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Resumo

Introdugao: Os taxanos sdo quimioterdpicos inibidores da tubulina e amplamente utiliza-
dos no tratamento de tumores malignos. Apesar de seu uso disseminado, pouco se conhece
sobre sua farmacodinamica e sobre as possiveis altera¢des cronicas que possam causar. A
pneumonia induzida pelo docetaxel é entidade conhecida e pouco estudada, com incidéncia
estimada em 10% nos pacientes em uso de docetaxel, sendo fatal em até 40% dos casos. O
objetivo deste estudo foi avaliar as altera¢cdes pulmonares induzidas pelo uso do docetaxel.
Material e Métodos: Utilizamos 42 ratos Wistar, com peso entre 280 e 310g, divididos em 3
grupos de estudo e um grupo controle (GC), sendo realizada aplica¢do intra-peritoneal tnica
de docetaxel em doses de 70 mg/m? (G70 - 10 animais), 140 mg/m? (G140 - 10 animais) e 210
mg/m? (G210 - 12 animais). Quatro semanas ap6s a aplicagdo do docetaxel, as propriedades
mecanicas do sistema respiratério (elastancia estdtica, dindmica e resisténcia) foram medidas
e foi realizada analise histol6gica por morfometria com microscopia 6ptica dos pulmdes dos
animais. Foram analisadas as altera¢des no coldgeno, fibras elasticas, infiltracdo celular e
indices morfométricos no parénquima pulmonar e artérias pulmonares. Resultados: Foram
estudados 40 animais. Observamos altera¢des histologicas em 90% dos animais do G70 e
em 100% dos animais dos G140 e G210, caracterizadas por aumento na quantidade de fibras
coldgenas, infiltragdo mononuclear nos septos alveolares e edema nos espagos alveolares.
As lesdes foram significativas (p <0.05) e proporcionais a dose de docetaxel administrada.
Ainda, foram observadas altera¢des na mecéanica do sistema respiratério compativeis com
provavel lesdo da musculatura inter-costal. Conclusdes: O docetaxel produziu pneumo-
nia intersticial e aumento do coldgeno nos septos alveolares de ratos Wistar, ap6s aplicagao
Unica por via i.p. Este é o primeiro estudo experimental que foi capaz de demonstrar a lesao
pulmonar por docetaxel e estabelecer uma relacdo de proporcionalidade entre grau lesdao

pulmonar e a dose de docetaxel utilizada.



Abstract

Introduction: Taxanes are tubulin-inhibitor-chemotherapy agents, widely prescribed in cli-
nical practice and used for the treatment of malignant tumors. Despite broadly used, little is
known about their long-term side effects and pharmakodynamics. Taxotere-induced pneu-
monitis is a new well-recognized entity, with estimated incidence in taxotere-chemotherapy
users of 10%, being fatal in almost 40% of cases. Our goal was to evaluate, in a controlled
model, lung tissue alterations due to docetaxel exposure. Materials and Methods: Fourty-
two Wistar rats were divided in four groups, according to the docetaxel administered dose:
1) GC (10 rats) - control, 2) G70 (10 rats) - 70 mg/m?, 3) G140 - (12 rats) - 140 mg/m? and 4)
G210 - (10 rats) - 210 mg/m?. Docetaxel was given as a single i.p. shot. After 28 days, the me-
chanical properties of the respiratory system (dynamic and static elastance, and resistance)
were obtained, and morphometric and histological analysis were performed using optic
microscopy and the point-counting technique. Results: A total of 40 animals were studied.
Lung tissue alterations were observed in 90% of G7- and in 100% of G140 and G210. Main
histological findings were collagen fiber deposition in the alveolar septa, alveolar edema
and mononuclear cell intersticial (septal) infiltration. All changes had significance (p <0.05).
A proportionality between docetaxel dose administration and the amount of lung tissue
damage could be established. Also, alterations in animal’s chest wall properties were noted.
Conclusions: Docetaxel was capable to produce interstitial pneumonitis and alveolar septal
collagen deposition in Wistar rats after a single i.p. dose. The amount of lung-tissue injury
was proportional to the docetaxel administered dose. This is the first experimental study to

establish those findings.



1 Introducao

1.1 Histéria e Importancia dos Taxanos

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer — Ministério da Satde, estima-se
que no Brasil serdo diagnosticados mais de 660.000 novos casos de cancer no ano de 2012,
valendo essas previsdes para 20131 Assim, esta doenga vem ganhando enorme espago
como problema de satde ptblica. No mundo, conforme estimativas da OMS até 2030,
esperam-se 27 milhdes de novos casos diagnosticados e 17 milhdes de mortes por esta
doenca 2 Consequentemente, o cancer representa causa de preocupacdo em satude ptblica

e na economia da maioria dos paises.

Dentre os tumores mais comuns, destacam-se os canceres do pulméo, prostata, trato
digestivo e mama. Embora uma boa parte destes pacientes possa ser tratada unicamente
com cirurgia, outros receberdao o diagnostico em fase avangada, aumentando muito os custos
e complica¢des do tratamento. Para estes pacientes, utiliza-se a quimioterapia como forma

bésica de controle da doenca.

Uma importante classe de quimioterapicos, os taxanos, merecem destaque. Fun-
cionam como agentes anti-microtibulos, ligando-se a tubulina e impedindo o crescimento
e ruptura microtubular necessérios a divisdo celular. O paclitaxel foi a primeira droga da
familia, descoberto no ano de 19672 E derivado da casca das plantas taxus brevifolia e taxus
baccata, possuindo a¢do antineoplasica reconhecida* O problema inicial era a quantidade
de matéria bruta necessaria (cerca de 10 toneladas da arvore para a extracdo de 1 kg do
paclitaxel). Ainda mais entendendo que a drvore demora cerca de 300 anos para atingir sua

maturidade, estes empecilhos resultariam na inviabilidade comercial da droga.

O docetaxel, um derivado semi-sintético do paclitaxel, foi desenvolvido no inicio da
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década de 80 e é objeto do presente estudo. Foi aprovado para uso humano em 1997, sendo
utilizado, na pratica médica, em doses de 60 a 100 mg/m?”> Trata-se de uma droga com
algumas caracteristicas proprias. Em especial, possui baixa solubilidade em 4dgua, motivo
da necessidade de sua dilui¢do em solugdo alcodlica e de sua apresentagdo ser para uso
endovenoso (e.v.), ndo podendo ser administrada por via oral. Sua farmacocinética foi

estudada em animais, possuindo distribui¢do tecidual adequada quando aplicado por via

intra-peritoneal (i.p.), embora com concentragdo plasmatica pouco menor que por via e.v.%’

A primeira descri¢do do mecanismo de agdo dos taxanos foi feita em 1979* Os mi-
crottiibulos sdo constituidos por proteinas heterodiméricas compostas de duas subunidades:
a e p-tubulina, de aproximadamente 440 aminoécidos cada uma, com peso molecular de
aproximadamente 50 kD. A tubulina estd presente em todas as células eucariotas, existindo
sob a forma heterodimérica aff ou microtubular. As duas subunidades sdo organizadas entre
si por ligacdo de hidrogénio pela regido -CO,H terminal da subunidade f e da regido ter-
minal -NH, da subunidade «, sendo a formacdo dos microttibulos realizada pelo rearranjo
regular em estruturas flexiveis, obtidas em duas etapas - iniciagdo e elongacdo. Seu aspecto

microscopico assemelha-se a uma rede intracelular (figuralT).

Os microtabulos sdo absolutamente essenciais ao processo de divisdo celular, sendo
usados pelas células para formar uma estrutura de suporte chamada de citoesqueleto* (o
citoesqueleto é formado por 3 estruturas: microtibulos, filamentos intermedidrios e mi-
crofilamentos. Os microtabulos funcionam como estrutura de ancoragem para as demais).
Estruturalmente, os microttibulos sdo rearranjados em forma cilindrica, contendo 13 protofi-
lamentos e apresentando um didmetro de 24 nm. A iniciacdo e elongacdo dos protofilamentos

ocorre em presenca de proteinas associadas aos microttibulos (PAM), magnésio e trifosfato
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Figura 1: Foto do microtiibulo (Leica systems TCS)*.
*Cortesia da Universidade de Indiana - EUA
de guanosina (GTP). Em presenca dos taxanos ocorre estabiliza¢do das a e  tubulinas impe-
dindo o rearranjo e a divisdo celular. Tanto o paclitaxel como o docetaxel possuem o mesmo
mecanismo de agdo, ou seja, ambos promovem ligacdo estavel com a tubulina e inibem a
despolimerizagdo dos microttbulos® Seu mecanismo de acdo independe da presenca de

quaisquer cofatores.

A molécula de docetaxel pode ser visualizada na figura

N

Figura 2: Molécula do Docetaxel

As partes marcadas representam os locais de substitui¢do de radicais na molécula de paclitaxel

Os taxanos rapidamente mostraram-se eficazes no tratamento do cancer e perma-
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necem como escolha na abordagem do cancer de pulmaéo, para esquemas quimioterapicos
de resgate e para tratamento de doenga metastatica ou localmente avancada® Ainda, estdo
sendo amplamente utilizados como primeira escolha em diversos outros tipos de tumores
malignos como mama, préstata, esdfago, estbmago e em tumores de cabega e pescogo.!%1!
Para o cancer de proéstata, por exemplo, representam a tinica classe de quimioterapicos com

reconhecida atividade e impacto na sobrevida global dos pacientes.!#1314

Em geral, o docetaxel possui boa tolerancia. Entretanto, por ser uma droga de uso

recente,” pouco se sabe sobre a sua farmacocinética™>1¢1715

e seus efeitos adversos. Alguns
sdo hipersensibilidade,” dermatite,?’ onicolise, mucosite, mialgia®! e toxicidade pulmonar,
sendo a maioria deles descritos recentemente. Ainda mais, pouco se conhece sobre os efeitos

cronicos da droga em seres vivos, seja pela auséncia de tempo suficiente de seguimento

clinico, seja pela falta de modelos experimentais para estudo.

A toxicidade pulmonar induzida por quimioterapicos ndo é novidade na pratica
clinica. A lesdo induzida pela bleomicina, por exemplo, é bem conhecida e serve como
modelo experimental para fibrose pulmonar idiopatica?*2® Ainda, existe a possibilidade
de lesdo pulmonar cronica induzida por outras drogas menos conhecidas. Alguns estudos
recentes mostram, por exemplo, que criangas tratadas para cancer com CCNU (carmustina)

podem apresentar fibrose progressiva na idade adulta®*

A pneumonia induzida por uso de taxane merece destaque, tanto pela incidéncia

crescente ao longo dos anos (chegando a 10% em alguns estudos*>*<?), tanto pela sua alta mor-

talidade (podendo ser superior a 40%4”). Normalmente ocorre em pacientes politratados, >

em associa¢des de esquemas quimioterapicos ou em radio-quimioterapia concomitantes,?>°

sendo raramente reportada ap6s uma tinica aplicagdo de quimioterapia. Vale salientar que

inexiste um exame especifico para o diagnéstico desta complica¢do, sendo dado por exclu-
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sdo na maioria dos casos. Até o momento, ndo existe forma de prevencdo ou tratamento
especificos para os pacientes acometidos, sendo desconhecido o mecanismo pelo qual estas

drogas induzem lesdo pulmonar.

Um dado importante que poderia contribuir para compreensdo da toxicidade dos
taxanes estd nas associacdes de drogas. Sabe-se que o docetaxel é metabolizado por via
hepatica, pelo citocromo Pysp, possuindo excregdo biliar'” Estudo recente®! realizado entre
6647 pacientes tratados para cancer de pulmdo, demonstrou que 99% destes utilizavam
alguma medicacdo capaz de interagir com o citocromo P59, sendo este um fator importante
a ser considerado, uma vez que a associa¢do de drogas é fator de risco para a toxicidade

induzida pelo uso de taxanes.*?

Vérios sdo 0s mecanismos descritos para toxicidade pulmonar induzida por farma-

cos, sendo rapidamente abordados os principais.

1.2 Mecanismos de lesdao pulmonar aguda induzida por drogas

A toxicidade induzida por drogas esta frequentemente presente na pratica médica,
sendo considerada importante causa de morbidade. Em estudo de meta-analise publicado
nos EUA, a incidéncia encontrada de efeitos adversos pelo uso de drogas foi de 6.7%, sendo
fatal em 0.32% dos pacientes* Diversas drogas sdo capazes de produzir lesdo pulmonar

pelos mais diversos mecanismos fisiopatologicos.** Os principais podem ser descritos como:

Injdria oxidativa: usualmente, moléculas oxidativas que sdo produzidas dentro de célu-
las fagocitdrias (monocitos, macréfagos e neutroéfilos) participam em reagdes de oxi-
reducdo, resultando em oxidagdo de 4cidos graxos, os quais levam a instabilidade

da membrana celular. Normalmente, os mecanismos de defesa celular (superéxido
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dismutase, peroxidases, a-tocoferol, p.e.) promovem o equilibrio necessario para pre-
vencdo da injdria. Diversas drogas agem por este mecanismo, sendo a nitrofurantoina

um exemplo tipico deste mecanismo.

Dano vascular pulmonar: este mecanismo manifesta-se como edema pulmonar agudo, do-
enca intersticial difusa aguda, oclusdo vascular pulmonar, hipertensdo pulmonar ou
hemorragia pulmonar®> O mecanismo provavel é por aumento da pressdo hidrosta-
tica na microvasculatura, aumento da permeabilidade do endotélio vascular ou por

ativagdo de mecanismos imunolégicos ou inflamatoérios.

Depésito de fosfolipideos intra-celular: determinadas drogas podem levar ao acimulo de
tosfolipideos dentro dos lisossomos, devido a inibi¢do enzimética da fosfolipase A2.
O mecanismo usualmente é reversivel com a suspensdo da droga. O mecanismo de

toxicidade da amiodarona pode ser citado como exemplo nesta classe.*

Lesao mediada pelo sistema imunolégico: algumas drogas podem funcionar como hapte-
nos, induzindo a ativacao da cascata imunolégica. Depoésitos de complexo antigeno-
anticorpo podem desencadear a ativacdo da resposta inflamatéria, levando a lesdo
celular. O ltpus eritematoso sistémico induzido por drogas é um exemplo deste me-

canismo.

Depressio do sistema nervoso central: determinadas drogas sdo capazes de causar edema
pulmonar neurogénico agudo por causar descarga de neurotransmissores, levando a
hipertensdo intra-craniana, que por sua vez pode levar a uma descarga autondmica
aguda. Drogas como o naloxane, heroina, interleucina 2, citarabina ou o metotrexato

aplicado por via intra-tecal podem servir para exemplificar este mecanismo.*

Efeito citotéxico direto: alguns quimioterdpicos sdo capazes de lesar diretamente o pulmao.

A bleomicina, por exemplo, é capaz de provocar lesdo por dano direto aos pneumocitos
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tipol, induzindo fibrose pulmonar (chamada de alveolite fibrosante). Este mecanismo

¢é bem conhecido e estudado2%2%4

A pneumonia induzida por taxane foi reportada pela primeira vez em 19974 per-
manecendo desconhecida sua fisiopatologia e representado importante papel para pesquisa
pelo impacto que estas drogas possuem no tratamento do cancer. Ainda, ndo existe modelo
experimental, descrito até o momento desta revisdo, para avaliagdo dos efeitos pulmonares
oriundos da exposicdo ao docetaxel, sendo todo o conhecimento reportado através de rela-
tos de caso ou como citacio em estudos clinicos 22027284142 Fgte trabalho visa estudar a

pneumonia induzida por docetaxel através de um modelo experimental em ratos.



2 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar as propriedades mecanicas do
sistema respiratorio e analisar a histologia dos pulmdes de ratos submetidos a aplicacdo
Unica, por via intra-peritoneal (i.p.), de docetaxel. Como objetivos secundarios podem-se

citar:

1. Avaliacdo da existéncia de proporcionalidade entre dose de docetaxel e lesdo pulmonar
induzida pela droga, em caso de ser encontrada pneumonia decorrente da aplicagao

deste quimioterapico;

2. Avaliagdo do provavel mecanismo associado a lesdo pulmonar induzida pela aplicagdo,
por via intra-peritoneal, do agente quimioterapico docetaxel (forma anidro), caso exista

lesdo.



3 Material e Métodos

Tendo em vista o objetivo deste trabalho, houve divisdo do estudo em trés partes

complementares, a saber:

1. Estudo piloto para determinagao da dose letal em 50% da amostra (DLsy) do docetaxel

aplicado por via i.p. em ratos Wistar.

2. Avaliagdo das propriedades mecanicas do sistema respiratério de ratos submetidos a

aplicacdo tinica do docetaxel, pelo método da pausa inspiratoria.

3. Avaliacdo histolégica pela técnica de morfometria do tecido pulmonar de ratos subme-

tidos a aplicagdo tinica de docetaxel.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Ftica no Uso Animal da Universidade de
Brasilia, Instituto de Biologia (IB) - UnB. Em cada uma das fases adotamos metodologia
propria descrita a seguir. Todo o trabalho experimental foi realizado no Laboratério de
Fisiologia Respiratéria da Universidade de Brasilia - UnB, com exce¢do da confecgdo das
laminas para anélise histologica e de sua fotografia, que foram realizadas no Laboratério de
analise patolégica Micra em Brasilia - DF. Este trabalho foi compilado e formatado seguindo
padronizacdo tipografica e bibliogréfica do International Comittee of Medical Journal Editors -

ICMJE (Vancouver, 1997).

3.1 Estudo Piloto

Foi realizado estudo piloto para estabelecer a DL5y do docetaxel em ratos Wistar,
que foi determinada em 250 mg/m?. A dose foi reduzida em 16% (para adequar a DLsy ao

modelo estatistico escolhido), de forma a gerar um modelo experimental que permitisse o
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ajuste da dose a intervalos regulares, considerando a dose terapéutica usual do docetaxel em
70mg/m?(60-100mg/m?).>' Desta forma, as doses determinadas de quimioterdpico aplicadas
foram 70mg/m?, 140mg/m?, 210mg/m?, calculadas pela superficie corpérea (SC) individual

de cada animal.

3.2 Protocolo Experimental

Foi realizado estudo experimental utilizando 42 ratos, raca Wistar, do género mas-
culino, com massa entre 270 e 310 g, adquiridos no laboratério BioAgri, Planaltina - DE. Os

animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos, conforme:

¢ Grupo Controle (GC): composto por 10 ratos, aos quais foi aplicada solugédo veiculo;

e Grupo 70 (G70): composto por 10 ratos, aos quais foi aplicada solugdo de docetaxel

anidro, na dose de 70mg/m?;

e Grupo 140 (G140): composto por 10 ratos, aos quais foi aplicada solugdo de docetaxel

anidro, na dose de 140mg/m?;

e Grupo 210 (G210): composto por 12 ratos, aos quais foi aplicada solugdo de docetaxel

anidro, na dose de 210mg/m?.

A dose foi calculada pela superficie corporal (SC) dos ratos, corrigida para mg/cm?,

pelo método proposto por Spector,*® sendo considerada a férmula:

SC = KW2/3 (1)

onde K é a constante do rato de 9.6, W é 0 peso em g e a SC é apresentada em cm?;



3.2 Protocolo Experimental 11

Todos os animais foram pesados em balanca adequada e submetidos a uma tinica
aplicacdo de docetaxel no primeiro dia (D1), com dose calculada para sua SC correspondente,
por via i.p. No grupo controle foi injetada solucdo de etanol a 13% em dgua destilada, sendo
a mesma solugdo utilizada para diluigdo do docetaxel anidro. Os ratos foram mantidos em

ciclos claro e escuro de 12 horas, com ragdo e dgua ad libitum.

Ap6s 4 semanas da aplicacdo (D28), foi realizada nova pesagem dos ratos e avaliagdo
das propriedades mecanicas do sistema respiratério dos animais. Para tanto, foi realizada
anestesia com ketamina 75 mg.kg™ i.m. e xilazina 10 mg.kg™ i.m. Este é o regime anestésico

padrao utilizado no Laboratério de Fisiologia Respiratoria - UnBA*®

Inicialmente, foi realizada traqueostomia no animal através de incisao cervical, acima
do esterno. Apds divulsdo da musculatura infra-hididea e separacdo da traquéia do esdfago,
foi realizada a inser¢cdo de uma canula de polietileno rigida na traqueia. Ao mesmo tempo,
foi feita insercdo de canula esofdgica de polietileno, por via oral, separadamente. Esta
manobra permitiu decompor os componentes do sistema respiratério (sr) em pulmdes (L)
e caixa tordcica (cw). Com as canulas em posigdo, os animais foram paralisados totalmente
com administracdo de brometo de pancurdnio, na dose de 5 mcg.kg?, aplicados por via
endo-venosa (e.v.) e levados ao sistema de registro, com volume ajustado entre frequéncia
respiratéria (FR) e fluxo respiratério, através de um fluxdometro, conforme previamente

padronizado por outros autores**#

Ap6s ajustes, os animais foram ventilados mecanicamente com FR de 100 incursdes
respiratdrias por minuto, fluxo de 1,1 ml.s?, volume de 0,3 ml e pressao positiva no final da

expirac¢do (PEEP) de 0 cmH,O.

Foram realizadas, ao menos, 10 manobras de oclusdo das vias aéreas para cadaratoe,

ao término, ainda em ventilacdo mecanica, os animais foram mortos com administragéo e.v.
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de 2 mmol.kg™ de KCI". Apés eutanasia, a traqueia de cada animal foi ocluida na capacidade
residual funcional (CRF) e os ratos levados para a retirada conjunta do coragdo e pulmoes,
através de esternotomia longitudinal, com ampla exposi¢do do interior da caixa torécica,
sem pingamento dos pulmoes. Os pulmdes D e E foram separados por sec¢do completa do

bronquio fonte correspondente.

O pulmaéo D foi pesado, em balanga digital (Filizola Baby, SP, Brasil) no momento de
sua retirada, sendo considerado o valor obtido como peso liquido (PL). Ap6s, foi colocado
em estufa (Brasmed, SP, Brasil) por 72 horas, a 50°C, e realizada nova medida em balanca

digital, sendo esse novo valor considerado como peso seco (PS).

O pulmado esquerdo foi imediatamente colocado em solugdo de formol tamponado
a 9,8%. O mesmo foi processado para cortes histolégicos em parafina (com 3 micrometros
de espessura) e realizada coloragdo com hematoxilina-eosina (HE), picrossirius (PCS) e re-
sorcina fucsina de Weigert com oxidagdo (RF)* As laminas produzidas foram analisadas

histologicamente através de método morfométrico especifico.

3.3 Método de avaliacao das propriedades mecanicas do sistema respira-

torio

Para anélise das propriedades mecénicas do sistema respiratério foi utilizado o mo-
delo da oclusdo (ou pausa inspiratéria), conforme descrito e padronizado por Bates*7#5
Basicamente, o método da oclusdo (ou pausa inspiratéria) consiste na ventilagdo mecanica
dos animais, com fluxo (V) e volume constantes e oclusdo das vias aéreas ao final da inspira-
¢do. Ap6s oclusdo, observa-se queda rapida da pressdo transpulmonar (AP1), de um valor

pré-oclusdo até um ponto de inflexao, seguida de uma queda pressorica lenta (AP2) até que

um platod é alcangado (P,;). A queda rdpida na pressdo pulmonar representa a dissipagdo de
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energia contra a resisténcia das vias aéreas; AP2 reflete o stress-relaxation ou as propriedades
visco-elasticas do sistema respiratdrio e de seus componentes, juntamente com a contribuigdo
das inomogeneidades de constante de tempo* (efeito pendelluft + esforco de adaptagdo do

sistema respiratorio). O tracado gerado pelo método encontra-se esquematizado na figura3]

! - P I.-.‘.P*I

a MPE

\ \
0,00 Tiempo (=

Figura 3: Tragado Obtido pelo Método da Pausa Inspiratdria.

Onde: PMAX= pressiio mdxima; Pi = Ponto de Inflec¢do; Pel = elastincia; AP1 = Queda pressérica rdpida (Pi - PMAX);
AP2 = Queda pressérica lenta (P, - P;); Py = Plateau.

As varidveis aferidas foram o fluxo inspiratério (V) e a pressdo do sistema (P, ou
P.,). Para determinagdo das propriedades mecénicas foi necessario o célculo do volume
corrente (V). Essa varidvel foi obtida através do calculo da integral na curva de V obtida.

Foram calculadas as:

A)Elastancia estatica (E;;), pela férmula:

Est = <7 (2)

Onde P, equivale ao ponto de estabilizagdo na curva de decaimento da pressdo (pressao elastica) e

V equivale ao volume;
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B) Elastancia dindmica (E;,,) pela férmula:

3)

Edyn =

<|=

Onde P; equivale ao ponto de inflec¢do na curva de decaimento da pressdo e V equivale ao volume;

C) Resisténcia total do sistema (R), pela férmula:

Ry = = (4)

Onde APy equivale a AP1 + AP2, sendo X o sistema estudado e Vv equivale ao fluxo.

Para cada sistema avaliado foram realizadas as mesmas medidas descritas acima,
ou seja, para o sistema respiratério (sr) foram avaliadas as Eg s, Esyns- € Ry, para a caixa
torécica (cw) foram avaliadas as E ¢, Edynco © Rew € para o pulmao (L) foram analisadas as
Es1, Eaynr € Rp. As medidas de cw e sr foram obtidas diretamente. As medidas de L foram

obtidas subtraindo-se de sr os valores de cw (sr - cw = L).

3.3.1 Processamento de sinais e coleta de dados

Para o registro das propriedades mecénicas do sistema respiratério dos ratos, as
canulas foram conectadas, separadamente, a um pneumotacégrafo (A. Fleisch, ntiimero 0,
Godart-Statham®, Bilthoven, Holanda) conectado a um ventilador mecanico, alimentado por
um compressor de ar, o qual possibilitou o controle dos tempos inspiratério e expiratério,
com ajuste da freqiiéncia respiratéria e da pausa no final da inspiragdo. O pneumotacégrafo,

por sua vez, foi conectado a um transdutor (PT5A, Grass®, Quincy, MA, EUA) para medida



3.4 Meétodo para andlise histolégica por morfometria 15

do diferencial de pressdes da caixa tordcica e do sistema respiratério, conforme descrito por

Mortola 2V

As pressdes traqueais e esofdgicas foram amplificadas por poligrafo Grass (7C, Grass,
Quincy, MA, EUA), com amostras geradas em conversor de 200 Hz analégico-digital de 12-
bits (EMG Syztem do Brasil, Sao josé dos Campos, Sdo Paulo, Brasil) e gravados em midia
digital. Todos os dados de mecénica foram coletados e analisados utilizando o programa

Windagq/Pro software (DATAq Instruments, Akron, OH, EUA)

3.4 Meétodo para analise histolégica por morfometria

Ap0s processamento e coloracdo do tecido pulmonar dos ratos com HE, PCS e RE,
foi realizada a analise histolégica por morfometria de todas as ldminas. Foi utilizada a

técnica de contagem de pontos, conforme descrita por Weibel 222

a qual utiliza reticulo
substituindo uma ocular em microscépio 6ptico (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Alemanha)

conforme descrito na figura, com calibracdo conforme tabela

= o
— o
— o
o
< o
< —
o
— o
— o
— o

Figura 4: Reticulo de 50 linhas e 100 pontos
Imm = 1000 um.
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Tabela 1: Valores da medida do reticulo.

Aumento Valor do Intercepto (um) Area do Reticulo (um?)

10x 100 1.000.000
40x 25 62.500
100x 10 10.000

3.4.1 Descricao das medidas utilizadas para andlise histolégica por morfometria

As varidveis morfométricas medidas e utilizadas para avaliagdo histolégica estdo
descritas abaixo. Para avaliacdo das medidas que utilizam aumento de 100x no microscépio

6ptico (MO) foi usado 6leo de imersdo sobre a ldmina.

1. Proporcdo de fibras coladgenas no parénquima pulmonar: foi realizada com aumento
de 100x no MO. Na lamina, foram escolhidos 25 campos aleatdrios e feita contagem da
proporcao de fibras coldgenas que incidem sobre os pontos do reticulo, dividido pela
quantidade de pontos que incidem sobre os septos alveolares. A coloragao utilizada

foi 0 PCS e todos os campos foram avaliados sob luz polarizada.

Ntamero de pontos incidentes sobre fibras colagenas
Ntmero de pontos incidentes sobre septos alveolares

Proporgao de fibras colagenas (PP) :

2. Proporcdo de fibras coldgenas na vasculatura pulmonar: foi realizada com aumento
de 100x no MO. Na lamina, foram escolhidas 5 artérias pulmonares aleatdrias, com area
de até 10.000 um? e contada a proporgéo de fibras coldgenas que incidem sobre os pon-
tos do reticulo, dividido pela quantidade de pontos que incidem sobre a drea da mesma

artéria. A coloracao utilizada foi 0o PCS e os campos foram avaliados sob luz polarizada.
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Numero de pontos incidentes sobre fibras colagenas
Ntuamero de pontos incidentes sobre &rea arterial

Proporgdo de fibras colagenas (VP) : (6)

3. Razao Superficie-Volume: foirealizada com aumento de 40x no MO. Na lamina, foram
escolhidos 10 campos aleatérios e avaliada a propor¢do de interceptos que cruzaram
os septos alveolares dividindo pelo comprimento cumulativo do intercepto, conforme

a féormula:

- = 7)
V L
Onde I é o nimero de interceptos que cruzaram o septo alveolar e L é o comprimento cumulativo do

intercepto, obtido por:
L=—- (8)

Onde P é o ntimero de pontos que incidem nos espagos aéreos e d é o comprimento do intercepto em

p.

4. Proporcao de fibras elasticas no parénquima pulmonar: foirealizada com aumento de
100x no MO. Na lamina, foram escolhidos 25 campos aleatdrios e contada a proporcao
de fibras elasticas que incidem sobre os pontos do reticulo, dividido pela quantidade

de pontos que incidem sobre os septos alveolares. A coloragdo utilizada foi o RE.

Ntamero de pontos incidentes sobre fibras elasticas
Nuamero de pontos incidentes sobre septos alveolares

Proporgdo de fibras elasticas (PP) : 9)



3.4 Meétodo para andlise histolégica por morfometria 18

5. Proporcido de fibras elasticas na vasculatura pulmonar: foi realizada com aumento de
100x no MO. Na ldmina, foram escolhidas 5 artérias pulmonares aleatérias e contada
a proporgdo de fibras elasticas que incidem sobre os pontos do reticulo, dividido pela
quantidade de pontos que incidem sobre a drea da mesma artéria. A coloracdo utili-

zada foi o RE

Nuamero de pontos incidentes sobre fibras elasticas
Ntumero de pontos incidentes sobre &rea arterial

Proporcao de fibras elasticas (VP) : (10)

6. Celularidade no parénquima pulmonar: realizada com aumento de 100x no MO. Na
lamina, foram escolhidos 10 campos aleatérios e contada a proporcdo de pontos que
incidem sobre o tipo celular escolhido, dividido pela quantidade de pontos que inci-
dem sobre os septos alveolares. A coloracdo utilizada foi o HE e foram avaliadas a
celularidade (infiltragdo) de células mononucleares (MN) e de células polimorfonucle-

ares (PMN).

Nuamero de pontos incidentes sobre tipo celular escolhido
Numero de pontos incidentes sobre septos alveolares

Celularidade : (11)

7. Indice de edema alveolar: foi realizado com aumento de 40x no MO. Na lamina, fo-
ram escolhidos 10 campos pulmonares aleatérios e contada a proporgao de pontos que
incidem sobre a drea de edema intra-alveolar, dividido pela quantidades de pontos que

incidem sobre o interior dos alvéolos. A coloragao utilizada foi o HE.
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Nuamero de pontos incidentes sobre edema intra — alveolar
Numero de pontos incidentes no interior dos alvéolos

Indice de edema alveolar

(12)

8. Indice de edema peri-vascular (IEPV): foi realizado com aumento de 100x no MO. Na
lamina, foram escolhidos 5 artérias pulmonares aleatérias, com didmetro de até 10.000

pm?. A coloracdo utilizada foi a RF, calculado conforme:

VNP
IEPV : —— 13

Onde NP é o ntimero de pontos que incidem sobre as dreas de edema perivascular e NI é o nimero de

interceptos que cruzam a membrana basal dos vasos.

9. Didmetro alveolar médio (L;;): foi realizado com aumento de 100x no MO. Na lamina,
foram escolhidos 10 campos pulmonares aleatdrios e verificada a propor¢do de inte-
receptos que cruzam o septo alveolar. A coloragdo utilizada foi o HE e o resultado é

representado em um e obtido conforme:

. Comprimento total da linha
M -
Interceptos que cruzam o septo alveolar

(14)

10. Didmetro interno das vias aéreas (DI): foi realizado com aumento de 40x no MO.
Na lamina, foram escolhidos 3 bronquiolos, com &rea de até 62.500 um?. A coloragdo

utilizada foi o HE e o resultado é representado em um, calculado conforme:
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Ntamero de pontos sobre o [Gmen da via aérea

DI (15)

" Numero de pontos sobre epitélio e musculo liso das vias aéreas

3.5 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo (EP), exceto a variavel
peso apresentada como média e desvio padrao (DP). Elaboramos previamente uma hipoétese

nula para este estudo:

Hy — Auséncia de lesdo pulmonar induzida pelo docetaxel apés uma tinica aplicagdo por

via 1.p.

As variaveis foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para avaliar normalidade.

Tratando-se de resultados com distribuicdo normal, realizou-se o teste de Anélise
de Variancia (ANOVA) com po6s-teste de Tukey. Em caso de distribuicdo ndo-Gaussiana, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis com p6s-teste de Mann-Whitney. Foram considerados para

analise erro a= 5% e f = 20%

Utilizamos o software Statistical Analysis System (Cary, NC, EUA) e Statistical Pac-

kage for Social Science (IBM SPSS 18, version 18.0.) para todas as anélises descritas.
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4 Resultados

4.1 Analise descritiva da amostra

Foram estudados 42 ratos, havendo ocorrido a morte de 1 animal no G140 e 1 animal
no G210. Em 9 de 10 animais do G70 foram observadas altera¢des histologicas e em todos

os animais do G140 e G210 (10/10).

Em relagdo ao peso, a tabela [2 demonstra os valores aferidos no dia da aplicagdo
do docetaxel (D1) e no dia da avalia¢do das propriedades mecanicas do sistema respiratério
(D28). A comparagdo do peso entre grupos ndo demonstrou variagdo significativa entre D1
e D28 (p = 0.064). Contudo, em todos os animais foi visto ganho ponderal significativo no
intervalo, embora ndo uniforme - o grupo submetido a aplicagdo de docetaxel em doses
mais altas (G210) apresentou ganho de peso significativamente menor que o GC. As andlises
comparativas dos pesos estdo representados na figura

Tabela 2: Valores médios do peso (g) no D1 e D28

D1 D28
Controle 273.00 + 47.21 349.50 + 35.78
Grupo G70  278.00 + 30.84 325.00 + 24.03
Grupo G140 291.00 + 44.33 341.11 + 50.07
Grupo G210 290.00 + 18.97 310.00 + 22.36

Resultados apresentados em média + DP
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Figura 5: Relagdo de peso dos animais no comego e final do estudo nos proprios grupos (a) e comparagio

entre grupos do percentual de ganho ponderal (b) observado ao final do estudo. O GC ganhou peso de
forma significativamente maior que o G210 (b).

*p<0.05

4.2 Relagao PL/PS

Na avaliagdo da relacdo ao PL/PS néo foi observada diferenga significante (p =0.145),

embora os grupos nos quais foi realizada aplicacdo de quimioterapia com doses maiores

tenha apresentado uma tendéncia a um maior peso seco (figura 6).

Peso L/S

T
CTRL

T T T
70 mg/nf 140 mg/nf 210 mg/nf

Figura 6: Relagdo entre peso Liquido (PL) e Peso seco (PS) do pulmio E (PL/PS)
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4.3 Analise das propriedades mecanicas

Todas as varidveis apresentaram distribui¢do ndo-gaussiana. Os valores médios
(com EP) das propriedades do sistema respiratério obtidos em todos os grupos estdo apre-
sentados na tabela 3, havendo diferenca estatistica e plausivel nas medidas de Es; cw, Eiyn,co
e R. A comparagdo das varidveis demonstra, ainda, tendéncia de queda da resisténcia do
sistema respiratorio (R,s), conforme demonstrado na figura a). Os demais parametros nao

revelaram alterag¢des explicdveis ou com plausibilidade biolégica, conforme apresentado nas
figuras § e [0

Tabela 3: Comparagdo das propriedades mecanicas do sistema respiratério de ratos subme-
tidos a aplicagdo, por via intra-peritoneal, de docetaxel, em diferentes doses

Grupo Controle G70 G140 G210

Varidveis N=10 N=10 N=9 N=11
Média + EP Média + EP Média + EP Média + EP p**

Es s 1,002 + 0,063 1,285+ 0,082 1,060+ 0,071 1,277 +0,110 0.035%
Edyn,sr 1,169 + 0,071 1,516 + 0,104 1,163 +£0,072 1,530 + 0,134 0.015%
R, 0,498 + 0,289 0,075+0,014 0,085 +0,014 0,070+ 0,010 0.116
Est o 0,214 + 0,029 0,027 + 0,012 0,146 + 0,040 0,277 + 0,037 <0.00012
Eayn,cw 0,324 + 0,033 0,145+ 0,016 0,320 + 0,082 0,326 + 0,036 <0.0001*¢
Rew 0,028 + 0,002 0,010 +£0,0082 0,035+ 0,005 0,023 + 0,003 <0.00017
Eqt L 0,788 + 0,060 1,258 £ 0,088 0,914 + 0,070 1,000 + 0,117 0.003%
Eiyn1 0,845 + 0,070 1,371+ 0,113 0,843 £0,097 1,204 + 0,140 0.0134
R, 0,174 + 0,035 0,209 £ 0,040 0,161 + 0,060 0,148 + 0,027 0.787

R,s - Resisténcia total sistema respiratério (cmH,0); Eg 5 - elastancia estatica sistema respiratério (cmH,O ml™);
Egyn,sr - elastancia dinamica sistema respiratério (cmH,O ml™); R, - Resisténcia total caixa toracica (cmH,0);
Eg oo - elastancia estética caixa tordcica (cmH,O ml); Egyn,cw - elastancia dindmica caixa toracica (cmH,O ml);
R; - Resisténcia total do pulmao (cmH;0); Es . - elastancia estatica pulmao (cmH,O ml); Eiyn,sr - elastancia
dindmica pulméao (cmH,O ml?)

**Comparacdo entre grupos com significancia (pds-teste): a = (GC x G70); b = (GC x G140); ¢ = (GC x G210);
d = (G70 x G140); e = (G70 x G210); f = (G140 x G210); & = pos-teste ndo foi capaz de definir diferenca entre
grupos.
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4.3 Andlise das propriedades mecanicas
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4.3 Andlise das propriedades mecanicas
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4.4 Analise Morfométrica do parénquima pulmonar

Todas as variaveis apresentaram distribuicdo gaussiana. Os resultados sdo descritos

a seguir.

4.4.1 Avaliacdo da proporcao de fibras colagenas do parénquima pulmonar

Os animais expostos ao docetaxel, independentemente da dose, apresentaram dife-
renga significativa em relagdo ao controle, mesmo em dosagens consideradas terapéuticas
(70 mg/mz). O G70 apresentou alteragdo em 90% dos individiuos, com valor médio de 1,256
+ 0,227. Nos G140 e G210 foi observada lesdo em 100% dos animais, com valores médios
de 1,041+ 0,206 e 3,379 + 0,525 respectivamente. O GC apresentou valores de 0.065 + 0.015.
A tabela 4 resume a comparacgdo entre os grupos GC, G70, G140 e G210, para os quais foi

encontrado resultado significativo.

Ainda, doses mais altas apresentaram maior quantidade de deposicdo de coldgeno
no parénquima pulmonar, sugerindo lesdo irreversivel dos septos alveolares e relacdo de

proporcionalidade entre a dose de docetaxel e a lesdo pulmonar detectada (figura[10).
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[ T T T
CTRL 70 mg/nt 140 mg/nf 210 mg/nf

Figura 10: Comparagio entre a proporgio de fibras coldgenas no parénquima pulmonar de animais
submetidos a aplicagdo iinica de docetaxel.

*p<0.0001, demonstrando proporcionalidade entre a quantidade de coldgeno presente no intersticio
pulmonar e a dose de aplicagdo do docetaxel.

As fotos abaixo demonstram a presenca de coldgeno no intersticio pulmonar do

G210 (figura

(a) (b)

Figura 11: Foto de pulmdo sob luz polarizada para andlise de fibras coldgenas (coloragido PCS, 100x).
O G210 (b) apresenta quantidade superior de coldgeno no intersticio pulmonar, representada pelos
depésitos de coloragdo avermelhada. No GC (a) observa-se pouca presenga de coldgeno.
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4.4.2 Avaliacdo da proporcao de fibras colagenas na vasculatura pulmonar

A proporgdo de fibras coldgenas nos vasos pulmonares mostrou valores percentuais
médios de 3,489 + 1,164 para o GC, 5,852 + 1,289 para o G70, 5,394 + 0,962 para o G140 e
8,758 + 1,938 para o G210, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa na

comparacao entre grupos (figura [16).

T I T I
CTRL 70 mgint 140 mg/nf 210 mg/nf

Figura 12: Comparagio entre a proporgdo de fibras coldgenas na vasculatura pulmonar de animais
submetidos a aplicagdo inica de docetaxel.
p=0.084

A figura 24| demonstra o aspecto microscépico do coldgeno vascular avaliado sob a

luz polarizada no MO.



4.4 Andlise Morfométrica do parénquima pulmonar 30

4.4.3 Razao superficie-volume (RSV)

A andlise da RSV mostrou valores percentuais médios de 9.116 + 0.333 para o GC,
de 8,545 + 0,200 para o G70, de 8,559 + 0,246 para o G140 e 7,887 + 0,137 para o G210, com p

=0.007 na comparagao entre GC e G210. A RSV encontra-se representada na figura

T T T T
CTRL 70 mg/nf 140mgif 210 mg/nf

Figura 13: Comparagio da varidvel RSV de animais submetidos a aplicacdo iinica de docetaxel*.
*gq—
p=0.007.

As fotos abaixo mostram o aumento na espessura dos septos alveolares, causados

pela intensa infiltragdo celular (figura [14)

Figura 14: Lamina de pulmao comparando RSV no GC e no G210 (coloragido HE, 40x).

O G210 (b) apresenta aumento da espessura dos septos alveolares comparado ao GC (a).
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4.4.4 Avaliacao da proporcao de fibras eldsticas no parénquima pulmonar

A proporcao de fibras eldsticas nos parénquima pulmonar mostrou valores percentu-
ais médios de 39,530 + 1,415 para o GC, 39,500 + 2,089 para o G70, 39,480 + 2,143 para o G140
e 35,940 + 3,563 para o G210, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa
na comparacado entre grupos (figura[16).

50

40+

30

20+

T T T I
CTRL 70 mg/nf 140mginf 210 mg/inf

Figura 15: Proporgio de fibras eldsticas no parénquima pulmonar de animais submetidos a aplicagdo
iinica de docetaxel.

A figura 24)demonstra o aspecto microscépico das fibras elésticas pela coloracdo RF

no MO.
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4.4.5 Avaliacdo da proporcao de fibras eldsticas na vasculatura pulmonar

A proporcéo de fibras eldsticas nos vasos pulmonares mostrou valores percentuais
médios de 0,333 + 0,009 para o GC, 0,297 + 0,015 para o G70, 0,316 + 0,007 para o G140 e
0,321 + 0,011 para o G210, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa na

comparagdo entre grupos (p=0.147) (figura 16).

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0-

[ I T T
CTRL 70 mg/nf 140mginf 210 mginf

Figura 16: Comparagio entre a proporgdo de fibras coldgenas na vasculatura pulmonar de animais
submetidos a aplicagdo inica de docetaxel.

A figura 24/ demonstra o aspecto microscépico das fibras eldsticas pela coloracdo RF

no MO.
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4.4.6 Avaliacdo de celularidade

Nao foram observadas diferencas entre o GC e o G70. Nos grupos expostos a
doses mais altas (G140 e G210), observamos aumento significativo no grau de inflamacdo
intersticial, composta principalmente por células mononuclares. Os valores aferidos para
células mononucleares foram 20,240 + 2,785 para o GC, 32,130 + 2,202 para o G70, 37,520 +
3,807 para o G140 e 36,440 + 2,077 para o G210. A tabela [l resume a comparagdo entre os

grupos GC, G70, G140 e G210, para os quais foi encontrado resultado significativo (p<0.0001).

Ainda, doses mais altas apresentaram maior quantidade de células mononucleares
infiltrando o parénquima pulmonar, sugerindo relacdo de proporcionalidade entre a dose

de docetaxel e o grau de infiltragdo celular no parénquima pulmonar (figura [17).
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CTRL 70 mgint 140 mg/nf 210 mg/nf

Figura 17: Comparagio entre a proporgdo de infiltracd pulmonar por células mononucleares em
animais submetidos a aplicagdo 1inica de docetaxel.

*p<0.0001, demonstrando proporcionalidade entre infiltragdo celular mononuclear no intersticio pul-
monar e a dose de aplicagdo do docetaxel.

As fotos abaixo mostram a intensa infiltragdo celular observada no intersticio pul-

monar (figura

Figura 18: Lamina de pulmdo comparando infiltrado intersticial no GC e no G210 (coloragio HE,
40x).

O G210 (b) apresenta intensa infiltragdo do intersticio pulmonar por células mononucleares, compa-
rado ao GC (a).

Em relacdo a avaliacdo da infiltracdo por PMN, ndo observamos diferencas em
nenhum dos grupos em relagdo ao controle (p>0.05), sendo raramente observada a existéncia

deste tipo celular no intersticio pulmonar. Os resultados foram desconsiderados por ndo
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serem representativos.

4.4.7 Edema Alveolar

Todos os grupos apresentaram diferenga significativa em relagdo ao controle e, ainda,
foi observada proporcionalidade entre a quantidade percentual de alvéolos alterados com a
dose administrada do quimioterdpico docetaxel. Os valores observados foram: G70 - 1,899
+ 0,124; G140 - 2,585 + 0,200; G210 - 3,300 + 0,261 e GC - 0.782 + 0,087. A tabela [ resume a
comparacdo entre os grupos GC, G70, G140 e G210, para os quais foi encontrado resultado

significativo (p<0.0001).

A figura(l9|representa graficamente a relagdo proporcional entre a dose de aplicagao

do docetaxel e a quantidade de edema intra-alveolar observada.

[ T T T
CTRL 70 mg/nt 140 mg/nf 210 mg/nf

Figura 19: Comparagio entre a proporgio de alvéolos com edema intra-alveolar de animais submetidos
a aplicagdo inica de docetaxel.

A analise estatistica entre grupos foi significativa (p< 0.0001) demonstrando proporcionali-
dade entre a quantidade de edema intra-alveolar e a dose de aplicagdo do docetaxel.

As fotos abaixo demonstram a maior quantidade de edema intra-alveolar nos grupos

expostos ao docetaxel (figura
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Figura 20: Liamina de pulmdo comparando edema intra-alveolar no GC e no G210 (coloragio HE,
40x).

O G210 (b) apresenta consideravel presenca de edema intra-alveolar com alguns focos de hemorragia,
comparado ao GC (a).

4.4.8 Indice de edema peri-vascular (IEPV)

O IDPV ndo apresentou variagdo significativa ou proporcional entre grupos. As
medidas médias foram: G70 - 0,610 = 0,031; G140 - 0,645 = 0,018; G210 - 0,910 + 0,017 e
GC - 0,661 + 0,029. A figura 22| demonstra a andlise dos grupos, sem diferenca estatistica

(p=0.152).

0.8+
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CTRL 70mgind  140mginf 210 mginf

Figura 21: Comparagio do indice de edema peri-vascular, de animais submetidos a aplicagdo 1inica
de docetaxel™.
*Nao foi observada diferencga significativa na comparagao entre grupos (p=152).
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4.4.9 Diametro Alveolar Médio (L,,)

O Ly apresentou variagdo significativa ou proporcional entre grupos. As medidas
médias, em pym foram: G70 - 1,102 + 0,009; G140 - 1,137 + 0,016; G210 - 1,101 + 0,009 e
GC - 1,143 + 0,010. A figura [22] demonstra a andlise dos grupos, com diferenca estatistica

(p=0.014).

0.0-

T T T T
CTRL 70mgimf  140mginf 210 mginf

Figura 22: Comparagio do didmetro alveolar médio, em pm, de animais submetidos a aplicagdo 1inica
de docetaxel*.
*Foi observada diferenca significativa na comparagdo entre grupos (p=0.014).
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4.4.10 Diametro interno das vias aéreas (DI)

O DI ndo apresentou variacdo significativa ou proporcional entre grupos. As medi-
das médias, em uym foram: G70 - 17,130 + 1,094; G140 - 15,310 + 1,607; G210 - 19,170 + 1,276
e GC - 15,110 + 1,873. A figura[23|demonstra a andlise dos grupos, sem diferenca estatistica
(p=0.175). Ainda, vale ressaltar que o G210 apresentou maior DI (dilatagdo), sendo compati-
vel com os dados obtidos pela avaliagdo das propriedades mecénicas do sistema respiratdrio

(observar figura [7)).

T T T T
CTRL 70mgnf  140mginf 210 mginf

Figura 23: Andlise comparativa do didmetro interno de vias aéreas (em um), de animais submetidos
a aplicagdo inica de docetaxel*.
*Nao houve diferenca significativa na comparagdo entre grupos (p=0.175).
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Figura 24: Aspecto das diversas coloragdes realizadas no pulmdao de ratos expostos ao docetaxel no
microscdpio Optico

Em (a) observa-se o aspecto do coldgeno vascular sob a luz polarizada (PCS, 40x). Em (b) observa-se
o0 aspecto das fibras elasticas no vaso normal (RF, 40x). Em (c) observa-se o aspecto das fibras eldsticas
em um bronquio normal (RF, 40x). Em (d), observa-se um pulméao normal de rato Wistar no MO (HE,
10x).
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4.5 Resumo dos achados histolégicos

Os resumo da andlise histolégica, por morfometria, dos pulmdes de ratos Wistar
tratados com diferentes doses de docetaxel por via i.p., encontra-se descrito na tabela
Foram encontradas altera¢des na proporcao de fibras coldgenas nos septos alveolares (PP), na
infiltracdo do intersticio pulmonar por células mononucleares, no indice de edema alveolar,
todos sugerindo proporcionalidade entre o grau de lesdo pulmonar e a dose de docetaxel

injetada.
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5 Discussao

5.1 Consideracdes gerais

Os modelos animais experimentais devem aproximar-se da prética clinica. O acom-
panhamento do peso é muito importante em pacientes oncolégicos. A literatura é vasta

< .

em demonstrar a relacdo entre massa corpérea e toxicidade relacionada a quimiotera-

: 5 19311541155,561157

pia Ainda, sabe-se que a toxicidade dos quimioterdpicos é diferente para cada

6rgdo e tecido corporal e esta relacionada a dose administrada,>*>

sendo comum menor ga-
nho ponderal em esquemas mais agressivos de quimioterapia®>® Este estudo observou que

animais tratados com doses mais altas de docetaxel apresentaram menor ganho ponderal,

observacao perfeitamente compativel com a literatura médica existente.

A toxicidade do tratamento com docetaxel estd relacionada a dose utilizada, po-
dendo haver alta mortalidade com doses elevadas.®” Estes efeitos foram observados. Houve
morte de 2 animais; um exposto a dose de 140 mg/m2 e outro a dose de 210 mg/mz. Im-
portante observar que os animais expostos a doses usuais de docetaxel ndo apresentaram
mortalidade e obtiveram maior ganho ponderal, comprovando experimentalmente a relagao

da mortalidade com a dose de exposi¢do do taxane.

Antes de prosseguir faz-se necessario abordar alguns pontos sobre a anatomia nor-
mal e elementos celulares do intersticio pulmonar. Este normalmente é composto por fibras
reticulares, fibras eldsticas e fibras coldgenas, sendo esta tltima importante estrutura do
arcabougo da matriz extracelular®!’ que ainda é composta por outros elementos proteicos
e polissacarideos, como proteoglicanos e glicosaminoglicanos ("ground elements'®%). O re-
vestimento epitelial dos alvéolos é formado por células especializadas, denominadas pneu-

mdcitos tipo I e II. Ainda, uma rede densa de capilares faz contato com toda a superficie



5.2 Relagao PL/PS 43

alveolar, sendo que as laminas basais do epitélio (pneumdcito tipo I) e do endotélio vascular

podem fundir-se.*®

O pulmao, por ser uma estrutura que necessita de elasticidade (elastancia) para
desempenhar sua fungdo, possui uma delicada relagdo entre fibras eldsticas e coldgeno em
sua estrutura de sustentacdo, estando este tiltimo usualmente presente como uma malha de
fibras esparsas.®? A fisiologia torna-se ainda mais complexa ao serem levadas em conside-
ragdo a presenga do surfactante (dreas molhadas e secas) e a estrutura de inter-dependéncia
alveolar®*®? O conjunto de todos os elementos do parénquima pulmonar - células, matriz
extra-celular, elementos proteicos, micro e macro-vasculares e suas interagoes fisicas - é que

determinam as propriedades fisiologicas e mecanicas do pulméao normal.

5.2 Relag¢ao PL/PS

O primeiro parametro utilizado na avaliacdo da toxicidade pulmonar induzida pelo
docetaxel foi a relacdo PL/PS. Usualmente, esta relacdo serve para mensuragdo do grau de
edema associado ao tecido (no caso, pulmonar) e pode estar alterada na toxicidade tecidual

aguda.®*

Este estudo nédo foi capaz de demonstrar diferenca na relagdo PL/PS, embora, a
primeira vista contraditoriamente, tenha observado o acimulo significante de edema intra-
alveolar entre os grupos (vide tabela [d). A provével explicacdo deve residir no momento,
ap6s a aplicagdo do docetaxel, em que foram realizadas as medidas morfométricas. E possivel
que o docetaxel induza altera¢des agudas no tecido pulmonar, as quais poderiam estar em

resolucdo ap6s 28 dias. Manali et al®

demonstraram experimentalmente que os elementos
presentes na inflamacdo pulmonar aguda induzida pela bleomicina ndo estdo presentes - ou

pelo menos estdo muito diminuidos - quando do aumento da quantidade de coldgeno no

intersticio pulmonar. Este achado poderia ser andlogo a lesdo produzida pelos taxanes. Ou
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seja, é plausivel que houvesse maior edema intra-alveolar logo ap6s a aplicagdo do docetaxel.
Esta observagdo é compativel com o fato que taxanes sdo capazes de induzir lesdo endotelial

ap6s aplicacdo endovenosa e gerar edema °®©”

5.3 Correlacao entre as propriedades mecanicas do sistema respiratério e

os achados histologicos

A anélise das propriedades mecénicas do sistema respiratério dos animais demons-
trou queda significativa das Eg v, Eiynco € Rew. Ainda, mesmo que ndo significativo, foi
observada queda R;,. As altera¢des na elastancia cw podem representar possiveis altera¢des
na musculatura respiratéria inter-costal. Este resultado foi mensurado apés o estudo experi-
mental, sendo que sua andlise ndo fazia parte do delineamento inicial, que visava avaliar as
alteracdes no parénquima pulmonar induzidas pela droga. A miosite associada ao doceta-
xel foi descrita pela primeira vez em 2005°¢” e, embora seja considerada complicacdo rara,
poderia ser uma explicagdo plausivel. Novos estudos, com delineamento especifico, seriam
necessarios para avaliar o possivel comprometimento da musculatura inter-costal ap6s uso
do docetaxel, uma vez que inexiste qualquer modelo experimental para avaliacdo da miosite

induzida por taxane.

Ainda, chama a atenc¢ao o fato de serem observadas altera¢des intersticiais irrever-
siveis (principalmente representado pelo acimulo de coldgeno no intersicio pulmonar) e a
relagcdo com as alteracdes na mecanica do sistema respiratério. Na realidade, a correlagdo
entre eventuais alteragdes histolégicas e alteragdes na mecanica pulmonar dependem da
intensidade da lesdo, aguda ou cronica. O asbesto, por exemplo, é capaz de produzir lesdo
(histolégica e mecanica) nos pulmdes de hamsters, mensuraveis 24 horas ap6s administra-

¢do intra-traqueal, principalmente por causa da lesdo inflamatéria aguda produzida por esta
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substancia.”

Comparativamente, a bleomicina, utilizada em modelos para estudo de fibrose
pulmonar idiopética, é capaz de induzir lesdo com alteracdo da mecéanica pulmonar em
camundongos, somente ap6s 21 dias da instilacdo por via intra-traqueal, quando a concen-
tragdo tecidual total de colageno ultrapassa os 300 microgramas (valores 3 vezes acima do
controle).®® Ou seja, alteragdes mensuraveis a histologia podem, ou néo, ter relagdo com
alteracdes nas propriedades mecanicas do sistema respiratério, a depender do seu tipo,

quantidade e intensidade.

As observacoes em estudos clinicos sdo ainda mais curiosas. Doengas como fibrose
pulmonar idiopatica sdo consideradas progressivas e fatais. Entretanto, pouco se sabe sobre
a correlagdo entre suas alteragdes histologicas e mecanicas.2”2 Claro que simploriamente
poder-se-ia afirmar que a simples presenga ou ndo de coldgeno ou fibras eldsticas, em maior
ou menor quantidade, seria o fator responsdvel pelas altera¢cdes eventualmente observadas
nas propriedades mecanicas do sistema respiratério de pacientes com fibrose idiopética.

Entretanto, esta explica¢do seria muito superficial.

Na realidade, a elastancia e resisténcia do sistema respiratério dependem de, pelo
menos, quatro fatores distintos: a quantidade de fibras elésticas, a quantidade de coldgeno,
a malha total de fibras conectivas (incluindo proteoglicanos e glicosaminoglicanos) e a quan-
tidade de células intersticiais.””* Grosseiramente, as fibras eldsticas sdo responsaveis pela
elastancia e as fibras coldgenas sdo responséveis pela resisténcia. Por 6bvio que existe relagdo
entre a quantidade de fibras elésticas e coldgenas com a mecanica do sistema respiratério,75
entretanto a complexidade da fisiologia respiratdria e de seus elementos ndo poderia ser
resumida por esta simples assertiva. Esta complexidade foi demonstrada por Yuan et al”®

que observaram diminui¢ao da elastancia pulmonar ap6és digestdo de fibras eldsticas e cola-
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genas, demonstrando a importancia da matriz extra-celular nas propriedades mecanicas do

pulmaéo.

A dinamica entre estes componentes é que poderia ser responsavel, em parte, pela
dindmica da mecanica do sistema pulmonar. Ainda, e talvez mais importante, o compor-
tamento da Eg, E;y, dependem da interagdo destes fatores, junto com elementos da matriz
extra-celular. Diversas teorias tentam explicar como estes relacionam-se, tanto em nivel
molecular, como em nivel macroscépico. Aparentemente, a interagdo da malha coldgeno-
elastina-proteoglicano parece ser o principal elemento que transfere as caracteristicas visco-
elasticas e de histerese ao sistema respiratorio”” e ndo simplesmente a concentragéo absoluta
de fibras coldgenas.”® Claro que diversos outros mecanismos tentam trazer luz a complexa
tisiologia pulmonar, como por exemplo a conformacdo espacial das proteinas da matriz
extra-celular e a agdo "lubrificante"que os proteoglicanos e glicosaminoglicanos exercem

sobre a malha coldgeno-elastina.”>”

Além, pouco se conhece sobre as relagdes que interagdes moleculares do tecido pul-
monar possuem sobre a dindmica macroscépica do sistema respiratério e sobre seu remo-
delamento.%* Acredita-se que pequenas moléculas proteicas a base de leucina - conhecidas

como decorinas - sdo responséveis pela interacdo entre o coldgeno e a matriz extracelular de

80,81

proteoglicanos,*** que por sua vez, e através da interacdo com o fator de transformacado-f,

seriam responsaveis pelo sistema de controle de remodelamento do intersticio pulmonar.®2
Ainda, sabe-se que no processo de remodelamento pulmonar existe alteracdo tanto em fi-

62 Neste estudo nio

bras coldgenas, como em fibras eldsticas, em diferentes proporgdes.
foram observadas alteragdes na quantidade de fibras eldsticas do parénquima pulmonar de

ratos expostos ao docetaxel, podendo ser plausivel que a simples variacdo da concentra-

¢do coldgena, embora significante, ndo seja fator suficiente para trazer quaisquer altera¢des
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funcionais bem definidas. Assim sendo, ndo é totalmente inesperado que, embora tenham
sido observadas diversas alteracdes microscopicas (histolégicas) no parénquima pulmonar
destes animais, poucas altera¢des puderam ser definidas do ponto de vista da mecanica do
sistema respiratério. E possivel que a exposi¢do continua ao docetaxel possa levar a um
maior grau de lesdo e que essas alteragdes eventualmente possam ter repercussdes mais
claras a mecanica, lembrando que toda a literatura confirma que os casos reportados de
pneumonia induzida por taxane acontecem ap6s multiplas exposi¢des a quimioterdpicos ou
ap6s multiplas aplica¢des de docetaxel 228 Ainda mais, restaria necessario entender even-
tuais impactos do docetaxel nos elementos da matriz extra-celular do intersticio pulmonar

para poder-se formular alguma teoria sobre uma fisiologia tdo complexa.

Em relagdo a queda da R,,, foi observado um aumento do DI (figura . Devemos
lembrar que a resisténcia ao fluxo em sistemas tubulares é regida pela lei de Poiseuille,®

conforme:

R = 8—’7i (16)
Tr

Onde: R = resisténcia, n = viscosidade, t = comprimento do tubo e r = raio.

Observe-se que alteragdes pouco significativas no raio de um tubo podem ser ca-
pazes de produzir grandes alteragdes na resisténcia ao fluxo em seu interior, positiva ou
negativamente. Neste estudo foi observado aumento do diametro interno das vias aéreas
nos grupos submetidos a doses mais altas de docetaxel. Assim, esta alteracdo explica de

forma anatdmica a diminuigdo aferida na resisténcia nas vias aéreas.

O docetaxel esta associado a pneumonia, com incidéncia sugerida em até 10% dos

pacientes, > existindo, inclusive, casos relatados de bronquiolite obliterante (BOOP).** O



5.3 Correlagao entre as propriedades mecanicas do sistema respiratorio e os achados
histologicos 48

curioso é que inexistem dados concretos sobre este tipo de complicacdo. Todo o conhecimento
advem de relatos de caso ou da observagao clinica. O primeiro dado importante observado
neste estudo diz respeito a incidéncia de altera¢gdes pulmonares induzidas pelo docetaxel. Foi
visto que 90% dos animais tratados com doses consideradas usuais (70mg/m?) apresentavam
alteracdes inflamatdrias ou na concentragdo do colageno, chegando a 100% em doses mais
altas. Isto pode sugerir que a lesdo pulmonar induzida por esta droga possa ser muito mais
comum do que reportado na pratica clinica, sobretudo levando-se em consideracdo que os

animais aqui estudados foram submetidos a uma tnica aplicagdo do quimioterépico.

A andlise da histologia demonstrou intenso infiltrado mononuclear nos intersep-
tos alveolares. Ainda, foi observado pequena quantidade de edema alveolar (j& discutida
anteriormente) e alteracdo na RSV. Todos estes dados sdo absolutamente compativeis com
pneumonia intersticial. A RSV demonstra que houve aumento da espessura dos septos alve-
olares em animais tratados com doses altas de docetaxel, o0 que demonstra as caracteristicas
morfométricas da pneumonia induzida pelo docetaxel: espessamento do intersepto alveolar
por infiltrado de células mononucleares, edema intra-alveolar e depésito de coldgeno no
intersticio pulmonar, com quase auséncia de infiltragdo de células polimorfonucleares. Estas
caracteristicas, recriadas experimentalmente, foram descritas em humanos em alguns relatos

de caso 25)1304:83,/84

Observe-se que a presenca disseminada de coldgeno, necessariamente, representa
alteragdo da estrutura normal do 6rgdo. Na literatura, existem relatos de casos isolados
que mostram fibrose pulmonar em pacientes que foram submetidos a quimioterapia com
docetaxel.® Entretanto, pelo fato destes pacientes serem poli-tratados e haverem permane-
cidos intubados por periodo prolongado, tornar-se-fa dificil conseguir fazer uma associagao

direta entre droga e lesdo pulmonar, uma vez que a prépria intubagdo prolongada é capaz
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de produzir lesdo pulmonar, mesmo em pacientes sem lesdo pulmonar prévia 28657

Este estudo foi capaz de mostrar alguns aspectos importantes. Em primeiro lugar,
o docetaxel foi capaz de causar dano tecidual pulmonar em doses terapéuticas. A presenga
de coldgeno no parénquima pulmonar dos animais do G210, em valores significativamente
acima do grupo controle, demonstra este evento de forma clara. Ainda, foi observada
proporcionalidade entre o grau da lesao no intersticio pulmonar e a dose administrada da
droga, o que torna os achados biologicamente plausiveis. Mais, foram observadas, de forma
significativa, proporcionalidade na RSV, no indice de edema alveolar e celularidade, dados
que demonstram aumento da espessura dos septos alveolares, principalmente por infiltragdo
de células mononucleares e edema intra-alveolar. Estes elementos reforcam o significado
das alteragdes na quantidade de coldgeno observada. Estas observagdes sdo curiosas por

varios motivos.

Em primeiro lugar, a exposi¢do ao docetaxel foi tinica e sem nehuma associagao
medicamentosa. Contrariamente, a literatura existente reporta alteragdo pulmonar clinica-
mente detectdvel (pneumonia) ap6s vdrias aplicagdes ou em tratamentos com associacdo de

quimioterapicos 23230 AlA2E3

Em segundo lugar, ndo se pode deixar de questionar a possibilidade de cronificacdo
das alteragdes histolégicas encontradas no sistema respiratério apés multiplas exposigdes
a esta droga, tal como reportado alhures para outros quimioterdpicos** Sob este prisma,
a continuidade do conhecimento através de outros estudos experimentais ou através de

estudos populacionais em humanos torna-se-fa absolutamente necessaria.
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5.4 Hipotese para o mecanismo da lesao pulmonar

Algumas hipoéteses sdo descritas para o mecanismo da lesdo pulmonar induzida pelo
docetaxel. A proépria presenca de edema intra-alveolar pode revelar, ao menos, uma parte
do mecanismo responsével, sendo explicado, simplificadamente, pela equagao de Starling,*

que diz:

Qf = Kf[(Pc —Pis) — G(le - TUs)] (17)

Onde: Q = fluxo do fluido; K = coeficiente de filtragdo capilar; P, = pressdo hidrostatica capilar; P;s =
pressdo hidrostatica do fluido intersticial; o = coeficiente de refleccao; Tip) = Pressao coloido-osmoética

do plasma e 7;; = pressdo coloido-osmética intersticial.

Em outras palavras, os provaveis mecanismos de edema pulmonar decorrem de
alteracdes na pressdo hidrostética capilar ou intersticial, de altera¢des de permeabilidade a
solutos (alteracdo do o), de diferencas nas pressdes proteicas do plasma ou intersticio ou de
deficiéncia de drenagem linfatica. Em nosso modelo, dois mecanismos poderiam explicar
a presenca de edema intra-alveolar pulmonar: a insuficiéncia de drenagem linfatica por

substitui¢do coldgena e/ou aumento da permeabilidade capilar por efeito citotéxico direto.

5.5 Criticas ao estudo

Uma critica importante que pode ser feita é que o delineamento do trabalho procurou
estabelecer lesdo pulmonar com a maior dose nao letal da droga. Esta estrutura ndo reflete

exatamente o uso clinico do docetaxel, que usualmente é utilizado em doses menores e
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por vdrios ciclos. Assim, seria necessdrio um novo trabalho para avaliar quais efeitos
cumulativos possuiria o docetaxel sobre o parénquima pulmonar, ou seja, doses cumulativas
com menor miligramagem sdo igualmente danosas a uma tnica aplicagdo da droga com

maior miligramagem?

Na prética, o docetaxel é aplicado conjuntamente a um corticoesteréide (usualmente
a dexametasona), pois o mesmo é capaz de produzir sindrome de retencdo hidrica por pro-
vével lesdo vascular endotelial #¢” Por 6bvio, fazer-se-ia necessario avaliar se a presenca de
um corticéide seria capaz de inibir as altera¢des observadas no parénquima pulmonar. Este
questionamento surge ao entender a complexa fisiologia pulmonar normal, tanto molecular
como tecidual, e as eventuais interacdes do corticéide com elementos da matriz extra-celular.
Vérios estudos sugerem que deva existir esta interagdo e que possa ser importante.®>® Seria
esse 0 motivo da incidéncia clinica de pneumonia induzida por docetaxel ser de 10% e este
estudo ter demonstrado alteracdo histolégica praticamente em todos os animais? Mesmo
sabendo-se da complexidade em correlacionar histologia com fungdo, deve-se levantar tal
questionamento. Isso fica ainda mais evidente ao analisar a literatura médica reportando o

uso de corticéide como forma de tratamento da pneumonia induzida por taxane %!

Outro elemento que deve ser discutido é o metodo de quantificacdo do coladgeno
aqui utilizado. Uma forma bem grosseira de divisdo do coldgeno é: 1) coldgeno maturo
e 2) coldgeno imaturo. O coldgeno maturo é aquele presente usualmente na estrutura e
composi¢do normal do tecido sadio. O imaturo corresponderia ao coldgeno neossintetizado

ap6s o processo de remodelamento tecidual *

Na literatura existem vdrias formas aceitas para quantificagdo desta proteina, alguns

92,193,/94,/95)196,97,

mais novos e complexos. Basicamente, existem duas formas de analisar o con-

teado colageno de um tecido: 1) por dilui¢do dcida ou 2) por diluigdo neutra. A forma mais
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comum ¢é realizada através da dosagem de hidroxiprolina, que chega a compor 13,5% do
colageno, em dilui¢do dcida*” Entretanto, até 5% do coldgeno pulmonar ndo poderiam ser
avaliados por este método.®! Outra alternativa é fazer a medida pelo método do corante Si-
rius vermelho, utilizando a luz polarizada para medicdo, conforme idealizada por Junqueira
et al.** Este método tem por base a ligagdo do corante no complexo [Gly-x-y] presente na

tripla hélice de todas as fibras coldgenas, de todos os subtipos.®

A critica a este ultimo é a falta de especificidade na determinac¢do do subtipo do
colageno estudado, inclusive pela falta de dissocia¢do tecidual, ndo podendo ser definido
se a medida corresponde, ou ndo, ao coldgeno neossintetizado (coldgeno imaturo). Outro
problema é que inexistem estudos comparando os métodos de andlise quantitativa e quali-
tativa, o que torna a comparacao entre trabalhos muito dificil e, analogamente, deste estudo

experimental com outros.

Por tudo acima explicado, fica claro que este trabalho ndo encerra o estudo da agdo
dos taxanes sobre o parénquima e arquitetura pulmonares. Se por um lado, precisa-se
estudar se a lesdo induzida pelo docetaxel apds varias aplicagdes em doses baixas sdo ou ndo
equivalentes a aplicacdo em uma dose tnica de maior intensidade, de forma a aproximar
ao maximo, o formato do estudo experimental a prética clinica, por outro lado é necessario
entender se o uso do corticéide seria capaz de prevenir as lesdes originadas pelo uso do
docetaxel, uma vez que, conforme discutido, o remodelamento pulmonar depende de uma
complexa rede de intera¢des entre elementos celulares e da matriz extra-celular e o préprio
corticéide possui influéncia sobre esta tiltima. Talvez a resposta a todas estas perguntas surja

do completo entendimento da bioquimica da fisiologia pulmonar.

Este é o primeiro estudo experimental a demonstrar que o docetaxel é capaz de

produzir pneumonite intersticial e aumento do coldgeno no parénquima pulmonar apds
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aplicagdo intra-peritoneal. Ainda, é a primeira vez que foi demonstrada relacdo de proporci-
onalidade direta entre a dose aplicada de docetaxel e a quantidade histologica de altera¢des

pulmonares mensuraveis.
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6 Conclusao

1. O docetaxel aplicado em dose tinica, por via i.p., alterou as propriedades mecanicas e

histolégicas do sistema respiratério de ratos Wistar.

2. Alesdo pulmonar induzida pelo uso de docetaxel foi diretamente proporcional a dose

aplicada por via i.p.

3. O docetaxel aplicado em dose tinica, por via i.p., induziu lesdo pulmonar (pneumonia
intersticial), caracterizada por aumento do depésito de fibras coldgenas nos septos alve-
olares, infiltragdo intersticial de células mononucleares, espessamento septal alveolar e
edema intra-alveolar. O estudonao foi capaz de esclarecer o mecanismo fisiopatolégico

das alteracoes observadas.
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