada por um patologista de forma cega e foram verificados
danos na epiderme e fibras musculares, além da presenca de inflamacéo (infiltrado inflamatério,
edema, ectasia, hemorragia e necrose). Cada critério foi avaliado quanto a presenca ou auséncia
e, para os dados de infiltrado inflamatorio e edema, foram atribuidos escores quanto a
intensidade. Atribuiu-se escore 0 (auséncia de lesdo) ou 1 (presenca de lesdo) para 0s
parametros de lesdo em fibras musculares, quais sejam a) Dissociacdo de fibras; b) Presenca de
atrofia das fibras; c) Centralizagdo dos nucleos; e de Inflamagéo, quais sejam: a) Ectasia
vascular; b) Hemorragia; c) Necrose. Quanto a intensidade de a) infiltrado inflamatorio e b)
edema, as alteracdes foram cada uma qualificadas como ausentes (escore 0), leve (escore 1),
moderada (escore 2) ou intensa (escore 3) (Tabela 1). Ao final, as pontuacdes foram somadas

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

Tabela 1 - Escores histoldgicos de lesdo cutanea por vinorelbina no dorso de ratos

Caracteristicas observadas Escores histologicos
0 1 2 3
Fibras musculares
Dissociacdo das fibras Auséncia Presenca - -
Presenca de atrofia das fibras Auséncia Presenca - -
Centralizacdo dos nucleos Auséncia Presenca - -
Inflamacao
Infiltrado inflamato6rio (Fendtipo) Auséncia Leve Moderado Intenso
Edema Auséncia Leve Moderado Intenso
Ectasia (vascular) Auséncia Presenca - -
Hemorragia Auséncia Presenca - -
Necrose Auséncia Presenca - -

Fonte: autoria propria.
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Tabela 2 - Grau do dano cutéaneo determinado pelo somatorio dos escores histolégicos

Grau histoldgico do dano Variacao do somatorio dos escores
Auséncia 0

Discreto 1-4

Moderado 5-8

Intenso 9-12

Fonte: autoria prépria.

4.7 EXPRESSAO DE INOS E TNF-ALFA POR IMUNOFLUORESCENCIA 16
HORAS APOS A INJECAO DE VINORELBINA

Foram obtidos cortes das lesdes biopsiadas a partir de tecidos fixados em parafina. As
laminas contendo os cortes foram mantidas em estufa por 1 hora a 60°C, seguido por dois
banhos em Xilol por 10 minutos para desparafinacdo dos tecidos. O excesso de Xilol e
hidratacdo dos tecidos foi feito por banhos sucessivos de Etanol em concentracGes 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 laminas foram, ent&o, lavadas em agua corrente por 10 min, seguido
por 3 banhos de PBS por 5 min, cada. A recuperacao antigénica foi feita em Tampéo Citrato de
Sodio 0,1 M (pH 6,0), a temperatura de 95 °C, por 30 minutos, seguida de resfriamento, a
temperatura ambiente, durante 20 minutos. Apds essa etapa foi feito 3 banhos de 5 min de PBS.
A permeabilizacdo das membranas foi feita em solu¢do contendo 200 puL de PBS, 4 mL de
Albumina Sérica Bovina (BSA) 5% (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) e 200 pL 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 ligac6es inespecificas 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 — 4°C, overnight, com os anticorpos primarios feitos em coelho
anti-TNFa (1:100, Sigma Aldrich, EUA), e rato anti-INOS (1:250, Santa Cruz Biotechnology,
EUA). Completado o tempo de incubacéo do anticorpo primario, foram feitas 3 lavagens de 5
min cada com PBS para posterior incubacdo com o anticorpo secundario 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 concentracao
estabelecida para o anticorpo primario. A partir desse ponto, as etapas que sucedem foram feitas
protegidos da luz. Apds o término da incubagdo do anticorpo secundario, foram feitas 3
lavagens com PBS durante 5 min cada. Os nucleos celulares foram marcados com DAPI
(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (4 uL em



27

200 mL de PBS) durante 30 min, seguido por lavagens sucessivas em agua destilada,
totalizando 3 lavagens de 5 min cada. Para montagem das laminas, foi utilizado o meio Prolong
Gold Antifade Mountant (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA). Para a aquisicdo das fotomicrografias, foi utilizado um microscopio de
fluorescéncia (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 quantificacdo da area fluorescente
foi feita por diferenciacdo dos pixels fluorescentes relacionados a fluorescéncia vermelha
(Alexa Fluor 568) e a coloracdo azul para a identificacdo dos ndcleos celulares marcados com
0 DAPI. Foram estabelecidos limiares de cores de deteccéo, estes foram padronizados em todas
as quantificacdes. Os dados obtidos foram expressos em area de fluorescéncia por meio da

comparagéo da intensidade de fluorescéncia do marcador alvo com o DAPI (100%).

4.8 MIGRACAO DE CELULAS PARA A CAVIDADE INTRAPERITONEAL

4.8.1 Contagem total e diferencial

O fluido peritoneal coletado no protocolo 111, para analise da migracdo de neutrofilos
induzida por vinorelbina, foi contabilizado por meio de contagem total e diferencial de células.
Para a contagem global de células inflamatorias, foi adicionado 380ul de solucdo de Turk em
20ul do fluido peritoneal. O nimero de leucdcitos totais foi contabilizado em camara de
Neubauer.

Para a contagem diferencial, 40uL do fluido peritoneal foi levado a citocentrifuga e
submetido a rotacéo 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 auxilio de microscopio éptico com
objetiva de imersdo (1000x). O numero de macrofagos e mastdcitos (mononucleares),
neutrofilos e eosinofilos, foram contabilizados até o somatério de 100. Nesse ponto, foi

considerado para analise, apenas, o nimero de neutrdfilos.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

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

resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) para as variaveis com
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distribuicdo normal ou pela mediana (minimo-maximo) para as variaveis sem distribuicéo
normal. A analise estatistica entre os grupos foi realizada empregando-se a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Bonferroni. Para as analises de curso temporal foi usado o teste de
comparacdo multipla de Sidak’s. Os dados da analise de imunofluorescéncia e avaliacdo
histopatoldgica foram expressos como mediana e intervalos com valores minimos e maximos
e analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis e Dunn. A significancia foi
estabelecida como p<0,05. Para a realizacdo dos testes estatisticos foi utilizado o Software

GraphPad Prism®, verséo 7.0.
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5 RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO) EM AMOSTRAS OBTIDAS
DO DORSO DOS ANIMAIS

A injecdo intradérmica de vinorelbina induziu um aumento significativo na atividade da
MPO 16 horas apdés a sua administracdo (p<0,05). Nd houve aumento significativo na
atividade de MPO nos tempos de 2, 4 e 8 horas de eutanasia. No tempo de 16 horas, percebe-
se que 0 aumento da atividade da MPO é concentracdo-dependente, ou seja, quanto maior a
concentracdo de vinorelbina, maior a atividade de MPO, porém, somente as concentracfes de
0,1 mg/100 pl/sitio e 1 mg/100 pl/sitio de vinorelbina induziram um aumento significativo na
atividade de MPO quando comparados ao grupo controle com injecdo intradérmica de solucéo
0,9% de soro fisiologico (p<0,05). Nao houve aumento significativo na atividade de MPO nas
concentragdes de 0,03 mg/100uL/sitio e 0,3 mg/100 pl/sitio (Figura 4).

A Figura 5 ilustra o curso temporal dos dados da Figura 4 em relacdo a analise da
atividade de MPO apds o estimulo inflamatério com injecdo intradérmica de vinoralbina (1
mg/100 pl/sitio) em comparagdo 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 inflamacéo aguda. O pico de infiltracdo de neutrofilos nos tempos
testados foi estabelecido no tempo de 16 horas apds o estimulo com vinorelbina 1 mg/100

ul/sitio.
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Figura 4 - A injegdo intradérmica de vinorelbina aumenta o infiltrado neutrofilico.
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Fonte: autoria propria.

A atividade da mieloperoxidasese é mantida em niveis basais ap6s 2 horas (a), 4 horas (b) e 8 horas (c).
Contudo, apds 16 horas (d), a injecdo de vinorelbina (0,1 e 1 mg/100ul/sitio) aumenta a migracédo de
neutréfilos para a area afetada. Os graficos representam a média £ EPM dos resultados. A significancia

estatistica 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 propria.

O grafico representa a atividade da MPO apds a injecdo de vinorelbina (1 mg/100ul/sitio) (vermelho) e
de salina (azul) ao longo do tempo. A andlise indica que a atividade da MPO é aumentada
significativamente 16 horas apds a injecdo de vinorelbina versus o grupo salina. A diferenca também
ocorre no curso temporal do grupo salina, onde hd aumento do infiltrado no tempo de 16 horas se
comparado aos tempos de 2, 4 e 8 horas. Os graficos representam a média + EPM dos resultados. A

significancia estatistica, *, foi estabelecida em P < 0,05.

5.2 PERMEABILIDADE VASCULAR CUTANEA AO AZUL DE EVANS

A injecdo intradérmica de vinorelbina 1 mg/ml induziu a um aumento significativo na
permeabilidade vascular cutanea 16 horas ap0s a eutanasia dos animais quando comparado ao
grupo controle, o qual recebeu uma injecdo intradérmica de SF 0,9% (p<0,05). Ndo houve
aumento significativo na permeabilidade nos grupos de 2, 4 e 8 horas de eutanasia, nem nas
concentragdes de 0,03, 0,1 e 0,3 mg/100 pl/sitio de vinorelbina (Figura 6). A Figura 7 ilustra
0 curso temporal de estabelecimento da permeabilidade vascular ao Azul de Evans frente a

injecdo de vinorelbina (1 mg/100 ul/sitio).
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Figura 6 - A vinorelbina induz edema cutaneo.
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Fonte: autoria prépria.

A Permeabilidade vascular cuténea avaliada pela mensuracdo do extravasamento do corante Azul de
Evans mostra niveis basais apds 2 horas (a), 4 horas (b) e 8 horas (c), alcancando niveis elevados de
edema 16 horas (d) apds a administracdo de vinorelbina, na concentracdo de 1,0 mg/100 pl/sitio. Os
gréaficos representam a média + EPM dos resultados. A significancia estatistica foi estabelecida em P <
0,05.
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Figura 7 - Curva temporal da permeabilidade vascular.
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Fonte: autoria propria.

O grafico representa a variacdo da permeabilidade vascular ao corante Azul de Evans no grupo
vinorelbina (1,0 mg/100 pl/sitio) (vermelho) e grupo salina (azul) em ao longo do tempo (2, 4, 8 e 16
horas). A injecdo intradérmica de vinorelbina aumenta o edema comparado ao grupo salina apds 16
horas de administracdo. Os graficos representam a média £ EPM dos resultados. A significancia

estatistica foi estabelecida em P < 0,05.

5.3 ANALISE QUALITATIVA TEMPORAL DA INJECAO INTRADERMICA DE
VINORELBINA SOBRE AS ALTERACOES HISTOLOGICAS EM AMOSTRAS DE PELE
DE DORSO DE RATO.

Na Figura 8A, injecdo com SF 0,9%, temos corte apresentando pele e camada muscular.
Observa-se a derme constituida por tecido conjuntivo onde se destaca na figura um foliculo
piloso. Logo abaixo observam-se os adipécitos e, por fim, a camada muscular. As estruturas se
apresentam organizadas e sem sinais de inflamacdo. Apds 2 horas de injecdo intradérmica de
vinorelbina (1 mg/100 ul/sitio), existiram evidéncias de formacdo de edema, podia-se observar
nicleo e membrana nas células, as células musculares possuiam algumas estrias preservadas
em algumas areas e outras areas apresentavam-se com perda das estrias (Figura 8B). Néo se
observaram areas de necrose (Figura 8B). Ap0s 4 horas de injecdo intradérmica de vinorelbina
na concentracao citada, observa-se a presenca de necrose causada por acao citotdxica direta da
vinorelbina no tecido, mas ndo sdo observadas células inflamatorias (Figura 8C). Apos 8 horas

de injecdo intradérmica de vinorelbina, observa-se a presenca de necrose coagulativa. As



34

celulas j& sdo observadas com auséncia de nlcleo (Figura 8D). E ap6s 16 horas de injecéo
intradérmica de vinorelbina, a pele encontra-se com estruturas desorganizadas, células sem
nacleo, algumas areas com nicleos eosinofilicos e fragmentados, perda de estrias das células

musculares e intenso infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear e macrofagos (Figura 8E).

Figura 8 - A vinorelbina induz lesdo tissular cutanea de forma tempo-dependente.
SALINA VINO

Fonte: autoria prépria.

As fotomicrografias representam fragmentos de pele do dorso de ratos coradas com H&E apés
administracdo intradérmica de SF (0,9%) (A) ou vinorelbina (1 mg/100uL/sitio) apds 2 horas (B), 4

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

5.4 PADRONIZACAO DE HISTOESCORES PARA A LESAO CUTANEA
INDUZIDA POR VINORELBINA E EFEITO PROTETOR DA DEXAMETASONA

As amostras sem lesdo eram constituidas por epiderme representada por epitélio
escamoso ceratinizado sob o qual havia derme de tecido conjuntivo fibroso denso mostrando
anexos cutaneos seguida por camada de adipdcitos e tecido muscular esquelético. Abaixo do
musculo havia tecido conjuntivo frouxamente disposto permeado por feixes nervosos. Foram

analisadas alterac@es nas fibras musculares quanto a dissociagéo das fibras, atrofia das fibras e
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centralizagdo dos nucleos. A presenca destas alteracGes recebeu o escore 1 e a auséncia recebeu
o0 escore 0. Quanto a inflamac&o do tecido, foram analisadas a presenca de infiltrado de células
inflamatorias 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 ndo encontradas receberam o escore 0 (Tabela 1). O somatério das alteragdes nas
fibras musculares e parametros inflamatdrios levou a proposta de histoescores conforme a
Tabela 2.

De acordo com os critérios histolégicos propostos, a pele do dorso do grupo onde foi
administrado SF 0,9% apresentou leve infiltrado inflamat6rio marcado pela discreta presenca
de células mononucleares e ectasia vascular (Tabela 3). A pontuacdo total para estes achados
foi de 2 (2-2), 0 que caracterizou um dano discreto (Figura 9).

O grupo onde foi administrada vinorelbina apresentou perda e fragmentacéo de fibras
musculares, atrofia e centralizagdo dos nudcleos. Quanto a inflamagdo, houve um intenso
infiltrado inflamatorio leucocitario polimorfonuclear com predominancia de neutréfilos, edema
e ectasia. A hemorragia foi encontrada em todas as amostras (Tabela 3). A pontuacéo total foi
de 9 (8-9) caracterizando um dano tecidual intenso (Figura 9).

Para o0 grupo em que se administrou dexametasona previamente a solucao de vinorelbina
houve perda e fragmentacédo de fibras musculares, atrofia de fibras musculares e centralizagédo
dos nucleos das células musculares. Quanto a inflamagdo, houve um moderado infiltrado
inflamatério polimorfonuclear, edema leve e ectasia vascular. A hemorragia foi percebida em
50% das amostras (Tabela 3). A pontuacéo total foi de 7,5 (7-8) o que caracterizou um dano

moderado (Figura 7).

Tabela 3 - Escores histoldgicos de lesdo por critério patologico (continua).

Caracteristicas

. Escores histologicos dos grupos experimentais
analisadas

vinorelbina dexa (3 mg/kg) +
(1,0 mg/ml) vino (1,0 mg/ml)
1 2 3 45 1 2 3 456 1 2 3 45 6

salina

Fibra muscular

Dissociacao 0 |0 |0 |0 [0 |2 |12 (22 |12 |12 |12 |1 |12 |12 |1® |12 |12
Atrofia o {o o o o (1 |2 |2 |2 |2 |2 [1 |1 |1 |1 |1 |1
Centralizagao o {o o o o (1 |2 |2 |2 |2 |2 [1 |1 |1 |1 |1 |1
nuclear

Inflamacéo
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Tabela 3 - Escores histolégicos de lesdo por critério patoldgico (concluséao).

Caracteristicas T : :
Escores histologicos dos grupos experimentais

analisadas

salina vinorelbina d_exa (3 mg/kg) +

(1,0 mg/ml) vino (1,0 mg/ml)
1 2 3 4 5 1 2 3 45 6 1 2 3 4 5 6
Infiltrado L U U ECRIPLE I I IO R P I I I P P I B

inflamatério i

Edema ojofjof|lofo |2 2|1 |2 |2 |2 |1|2|2]1]1]|1
ECtaSia 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Hemorragia ololo|o|oOo|1 |22 |2 |2]|2]|21]|Oo|2]oO|O]|1
Necrose olo|lo|o|lo|]o|o|lo|o|o|]oOo|oOo|O|O|O|O]|oO
Total dos escores 2 2 2 2 2 9 9 9 9 8 9 8 7 8 7 71 8

Fonte: autoria propria.
dperda/fragmentacdo de fibras musculares
Yinfiltrado mononuclear

¢infiltrado leucocitario/polimorfonuclear
*difuso

Resumidamente, apds 16 horas da injecdo intradérmica de solucdo de vinorelbina (1
mg/100 pl/sitio) existiram evidéncias histologicas de formagdo de um processo inflamatorio e
dano intenso a epiderme, derme mais profunda e camada muscular onde pode-se observar
formacdo de edema, destruicdo de fibras musculares, infiltrado de células inflamatdrias
polimorfonucleares com predominancia de macrofagos, desorganizacdo das estruturas
celulares caracterizadas por areas amorfas, necrose e hiperpigmentacdo dos nucleos (picnose),
fragmentacdo dos nucleos (cariorrexe), desaparecimento dos nucleos (cariorrexe avancada) e
perda de estrias nas células musculares (Figura 7). A Figura 7A ilustra a visdo histologica
representativa dos tecidos grupos salina, vinorelbina (Vino) e Dexametasona associada a
vinorelbina (Dexa + vino). Os painéis B e C da Figura 9 representam a anélise estatistica

comparativa dos dados catalogados na Tabela 3.
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Figura 9 - Dexametasona atenua parcialmente o dano histolégico induzido pela vinorelbina
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Fonte: autoria propria.
As imagens histoldgicas coradas com H&E dos grupos salina e vinorelbina sozinho ou combinado com

dexametasona (a). No grupo vinorelbina é percebido adelgacamento da epiderme (**), perda do foliculo
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piloso (seta preta), focos de hemorragia (#), infiltrado inflamatorio ($), desorganizacdo das fibras
colagenas (&), edema (*) e dissociacdo e atrofia da fibra muscular (cabeca de seta). A somatdria dos
histoescores (b) no grupo vinorelbina induz dano intenso, ja o tratamento com dexametasona atenua o
dano para grau moderado (c). O grafico representa a mediana da somatéria dos histoescores. A
significancia estatistica foi estabelecida em P < 0,05.

5.5 EXPRESSAO DE INOS POR IMUNOFLUORESCENCIA EM LESAO
CUTANEA POR VINORELBINA E EFEITO DO TRATAMENTO COM
DEXAMETASONA EM RATOS.

De acordo com os critérios de imunofluorescéncia utilizados, 16 horas apds a injecdo
intradérmica de vinorelbina (1 mg/100 nl/sitio) em pele de rato, houve um aumento na
expressdo de INOS principalmente na derme superficial e profunda indicando que a vinorelbina
provocou danos nessas estruturas. A expressdo foi menor no grupo tratado com dexametasona
(3 mg/kg) 1,5 h antes da vinorelbina, indicando que as alteragbes na derme superficial e

profunda foram reduzias (Figura 10).
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Figura 10 - A les&o cutanea provocada por vinorelbina aumenta a expressao de iNOS.
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Fonte: autoria propria.

Imagens representativas da expressao de iNOS por imunofluorescéncia na escala de 100 um nos grupos
salina e vinorelbina isolada ou combinada com dexametasona (a). A vinorelbina (1mg/100 pl/sitio)
induziu a expressdo de INOS medido 16 horas ap6s o estimulo, o que foi reduzido pela dexametasona
(b). Os gréficos representam a média £ EPM dos resultados. A significancia estatistica foi estabelecida
em P < 0,05.
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5.6 ANALISE DA EXPRESSAO DE TNFA POR IMUNOFLUORESCENCIA EM
LESAO CUTANEA INDUZIDA POR VINORELBINA.

Nio foi observada expressio de TNFo 16 horas ap0s a injecdo intradérmica de

vinorelbina (1 mg/100 pl/sitio) em pele de rato (Figura 11).

Figura 11 - O TNFa ndo foi expresso 16 horas ap6s a indugdo de lesdo cutanea por vinorelbina.
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Fonte: autoria prépria.

Imagens representativas da expressdo de TNFa por imunofluorescéncia na escala de 100 pm nos grupos
salina e vinorelbina isolada ou combinada com dexametasona (a) e porcentagem da area de fluorescéncia
(b). Os graficos representam a média + SEM dos resultados. A significancia estatistica foi estabelecida
em P < 0,05.

5.7 EFEITO DA DEPLECAO DE CELULAS RESIDENTES PERITONEAIS SOBRE
AMIGRACAO DE NEUTROFILOS INDUZIDA POR VINORELBINA

A Figura 12A mostra que a lavagem peritoneal foi eficiente em promover a deplecao de
células mononucleares residentes quando comparado ao grupo sham, que néo teve a cavidade
lavada (P<0,05). Adicionalmente, a migracédo de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida
pela administragdo intraperitoneal de vinorelbina 1mg/mL foi significativamente aumentada
em relacdo aos controles com administracao intraperitoneal de somente SF 0,9%. No grupo de
animais que tiveram o peritonio lavado previamente, a administracdo de vinorelbina induziu
um aumento significativo na migracdo de neutrofilos 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 migracgéo de neutrofilos no grupo lavado em relagéo ao grupo nao lavado e que
também recebeu vinorelbina (Figura 12B). A administracdo prévia de dexametasona 3mg/Kg
subcuténea 1 hora e 30 minutos antes de administrar o estimulo inflamatorio com vinorelbina
intraperitoneal, reduziu significativamente a migracao de neutrofilos para a cavidade peritoneal
tanto no grupo lavado, como no ndo lavado (Figura 12B). As diferencas significativas (P<0,05)
foram notadas também entre o grupo ndo lavado e administrado Vinorelbina e o grupo nao
lavado administrado dexametasona 1 hora e 30 minutos antes da administracdo de vinorelbina,
onde neste a migracao de neutréfilos foi significativamente reduzido (P<0,05) em relagdo ao
grupo apenas com Vinorelbina. Houve diferenca significativa (P<0,05) entre o grupo lavado e
administrado Vinorelbina e o grupo lavado e administrado dexametasona e vinorelbina, onde
neste houve uma reducdo significativa na migracdo de neutréfilos em comparacdo ao grupo

com administracdo de vinorelbina sem a dexametasona prévia.
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Figura 12 - A vinorelbina induz migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de forma

independente de células residentes.
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6 DISCUSSAO

Os alcaloides da vinca sdo drogas promissoras no combate ao cancer devido ao seu
mecanismo de acdo que consiste em uma ligacdo aos microtibulos formando um complexo
tubulina-alcaloide que inibe a migracdo das células tumorais diminuindo seu potencial
metastatico, o que resulta na morte programada e consequente apoptose destas células
(DHYANI, Praveen et al., 2022). No entanto, existem limitagcdes terapéuticas que tornam o
tratamento mais dificil. Além de limitacbes farmacocinéticas, existem também uma série de
efeitos colaterais que podem prejudicar alguns pacientes. Dentre estes efeitos, tem-se a lesdo
por extravasamento que pode causar uma grave inflamacgéo quando a vinorelbina extravasa para
os tecidos. Dada a dificuldade de manejo clinico, este trabalho contribuiu com a elaboracéo de
um modelo experimental visando o melhor conhecimento da patogénese e o estudo de drogas
com potencial terapéutico.

A lesdo por extravasamento é uma complicacdo que apesar de pouco incidente, gera
preocupacao haja vista que sua utilizacdo tem crescido bastante nos dltimos tempos, e, ndo
apenas isto, a lesdo por extravasamento quando acontece gera bastante aflicdo para o paciente
e para a equipe de saude. Estudar como a leséo se desenvolve parece ser oportuno, pois ndo
existe um consenso de como tratar adequadamente a leséo instaurada e a literatura dispde de
poucos estudos que permita isso.

Desta forma, na comunidade cientifica, alguns modelos experimentais animais tém sido
empregados com o objetivo de testar o potencial vesicante de alguns antineoplascos 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 injecédo
subcutanea de trabectedina causa a formacao de eritema em camundongos no segundo dia, que
progride para ulceracfes na pele no quinto dia experimental. Além disto, observaram que o
tracolimus e DMSO topicos reduzem os efeitos vesicantes da trabectedina (KERITAM et al.,
2022).

Outro estudo, compararam-se as lesdes por extravasamento causadas por vinorelbina e
docetaxel, confirmando que a vinorelbina possui maior potencial vesicante, podendo causar
maior dano tecidual em comparacdo com o docetaxel. Este, na concentracdo de 6 mg/ml,
provoca necrose, porém em menor grau de extensao e profundidade do que a vinorelbina (0,8
mg/sitio) (ZHU et al., 2014). O padréo de lesdo associado ao docetaxel envolveu a degeneracdo

epidérmica e dérmica, necrose e dissolu¢do gordurosa e restos nucleares difusos no tecido
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subcutaneo, além de restos nucleares e células inflamatorias identificadas na camada muscular
e lesdo no foliculo piloso (ZHU et al., 2014).

De todos os modelos animais de lesdo por extravasamento disponiveis, o induzido por
doxorrubicina é o mais largamente estabelecido. O primeiro a ser descrito foi em 1992 por
Schwartsmann e colaboradores, situagdo na qual aplicou-se a 0,625 mg de doxorrubicina por
sitio. Documentou-se uma hiperemia dentro de um periodo de 48h, seguido de necrose e
ulceracdo entre 96 e 120h pos injecdo do quimioterapico (SCHWARTSMANN et al., 1992). A
partir desse modelo, muitos compostos ou estratégias com potencial protetor foram testados,
como por exemplo, N-acetilcisteina (SCHWARTSMANN et al., 1992), hialuronidase (DISA
et al., 1998), oxigénio hiperbarico (MONSTREY et al., 1997), dapsona (SOMMER et al.,
2002), melatonina (KESIK et al., 2010), ozbnio (KESIK et al., 2016) e injecdo de tecido adiposo
(BICER et al., 2022). Contudo, todos descreveram a lesdo de forma puramente qualitativa, sem
que um escore especifico de lesdo por extravasamento fosse constituido.

Uma abordagem alternativa, porém, em nossa opinido, inadequada, de implementacgéo
de escores foi aplicada em parte desses estudos. O enfoque teve como base a descri¢cdo dos
achados inflamatorios conforme relatados por Verhofstad e colaboradores em um estudo de
cicatrizacdo de anastomose coldnica em ratos diabéticos, pontuando os graus de necrose, edema
infiltracdo de neutréfilos, macréfagos e linfocitos (VERHOFSTAD et al., 2001; BICER et al.,
2022). Devido a organizacéo histologica diferente entre o tecido colénico e a pele, ressaltamos
a necessidade de se desenvolverem um histoescores mais apropriados. O presente estudo deu
um primeiro passo neste sentido.

De forma analoga aos modelos descritos anteriormente, Yu e colaboradores (2011)
propuseram um modelo de lesdo por extravasamento induzida por vinorelbina, a qual foi
injetada na concentracdo de 0.4 mg/sitio, representando uma concentra¢do bem inferior a do
presente estudo. Além dessa concentragdo menor, 0 modelo se destacou pela avaliacdo do
padrdo de lesdo por até 18 dias. Contudo, houve apenas uma descri¢do qualitativa dos achados
histopatoldgicos, com destaque a necrose e ulceracdo da pele (YU et al., 2011), ausentes em
nosso modelo por se tratar de uma lesdo aguda. Por outro lado, no presente estudo, conseguimos
reproduzir em animais uma lesdo bem proxima das encontradas no ambito clinico, o que foi Gtil
para confirmar o potencial vesicante da vinorelbina e estudar como se da o curso da lesédo.

Na prética clinica a vinorelbina quando extravasa em acesso venoso periferico causa
intensa irritacdo manifestados pelos pacientes como dor e queimacgdo no local de infuséo,
seguido por edema (RADAEL et al., 2016). Esses achados corroboram com o que observamos

quando os animais que, em raras situacGes, ndo 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 cutaneas podem aparecer em até trés dias depois da infuséo
e se ndo tratadas podem causar necrose tecidual e danos funcionais (RADAEL et al., 2016). No
presente estudo, o aparecimento do edema também foi confirmado na analise histoldgica das
lesGes e pelo extravasamento do Azul de Evans.

Um ponto chave na presente descricdo de modelo experimental envolveu o
discernimento entre os achados de alteracbes em fibras musculares e o componente
inflamatorio. Uma limitacdo do nosso estudo foi a abordagem até 16h da exposicdo a
vinorelbina. Decerto, o histoescore proposto abre espaco para aprimoramentos, visto que
potenciais novas alteracbes podem ser identificadas em um tempo maior de exposicdo do
animal ao quimioterapico. Contudo, toda intervencéo terapéutica emergencial ocorre dentro das
primeiras 12h do evento de extravasamento. Assim, a presente descricdo garante a testagem de
protocolos preventivos de danos agudos associados a esta condigéo clinica.

Outro ponto em favor da abordagem ora apresentada e o potencial de translacdo dos
achados experimentais para o contexto clinico foi a concentracdo de vinorelbina testada. A
diluicdo clinica da vinorelbina para administragcdo por infusdo em pacientes oncoldgicos é de
10 mg/20 ou 50 ml de solucao fisiologica 0,9%, o que representa 0,2 a 0,5 mg/ml (IBRAHIM
et al., 2001; CARABANTE-OCON et al., 2005). No presente estudo, estratificou-se a solucio
de vinorelbina aplicada por via intradérmica em concentracdes que variaram de 0,03 a 1 mg/100
ul/sitio. Desta forma, houve plena racionalidade e aproximacdo entre o planejamento
experimental e a situacdo de vida real clinica em que o extravasamento pode ocorrer.

Com a vinorelbina injetada na pele do dorso dos animais nas diferentes concentracdes
avaliadas, evidenciamos que os efeitos deletérios sdo concentracao-dependente, ou seja, quanto
maior a concentracdo de vinorelbina, maior a inflamacdo. A concentracdo de 1mg/sitio de
vinorelbina foi a que, dentre as outras doses, causou uma maior completude de achados
patolégicos, como a inflamacdo confirmada através da dosagem da mieloperoxidase (MPO),
uma hemeperoxidase presente nos granulos azurofilos dos neutréfilos, sendo, portanto um
indicador de inflamacgéo onde sua exacerbacdo esta relacionada no desenvolvimento de algumas
doencas inflamatdrias bem como situacBes de estresse oxidativo. Além de fornecer acédo
antimicrobriana, a mieloperoxidade mesmo na auséncia de infeccdo, provoca danos no DNA
das células por aumentar a inflamacdo e consequente injdria 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 administracdo de vinorelbina 1 mg/sitio, 0 que corrobora com
os resultados encontrados na dosagem de MPO. Com estes resultados, estabelecemos a
concentracdo de 1mg/sitio e o tempo de 16 horas como os parametros que causaram maior
inflamacdo. De fato, 0s achados microscdpicos também evidenciaram formacao 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 apés a cistite induzida por
ifosfamida (MACEDO, 2010). Estes achados tornam em evidéncia que os antineoplasicos
possuem agdo edematogénica em varios de manifestacfes adversas.

Em situacdes clinicas, as lesdes causadas por extravasamento de quimioterapicos podem
ter seus agravos diminuidos quando percebidas a tempo e iniciados o protocolo de tratamento
que consiste primeiramente na interrup¢do da infusdo e aspiracdo da droga infundida,
compressas mornas na regido afetada, aplicacdo de anti-infamatorio topico e oral (KREIDIEH;
MOUKADEM; EL SAGHIR, 2016). Embora ndo exista um consenso acerca da utilizagéo de
antidotos quando se ocorre extravasamento de quimioterapicos antineoplasicos, alguns
corticoides tém sido utilizados empiricamente (MELO et al., 2020).

Segundo alguns estudos, corticosteroides topicos podem ser usados para reduzir a
inflamacéo em torno do extravasamento local (MELO et al., 2020). Entretanto, 0s mecanismos
de lesdo por extravasamento de quimioterapicos podem diferir a depender da droga, sugerindo-
se, inclusive, que algumas lesbes podem cursar sem um processo inflamatorio subjacente
(FIDALGO et al., 2012). Além disso, ha relatos de que o uso de corticosteroides pode agravar
o0 dano tecidual quando do extravasamento de alcaloides da vinca (SUGIMOTO et al., 2012).

Os glicocorticoides sdo potentes inibidores de enzimas e citocinas pro-inflamatorias e
seu mecanismo de acdo tem sido estudado em efeitos adversos causados por antineoplasicos.
De forma evidente, o presente modelo experimental foi caracterizado, pela acumulacdo de
neutrofilos no sitio de lesdo, acompanhado pela expressdo aumentada de éxido nitrico sintase
induzida (iNOS), uma enzima muito importante na geracdo de altas concentrac6es do radical
livre 6xido nitrico (NO) (CINELLI et al., 2020). Assim, optamos por testar a dexametasona
como possivel inibidora da inflamacao induzida por Vinorelbina.

No presente estudo, o efeito anti-inflamatério da dexametasona foi confirmado nos
achados histopatolégicos das lesdes, onde o infiltrado inflamatério e a hemorragia foram
atenuados no grupo tratado com dexametasona previamente em compara¢do ao grupo com
vinorelbina isolada. Desta forma, em nossa proposta de classificacdo 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 oncoldgica, onde
a associacéo de dexametasona a mesna, o tratamento convencional utilizado para minimizar a
cistite hemorragica induzida por ifosfamida, levou a uma potencializa¢do do efeito uroprotetor
do mesna, confirmando a capacidade desde esteroide na inibicdo de mediadores pro-
inflamatorios (VIEIRA et al., 2003).

Notoriamente, a migracdo leucocitaria para o sitio de inflamacdo € diminuida com a
administracdo de glicocorticoides. Tal fato se da pela diminuicdo da sintese de citocinas
importantes para a ativagdo neutrofilica como, por exemplo, o Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNF-a), que ao ser liberado por macréfagos ativados induz a producdo de iNOS. Danos como
edema, ulceracdo, neovascularizacdo, hemorragia e necrose tém sido associados ndo apenas a
metabolitos derivados dos antineoplasicos em varias toxicidades, mas também a liberagédo de
mediadores pro-inflamatorios como NO, Interceucina-1 (IL-1), TNF-a e Ciclooxigenase-2
(COX-2) (RIBEIRO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2016). Alguns estudos ja& publicados
anteriormente evidenciam o papel destas citocinas em processos inflamatorios. O TNF
produzido por macrofagos ativados foi encontrado em niveis elevados no plasma de pacientes
sépticos e esta associado a uma alta mortalidade em situagdes de sepse (CASEY; BALK;
BONE, 1993; DEBETS et al., 1989). RIBEIRO et al. (2002) também demonstraram que 0 TNF-
o ¢ uma citocina importante envolvida na cistite hemorragica causada por ifosfamida e sugeriu
que a expressdo de iINOS era dependente da producdo de IL-1 e TNF-a. De fato, a expressdo
de INOS tem sido encontrada em doencas autoimunes como artrite, e outros processos
inflamatérios como sepse, infecgdes do trato urinario humano e rejeicdo de 0Orgdos
transplantados, tal expressdo é importante para a producao e liberacdo de NO para promover
resposta inflamatéria (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 inflamacdo cutanea causada por vinorelbina. Nossos resultados mostraram que
a expressao por imunofluorescéncia de iINOS nas bidpsias das lesGes estava aumentada 16 horas
apos a injecdo de vinorelbina. Em contraste, 0 TNF-a ndo teve sua expressdo observada no
mesmo grupo. A auséncia do TNF-a nao exclui sua participacdo na patogénese da lesdo por
extravasamento induzida pela vinorelbina. Como 0 TNF-a tem sido relatado como um indutor
da expressdo de iNOS (RIBEIRO et al., 2002; LIMA-JUNIOR et al., 2012), é plausivel que o

mesmo tenha sido expresso em etapas iniciais da lesdo e que as 16 horas apds o estimulo
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inflamatério o TNFa possivelmente teria sido degradado, ndo sendo possivel observar sua
expressao. Essa hipdtese, contudo, ndo foi testada no presente estudo.

Sabe-se que a inflamagcdo é um evento importante na ativacdo e recrutamento de
macrofagos. Apoés ativados, estes macrofagos secretam diversas citocinas que tém uma
variedade de efeitos locais e distantes. Microrganismos ao infectarem um hospedeiro causam
inflamacdo que por sua vez ativam macrdfagos e secretam citocinas como Interleucina -1 (IL
-1PB), Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-12 (IL-12), Interleucina-8 (IL-8) e TNF-a. A
inflamacdo causada pelo Mycobacterium tuberculosis ou bacilo de Koch, por exemplo, é
conhecidamente recrutadora de macr6fagos como foi demonstrado por Ferreira; Souza e
Ribeiro (1980). Posteriormente, Cunha (1989), induziu a ativacdo de macrofagos com
endotoxina de Escherichia coli (LPS) para estudar a migracdo de neutrdfilos. Na presente
pesquisa, estudamos como ocorre a migracdo de neutrofilos apds o estimulo inflamatorio
causado por vinorelbina. Sabe-se que os neutréfilos migram para o sito inflamatorio através da
acdo de fatores quimiotaticos liberados secundariamente a ativacdo 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 quimicos da
inflamacéo (fatores do complemento, C5a) também podem induzir a migracdo de forma direta,
independentemente de células residentes (RIBEIRO et al., 1991; RIBEIRO et al., 1997). Assim,
a vinorelbina poderia estar regulando a migracdo por um desse mecanismos. Para tanto,
injetamos a vinorelbina diretamente no periténio de ratos e depois coletamos o exsudato
peritoneal para a leitura e contagem das células. A avaliacdo da participacdo de células
residentes foi testada pela deplecdo dessas células peritoneais com a técnica da lavagem
peritoneal com soro fisiolégico (RIBEIRO et al., 1991). Essa técnica permite com acuracia
avaliar se a reducdo de celulas residentes interfere com a capacidade de um agente inflamatério
em induzir a migracdo neutrofilica (SOUZA et al., 1988).

De forma consistente, observamos que a lavagem peritoneal resultou em uma reducao
dréastica no nimero de células residentes do periténeo dos animais. Com a lavagem do peritdnio
com solucdo de SF 0,9% esteéril, nds esgotamos a populacdo de células mononucleares na
cavidade peritoneal dos ratos. Notavelmente, observamos que a capacidade da vinorelbina de
induzir o acumulo de neutrofilos foi ampliada na cavidade lavada, sugerindo que o proprio
quimioterapico seria fator de atracdo para os neutréfilos pelo efeito estressor direto, em um
mecanismo que nao depende de células residentes.

Um possivel mecanismo pelo qual a vinorelbina induziu a migracéo dos neutréfilos apos

a deplecdo das células peritoneais pode envolver o proprio efeito lesivo tecidual da vinorelbina,
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levando a liberacdo de padr6es moleculares associados ao dano (DAMPS) que, por sua vez,
podem ativar a migracéo dos neutrofilos. Evidentemente, os DAMPS se ligam aos Receptores
de Reconhecimento Padrdo (PRR) como os receptores Toll-like (TLRs) estimulando a liberagao
de quimiocinas que atraem os neutrofilos (BERTHELOT et al., 2012; ZHANG et al., 2021).
N&o testamos essa perspectiva em nosso estudo. Contudo, para confirmar se a vinorelbina agiria
por este mecanismo, uma abordagem experimental valida envolveria o uso de animais nocaute
para receptores Toll-like-4 (TLR 4), por exemplo, e estudar se este fato alteraria o curso da
inflamacéo induzida pela vinorelbina.

Por outro lado, indubitavelmente, o mecanismo de ativagdo da migracéo de neutréfilos
envolve mediadores quimicos inflamatérios, visto que a dexametasona neutralizou a capacidade
da vinorelbina de induzir a migracdo dessas células na cavidade peritoneal depletada de células
residentes. Ao injetarmos dexametasona 1 hora e 30 minutos antes da injecdo intraperitoneal de
Vinorelbina, tivemos uma reducdo estatisticamente significativa do namero de neutrofilos
comparados ao grupo vinorelbina isolada.

Incontestavelmente, a dexametasona é um farmaco que atenua a inflamacéo tanto em
danos estimulados por padrées moleculares associados ao patogeno (PAMP) como quando
causado por LPS, como em inflamacdes estimuladas por DAMP, no caso da vinorelbina e
outros antineoplasicos citados. Portanto, os presentes resultados sugerem que a dexametasona

pode ser clinicamente Util para atenuar ou tratar lesdes por extravasamento de vinorelbina.



7 CONCLUSOES

e A lesdo por extravasamento de vinorelbina pode ser reproduzida e estudada em modelos
animais.

e A lesdo por extravasamento de vinorelbina causa danos as fibras musculares e
inflamacdo marcada por presenca de infiltrado neutrofilico, edema e hemorragia.

e A expressdo de iNOS, mas ndo de TNFa, é aumentada na lesdo tecidual causada por
vinorelbina.

e Avinorelbina induz a migracéo leucocitaria por um mecanismo independente de células
residentes.

e A dexametasona administrada previamente a injecao intradérmica de vinorelbina atenua
0 dano tecidual de intenso para moderado e inibe a migracéo de neutrofilos como parte

do mecanismo protetor.
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