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ESTUDO COMPARATIVO DO POSSIVEL EFEITOPROTETOR DA
VITAMINAE NAINJURIA PULMONAR OBTIDA PORADMINISTRACAO DE
DOXORRUBICINAEM RATOS

COMPARATIVE STUDY OF THE POSSIBLE PROTECTIVE EFFECT OF VITAMIN E IN A
MODEL OF LUNG INJURY WITH DOXORUBICIN IN RATS

LuizAugusto L opesda Costal; Vanessa Niemiec Teixeira? Airton Schneider, TCBC-RS®

RESUMO: Objetivo: A doxorrubicina, um dos farmacos mais utilizados no tratamento do céncer, apresenta toxicidade cardio-
pulmonar acentuada, muitas vezes impedindo o tratamento completo. O tocoferol (vitamina E), por sua vez, demonstrou atenuar
os efeitos cardiotdxicos provocados pela doxorrubicina, permitindo o uso de uma dose maior. Em trabalho anterior, desenvolvemos
um modelo constante de injdria pulmonar induzida pela doxorrubicina em pulmdes de ratos (dose de 7 mg/kg). O objetivo deste estudo
é testar o possivel efeito protetor do tocoferol no modelo desenvolvido. M étodo: Utilizou-se 24 ratos Wistar, machos, pesando
entre 250-350g. O grupo 1 recebeu soro intragéstrico (IG) e soro intravenoso (1V); o grupo 2 recebeu tocoferol |G (400 Ul) e soro
1V; o grupo 3 recebeu soro IG e doxorrubicina IV e o grupo 4 recebeu tocoferol I1G e doxorrubicina V. Ap6s sacrificio, o bloco
pulmonar de cada rato foi analisado histologicamente. Resultados: Os achados microscopicos foram pré-estabel ecidos (congestéo,
hemorragia e necrose). O grupo 1 (controle) ndo apresentou alteracGes importantes. O grupo 3 (doxorrubicina) apresentou dano
estabelecido previamente. O grupo 4 (doxorrubicina e tocoferol) e o grupo 2 (tocoferol) apresentaram dano importante, mas sem
diferenca estatistica (p>0,05). Discusséo: O tocoferol poderia ter efeito na diminui¢do do dano intersticial, uma vez que tem sido
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utilizado na protecéo cardiaca. Entretanto, ndo houve diferenca em relagcdo aos danos previamente estabelecidos.

Descritores: Tocoferol; vitamina E; Doxorrubicina; Adriamicina; Pulm&o; Dano Pulmonar.

INTRODUCAO

Entre os quimioterapicos utilizados no tratamento
de sarcoma, adoxorrubicina, um antibiético antraciclinico, esta
entre os mai simportantes agentes antitumorais. Seu mecanis-
mo de agdo baseia-se na sua intercalagdo com o Acido
Desoxirribonucléco (ADN) dacélula. Assim, muitasfungdes
do ADN s&o afetadas, sendo uma possivel substancia
mutagénica e carcinogénica®s.

A doxorrubicina pode causar cardiotoxicidade em
alguns pacientes, aqual se apresenta sob aformadeinsufici-
éncia cardiaca congestiva, quando ultrapassado um determi-
nado limite de dose *45.

Vé&iosestudostém demonstrado queadoxorrubicina
causa cardiotoxicidade em ratos e coel hos. Entre os mecanis-
MOs que a causam estéo a geracdo deradicaislivres que pro-
vocam o aumento da concentracdo de célcio no interior das
fibras miocardicas e dano em organelas membranosas da cé-
lula™>,

A administracdo intravenosa de doxorrubicina cau-
sa uma maior toxicidade sistémica quando comparada a um
modelo quimioterapico de perfusdo pulmonar isolada de
doxorrubicinaZ

Alguns trabalhos mostraram que a utilizagdo de al-
guns potentes anti-oxidantes (probucol e carotenos) previne
ediminui as cardiopatiasinduzidas peladoxorrubicina®t2,

Otocoferol (vitaminaE) € um anti-oxidante, também
denominado “free radical scavenger”, que demonstrou ate-
nuar os efeitos cardiotoxi cos provocados peladoxorrubicing’.
Burton et al **, demonstraram que o tocoferol é um excelente
estabilizador de radicais livres e 0 mais importante anti-
oxidante lipossol Gvel nas células dos mamiferos.

Nos Ultimos anos, estudos demonstraram a viabili-
dade da perfusdo pulmonar isolada de doxorrubicinaem mo-
del os experimentais com ratos*!“. Entretanto, Burt et al 15, em
um estudo de fase | em humanos (escalonamento de dose)
com perfusdo isolada de um Unico pulméo com metéstase
pulmonares de sarcoma irressecéveis, concluiram que a
toxicidade pulmonar induzida pel adoxorrubicinaimpossibili-
ta que esta técnica de tratamento seja efetiva.

O objetivo do desenvol vimento desse projeto € ava-
liar a possivel eficécia do tocoferol como um anti-oxidante
capaz de minimizar os danos pulmonares induzidos pela
doxorrubicina

METODO

Para o desenvolvimento do projeto foi calculadauma
amostrade 24 ratostipo Wistar (biotério daUFRGS), machos
pesando entre 200 e 300g, divididos em quatro grupos, com
seisratos em cada (Tabela 1). Os animaisforam alojados em
compartimentos com livre acesso a comidaadequada e &gua.
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Tabela 1 — Distribui¢éo dos ratos nos grupos.

Grupol Grupo?2 Grupo3 Grupo4
Dial Sol.Sdina0,9% i.g. 400 mg de acetato Sol. Sdlina0,9%i.g. 400 mg de acetato
detocoferol i.g. detocoferal i.g.
Dia7 Sol. Sdina0,9%e.v. Sol. Salina0,9%e.v. 6 mg/kg dedoxorrubicinaeyv. 6 mg/kg dedoxorrubicinae.v.
Sol. Salina0,9%i.9. 400 mg deacetato detocoferol i.g. Sol. Salina0,9%i.g. 400 mg de acetato detocoferol i.g.
Dial4 Morte dos ratos por decapitacéo

Sol. - solugdo; e.v. - endovenoso; i.g. - intragastrico. Todas as doses foram administradas em volumes de 1 ml.

Osanimaisforam tratados segundo normas do “ Guidefor Care grupo 3 ejaverificados no Projeto Modelo de Injdria Pulmo-
and Use of Laboratory Animals’ (NIH publication 85-23, nar Induzida Por Doxorrubicina em Ratos . A andlise foi
revised 1985). Antes de cada procedimento o animal foi felitaatravés de microscopiadptica, qualificando quanto apre-
anestesiado com Pentobarbital Sodico nadose de 50mg/kg de senca ou auséncia de critérios pré-estabelecidos, conforme

peso viaintraperitoneal. mostraaTabela2.

No 1°dia, osgrupos1 e 3 receberam 1 ml de solucéo A amostra do estudo foi calculadaparaum poder de
salina, enquanto osgrupos 2 e4 recebem 400 mg detocoferol, 80%, admitindo-se que 50% dos ratos que receberam apenas
ambos intragéstricos. doxorrubicinaapresentem o desfecho esperado e, apenas, 10%

A administracdo intragastricafoi feitapor sondarigi- do grupo que recebeu doxorrubicinaetocoferol apresentem o

da (metalica) medindo 11,5 cm de comprimento e 0,15 cm de mesmo desfecho, com um p<0,05. Paraaandise dosresulta
didmetro, que éintroduzida pelabocae através do esbfago do dos, foi utilizado o teste t de Student para comparagéo de
animdl. meédias de dados com distribui¢ao normal. O teste do qui (c?)
No 7° dia, o grupo 1 recebeu 1 ml de solugéo salina guadrado foi utilizado paraaandlise de dados quditativos. Os
intragéstricae 1 ml de soluc&o salina endovenosa; o grupo 2 dados foram analisados com o progrma SPSS for Windows
recebeu 400 mg de tocoferol intragéstrico e 1 ml de solugdo versdo 9.0.
salinaendovenosa; o grupo 3 recebeu 1 ml de solugdo salina O trabalho foi aprovado em reuni&o pelo Comité de
intragastrica e 6mg/kg de doxorrubi cinaendovenosa; 0 grupo Etica e Colegido do Departamento de Ciéncias Morfol gicas
4 recebeu 400 mg de tocoferol intragéstrico e 6mg/kg de do Instituto de Ciéncias Bésicas da Salde da Uniersidade
doxorrubicina endovenosa. Federal do Rio Grandedo Sul.
Paraadministragdo endovenosaredizou-setricotomia
cervical e aplicacdo topica de 0,1 ml de lidocaina 1% sem RESULTADOS
vasoconstritor, incisdo naregido cervical anterior a esquerda
dalinhamédia, disseccdo daveiajugular externae canulacéo A comparacdo dos achados encontrados na andlise
com cateter. histopatol 6gica(Figural, 2, 3, 4) dosquatro grupos ndo reve-
No 142dia, todos os ratos foram mortos por decapita- lou resultado significativo estatisticamente (p>0,05) segundo
¢d0 e subsequiente retirada do aparel ho cardiopulmonar. Cada o teste 2.
peca cirargicafoi fixada em formalina e recebeu um cadigo O mesmo ocorreu na comparacdo da média de peso
para que ndo houvesse interferéncias no momento daanélise (Tabela 3) quando consideramos todos os grupos. Entretan-
dos dados. Posteriormente, essas pegas foram enviadas para  to, se compararmos a média de peso apds o tratamento do
0 Servic¢o de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Ale- grupo 1 (controle), 314,0 g, com a mesma media de peso do
gre, ondefoi feitaaandise anatomo-patol bgica. grupo 4 (doxorrubicinaetocoferol), 211,5 g, encontramos uma
A técnicautilizada paraandlise andtomo-patologica  diferencaconsideravel, com p=0,002, sendo o peso médio dos
baseia-se na preparacdo histol6gica por Hematoxilina & ratos do grupo que recebeu doxorrubicina e tocoferol estatis-
Eosina. A partir disso, comparam-se os cortes histolégicos ticamente menor do que amédiado grupo controle.
produzidos no presente projeto com os cortes do modelo de .
injaria pulmonar induzida pela doxorrubicina produzidos no DISCUSSAO

Tabela 2 — Critérios histol gicos para andlise do pulméao. A doxorrubicinaé umadrogaefetivano tratamento de
sarcomas. No entanto, no caso de metastases pulmonares, aas-

sociacdo dequimioterapiaeresseccdo tem levadoa umindicede
curadeapenas 30%. E dificil atarefade utilizar doxorrubicinaem
doses dtas sem lesar o coracdo e 0 pulm&o. A possibilidade de
utilizar doses maiores de quimioterapia por perfusdo pulmonar
i soladanecessitade umaassociagdo com algumadrogaquedimi-
nua o dano intergticial. O tocoferol poderiater este efeito, uma
vez que tem sido utilizado na proteg&o cardiaca’®. Entretanto,
ndo houve ateracdo nos danos previamente estabelecidos.
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Congestéo vascular
Edemaalveolar
Edemasubpleural
Hemorragiaaveolar
Necrose do epitélio
Necrose do endotélio
Pneumoniaintersticial
Pleurite
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Figura 1 — Corte histolégico de pulmao do grupo 1 (controle): con-
gestéo vascular leve. HE, 100x.

Figura 3 — Corte histolégico de pulméo do grupo 3 (doxorrubicina):
congestao vascular leve e hemorragia alveolar. HE, 100x.

Entre as razfes pelas quais o rato foi escolhido como
model o animal est&o o baixo custo de manutencao, afacil mani-
pulagdo e os trabalhos anteriormente desenvolvidos. Estes de-
mongtram toxicidade cardiacaem ratosinduzidape adoxarrubicina,
eno coragdo, aprotecdo do tocoferol frente aestatoxicidade® ™.

No modelo de injdria pulmonar induzida pela
doxorrubicinaem ratos. A dose que provocao dano e mantém

Figura 2 — Corte histolégico de pulm&o do grupo 2 (tocbfer-ol): éon-
gestdo vascular leve. HE, 100x.

Figura 4 — Corte histolégico de pulmao do grupo 4 (doxorrubicina e
tocoferol): congestéo vascular leve, hemorragia alveolar. HE, 100x.

0 animal vidvel para a administragdo de outras drogas foi
estabelecidaem 7 mg/kg. O dano identificado foi necrose dos
septos inter-alveolares, congestdo dos capilares alveolares,
hemorragia intra-alveolar e comprometimento das fibras
col agenas do parénquima pulmonar .

A identificacdo de danos namicroscopia 6tica suge-
re que o tocoferol ndo protege o pulmé&o do dano pulmonar

Tabela 3 — Resultado da analise anatomo-patol dgica dos pulmdes e do peso.

Grupol Grupo?2 Grupo3 Grupo4 [(0)]
Congestdo Vascular 6 6 6 6 -
EdemaAlveolar - 2 - - 032
Edema Subpleural - - - - -
HemorragiaAlveolar 2 3 2 6 0038
Necrose Epitelia - 2 2 3 037
Necrose Endotelial - 2 2 3 037
PneumoniteIntersticial 3 4 3 2 054
Pleurite - - - - -
Peso antes (m) 285,69 291,29 300,79 270,39 0,72
Peso depois (m) 314,0¢* 312,79 262,09 2115¢* 0,002*
M = média

T Para este resultado foi utilizado o Teste t de Student.

* Resultado referente a comparagdo das médias de peso dos grupos 1 e 4.
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induzido por doxorrubicina. Entretanto, um maior nimero de
ratos, estudo das alteracBes ultra-estruturais e bioguimicas
s80 necessarios para a conclusdo definitiva quanto a eventu-

al utilizac8o detocoferol como protetor pulmonar em pacien-
tes expostos a doxorrubicina.

ABSTRACT

Objective: Totest the possible protective effect of tocopherol in a devel oped model of lunginjury induced by doxorubicininrats.
Methods: Twenty-four males Wistar rats weighing between 250-350g were submitted to one of the four treatment groups.
Group 1 received intragastric serum (IG) and endovenous serum (EV); group 2 received tocopherol |G (400 Ul) and serum
EV; group 3 received serum |G and doxorubicin EV and group 4 received tocopherol 1G and doxorubicin EV. After death, the
pulmonary unit of each rat was histologically analyzed. Results: The microscopical findings had been previously established
(congestion, hemorrhage and necrosis). Group 1 (control) did not present any important finding. Group 3 (doxorubicin)
presented damages, which were previously established. Group 4 (doxor ubicin and tocopherol) and group 2 (tocopherol) had
presented important damage, but they did not differ statistically (p>0.05). Discussion: Tocopherol could have someeffect inthe
reduction of the interstitial damage, once it has been used for cardiac protection. However, we did not find differences in
damages previously established. The preliminary findings had not evidenced to be the Vitamin E, a protective substance of
pulmonary damages produced by the doxorubicin in rats, in the managed dose. However, a larger number of rats may be

required for scientific evidence of thishypothesis.

Key Words: Tocopherol; Vitamin E; Doxorubicin; Adriamycin; Lung; Lung Injury.
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