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RESUMO

A Linfangioleiomiomatose (LAM) é uma rara afeccdo, caracterizada pela
substituicdo do parénquima pulmonar por cistos, resultando em prejuizo na troca
gasosa e progressiva piora funcional. A patogénese da formacao dos cistos permanece
incerta, mas tem sido associada a hiperreatividade de metaloproteinases (MMP),
principalmente MMP-2 e -9. Neste estudo foram avaliados os efeitos da doxiciclina, um
potente inibidor de MMP, sobre a eficacia no bloqueio dos niveis sérico e urinario das
MMP-2 e -9 apds 12 meses de tratamento, bem como sobre os pardmetros funcionais
das pacientes com LAM. Foi delineado um ensaio clinico prospectivo, ndo randomizado
e ndo controlado, no qual as pacientes com LAM receberam doxiciclina (100 mg/dia)
por 12 meses, realizando avaliacdes nos meses basal, 6° e 12° més, através de prova
de funcdo pulmonar completa, teste de caminhada de seis minutos (TC6M),
guestionario de qualidade de vida (SF-36) e coleta de amostras de urina e sangue para
dosagem das MMP-2 e -9. No total, 31 pacientes, com idade média (DP) de 43 (8) anos
e diagnostico estabelecido de LAM, receberam doxiciclina durante 12 meses. ApoOs
analise, observou-se bloqueio efetivo sobre a MMP-9 urinaria, sendo a mediana (IQ)
pré-doxiciclina de 10.487 pg/mL (4.565-20.963) e de 4.061 pg/mL (712-9.985) apos 12
meses de doxiciclina (p<0,001). A MMP-2 sérica foi igualmente bloqueada, sendo a
mediana (IQ) basal de 0 pg/mL (0-833) e de 0 pg/mL (0-179) apos 12 meses (p=0,005).
N&o houve mudanca significativa na MMP-9 sérica e os niveis urinarios de MMP-2 ndo
foram detectados nas pacientes. Na analise funcional, apesar de ter havido declinio de
70 mL na média do VEF; das 31 pacientes, apds 12 meses de tratamento, observou-se
dois grupos distintos funcionalmente e em relacdo a qualidade de vida. Estes grupos
foram obtidos de acordo com a variagdo do VEF;, sendo o primeiro grupo
compreendido por 13 pacientes, em que o VEF; permaneceu estavel ou aumentou (G1),
e 0 segundo com 18 pacientes que apresentaram queda no VEF; (G2). A mediana (IQ)
da variacdo do VEF; em mL no grupo G1 foi de 70 mL (30 - 110) e no grupo G2 foi de -
140 mL [-260 - (- 110)], sendo p < 0,001. A mediana da variacdo da CVF também
seguiu a mesma tendéncia, havendo ganho de 170 mL (30 - 250) no G1 e perda de -

20mL [-300 -(-80)] no G2 (p = 0,005). Embora ndo tenham sido observadas variacdes



importantes nos volumes pulmonares, DLco € no TC6M, o G1 apresentou melhora
significativa nos dominios do SF-36 em relacdo ao G2. Foram observados alguns
marcadores funcionais de resposta a doxiciclina, quando comparados G1 e G2 antes do
inicio do tratamento, demonstrando que pacientes com maior relacdo VEF;/CVF e
menor CPT apresentaram melhor resposta. Epigastralgia, nduseas e diarréia foram os
efeitos adversos mais prevalentes, na maioria das vezes auto-limitados. Concluindo,
pela primeira vez conseguiu-se evidenciar, em pacientes com LAM, a reducdo dos
niveis séricos e urinarios de MMP apds uso de doxiciclina por 12 meses, mostrando-se
uma medicacdo segura e aparentemente efetiva em tratar um subgrupo de pacientes

funcionalmente menos obstruidas, com efeitos colaterais leves e toleraveis.

Descritores: linfangioleiomiomatose; metaloproteinases da matriz; doxiciclina; fator D de

crescimento do endotélio vascular



SUMMARY

Lymphangioleiomyomatosis (LAM) is a rare disease, characterized by substitution
of lung parenchyma by cysts, resulting in impairment in the gas exchange and
progressive functional worsening. The pathogenesis of development of cysts remains
uncertain, but has been associated to overexpression of metalloproteinases (MMP),
especially MMP-2 and -9. In this study, there have been analyzed the MMP-2 and MMP-
9 blockage in the urine and blood of LAM patients, after doxycycline administration
during 12 months, as well as on functional and quality of life parameters of LAM patients.
A prospective clinical trial, non randomized and uncontrolled, has been designed, in
which LAM patients have received doxycycline (100mg/day) for 12 months, and
underwent pulmonary function tests, six-minute walk test (6MWT), quality of life
assessment and blood and urine samples for MMP-2 e -9 dosage, undergoing
evaluation in months basal, 6th and 12th. Overall, 31 patients mean age (SD) 43 (8) with
established diagnosis of LAM have received doxycycline for 12 months. After analysis, it
was observed an effective blockage over urinary MMP-9 levels, with a pre-doxycycline
median (1Q) of 10,487 pg/mL (4,565-20,963), and 4,061 pg/mL (712-9,985) after 12-
month doxycycline administration (p<0.001). The serum MMP-2 has been as well
blocked with a basal median (IQ) of O pg/mL (0-833), and 0 pg/mL (0-179) after 12
months (p=0.005). There was no significant difference in serum MMP-9 levels, and
urinary MMP-2 levels were untraceable. During functional parameters analysis, although
there was a mean decline of 70 mL in FEV; in the 31 patients after doxycycline
treatment, we noticed two different groups concerning to the assessment of function
tests and quality of life. These groups were obtained according to FEV; variation; the
first group comprised 13 patients in which the FEV; increased or remained stable (G1),
and the second group comprised 18 LAM patients in which FEV; decreased (G2). The
median (IQ) increase of FEViin mL in G1, was 70 mL (30 - 110) and in G2 there was a
decrease of -140 mL [-260 - (-110)], being p < 0.001. The median (IQ) variation in FVC
followed the same tendency, presenting a increase of 170 mL (30 - 250) in G1 and a
decrease of - 20mL [-300 -(-80)] in G2 (p = 0.005). Although there have been no

relevant changes in lung volumes, DLco and 6MWT variables, patients from G1



presented significant improvement in the quality of life when compared to G2.
Continuing the analysis, we noticed some functional markers of the response to
doxycycline, when comparing G1 and G2 before starting the treatment Patients with
higher FEV1/FVC ratio and lower TLC presented better response to doxycycline.
Epigastric pain, nausea and diarrhea were the more prevalent side affects, most often
self-limited. Concluding, for the first time, it was demonstrated the decrease in serum
and urinary MMP levels in LAM patients, after using doxycycline for a period of 12
months, which proved to be a safe medication, apparently effective to treat a subgroup

of patients with less obstructive disease, presenting mild and well tolerated side effects.

Descriptors: lymphangioleiomyomatosis; matrix metalloproteinases; doxycycline;

vascular endothelial growth factor - D
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1. INTRODUCAO

A Linfangioleiomiomatose (LAM) é uma rara afeccdo que acomete quase
exclusivamente mulheres, caracterizada pela proliferacdo anormal de células
semelhantes as musculares lisas (células LAM), ocasionando obstru¢do de vasos
sanguineos, linfaticos e de vias aéreas, bem como destruigéo cistica do pulméo. 2
% Pode ocorrer na forma esporadica (LAM-E) ou associada ao complexo da
Esclerose Tuberosa (LAM-ET).

As células LAM apresentam afinidade por pulmdes, rins e vasos linfaticos. O
mecanismo desta seletividade permanece indefinido, mas postula-se que os fatores
de adesdo celular e a elevada atividade de proteases possam facilitar a invasao
destas células nos vasos sanguineos e linfaticos. *

O diagnéstico de LAM representa um expressivo impacto negativo na vida
das pacientes devido ao seu carater degenerativo progressivo, pela substituicdo do
parénquima pulmonar por cistos, acarretando em prejuizo funcional e
comprometendo a qualidade de vida destas mulheres.

A etiologia da LAM permanece incerta, assim como a patogénese da
formacdo dos cistos pulmonares, porém varios estudos tém sido realizados
buscando identificar os “gatilhos” desta doencga e seus potenciais alvos terapéuticos.
> O reconhecimento de intensa atividade tecidual e de titulos séricos elevados de
metaloproteinases (MMP) tém sido implicados na formacéo dos cistos pulmonares. ®
.

Atualmente, o Unico tratamento curativo viavel para a LAM € o transplante
pulmonar, tendo em vista a constante dificuldade em realizar ensaios clinicos
randomizados e placebo-controlados pela raridade da doenca, mesmo em grandes

centros especializados.

1.1. Historia natural da doenga

Alteragdes pulmonares consistentes com LAM foram primeiramente descritas

em 1918, porém somente em 1937, houve o primeiro relato de caso de LAM

esporadica. ®°No Brasil, os primeiros dois relatos de LAM foram descritos em 1982,
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no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(HC-FMUSP). *°

As caracteristicas demograficas e a prevaléncia da LAM vém mudando nas
Gltimas décadas. Anteriormente, a doenca era considerada fatal, acometendo
somente mulheres em idade férti e as Unicas opcbes de tratamento eram
ooforectomia, progesterona e transplante pulmonar. °

Atualmente, devido ao conhecimento mais aprofundado das caracteristicas
clinico-radiolégicas e histopatolégicas, bem como os registros das populacfes de
pacientes do Japao, Reino Unido, Estados Unidos e Brasil, muitos mitos foram
dissipados. ****

A prevaléncia estimada da LAM-E é de 1 - 2:1.000.000 habitantes ** ®e
aproximadamente 15 a 34% dos pacientes portadores de Esclerose Tuberosa (ET)
apresentam achados radiolégicos tipicos de LAM. ***” A idade média encontrada, ao
diagnéstico, em um estudo com 230 pacientes foi de 41 anos, *® porém tem havido
um numero crescente de mulheres diagnosticadas no periodo pds-menopausa,
sendo que 50% delas nunca haviam apresentado pneumotérax até a doenca ser
reconhecida. *®

Entre as 61 pacientes em acompanhamento no Ambulatério de Doencas
Intersticiais do HC-FMUSP, nos ultimos 25 anos, a média ao diagnéstico foi de 39

anos.

Apesar da quase exclusividade de acometimento no sexo feminino, a LAM-E
foi descrita em um individuo, geneticamente comprovado como sendo do sexo
masculino, sem evidéncia de mutagdo no complexo TSC1/TSC2. *°

A mortalidade em 10 anos, a partir do inicio dos sintomas, varia de 10 a 20%
16.20. "dependendo das séries, e chega a 30% em 10 anos a partir do momento da
biépsia, ' porém ja foram relatados casos de LAM em octogenarias, bem como
pacientes com 30 anos de evolucdo de doenca. % A doente mais velha do nosso
ambulatério esta com 73 anos e seu diagnostico foi em 1985. A mortalidade esta
relacionada a determinadas peculiaridades da apresentacao clinica no momento do
diagnéstico, sendo a dispneia e hemoptise piores marcadores prognoésticos do que
pneumotodrax; a associacdo da LAM com ET indica melhor progndstico, visto que o
acometimento pulmonar tende a ser mais leve; pacientes mais jovens, em idade

reprodutiva, tendem a ter pior evolucéo. %3
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1.2. Quadro clinico
1.2.1. Acometimento pulmonar

As manifestagBes clinicas mais frequentes em pacientes com LAM sao
dispneia, de carater progressivo, com prevaléncia de 60 a 85%, e pneumotorax
espontaneo (40 a 80% dos casos), podendo ser recorrente. 2+

Quilotérax pode também ocorrer (prevaléncia de 20 a 40%), sendo secundario
a obstrucao dos vasos linfaticos da pleura ou do ducto toracico pelas células LAM. O
tratamento pode ser conservador, mas geralmente é de dificil resolucdo ** 2%
Similarmente, a hemoptise e quiloptise, menos comuns e de leve intensidade, sédo
secundarias a obstrucdo de capilares pulmonares e vasos linfaticos sendo,
entretanto, evidenciada infiltragdo com lesdo da parede da artéria pulmonar, por
células LAM, em uma paciente com hemorragia alveolar fatal. ?® Quilopericardio e

quildria sdo sintomas muito raros.

O exame fisico mostra-se muitas vezes sem alteragbes, porém,
ocasionalmente, podem ser auscultados sibilos ou ainda crepitacdes. ?° Em casos
avancados podem ocorrer hipertensado pulmonar e disfuncdo de ventriculo direito,

provavelmente secundéria & hipoxemia. *°

1.2.2. Acometimento extra-pulmonar

As manifestacdes extra-pulmonares mais comuns na LAM sdo abdominais,
geralmente silentes e podem preceder em até anos do inicio dos sintomas
respiratorios.

Os angiomiolipomas renais (AML) sdo tumores compostos por células LAM,
vasos sanguineos e gordura, sendo geralmente menos frequentes, pequenos e
solitarios na LAM-E e multiplos, volumosos e com maior tendéncia a sangramento
espontaneo na LAM-ET. ** Em um estudo com 323 pacientes, a freqiiéncia de AML
relatada na LAM-E foi de 32% e nos casos de LAM-ET os AML foram observados

em 93% delas.
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O envolvimento linfatico extratordcico pode acometer até um terco das
pacientes com LAM. As linfadenomegalias podem ser retroperitoneais, retrocrurais e
até pélvicas. 3! Outro achado tipico s&o os linfangioleiomiomas, massas secundarias
a dilatacdo dos vasos linfaticos, podendo levar a formacéo de ascite quilosa, mais
comuns na LAM-E e podem estar associados a maior gravidade da doenca. *

Meningiomas podem ser evidenciados na LAM, associada ou ndo a esclerose
tuberosa, porém sua incidéncia ndo parece ser maior que a da populacéo geral. ¥ O
uso de progestagenos parece estar associado ao aumento da incidéncia dos

meningiomas, tendo em vista sua ac&o mitogénica. **

1.3. Diagnadstico

Os sintomas respiratérios relatados pelas pacientes, como tosse e dispneia
aos esforcos, sdo comuns a outras doencgas, tais como asma e enfisema. Portanto,
deve-se suspeitar de LAM em mulheres jovens com dispnéia progressiva aos

esforcos e/ou pneumotdérax e/ou hemoptise.

A European Respiratory Society, com o intuito de padronizar as condutas
relacionadas a LAM. definiu os seguintes critérios diagnésticos *°:

1) associagdo entre os cistos pulmonares na tomografia computadorizada de
térax de alta resolucéo (TCAR) e uma biépsia pulmonar evidenciando os marcadores
histopatolégicos de LAM.

2) achados caracteristicos na TCAR associado a qualquer um dos seguintes:
angiomiolipoma renal, derrame pleural ou ascite quilosa, linfangioleiomioma ou
envolvimento ganglionar por LAM, diagnostico definitivo ou provavel de esclerose
tuberosa.

Recentemente, estudos tém abordado a relevancia do VEGF-D (vascular
endothelial growth factor) no diagnéstico da LAM.***® Young e colaboradores
obtiveram, para valor de corte > 800 pg/mL do VEGF-D, uma sensibilidade de 60% e
especificidade de 100% em uma coorte de pacientes com LAM. *° Aproximadamente

um quarto delas apresentaram VEGF-D < 800 pg/mL.
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1.3.1. Radiologia

A radiografia de térax pode apresentar-se normal ou mostrar sinais de
pneumotdrax ou derrame pleural.

A TCAR, no entanto, € o exame indicado para avaliacdo e seguimento de
pacientes com LAM. ** Os cistos pulmonares (Figura 1) sdo considerados os
marcadores caracteristicos desta doenca e estao presentes em 100% das pacientes.
“0 Distribuem-se homogeneamente no parénquima, apresentam paredes finas e lisas
e seu didmetro geralmente varia de dois e cinco milimetros, podendo entretanto
alcancar até 10 milimetros. ** E possivel mensurar a gravidade da doenca pulmonar

42

utiizando uma analise semiquantitativa pela TCAR, porém o0s meétodos

guantitativos tem se mostrado superiores, correlacionando-se melhor com a funcéo
pulmonar e troca gasosa. * #*

A tomografia de abdome deve ser solicitada de rotina. Um estudo mostrou
gue de 80 pacientes com LAM-E, 61 (76%) apresentavam achados abdominais
positivos, sendo 0s angiomiolipomas renais (Figura 1) os mais comuns, presentes
em 43 pacientes (54%), seguido por linfadenomegalias abdominais em 31 (39%) e

linfangioleiomas em 13 (16%). ** Na LAM-ET os AML s&o ainda mais freqiientes.

A|B

Figura 1. Alteracdes radiolégicas compativeis com diagnostico de

Linfangioleiomiomatose, obtidas de duas pacientes participantes do protocolo.
A. Cistos pulmonares com paredes finas, homogeneamente distribuidos pelo

parénquima pulmonar; B. Angiomiolipoma renal em rim esquerdo.
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1.3.2. Fungéo pulmonar

Os testes de funcédo pulmonar sdo o método mais pratico para avaliar o
comprometimento pulmonar na LAM. # Inicialmente, a prova de funcdo pulmonar
pode apresentar-se normal nas pacientes. Em grandes séries, as alteracfes mais
frequentemente observadas foram a obstrugdo ao fluxo aéreo e a reducdo na
difusdo do monodxido de carbono (DLco). ** ** *° A analise de 275 pacientes,
realizada por Taveira-DaSilva e colaboradores do Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos, demonstraram que pacientes com LAM apresentam declinio anual
no VEF; e DLco de 75 £ 9 mL (1,7 + 0,4% do valor predito) e 0,69 = 0,07
mL/min/mmHg (2,4 + 0,4% do valor predito), respectivamente. *> Outro estudo
demonstrou reducdo anual mais expressiva no VEF; e DLco, respectivamente, de
118 + 142 mL e 0,905 * 1,54 mL/min/mmHg. *°

Raramente se identifica padréo restritivo isolado e, quando presente, esta, na
maioria das vezes, associado a derrame pleural quiloso ou pneumotérax.

A variacao significativa apos o uso de broncodilatador pode ocorrer, sendo
vista em 6 - 26% dos casos. 4" %

A capacidade pulmonar total pode estar normal ou aumentada, geralmente
com aumento do volume residual associado, além hipoxemia em grau variavel. *"*°.

A monitoracdo da funcdo pulmonar, principalmente do VEF; e da DLco, €
fundamental, sendo que reducfes anuais acima de 5 a 10% do valor predito indicam
doenca rapidamente progressiva. * Avaliacdes seriadas de VEF; e DL¢o a cada 3 a
6 meses em pacientes com doenca progressiva e a cada 6 al2 meses naqueles com
doenca mais estavel sdo medidas importantes para a monitoracdo das pacientes

com LAM.

1.3.3. Testes funcionais de exercicio

1.3.3.1. Teste de caminhada

A hipoxemia induzida pelo esforco torna o teste de caminhada de seis
minutos (TC6M) uma ferramenta viavel, de baixo custo e validada para avaliar o

desempenho durante o exercicio submaximo nas pneumopatias intersticiais. > >
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Sua aplicagdo em doencas cisticas mostrou correlacao significativa entre o escore
tomografico e a distancia caminhada em paciente com LAM e Histiocitose de Células
de Langerhans. **

A definicdo sobre qual parametro derivado do T6CM (distancia caminhada ou
a dessaturacao) teria melhor correlagédo com os testes funcionais em pacientes com

pneumopatia intersticial, °*>*

sugere que a combinacdo destes dois parametros
possa ser mais Uutil.

Baseado neste principio foi delineado, por nosso grupo, um indice composto,
denominado Desaturation - Distance Ratio (DDR) resultado da divisdo entre a area
de dessaturacdo da oxiemoglobina (ADO,) e a distancia caminhada. *>> O TC6M foi
realizado com um holter de oximetria, sendo registradas 180 medidas da oximetria
de pulso (SpO.) durante os 360 segundos do teste. A ADO, era obtida subtraindo-se
cada SpO, aferida de 100% (considerando 100% como a maior SpO, possivel), em
todas as 180 aferi¢cdes. Os resultados das subtragcées eram somados e multiplicados
por dois, visto que o intervalo entre os registros era de dois segundos, obtendo-se

assim a ADO; (conforme exemplificado na Figura 2).

100

95

90

SpO, %85
80

75

70

0O 16 32 48 64 80 96 112 128 144 160 176 192 208 224 240 256 272 288 304 320 336 352

tempo (s)

Figura 2. Desaturation-Distance Ratio (DDR): Calculado usando a razéo
entre ADO, (area azul — obtida pela SpO. registrada a cada 2 segundos) e
a distancia caminhada durante o TC6M. No exemplo acima, a paciente
apresentou ADO; = 3900 e caminhou 213 metros, resultando em um DDR =
18,3.

ADO;: area de dessaturagdo da oxiemoglobina; SpO,: oximetria de pulso
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Resumindo: quanto maior for a ADO,, maior sera o periodo de dessaturagao
durante a caminhada, e quanto menor for a distancia percorrida, maior sera o valor

do DDR, refletindo pior capacidade funcional.

1.3.3.2. Teste de exercicio cardiopulmonar

As alteragBes registradas no teste de exercicio cardiopulmonar (TECP), em
pacientes com LAM, podem estar relacionadas com limitagdo cardiovascular, fadiga
muscular e limitacdo ventilatéria e/ou de troca gasosa. 4 Embora o VEF; e a DLco
possam predizer o consumo maximo de oxigénio (VO, max), pacientes que
apresentem funcdo pulmonar normal podem desenvolver hipoxemia durante o
exercicio. *°

Foi observado que valores reduzidos do VO,max estdo correlacionados com
pior escore de gravidade histoldgica, tornando o TECP uma importante ferramenta

para predicéo de sobrevida em pacientes com LAM. %

1.3.4. VEGF-D

O VEGF-D é uma proteina precursora que ao submeter-se a protedlise
desencadeada pela plasmina, adquire alta afinidade pelo receptor tirosina-quinase
presente na superficie do endotélio linfatico (VEGFR-3). As células LAM produzem
grande quantidade de plasmina, elevando os niveis de VEGF-D em pacientes com
LAM. 3¢

Estudos mostraram associacdo entre os titulos séricos de VEGF-D e o
envolvimento linfatico *” e funcdo pulmonar em pacientes com LAM. ®

A implicacdo da dosagem do VEGF-D sérico no diagnostico de LAM foi
demonstrada recentemente, sendo obtidos valores para sensibilidade de 60% e para
especificidade de 100%. *°
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1.3.5. Bigpsia

O método definido como padréo ouro para o diagnostico da LAM é a biépsia a
céu aberto, possibilitando a amostragem de parénquima e de vasos linfaticos e
sanguineos, evidenciando a invas&o das células LAM. #’ No estudo
histopatologico, observa-se a proliferagdo de células musculares lisas imaturas
(células LAM), com caracteristicas benignas e positividade para o antigeno a-actina
de musculo liso. Sdo evidenciados dois tipos celulares principais das células LAM:
as epitelidides e as fusiformes. Estas células se agrupam em aglomerados
noduliformes de varios tamanhos, sendo que as epitelidides sdo mais periféricas,
com aspecto poligonal e imunorreatividade para o HMB-45 (human melanoma black
- 45), enquanto que as fusiformes séo centrais, semelhantes a miofibroblastos, com
maior capacidade proliferativa e maior imunorreatividade para metaloproteinases
(MMP), principalmente MMP-2, além de MMP-1, -9 e -14 (Figura 3). 2% 26

Observa-se ainda a expresséo de receptores de estrogénio e progesterona, 2°
sendo sua primeira descricdo em 1984, a partir de um trabalho realizado por nosso
grupo, no HC-FMUSP. *’

Em pacientes submetidas a biopsia a céu aberto, a gravidade histolégica da
doenca pode ser estabelecida através de um escore, onde se avalia a porcentagem
de cistos e nodulos de células musculares lisas em substituicdo ao tecido pulmonar
normal: escore 1- menor que 25%; escore 2- 25 a 50%; e escore 3- maior que 50%.

Esse escore tem implicacdes progndsticas. %3
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CELULAS LAM

EPITELIOIDES

HMB 45 +

FUSIFORMES

a - ACTINA

Figura 3. Células LAM: morfologia e marcadores imunohistoquimicos, obtidas de
material de biopsia de paciente do estudo.

Aglomerado de células LAM, localizado na parede do cisto pulmonar. A seta rosa
evidencia as células epiteliides; a seta amarela evidencia as células do tipo
fusiforme, responsaveis pela producédo das MMP.

HMB-45: human melanoma black - 45; MMP: metaloproteinase

1.4. Biologia celular e molecular da LAM e seus alvos terapéuticos

A compreensdo das vias de sinalizacdo e biomarcadores no processo
fisiopatolégico da LAM tem auxiliado na descoberta de opcdes diagnosticas e

terapéuticas para esta afeccéo.

1.4.1. Biologia celular do complexo TSC1/TSC2

A compreensao do processo fisiopatologico da LAM iniciou-se na observacao,
em 1966, da similaridade entre as lesdes da ET e da LAM-E. *® A Esclerose
Tuberosa é uma facomatose autossémica dominante, sendo relatado que a LAM
pode acometer até 34% dos portadores desta doenca. " *° Um mecanismo

fisiopatogénico comum entre elas foi proposto em 1972, sendo a LAM considerada,
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por muitos, uma forma frustra da ET. * Posteriormente, foram identificadas
mutacdes, em pacientes com ET, nos genes TSC1 ou TSC2 (supressores tumorais)
localizados nos cromossomos 9q34 e 16pl3, respectivamente. °° Mutacdes
adquiridas nesses genes sao, provavelmente, a causa da LAM-E, tendo em vista
que a perda de heterozigozidade (LOH) de TSC2 ja foi relatada em células LAM de
22, 61-63 As

pulmdes, angiomiolipomas e quilotérax de pacientes com LAM-E.

mutacdes em TSC2 ocorrem mais freqlientemente que aquelas em TSCL1. 22

1.4.2. Biologia molecular do complexo hamartina / tuberina

Os genes supressores tumorais TSC1 e TSC2 codificam, respectivamente,
proteinas denominadas hamartina e tuberina, as quais regulam o metabolismo
celular (crescimento, mobilidade e sobrevida) através da via de sinalizacdo Akt /
mTOR, > # conforme ilustrado na Figura 4. Neste processo, 0 complexo
hamartina/tuberina funciona como uma proteina ativadora da GTPase, regulando
negativamente Rheb (ras homologue enriched in brain) por converter Rheb-GTP em
Rheb-GDP e desse modo inativando Rheb e inibindo a mTOR (mammalian target of
rapamycin). ®* % A funcdo maior da mTOR é ativar a proteina pS6 (phosphorylation
of S6) via fosforilacdo de Ser240\244 (Figura 4).

A disfuncdo do complexo hamartina/tuberina resulta em perda da regulacdo
da via de sinalizacdo Akt/mTOR, podendo esta desregulagéo ocorrer a montante da
via, como na sinalizagcédo do receptor de estrogénio (RE), na sinalizacdo do PDGF
(platelet-derived growth factor) ou naqueles relacionados ao receptor de superficie
celular da tirosina quinase e ao receptor acoplado & proteina G. % ¢ Abaixo da via
Akt/mTOR ocorre ativagdo constitutiva de mTOR quinase e S-6 kinase (S6K)
levando ao aumento da translacdo de proteina e, por altimo, a uma proliferacao

celular exacerbada, migracéo e invasao das células LAM. %2
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. Receptor Receptor
| de insulina de PDGF

SRR [ PRnRIRAY
SRR ﬁi}}é}iﬁjﬁlﬁﬁﬁ}ﬁﬁﬁl HAIEAERY

Proliferacao celular

Lesao tecidual .
. /

Angiogénese

Figura 4. Esquema das vias de sinalizacdo que participam do metabolismo molecular
da LAM e seus potencias alvos terapéuticos.”

PDGF: platelet-derived growth factor; RI: receptor de insulina; PI3K: phosphoinositide 3-
kinase; PDK1: phosphoinositide-dependent kinase 1; RE: receptor de estrogénio; Akt:
protein kinase B; TSC: tuberous sclerosis complex; Rheb: ras homologue enriched in brain;
MTOR: mammalian target of rapamycin; S6K: S-6 kinase; pS6: phosphorylation of S6.
"adaptado de McCormack, Chest 2008

A proposta terapéutica para inibir a via AKt/mTOR é o sirolimus (Rapamicina),
imunossupressor utilizado por pacientes transplantados renais e, mais recentemente,
para prevenir a proliferacdo de células musculares lisas em stents cardiovasculares
que forma um complexo que liga e bloqueia a mTOR, inibindo a proliferacdo de
células LAM (Figura 4).°

Esta medicacdo foi testada em ratos portadores de mutacdo do TSC2,

mostrando diminuicdo dos tumores renais e supressao da fosforilagcéo da S6.%°

13



Introducao

Um estudo ndo randomizado de 24 meses avaliou, como desfecho primério, o
efeito do sirolimus sobre o volume dos AML de pacientes com LAM, seguidas
posteriormente por 12 meses sem a droga. Os AML tiveram reducao de 53% apos
12 meses, tendo voltado a crescer ap0s a cessacao do tratamento. Na andlise
secundaria foi observada melhora funcional em um subgrupo destas pacientes. *°

Em estudo mais recente com sirolimus, randomizado e placebo-controlado, as
pacientes foram tratadas por 12 meses, seguidas por periodo de observacao de 12
meses sem a medicacdo, sendo a dose inicial de 2 mg/dia, ajustada para nivel
sérico de 5 a 15 ng/mL. Os niveis de VEGF-D também foram dosados. As pacientes
apresentavam VEF; e DL¢co basais de 48% e 43% do predito, respectivamente. Foi
observado ganho ao final de 12 meses no VEF; e CVF do grupo sirolimus quando
comparado a perda funcional no grupo placebo, com diferenca significativa, além da
reducdo expressiva dos titulos de VEGF-D do grupo tratado. No periodo
observacional, houve queda semelhante do VEF; em ambos os grupos.

1.4.3. Linfangiogénese

A primeira descricdo do acometimento linfatico na LAM foi realizada em 1976,
" e a alteracaio histopatoldgica tipica é a proliferacéo e dilatacdo de vasos linfaticos
dentro de aglomerados de células LAM, com aspecto cistico ou em fenda. "2

Nos ultimos 10 anos, houve um importante progresso no entendimento da
linfangiogénese. Foram evidenciados marcadores imunohistoquimicos especificos
do endotélio linfatico, como o VEGF-R (vascular endothelial growth factor receptor) e
PROX-1 (transcription factor required for lymphatic vessel growth), no material de
biépsia de linfangioleiomiomas e linfonodos, além de marcadores como VEGF-D no
sangue de pacientes com LAM. "3

Ninhos de células LAM revestidos por células endoteliais linfaticas foram
evidenciados no interior de vasos linfaticos e em derrames pleural e peritoneal
quiloso, sugerindo uma rota para a disseminacdo das células LAM para locais
distantes. "* ™
O sirolimus parece ser uma opc¢ao terapéutica na inibicdo do processo de

linfangiogénese. Estudos laboratoriais evidenciaram a reducdo de vasos linfaticos
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> e relatos de caso

22

nos tumores de ratos TSC-2 null apés o uso de sirolimus,

mostraram resolucéo do derrame quiloso apos tratamento com esta medicagéo.

1.4.4. Bloqueio hormonal

A maior parte do tratamento instituido para as pacientes com LAM tem sido
baseado na terapia anti-estrogénica, tendo em vista a piora clinica descrita na
gravidez e com uso de estrogenos, bem como a identificacdo de receptores de
estrogénio e progesterona nas células de LAM. > 2577677 Ng entanto, todos estes
estudos basearam-se em analise retrospectiva ou relatos de pequenas coortes de
pacientes e nenhum foi placebo-controlado.

Foi demonstrado que o estradiol estimula o crescimento de angiomiolipomas
humanos em ratos Eker TSC2 null ° e a ativacdo de receptores de estradiol nas
células LAM aumenta a atividade das MMP-2.”® A estimulacdo de receptores de
estrogénio (RE) aparentemente ativam a via Akt/mTOR por caminho alternativo
(Figura 4), podendo explicar a seletividade em relacdo ao sexo na LAM. %

A progesterona tem sido usada em pacientes com LAM, tendo se mostrado
efetiva em algumas séries de casos, como a de Taveira-DaSilva e colaboradores, na
qgual a progesterona (na dose intramuscular de 400 a 1600 mg mensal ou 10 a 60
mg por dia por via oral) promoveu melhora ou estabilizacdo do VEF;, porém sem
significancia estatistica. *° Outro estudo retrospectivo, ndo evidenciou incremento
funcional, mostrando que o grupo tratado com progesterona néo apresentou declinio
menor no VEF; do que no grupo tratado. *

Os anéalogos de GnRh (gonadotropin-releasing hormone) também sao opc¢des
terapéuticas para o bloqueio hormonal. A goserelina revelou-se eficaz em estabilizar

a queda do VEF; em um pequeno grupo de pacientes "°

, enquanto outro estudo
mostrou perda funcional na vigéncia de triptorelina. 8 Outro tratamento utilizado foi a
ooforectomia, sendo que ndo houve melhora em 15 de 30 pacientes submetidas a
ooforectomia bilateral. ®

As diretrizes da European Respiratory Society sugerem que a progesterona
nao deve ser usada rotineiramente em pacientes com LAM, podendo ser feito um
ensaio terapéutico por 6 a 12 meses naqueles casos em que a doenga apresenta

carater rapidamente progressivo ou grave. *
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Embora a LAM seja uma doenca com predomindncia em mulheres pré-
menopausadas, ndo ha consenso na literatura em relagdo a indicacdo do bloqueio

hormonal nesta doenca.

1.4.5. Destruicdo cistica e a expressado de metaloproteinases

A substituicdo do parénquima pulmonar por cistos nas pacientes com LAM
resultam em limitacdo funcional e hipoxemia progressiva. A génese da formacao
destes cistos ainda ndo estd completamente esclarecida, porém o papel das
metaloproteinases (MMP), enzimas capazes de degradar o colageno e a elastina da
matriz extracelular (MEC), vem sendo explorado. ’

As células LAM do tipo fusiformes expressam MMP, componentes funcionais
da MEC, responséaveis pelo remodelamento pulmonar e linfangiogénese, tendo sua
atividade regulada pelos inibidores teciduais de MMP (TIMP). 8 A degradacédo de
fiboras elasticas pbde ser observada nas areas com proliferacdo de células
musculares lisas, em bidpsias de pulmdo de pacientes com LAM, por meio de
microscopia eletronica. % Na analise imunohistoquimica, observou-se significante
reatividade de MMP-2 e MMP-9 no tecido pulmonar de portadoras de LAM, quando
comparado com pulmdo normal. ® Matsui e colaboradores evidenciaram intensa
atividade de MMP-2 nas células de pacientes com LAM, bem como de MT1-MMP,
responsavel por ativar a conversdo da proenzima da MMP-2 na superficie da
membrana celular. ’ Glassberg e colaboradores demonstraram aumento na sintese e
na atividade de MMP-2 em células musculares lisas derivadas de biépsia de pulméao
com LAM, apoés tratamento com 17 B-estradiol, bem como a inibicao desta atividade
apds exposicdo a doxiciclina. "

Concordante com a hiperreatividade tecidual das MMPs descrita nas
pacientes com LAM, Odajima e associados demonstraram titulos seéricos e
plasmaticos significativamente elevados de MMP -9 nestas pacientes, quando
comparados a controles, quantificado por zimografia.®

O mecanismo especulado para explicar o aumento da atividade MMP na LAM
reside na producdo exacerbada de plasmina, demonstrada nas lesbes de LAM
guando comparadas ao pulméo normal ao redor. A expresséo do fator de transcrigcao

serum response factor nas células LAM e a consequente estimulacdo dos seus alvos,
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urokinase-type plasminogen activator (UPA) e plasminogénio, ocasiona a clivagem
do plasminogénio pela uPA, gerando a plasmina protease, capaz de clivar os
zimogenos da MMP, criando assim a metaloproteinase na sua forma ativa. Neste
processo foi também evidenciada inibicdo do PAI-1 (plasminogen activator inhibitor)
e do TIMP-3. %

Tem crescido o interesse no bloqueio das MMP como potencial alvo
terapéutico. De fato, um relato de caso descreveu o uso de doxiciclina, um
conhecido inibidor de MMP, em uma paciente com LAM em lista de transplante
pulmonar. Apds o tratamento por quatro meses, a paciente apresentou melhora no
VEF; e na troca gasosa, concomitante a reducdo expressiva dos niveis de MMP
dosados na urina. ® Posteriormente, nosso grupo mostrou a reducdo dos niveis
séricos de MMP-2 (p=0,04) e MMP-9 (p=0,05) e urinarios de MMP-9 (p=0,10) em
uma coorte de pacientes em nosso servigo, apos o uso de doxiciclina na dose de
100 mg/dia por seis meses. %

A doxiciclina, pertencente a familia das tetraciclinas, € usada na pratica clinica
pelo seu efeito antimicrobiano. Quando administrada em baixas doses, age sobre 0
remodelamento da MEC, migracéo e proliferacdo celular in vitro sendo este efeito
causado, em parte, pela inibicdo das metaloproteinases. &’

Até o momento, ndo existem ensaios clinicos prospectivos que tenham
avaliado a eficacia e a seguranca do uso de doxiciclina no bloqueio das
metaloproteinases em pacientes portadoras de LAM por um periodo superior a seis
meses, bem como a influéncia deste bloqueio sobre os parametros funcionais, o que

nos incentivou a delinear este estudo.
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2. HIPOTESE DO ESTUDO

Devido ao possivel bloqueio da atividade das MMP secundario ao uso de
doxiciclina por pacientes com linfangioleiomiomatose, acreditamos que ocorrerad uma

menor perda funcional nessas pacientes apos 12 meses de tratamento.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos primarios
Avaliar a eficacia do bloqueio induzido pela doxiciclina apés 12 meses de
tratamento através da dosagem dos niveis urinarios e séricos de MMP-2 e MMP-9 em

pacientes com LAM, comparadas com um grupo controle.

Avaliar a variagdo do VEF; ap6s 12 meses de tratamento com doxiciclina.

3.2. Objetivos secundarios

Analisar os efeitos da doxiciclina sobre as variaveis derivadas do TC6M, em

particular o DDR, em pacientes com LAM apés 12 meses de tratamento.

Avaliar o impacto da doxiciclina sobre a funcdo pulmonar, qualidade de vida e
dosagem de VEGF-D em pacientes com LAM.

Descrever os eventos adversos relacionados ao uso de doxiciclina em pacientes
com LAM.
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4. METODOS

4.1. Casuistica

Todas as pacientes com diagnéstico de Linfangioleiomiomatose em
acompanhamento no Ambulatério de Doencas Intersticiais do HC-FMUSP, no periodo
de novembro de 2006 a julho de 2009, foram convidadas a participar do estudo.

O projeto foi previamente aprovado pelo Departamento de Cardiopneumologia e
pela Comissio de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq). As pacientes
foram informadas sobre todos os aspectos inerentes ao protocolo de pesquisa e, apos
leitura e aceitacdo do termo de consentimento livre e esclarecido, foram incluidas no
estudo.

As medicagbes previamente utilizadas pelas pacientes ndo foram alteradas
durante o protocolo.

O critério de inclusdo abrangeu pacientes com diagndstico clinico-radiolégico ou
histopatoldgico estabelecido de linfangioleiomiomatose.

O critério de exclusdo compreendeu pacientes submetidas a transplante

pulmonar.

4.2. Delineamento do estudo

Ensaio clinico prospectivo ndo randomizado e nado controlado, no qual as
pacientes foram submetidas a prova de funcdo pulmonar (PFP), a um teste de
caminhada de seis minutos com holter de oximetria (TC6M), a um questionario de
qualidade de vida relacionado a saude e a coleta de amostras de sangue para dosagem
de MMP-2, MMP-9 e VEGF-D e de urina para dosagem de MMP-2 e -9.

Apos a realizagdo dos exames, as pacientes receberam doxiciclina na dose de

100 mg/dia, repetindo a mesma avaliacdo apds seis e 12 meses de uso da medicacéao.
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4.3. Testes

4.3.1. Prova de funcéo pulmonar

As medidas de fluxos e volumes pulmonares e de difuséo, através da técnica do
monoxido de carbono (DLco) foram mensuradas utilizando um pletismoégrafo de corpo
inteiro Elite Series Medgraphics (Saint Paul, MN, EUA) no Laboratério de Funcéo
Pulmonar do Hospital das Clinicas. Todos os testes foram realizados no mesmo
aparelho, seguindo as recomendacfes determinadas pelas Diretrizes da Funcao
Pulmonar da Sociedade Brasileira de Pneumologia. %

Os parametros analisados foram capacidade vital forcada (CVF), volume
expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF;), relagdo VEF:/CVF, capacidade
pulmonar total (CPT), volume residual (VR), relacdo VR/CPT e DLco. Os calculos
utilizados para determinar os valores preditos foram delineados por Pereira e
colaboradores para espirometria, e por Neder e colaboradores para volumes

pulmonares e DLco, tendo como referéncia a populacéo brasileira. 3

4.3.2. Teste de caminhada

O TC6M foi realizado por um médico treinado, utilizando um corredor plano de 30
metros de comprimento, demarcado nas extremidades por pinos de sinalizacao,
seguindo as recomendacdes da American Thoracic Society (ATS), conforme Figura 5.
92 As pacientes foram orientadas a caminhar o mais rapido que pudessem, durante seis
minutos, podendo realizar paradas temporarias ou reduzir a velocidade caso sentissem
algum desconforto. Pacientes que nunca realizaram um TC6M submeteram-se a um
prévio, respeitando-se um periodo de pelo menos 20 minutos de repouso para a

realizacdo do teste definitivo.
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A distancia caminhada era registrada em metros e a escala de Borg usada para
avaliacdo de dispneia e fadiga em membros inferiores, era aplicada antes e

imediatamente ao final do teste. *°

Quadro 1. Escala de Borg

0 Nenhuma

o
o

Muito, muito leve
Muito leve
Leve
Moderada
Pouco intensa

Intensa

Muito intensa

© 00 N O O b W N P

Muito, muito intensa

Méaxima

[ERN
o

Foi utilizado um holter de oximetria da marca NONIN WristOx 3100 (Plymouth,
MN, EUA) com sensor do tipo PureLight LED que permite registrar a dessaturacédo da
oxiemoglobina com maior acuracia. O holter era fixado ao punho da paciente e o sensor
no dedo indicador, conforme mostra a Figura 5. Durante o teste de caminhada, o
aparelho registrava a SpO, em ar ambiente e a frequéncia cardiaca, a cada 2 segundos,
durante os 360 segundos, resultado assim em 180 afericdes. Os dados gravados eram
entdo transferidos para um computador, analisados utilizando o nVISION software
(Plymouth, MN, EUA), conforme Anexo A, e entdo exportados para uma planilha do
EXCEL 4.0.
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A partir destas variaveis era calculado o DDR, resultado da divisdo entre a area de
dessaturacdo da oxiemoglobina (ADO,) e a distancia caminhada, conforme discutido

anteriormente.

Figura 5. Teste de caminhada

A. Holter de oximetria de pulso
fixado no punho da paciente,

regsitrando a SpO., e a frequéncia

cardiaca.

B. Corredor de 30 metros, com
pinos de sinalizacdo nas

extremidades e marcacéo a cada

3 metros.

Além do DDR, os outros parametros extraidos e analisados do TC6M foram a
SpO, basal, a SpO, minima (sustentada por um periodo maior ou igual a 10 segundos),
o indice de Borg e a distancia caminhada, representada tanto em metros quanto em

porcentagem dos valores preditos, tendo como referéncia a populacéo brasileira. %
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4.3.3. Qualidade de vida relacionada a saude

Todas as pacientes responderam ao questionario genérico de qualidade de vida
short-form com 36 questdes (SF-36), validado para lingua portuguesa (Anexo B). %>’

O SF-36 € um questionario multidimensional, de facil administracdo e
compreensdo, composto por 36 itens, englobados em dois dominios maiores (saude
fisica e saude mental), subdivididos em oito dominios menores, com escore final de 0 a
100, quais sejam:

1. Capacidade fisica
Limitacdes usuais devido a aspectos fisicos
Dor
Saude geral
Vitalidade
LimitagOes usuais devido a aspectos emocionais

Bem estar emocional

© N o g s~ w D

Desempenho social

4.3.4. Coleta de sangue e urina

Foram coletadas amostras de pacientes com LAM e igualmente de 10 mulheres

saudaveis, padronizadas como controles.

4.3.4.1. Metaloproteinases -2 e -9

As amostras de sangue e urina foram coletadas em frasco seco e, logo apos,
centrifugadas a 1.500 rpm durante 10 minutos e armazenadas a -80° C para posterior
andlise.

Os niveis sérico e urinario de MMP -2 e -9 (R&D System, Inc., Minneapolis, MN,

EUA) foram mensurados através do método ELISA (enzyme-linked immunosorbent
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assay) em acordo com as instrucbes do fabricante. Placas com 96 pocos
(Costar/Corning, Inc., Cambridge, USA) foram sensibilizadas com 100uL de anticorpo
monoclonal e incubadas por 18 horas a 4°C. Posteriormente, a placa foi blogueada,
para evitar ligacfes inespecificas com 300uL de solucdo de blogueio (BSA 2%) e
incubada por 2 horas a 37°C. Apés o bloqueio, foi adicionado 100uL por poco das
amostras e dos padrbes diluidos previamente em PBS. A placa foi incubada por 18
horas a 4°C. sendo entdo adicionados 100uL do anticorpo conjugado (biotinilado) e,
apos periodo de incubacéo, foram adicionados 100uL de Streptavidina HRP (1:250) por
poco e incubado por mais 30 minutos a 37°C.

A revelacdo foi realizada através da adicdo de 100uL da Solucdo de Revelacéo
(H20, + Tetrametilbenzidina) por poco e incubado de 5 a 30 minutos a 37°C de acordo
com cada proteina. A reacao foi parada com 50uL de H,SO4 30% por poc¢o e agitado
lentamente.

Os titulos de MMP foram quantificados por comparacdo de densidade 6ptica no
leitor de ELISA (Power Wave, Bio-tek, EUA) utilizando filtro de 450nm. O limite de
deteccdo para MMP -2 foi de 156,2 pg/mL e para MMP -9 de 15,6 pg/mL.

4.3.4.2. VEGF-D
A andlise e quantificacdo do VEGF-D foi realizada apenas em amostras seéricas,

sendo igualmente coletadas em tubo seco, seguindo a mesma técnica descrita acima.
O limite de deteccéo para VEGF-D foi de 15,6 pg/mL.

28



Métodos

4.4. Desfechos

4.4.1. Desfechos primarios

Bloqueio de MMP-2 e MMP-9 sérica e urinaria apds o uso de doxiciclina por 12

meses.

Variacdo do VEF; em mL ap6s o uso de doxiciclina por 12 meses.

4.4.2. Desfechos secundarios

Variacdo do DDR apds 12 meses do uso de doxiciclina.

Medida dos fluxos (CVF, VEF1/CVF) e volumes pulmonares (CPT, VR, VR/CPT),
da difusdo do monodxido de carbono, das varidveis do TC6M como a distancia
caminhada e a SpO, minima e a dosagem de VEGF-D, antes e apés 12 meses de
doxiciclina.

4.5. Analise Estatistica

As variaveis paramétricas, definidas pela curva de normalidade no histograma,
foram expressas em média e desvio-padrao (DP) e comparadas por teste t de Student.
Variaveis ndo paramétricas foram expressas através de mediana e intervalo interquartil
(IQ) e comparadas utilizando o teste de Wilcoxon para as pareadas e o teste de Mann-
Whitney para variaveis nédo-pareadas. Variaveis categoricas foram comparadas
utilizando-se o teste exato de Fisher. A significancia estatistica foi assumida para
valores de p<0,05. A analise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS 15.0
(SPSS. Inc. Chicago, IL, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1. Casuistica e caracteristicas clinico-demogréaficas

No periodo de 2006 a 2009, foram arroladas 42 pacientes com diagnostico de LAM
em acompanhamento no Ambulatério de Doencas Intersticiais do HC-FMUSP. Durante
0 recrutamento para o protocolo, uma paciente foi excluida por ter sido submetida a
transplante pulmonar sendo, portanto, iniciada doxiciclina na dose de 100 mg/dia para
41 pacientes.

Durante o estudo, 10 pacientes perderam o seguimento, sendo duas por piora dos
sintomas respiratorios (uma admitida em lista de transplante pulmonar apds quatro
semanas do inicio do protocolo e outra transplantou apos 6 meses de tratamento); trés
por eventos adversos relacionados a doxiciclina (descritos posteriormente) e cinco
pacientes desistiram do protocolo (uma optou por tratamento homeopatico; uma
transferiu-se para outro estado; trés optaram por interromper a medicacdo apos 6
meses pois ndo notaram melhora clinica, mas permaneceram em acompanhamento) .

Ao final do seguimento, 31 pacientes completaram 12 meses de tratamento. Na
Tabela 1 constam os dados demograficos e clinicos das pacientes.
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Tabela 1 - Dados demogréficos e clinicos das 41 pacientes com LAM, no momento do
inicio do protocolo e das 31 pacientes que completaram 12 meses de tratamento .

n=41 n=31
Caracteristicas
Idade em anos (DP) 44 (9) 43 (8)
Tempo até diagnéstico em meses (IQ) T 12 (8-24) 9 (6-24)
Clinica n (%)

Tabagismo prévio 10 (24) 9 (29)

Esclerose Tuberosa 5(12) 4 (13)

Dispneia 32 (78) 23 (74)

Hemoptise 6 (15) 5 (16)

Derrame quiloso 5(12) 4 (13)

Pneumotorax 28 (68) 21 (68)

Angiomiolipoma 16 (39) 13 (42)

Linfangioleiomiomas 4 (10) 3 (10)

Diagndstico n (%)

Histopatoldgico 37 (90) 29 (94)
Bidpsia pulmonar 35 (85) 27 (87)
Biopsia extrapulmonar 2(5) 2 (7)

Clinico-radiolégico 4 (10) 2 (6)

Bloqueio hormonal n (%)

Anélogo de GnRh 18 (44) 14 (45)

Ooforectomia 6 (15) 4 (13)

Menopausa 8 (20) 4 (13)

n = nimero de pacientes; m = meses; GnRh = gonadotropin-releasing hormone; DP = desvio
padrdo; Q= interquartile.
" os valores foram distribuidos em média (DP) ou mediana (IQ).

T periodo de tempo, em meses, entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico
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5.2. Caracteristicas funcionais, qualidade de vida e titulos de VEGF-D das 31
pacientes com LAM que completaram o estudo

5.2.1. Fungé&o pulmonar

As pacientes apresentavam obstrucdo leve associada ao aumento de relacao

VR/CPT e reducéo leve da DLco ao inicio do protocolo, conforme demonstrado na

Tabela 2. Apés 12 meses do uso de doxiciclina, foi observada reducdo de 70 mL na
média do VEF; e de 0,24 mL/min/mmHg na média da DLco.

Tabela 2 - Fungcdo pulmonar de 31 pacientes com LAM, antes e apés 12 meses de

tratamento com doxiciclina ~

Basal 12° més
Variaveis n=31 n=31 p
CVF em litros (DP) 3,17 (0,6) 3,19 (0,6) 0,792
% predito (DP) 92,2 (13,9) 92,6 (14,3) 0,751
VEF; em litros (DP) 2,24 (0,7) 2,17 (0,7) 0,034
% predito (DP) 78,9 (23,2) 76,7 (24,6) 0,042
VEF; / CVF (DP) 0,70 (0,2) 0,67 (0,2) 0,003
CPT em litros (DP) 5,03 (0,8) 5,09 (0,7) 0,408
% predito (DP) 103,4 (13,9) 104,8 (13,8) 0,393
VR em litros (DP) 1,82 (0,6) 1,91 (0,7) 0,263
% predito (DP) 130,4 (47,3) 136,8 (52,5) 0,282
VR / CPT (DP) 0,36 (0,08) 0,37 (0,1) 0,295
DLco em mL/min/mmHg (DP) T 17,0 (6,8) 16,76 (6) 0,713
% predito (DP) 65,2 (24,8) 64,3 (22) 0,745
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n = ndmero de pacientes; DP = desvio padrao; CVF = capacidade vital forcada; VEF; = volume
expirado ao final do primeiro segundo; CPT = capacidade pulmonar total; VR = volume residual,
DLco = difusdo de mondxido de carbono.

"o0s valores foram distribuidos em média (DP); as variaveis forma comparadas utilizando teste t
de Student.

Tduas pacientes nao realizaram difus&o.

5.2.2. Teste de caminhada

Ao inicio do protocolo, as pacientes apresentaram um valor predito médio para a
distancia caminhada de 90%, com mediana SpO, minima ao final do TC6M de 94% e
mediana do DDR de 4,0, conforme Tabela 3.

Na analise do TC6M, foi evidenciado incremento de 25 metros na média da
distancia percorrida, estabilizacdo da SpO, basal e queda de um ponto na SpO, minima
apos tratamento com doxiciclina (Tabela 3). Houve reducdo de 4,0 para 3,8 na

mediana do DDR, seguindo a mesma tendéncia das outras variaveis.
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Tabela 3 - Dados do TC6M de 31 pacientes com LAM, antes e ap0s 12 meses de

tratamento com doxiciclina ~

Basal 12° més
Variaveis T n=31 n =30 p

Distancia

metros (DP) 490 (109) 515 (90) 0,132

% pred (DP) 90 (20) 95 (17) 0,113
SpO; basal (IQ) 96 (95 - 98) 96 (94-97) 0,282
SpO; minima (IQ) 94 (87 - 95) 93 (85 - 95) 0,02
Borg dispneia

inicial (1Q) 0 (0 -0) 0 (0-0) 0,748

final (IQ) 2(1-3,5) 2,5(1-3) 0,968
Borg MMII

inicial (1Q) 0 (0 -0) 0(0-0) 0,458

final (1Q) 0(0-1,5) 0(0-2) 0,875
DDR (IQ) 40(2,3-6,7) 38(23-91) 0,28

n = numero de pacientes; DP = desvio padrdo; |IQ= interquartil; SpO, = oximetria de pulso; MMI|
= membros inferiores; DDR = desaturation distance ratio; pred = valor predito.

" os valores representados em média (DP) foram comparados pelo teste t Student e aqueles em
mediana (IQ) foram comparados pelo teste de Wilcoxon.

Tuma paciente nao realizou 0 TC6M no 120. més.

5.2.3. Qualidade de vida

Ao inicio do protocolo, os dominios do SF-36 em que as pacientes apresentaram
menor pontuacdo, e, portanto pior desempenho, foram o de limitacdo por aspectos

fisicos, vitalidade e bem estar emocional, conforme Tabela 4.
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A andlise do questionario SF-36 revelou melhora nas medianas dos dominios
limitagdo por aspectos fisicos e bem estar emocional ap6s 12 meses de doxiciclina,

além de estabilizacdo na maioria dos outros dominios, conforme Tabela 4.

Tabela 4 - Qualidade de vida (SF-36) de 31 pacientes com LAM, antes e apds 12

meses de tratamento com doxiciclina

Basal 12° més
Dominios n=31 n=31 p
Saude fisica
Capacidade fisica 70 (60 - 85) 70 (50-88) 0,465
Limitacao por aspectos
fisicos 50 (50 - 50) 75(25-100) 0,054
Dor 78 (56 - 95) 70 (58 - 90) 1
Saude geral 75 (48 - 80) 75 (58 - 80) 0,717
Saude mental
Vitalidade 65 (53 - 80) 65 (55 - 80) 0,611
Limitagao por aspectos 100 (33-100) 100 (67 - 100) 0,147
emocionais
Bem estar emocional 62 (52 - 84) 80 (58 - 84) 0,006
Desempenho social 88 (56 - 94) 88 (63 -100) 0,165

" todos os valores foram expressos em mediana (IQ) e as comparacdes realizadas pelo teste de

Wilcoxon.
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5.2.4. Dosagem de VEGF-D

Foram coletadas amostras de sangue de 10 mulheres saudaveis, utilizadas
como controles, e de 31 pacientes com LAM.

Os controles compreenderam mulheres sem doencas respiratdrias ou outras
comorbidades e sem histéria prévia de tabagismo, com idade média (DP) de 40 (4)
anos, nao apresentando diferenca estatistica quando comparadas as pacientes com
LAM (p=0,29). A mediana (IQ) dos niveis séricos dos controles foi de 185 pg/mL (142 -
247), havendo diferenca estatistica quando comparada a mediana das pacientes
(Figura 6).

Houve aumento discreto dos niveis séricos de VEGF-D ao final do protocolo,
sendo a mediana (IQ) basal e apds 12 meses de doxiciclina, respectivamente, 821
ng/mL (407-2.113) e 913 ng/mL (313-2.262), com p=0,59.

37



Resultados

48007 | p=0,59
— | _
*
40007 p <0,0001 p=0,66
] p=058 |I—
— "
320071
2400T
160071
800T -
—
o+
I I I I
Controles Basal 60. més 120. més

VEGF-D sérico (pg/mL)

Figura 6. Titulos de VEGF-D sérico de 31 pacientes em uso de doxiciclina, coletados no

més basal, 6° més e 12° més do protocolo, bem como de 10 controles T

T duas pacientes ndo coletaram amostra no més basal e trés pacientes ndo coletaram no 6°

meés e no 12° més.
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5.3. Andlise dos desfechos primarios

5.3.1. Blogueio de metaloproteinases

Os controles compreenderam mulheres sem doencas respiratdrias ou outras
comorbidades e sem histéria prévia de tabagismo, com idade média (DP) de 40 (4)
anos, nao apresentando diferenca estatistica quando comparadas as pacientes com
LAM (p=0,29).

Houve bloqueio efetivo sobre a MMP-9 urinaria, sendo a mediana (IQ) pré-
doxiciclina de 10.487 pg/mL (4.565-20.963) e de 4.061 pg/mL (712-9.985) apos 12
meses de doxiciclina (p<0,001), conforme mostra a Figura 7. A MMP-2 sérica
apresentou bloqueio igualmente significativo, sendo a mediana (IQ) basal de 0 pg/mL
(0-833) e de 0 pg/mL (0-179) ap6s 12 meses de tratamento (p=0,005).

Nao houve mudanca significativa nos niveis séricos de MMP-9 ap0s o tratamento,
sendo as medianas (IQ) do més basal e 12° més, respectivamente, 933 ng/mL (730-
1.202) e 1.045 ng/mL (809-1.256), conforme mostra a Figura 8.

Os niveis urinarios de MMP-2 ndo foram detectados nas pacientes com LAM.

As medianas (IQ) dos niveis séricos e urinarios da MMP-9 dos controles foram,
respectivamente, 89,9 ng/mL (80-120) e 200 pg/mL (89-263). Quando comparados com
os titulos das pacientes houve diferenca significante na MMP-9 sérica (p<0,0001) e na
MMP-9 urinaria (p<0,0001). Os titulos de MMP-2 sérica e urinaria ndo foram detectados

nos controles.
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50000 b < 0,001
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Figura 7. Titulos de MMP-9 urinéria de 31 pacientes em uso de doxiciclina, coletados no
més basal, 6° més e 12° més do protocolo, bem como de 10 controles T
T duas pacientes néo coletaram amostra no més basal e no 12° més e trés pacientes nao

coletaram no 6° més.
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Figura 8. Titulos de MMP-9 sérica de 31 pacientes em uso de doxiciclina, coletados no
més basal, 6° més e 12° més do protocolo, bem como de 10 controles T
" duas pacientes n&o coletaram amostra no més basal e no 12° més e trés pacientes nio

coletaram no 6° més.

41



Resultados

5.3.2. Variacao do VEF;

As 31 pacientes foram divididas em dois grupos, de acordo com a variacédo do
VEF;, sendo o primeiro grupo compreendido por 13 pacientes em que o VEF;
permaneceu estavel ou aumentou (G1l) e o segundo abrangeu 18 pacientes que
apresentaram queda no VEF; (G2), apds 12 meses de doxiciclina (Figura 9).

No grupo G1, as médias (DP) do VEF; em litros, obtidas no més basal, 6° e 12°
més foram, respectivamente, 2,31 (0,42), 2,38 (0,5) e 2,4 (0,45). No grupo G2, as
médias (DP) foram 2,19 (0,86), 2,0 (0,88) e 2,01 (0,85) respectivamente, nosS mesmos

periodos.
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Figura 9. Distribuicdo das 31 pacientes com LAM em dois grupos de acordo com a

variacéo do VEF; apés 12 meses do uso de doxiciclina *

" G1 = grupo em que o VEF; aumentou ou estabilizou; G2 = grupo em que o VEF, diminuiu
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A mediana (IQ) da variagdo do VEF; em mL no grupo G1 foi de 70 mL (30 - 110)
e no grupo G2 foi de - 140 mL [-260 - (- 110)], havendo diferenga significativa entre
estas medianas (Figura 10). A mediana da variacdo da CVF também seguiu a mesma
tendéncia, havendo ganho de 170 mL (30 - 250) no G1 e perda de - 20mL [-300 -(-80)]
no G2 (p=0,005).
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Figura 10. Variacdo das medianas da diferenca do VEF; e da CVF entre 0 12° més e o
més basal do tratamento com doxiciclina. As 31 pacientes foram divididas em dois
grupos, sendo o G1 constituido daquelas que estabilizaram ou melhoraram o VEF; e 0

G2 as pacientes que diminuiram o VEF;
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Nas Tabelas 5 e 6, estdo demonstrados os parametros funcionais e os niveis de
MMP-2, MMP-9 e VEGF-D antes e apés doxiciclina das 31 pacientes, divididas nos
grupos G1 e G2 de acordo com a variacao do VEF;.

Apesar da maioria das variaveis funcionais n&do apresentarem aumento
significativo em seus valores apos o0 uso de doxiciclina, observou-se que 0 grupo que
apresentou aumento no VEF; (G1) mostrava melhor perfil funcional que o grupo G2.

Os titulos de VEGF-D mostraram-se superiores no grupo com pior perfil funcional
(G2).

Os titulos de MMP-2 sérica e MMP-9 urinéria apresentaram reducdo em ambos
0S grupos, sendo mais efetiva no grupo G2. Foi evidenciado aumento nos niveis séricos

de MMP-9 em ambos 0s grupos, mas sem significancia estatistica.

Tabela 5 - Parametros funcionais e titulos de MMP e VEGF-D do grupo G1, antes e
apos doxiciclina”

. G1 (n=13)
Variaveis
pré - doxi pos - doxi p

CVF em litros (DP) 3(0,3) 3,2(0,3) 0,02
VEF, em litros (DP) 2,31 (0,4 2404 0,003
VEF,/CVF (DP) 0,77 (0,1 0,76 (0,1) 0,17
CPT em litros (DP) 46 (0,5) 4.8 (0,6) 0,31
VR em litros (DP) 1,6 (0,5) 1,6 (0,8) 0,96
VR/CPT (DP) 0,34 (0,08) 0,33 (0,08) 0,64
DLco em mL/min/mmHg (DP) 18,5 (6) 18 (5) 0,51
SpO, minima (1Q) 94 (93-95) 94 (91-95) 05
Distidncia em metros (DP) 515 (66) 523 (52) 0,63
DDR (1Q) 3(22-42) 3,5(2,6-5,1) 0,18
MMP-2 sérica (1Q) 0(0-182) 0 (0-40) 0,14
MMP-9 sérica (IQ) 837 (716-1033) 1103 (773-1237) 0,33
MMP-9 urinaria (1Q) 8905 (5607-21829) 6735 (674-8983) 0,05
VEGF-D (IQ) 413 (277-2113) 328 (257-2008) 0,37

" os valores representados em média (DP) foram comparados pelo teste t Student e aqueles em

mediana (IQ) foram comparados pelo teste de Wilcoxon
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Tabela 6 - Parametros funcionais e titulos de MMP e VEGF-D do grupo G2, antes e

apos doxiciclina

o G2 (n=18)
Variaveis
pré - doxi pés - doxi p

CVF em litros (DP) 32(0,7) 32(0,7) 0,114
VEF, em litros (DP) 2209 2(0,9) <0,001
VEF,/CVF (DP) 0,65(0,2) 0,61 (0,2) 0,009
CPT em litros (DP) 53(0,8) 53(0,7) 0,922
VR em litros (DP) 2(0,6) 21(0,7) 0,129
VR/CPT (DP) 0,37 (0,08) 0,4(0,11) 0,032
DLco em mL/min/mmHg (DP) 15,9 (7,5) 15,8 (6,6) 0,967
S$pO, minima (1Q) 92,5 (83-95) 92 (78-95) 0,087
Distancia em metros (DP) 472 (130) 509 (112) 0,119
DDR (1Q) 52(2,6-10,4) 4,4 (2,2-10) 0,523
MMP-2 sérica (1Q) 188 (0-905) 0(0-214) 0,017
MMP-9 sérica (1Q) 1011 (748-1272) 1042 (809-1307) 0,756
MMP-9 urinaria (1Q) 10487 (4526-15653) 3970 (765-9985) 0,001
VEGF-D (1Q) 985 (535-2000) 1124 (810-2262) 0,211

" os valores representados em média (DP) foram comparados pelo teste t Student e aqueles em

mediana (IQ) foram comparados pelo teste de Wilcoxon

As Tabelas 7 e 8 demonstram a analise da qualidade de vida antes e apds a
doxiciclina das 31 pacientes, divididas nos grupos G1 e G2 de acordo com a variagcao
do VEF;. Observa-se melhora das medianas em seis dos oito dominios no grupo G1,
especialmente no desempenho social (p=0,04) e na limitacdo por aspectos fisicos
(p=0,02). Em contrapartida, houve melhora das medianas em apenas dois dominios no

grupo G2, mas sem significancia estatistica.
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Tabela 7 - Dominios do questionario

doxiciclina, no grupo G1 ~

de qualidade de vida SF-36, antes e apoés

Dominios

Saude fisica

Capacidade fisica

Limitagcao por aspectos fisicos

Dor

Saude geral

Salude mental

Vitalidade

Limitacao por aspectos emocionais

Bem estar emocional

Desempenho social

G1 (n=13)

pré - doxi pos - doxi p
75 (65-85) 80 (75-95) 0,28
50 (50-50) 100 (50-100) 0,02
57,5 (55-90) 70 (55-77,5) 1
80 (45-90) 75 (70-85) 0,41
70 (45-90) 70 (70-85) 0,43
33 (33-100) 100 (33-100) 0,16
68 (40-84) 76 (52-88) 0,05
75 (50-87,5) 87,5(62,5-100) 0,04

" os valores foram representados em mediana (IQ) e foram comparados pelo teste de Wilcoxon
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Tabela 8 - Dominios do questionédrio de qualidade de vida SF-36, antes e apés

doxiciclina, no grupo G2 ~

G2 (n=18)
Dominios
pré - doxi poés - doxi p

Saude fisica

Capacidade fisica 70 (51-84) 62,5 (46-81) 0,084

Limitagdo por aspectos fisicos 50 (50-50) 50 (25-100) 0,668

Dor 79 (60-97,5)  67,5(57,5-90) 0,821

Saude geral 70 (51-80) 67,5 (50-80) 0,905
Saude mental

Vitalidade 62,5 (55-79) 65 (55-80) 0,954

Limitacao por aspectos emocionais 100 (33-100) 100 (67-100) 0,426
Bem estar emocional 66 (57-83) 80 (63-84) 0,053
Desempenho social 87,5 (75-97) 87,5 (62,5-97) 1

" os valores foram representados em mediana (IQ) e foram comparados pelo teste de Wilcoxon

ApOs a andlise dos grupos, alguns marcadores funcionais de resposta a
doxiciclina foram evidenciados, quando comparados os grupos G1 e G2 antes do inicio
da medicacéo, tendo em vista a diferenca funcional entre eles (Tabela 9). Pacientes
gue se apresentavam menos obstruidas (maior VEF; / CVF) e com menor CPT e VR no
momento do inicio do protocolo, foram aquelas que responderam melhor a doxiciclina.

Os titulos de MMP n&o marcaram resposta a doxiciclina.
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Tabela 9 - Marcadores funcionais de resposta & doxiciclina *

Variavel Pré - doxiciclina

Gl G2 p
CVF em litros (DP) 3(0,3) 3,2 (0,7) 0,12
VEF;/ CVF (DP) 0,77 (0,1) 0,65 (0,2) 0,031
CPT em litros (DP) 4,6 (0,5) 5,3 (0,8) 0,006
VR em litros (DP) 1,6 (0,5) 2 (0,6) 0,087
DLco em mL/min/mmHg (DP) 18,5 (6) 15,9 (7,5) 0,297

" as comparacdes entre os grupos foram realizadas utilizando o teste de Mann-Whitney

5.4. Anélise do desfecho secundario - DDR

As pacientes foram divididas em dois grupos, de acordo com o delta de variacao
do DDR ap6s 12 meses de tratamento com doxiciclina. Das 31 pacientes, um total de
30 participaram desta analise, visto que uma paciente ndo realizou o TC6M no 12° més.

O grupo definido como DDR1 apresentou reducdo no DDR apds 12 meses de
doxiciclina, sendo considerado, portanto, como grupo respondedor, visto que a queda
no DDR corresponde a melhor desempenho funcional no TC6M. O grupo DDR2
apresentou aumento no DDR, sendo considerado o grupo néao respondedor, refletindo
pior desempenho no TC6M (Figura 11).

A mediana de variacdo do DDR encontrada no grupo DDR1 foi de - 0,7 [-1,5 - (-
0,3)] e no grupo DDR2 foi de 0,9 (0,4 - 3,1).
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DDR - Delta de Variagdo apds 12 meses de doxiciclina

45 -

25

5 12 3 45 67 8 9101112131415161718519

v

35 -

Delta de variagdo %

551 Grupo DDR2 {  Grupo DDRT

75 - Nao respondedor respondedor

-95 -

Figura 11. Desfecho secundério: variagcdo do DDR ap6s 12 meses do tratamento com

doxiciclina.

Nas Tabelas 10 e 11 estdo demonstrados os parametros funcionais e os niveis

de MMP-2, MMP-9 e VEGF-D antes e apds doxiciclina das 30 pacientes, divididas nos

grupos DDR1 e DDR2 de acordo com a variacao do DDR.
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Tabela 10 - Parametros funcionais e titulos de MMP e VEGF-D do grupo DDR1, antes e

apos doxiciclina

Variavel

DDR (1Q)

CVF em litros (DP)

VEF, em litros (DP)
VEF,/CVF (DP)

CPT em litros (DP)

VR em litros (DP)
VR/CPT (DP)

DLco em mL/min/mmHg (DP)
SpO, minima (IQ)
Distdncia em metros (DP)
MMP-2 sérica (IQ)

MMP-9 sérica (I1Q)

MMP-9 urinaria (1Q)
VEGF-D (IQ)

DDR1 (n=12)

pré - doxi pés - doxi p
3,9(2,7-8) 3,0 (2-6) 0,002
3,2(0,4) 3,2(0,4) 0,683
2,2(0,6) 2107 0,048
0,69 (0,16) 0,68 (0,17) 0,204
5(0,7) 5(0,8) 0,79
1,7(0,4) 1,9 (0,6) 0,197
0,34 (0,05) 0,37 (0,08) 0,16
17,5 (7,5) 15,7 (5,3) 0,071
94 (85-95) 95 (82-97) 0,394
488 (114) 519 (104) 0,044
0 (0-593) 0(0-170) 0,08
876 (679-1172) 1144 (796-1257) 0,534
13426 (4506-22696) 2322 (674-7721) 0,008
996 (435-2056) 736 (377-1339) 0,722

" os valores representados em média (DP) foram comparados pelo teste t Student e aqueles em

mediana (IQ) foram comparados pelo teste de Wilcoxon

DDR1: grupo em que o DDR diminuiu apés o uso de doxiciclina, refletindo melhora funcional;

DDR2: grupo em que o DDR aumentou, refletindo piora funcional
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Tabela 11 - Parametros funcionais e titulos de MMP e VEGF-D do grupo DDR2, antes e

apos doxiciclina

Variavel

DDR (1Q)

CVF em litros (DP)

VEF, em litros (DP)
VEF,/CVF (DP)

CPT em litros (DP)

VR em litros (DP)
VR/CPT (DP)

DLco em mL/min/mmHg (DP)
SpO, minima (IQ)
Distancia em metros (DP)
MMP-2 sérica (1Q)

MMP-9 sérica (IQ)

MMP-9 urinaria (1Q)
VEGF-D (1Q)

DDR2 (n=18)

pré - doxi pos - doxi p
3,7 (2,2-6,3) 4,4 (2,7-9,6) < 0,001
3,2(0,6) 3,2(0,7) 0,863
23(0,7) 3(0,7) 0,178
0,72 (0,15) 0,70 (0 16) 0,016
5(0,7) 10,7 0,318
1,8 (0,5) 8 (0,6) 0,575
0,35 (0,08) 0,36 (0 10) 0,804
17,3 (6,1) 18 (6) 0,379
94 (89-96) 92 (87-95) 0,012
509 (81) 513 (82) 0,767
0 (0-833) 0(0-192) 0,028
933 (749-1202) 987 (754-1275) 0,427

6787 (5524-13971) 4917 (655-10734) 0,02

580 (383-2115) 936 (312-2332) 0,433

" os valores representados em média (DP) foram comparados pelo teste t Student e aqueles em

mediana (IQ) foram comparados pelo teste de Wilcoxon

Houve reducao significativa da relacdo VEF;/CVF no grupo DDR2, porém houve

reducao, igualmente significativa, do VEF; no grupo DDR1.

A variacdo da DLco apds doxiciclina ndo acompanhou a variagdo do DDR,

apresentando declinio no grupo DDR1 e aumento no DDR2, porém os valores nao

foram significativos. Conforme esperado, houve melhora na distancia caminhada (p =

0,044) e na SpO, minima no grupo DDR1.
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Houve reducéo nos niveis séricos da MMP-2 e urinarios da MMP-9, em ambos
0S grupos, principalmente no grupo DDR1.
As Tabelas 12 e 13 demonstram a analise da qualidade de vida antes e apés a

doxiciclina das 30 pacientes, divididas nos grupos DDR1 e DDR2.

Tabela 12 - Dominios do questionario de qualidade de vida SF-36 do grupo DDR1,

antes e apo6s doxiciclina -

DDR1 (n=12)
Dominios pré - doxi poés - doxi p
Saude fisica
Capacidade fisica 78 (61-86) 70 (65-88) 0,873
Limitagdo por aspectos fisicos 50 (50-50) 80 (25-100) 0,193
Dor 85 (65-100) 75 (65-90) 0,244
Saude geral 73 (53-81) 70 (60-80) 0,532
Saude mental
Vitalidade 85 (50-81) 65 (59-80) 0,821

Limitagdo por aspectos emocionais 100 (33-100) 100 (58-100) 0,596
Bem estar emocional 68 (51-89) 80 (58-85) 0,182

Desempenho social 88 (50-100) 81 (63-91) 0,599

" os valores foram representados em mediana (IQ) e foram comparados pelo teste de Wilcoxon
DDR1: grupo em que o DDR diminuiu apés o uso de doxiciclina, refletindo melhora funcional;

DDR2: grupo em que o DDR aumentou, refletindo piora funcional
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Tabela 13 - Dominios do questionario de qualidade de vida SF-36 do grupo DDR2,

antes e apés doxiciclina”

Dominios

Saude fisica
Capacidade fisica
Limitacdo por aspectos fisicos
Dor

Sadde geral

Saude mental
Vitalidade
Limitacdo por aspectos emocionais
Bem estar emocional

Desempenho social

DDR2 (n=18)

pré - doxi poas - doxi P

70 (61-85) 75 (50-89) 0,268
50 (50-50) 75 (31-100) 0,136
63 (48-90) 64 (58-79) 0,637
78 (51-80) 75 (56-80) 0,954
70 (60-79) 75 (56-84) 0,69
83 (33-100) 100 (87-100) 0,339
68 (61-79) 78 (57-84) 0,022
81 (75-88) 88 (75-100) 0,16

" os valores foram representados em mediana (IQ) e foram comparados pelo teste de Wilcoxon

Aparentemente, 0s grupos nao se mostraram diferentes em relagéo a analise da

qualidade de vida das pacientes.

5.5. Eventos adversos relacionados a doxiciclina

Durante o uso de doxiciclina, trés das 41 pacientes (7%) necessitaram

descontinuar o tratamento, sendo uma por colite aguda ap6s um més de uso, uma por

diarreia crbnica associada a perda ponderal significativa e uma por piora dos sintomas
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relacionados a hemorréidas devido a diarreia (as duas ultimas pacientes completaram 6

meses de tratamento).

Os sintomas encontram-se listados na Tabela 14. Entre as 31 pacientes que

completaram 12 meses de tratamento com a doxiciclina, o sintoma mais comum foi a

epigastralgia, acometendo 14 pacientes (45%), sendo geralmente de leve intensidade,

necessitando ocasionalmente associar-se inibidor de bomba de prétons. Nausea (19%)

e diarreia (16%) foram leves, auto-limitadas e raramente necessitaram tratamento

especifico. Duas pacientes queixaram-se de prurido e uma apresentou reacdo de

fotosensibilidade, ambas revertidas ap6s remocao da exposicao excessiva a luz solar.

Tabela 14 - Eventos adversos apresentados por pacientes com LAM durante o

tratamento com doxiciclina, sendo que 31 pacientes usaram por 12 meses

n=41 n=31
Variaveis n (%)

Nauseas 10 (24) 6 (19)
Epigastralgia 20 (49) 14 (45)
Diarreia 8 (20) 5 (16)
Voémitos 1(2) )
Prurido 2 (5) 2 (6)
Dor toracica 1(2) 1(3)
Reacao de fotossensibilidade 1(2) 1(3)
Lesdo maculo-papulosa 2 (5) 2 (6)
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Discussao

A destruicéo cistica do pulméo que ocorre na LAM tem como provavel substrato
fisiopatologico a hiperreatividade das MMP, enzimas capazes de degradar o colageno e
a elastina da MEC do pulma&o. ’

Nosso estudo foi o primeiro a demonstrar o blogueio efetivo das MMP induzido
pela doxiciclina, um conhecido inibidor de MMP, em uma coorte de pacientes com LAM,
ap6s 12 meses de tratamento com doxiciclina, além do seu efeito sobre o desempenho
funcional e na qualidade de vida destas pacientes.

O comprometimento funcional ocasionado pela substituicAo do parénquima
pulmonar por cistos foi bem documentado na LAM. Aberle e colaboradores
evidenciaram uma boa correlacdo entre a analise semiquantitativa dos cistos, realizada
pela TCAR, e parametros funcionais como VEF,/CVF (r =-0,929, p = 0,002), VEF; (r = -
0,821, p = 0,02) e DLco (r = -0,80, p = 0,17). ®® Em andlise quantitativa dos cistos foram
observadas correlagdes igualmente significativas entre o indice tomografico (relacéo
entre o volume de cistos e o volume do pulméo total) encontrado e as variaveis
funcionais estéticas, sendo para o VEF4, r =-0,90 (p = 0,0005); VR, r = 0,70 (p = 0,02);
DLco, r =- 0,76 (p = 0,01) e de esforco, sendo para o VO,max, r =- 0,79 (p = 0,01) e
carga maxima, r = -0,84 (p = 0,002). *®

O declinio funcional anual nas pacientes com LAM foi evidenciado por Taveira-
DaSilva e colaboradores, sendo estabelecida queda no VEF; e DLco de 75 £ 9 mL (1,7
*+ 0,4% do valor predito) e 0,69 = 0,07 mL/min/mmHg (2,4 = 0,4% do valor predito),
respectivamente. *° Outro estudo demonstrou reducdo anual mais expressiva no VEF; e
DLco, respectivamente, de 118 + 142 mL e 0,905 + 1,54 mL/min/mmHg. **> Em nosso
estudo, foi observada reducdo anual de 70 mL na média do VEF; (p = 0,034) e de 0,24
mL/min/mmHg na média da DLco (p = 0,713). Apesar de a doxiciclina nao ter
conseguido reduzir a taxa de declinio do VEF;, sendo este bem préximo ao limite
inferior daquele encontrado na seérie de Taveira-DaSilva, observamos que a taxa de
declinio na DLco foi menor e néao significativo (Tabela 2).

Partindo do ponto de que nem todas as pacientes pioraram funcionalmente,
decidimos dividi-las em dois grupos, de acordo com a variagdo do VEF; ao final de 12
meses (Figura 9). No grupo G1, houve incremento significativo na CVF (p = 0,02), além

de reducdo da VR/CPT, estabilizacdo da SpO, minima e aumento na distancia
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caminhada em 8 metros, conforme Tabela 5. No grupo G2, houve queda na relacao
VEF,/CVF (p = 0,009), aumento na relagdo VR/CPT (p = 0,032), decréscimo na SpO,
minima (ndo significativo) e, igualmente ao G1, houve aumento na distancia percorrida
no TC6M (Tabela 6). Quando comparados os dois grupos, antes do inicio da medicacao
(Tabela 9), mostramos que pacientes com menor comprometimento funcional,
caracterizado por menor obstru¢édo das vias aéreas, no momento do inicio do protocolo,
foram aquelas que responderam melhor a doxiciclina.

Apos o término do protocolo, a maioria das pacientes manteve-se usando
doxiciclina, portanto avaliamos a progressdo do VEF; em 20 destas pacientes, no
periodo médio de 18 meses apds o término do protocolo, sendo distribuidas novamente
nos seus respectivos grupos (Figura 12). No grafico pode-se observar que as pacientes
pertencentes ao G1 apresentam leve reducdo na média do VEF; (2,33 L para 2,29 L)
enquanto no G2, as pacientes mais graves mantiveram declinio importante na média do
VEF; (2,17 L para 2,06 L), mostrando que, aparentemente, a doxiciclina parece ser

mais efetiva em desacelerar a perda funcional nas pacientes com LAM menos graves.
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Figura 12. Seguimento do VEF; de 20 pacientes com LAM que mantiveram o0 uso de
doxiciclina por um periodo médio de 18 meses ap0s o término do protocolo, divididas

nos grupos Gle G2~

" G1 = grupo em que o VEF, aumentou ou estabilizou; G2 = grupo em que o VEF, diminuiu

A doxiciclina também se mostrou efetiva em melhorar a qualidade de vida das
pacientes (Tabela 4), sendo o impacto significativo no dominio do bem estar emocional
(p = 0,006) e limitrofe no dominio limitacdo por aspectos fisicos (p = 0,054). A média
(DP) do dominio maior, saude fisica, antes e ap0s 12 meses de doxiciclina, foi de 68
(13) e 73 (3) respectivamente, enquanto que para o dominio maior, saude mental, 0s
valores encontrados foram 80 (17) e 83 (15), respectivamente.

Em contraste com uma série de 230 pacientes, onde foi igualmente avaliada a
qualidade de vida pelo SF-36 e obtidas médias (DP) para os dominios saude fisica e

satde mental de 39,7 (0,8) e 50,2 (0,6) respectivamente, ** observamos que nossas
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pacientes apresentavam melhores escores ao inicio do protocolo. Esta diferenca se
deve, provavelmente, ao fato de as pacientes do referido estudo apresentarem menor
VEF; e DLco que nossas pacientes. Ao dividirmos as pacientes nos grupos pela
variacdo do VEF; (Tabelas 7 e 8), a melhora na qualidade de vida é mais proeminente
no grupo G1.

Na andlise do TC6M, houve estabilizacdo da SpO, basal, incremento na
distancia caminhada e leve reducdo no DDR (Tabela 3) apos tratamento de 12 meses
com doxiciclina, sem significancia estatistica, porém houve decréscimo na SpO, minima,
com p = 0,02. O DDR aparentemente ndo se mostrou eficaz como marcador de
resposta a doxiciclina, sendo provavelmente explicado pelo acometimento leve da DLco
(média de 65,2% do valor predito) das pacientes ao inicio do protocolo, Conforme
demonstrado por nosso grupo previamente, >> o DDR apresentou correlagéo superior
com a DLco (r = - 0,72 e p < 0,001), quando comparada com as correlacdes entre
distancia caminhada e DLco (r = 0,58 e p < 0,001) e entre a SpO, minima e DLco (r =
0,61 e p < 0,001), sendo a casuistica compreendida por pacientes mais graves e com
diferentes pneumopartias intersticiais, sendo a maioria com diagnostico de fibrose
pulmonar idiopatica, com uma média do valor predito da DLco de 46%. O DDR reflete a
troca gasosa durante o esfor¢o, pois compreende a SpO, aferida a cada 2 segundos
durante o TC6M, sendo pior quanto maior for o acometimento da membrana alvéolo-
capilar.

N&o houve influéncia da doxiciclina sobre os niveis séricos do VEGF-D, apés o
tratamento com doxiciclina. Apesar da inibicdo da angiogénese pela doxiciclina ter sido
evidenciada in vitro, por um mecanismo independente da MMP, *® assim como ter sido
documentada a inibicdo da permeabilidade vascular induzida pelo VEGF, 190 hao
observamos, ap0s o tratamento com doxiciclina, alteracdo significativa nos niveis
séricos de VEGF-D.

Por outro lado, o bloqueio das metaloproteinases foi efetivo na MMP-2 sérica
(p=0,005) e na MMP-9 urinéria (p < 0,001), ao longo de 12 meses, nas 31 pacientes do
estudo. Este bloqueio ndo mostrou associagdo com melhora funcional, visto que houve
reducdo nos niveis séricos de MMP-2 e urinarios de MMP-9 tanto no G1 quanto no G2,

sendo, entretanto, mais expressivo neste ultimo.
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O uso de doxiciclina como bloqueador de MMP vem sendo utilizado em modelos
experimentais, sendo evidenciada atividade anti-angiogénese mediada por MMP no
cérebro de ratos apds o uso desta medicacéo. 1 Os derivados de tetraciclina reduzem
a degradacao tissular em aneurisma de aorta, inibem a invasao local de células
neoplasicas e sua metastatizacdo. 1°> 1% Chang e colaboradores demonstraram o efeito
da doxiciclina sobre a adeséo de células de LAM in vitro bem como sobre MMP -2 e -9,
revelando reducao na proliferacdo celular, porém as custas de doses muito elevadas de
doxiciclina, sem bloqueio significativo sobre a expressdo de MMP. *** Estes achados, no
entanto, sdo questionaveis visto que até o presente momento ndo ha modelo animal de
pulmé&o de LAM para estudo apropriado da fisiopatologia desta doenca.

O mecanismo de acédo da doxiciclina ainda permanece obscuro, porém especula-
se que sua acao de inibicdo de MMP seja pela inducao da atividade do TIMP. 1%

Os eventos adversos apresentados pelas pacientes foram, na maioria, leves e
auto-limitados, e apenas trés pacientes (7%) que iniciaram o protocolo, necessitaram
descontinuar a doxiciclina por efeitos colaterais, os quais foram prontamente revertidos
apos a suspensao.

Além das trés pacientes citadas, outras sete perderam o0 seguimento do
protocolo, no total de 10 das 41 pacientes arroladas no estudo. Destas 10 pacientes,
oito mantiveram o acompanhamento em nosso servi¢o, sendo que uma transplantou ao
final de seis meses, durante o tratamento com doxiciclina. Na Figura 13 esti
representada graficamente a evolucdo do VEF; (em litros) das 10 pacientes, em dois
periodos de observacdo (médias de 14 e 30 meses, apds o inicio do protocolo).
Observa-se declinio do VEF; em todas as pacientes, com excec¢do de uma, quando
comparado o VEF; basal com o VEF; do primeiro periodo de observacdo (Obs 1 = 14
meses) ou do segundo periodo (Obs 2 = 30 meses), conforme mostrado na legenda da

Figura 13.
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Figura 13. Evolucdo do VEF1, em litros, das 10 pacientes que descontinuaram o

protocolo

A cptou por tratamento homeopatico
A desistiu do tratamento pois ndo notou melhora clinica (Basal = 2,19L e Obs 2 = 1,92L)
A parou por piora sintomas relacionados a hemorroidas (Basal = 2,06L e Obs 2= 1,92L)
A parou por diarreia crénica apos 6 meses de tratamento (Basal = 1,96L e Obs 2 = 1,76L)
A colite aguda apos 1 més de tratamento (Basal = 1,84L e Obs 2 = 1,74L)
A paciente transferiu-se para outro estado (Basal = 0,79L e Obs 2 = 0,39L)
A transplantou apds 6 meses de tratamento
A desistiu do tratamento pois ndo notou melhora clinica (Basal = 0,58L e Obs 2 = 0,49L)
A admitida em lista de transplante apés 4 semanas de tratamento (Basal = 0,58L e Obs 1 = 0,6L)
A desistiu do tratamento pois ndo notou melhora clinica

Obs 1 = primeiro tempo de observagdo, em media 14 meses ap0os inicio do protocolo

Obs 2 = segundo tempo de observagao, em média 30 meses apos inicio do protocolo
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Das 31 pacientes do nosso estudo, 22 delas apresentavam, no momento do
protocolo, alguma forma de bloqueio hormonal, conforme Tabela 15. No entanto, estas
pacientes mostraram-se igualmente distribuidas nos grupos G1 e G2 (p = 0,696), ndo

influenciando na resposta funcional ao final do protocolo.

Tabela 15 - Comparacao entre os grupos G1 e G2, em relacao a influéncia do bloqueio

hormonal concomitante ao uso de doxiciclina, nas 31 pacientes com LAM ~

Grupos
Bloqueio G1 G2 Total p
n % n % n %
Nao 3 33 6 66 9 29
Sim 10 45 12 55 22 71 0,696
Anéalogo de GnRh 6
Ooforectomia
Menopausa 2 2
Total 13 42 18 58 31 100

" comparac&o entre grupos realizada através do teste exato de Fisher

Atualmente, varios esforcos tém sido implementados na busca de alvos
terapéuticos para a cura da LAM, procurando conhecer mais Seu processo
fisiopatolégico, entendendo as alteracdes celulares e moleculares que ocorrem nesta
doenca. A criacdo de registros nacionais e internacionais, como o LAM Registry,
desenvolvido pelo National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI), em associagéo
com outros centros % possibilitam o acesso a um grande nimero de dados clinicos,
funcionais e de sobrevida destas pacientes. O NHLBI também organiza a captagéo,

armazenamento e estudo de amostras de tecido e de liquidos organicos, como sangue,
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urina e linfa de pacientes com LAM, distribuidas pelo mundo, além de buscar
desenvolver o modelo animal ideal para o estudo da LAM " A probabilidade de
encontrar a cura definitiva para uma doenca tdo rara esta, definitivamente, mais
préoxima.

Pela primeira vez conseguiu-se demonstrar que a doxiciclina pode ser Gtil em
pacientes com LAM, porém ensaios clinicos prospectivos e randomizados s&o

necessarios para corroborar os achados evidenciados em nosso estudo.
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Conclusao

A doxiciclina mostrou-se efetiva em bloquear a MMP-9 urinaria e MMP-2 sérica

em pacientes com LAM, ap6s 12 meses de tratamento.

Houve melhora funcional em um subgrupo de pacientes, funcionalmente menos
obstruidas, ndo sendo, porém, observada influéncia do bloqueio das MMP sobre esta

melhora.
A analise do TC6M n&o mostrou alteracdes relevantes apos o uso de doxiciclina
e o DDR, aparentemente, ndo se mostrou eficaz como marcador de resposta ao

tratamento.

Houve incremento na qualidade de vida das pacientes ao final do protocolo; ndo

houve influéncia da doxiciclina sobre os niveis séricos do VEGF-D.

A doxiciclina mostrou-se uma medicagéo segura e com efeitos colaterais leves e

toleraveis.
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Anexo A. Holter de oximetria: curvas da oximetria de pulso e da frequéncia

cardiaca durante o TC6M
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Anexo B. Questionario de qualidade de vida

Medical Outcome Short-Form 36 (SF-36)

Instrucbes: Esta pesquisa questiona vocé sobre sua saude. Estas informacdes nos
manterdo informados de como vocé se sente e qudo bem é capaz de fazer suas
atividades de vida diaria. Responda cada questdo marcando a resposta como indicado.

Caso vocé esteja inseguro em como responder, por favor tente responder o melhor que

puder.

1.Em geral, vocé diria que sua saude é: (circule uma)
EXCEIENTE ..o 1
Y1 7 (o o T - 2
BlOA e 3
RUIM Lo r e e e e e e e e e e e as 4
IMUITO FUIM Lot e e e e e eeeeeae s 5

2.Comparada a um ano atras, como vocé classificaria sua saude em geral, agora:

(circule uma)

Muito melhor agora do que a um ano atras .............ccceeeeeveeevvieennnnnnn, 1
Um pouco melhor agora que a um ano atras ..........ccccoeeevvvevveveennnnnnns 2
Quase a mesma do que UM ano Atras ..........eeevvereeiiiiieeeeeeeeeereeeeeennnn 3
Um pouco pior agora do que a Um ano atras .........ccccccceeeeeeeeeeeeennnnnns 4
Muito pior agora do que a Um ano atras .........ccceeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeennnnnnnn, 5

3.0s seguintes itens sdo sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante
um dia comum. Devido a sua saude, vocé tem dificuldade para fazer essas atividades?
Neste caso quanto? (circule uma em cada linha)
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Atividades Sim Sim N&o. Nao
Dificulta | Dificulta | dificulta
muito um de modo

pouco algum

a — Atividades vigorosas, que exigem muito 1 2 3
esforgotais como correr, levantar objetos pesados,

participar em esportes arduos

b- Atividades moderadas, tais como mover uma 1 2 3

mesa, passar aspirador de pé, jogar bola, varrer a casa

c- Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3
d- Subir varios lances de escada 1 2 3
e- Subir um lance de escada 1 2 3
f- Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 1 2 3
g- Andar mais de 1 quildmetro 1 2 3
h- Andar varios quarteirdes 1 2 3
i- Andar 1 quarteirdo 1 2 3
j- Tomar banho ou vestir-se 1 2 3

4 — Durante as ultimas 4 semanas, vocé tem alguns dos seguintes problemas com seu
trabalho ou com alguma atividade diaria regular, como consequéncia de sua saude

fisica (circule uma em cada linha)
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Sim Nao
a- Vocé diminuiu a quantidade de tempo que se 1 2
dedicava ao seu trabalho ou a outras atividades?
b- Realizou menos tarefas do que gostaria? 1 2
c- Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou em 1 2
outras atividades?
d- Teve dificuldade de fazer o seu trabalho ou outras 1 2

atividades p. ex: necessitou de um esforgo extra

5. Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com o seu trabalho

ou com outra atividade diaria regular, como consequéncia de algum problema emocional (como

sentir-se deprimido ou ansioso) ? (circule uma em cada linha)

Sim N&o
a- Vocé diminuiu a quantidade de tempo que se 1 2
dedicava ao seu trabalho ou a outras atividades?
b- Realizou menos tarefas do que gostaria? 1 2
c- Nao trabalhou ou nao fez qualquer das atividades 1 2

com tanto cuidado como geralmente faz ?

6. Durante as ultimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou problemas

emocionais interfiriram nas suas atividades sociais normais, em relacdo a familia,
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vizinhos, amigos ou em grupo? (circule uma em cada
linha)

De fOrma NENNUMA ......oooiiiiie e 1

LIQEITAMENTE ..o e e e e e e e e 2
MOderadamente ...........ooeeiiiiiiiiiiiiee e 3

BASTANTE ... e 4
EXIrE@MAMENTE ... e 5

7. Quanta dor no corpo Vvocé teve nas Ultimas 4 semanas?

(circule uma)

NENNUIMA ...t e e e e e e e e e e e e e e e s e bbb e e eees 1
IMIUITO TEVE ..o e e e e e e e e e e e e s 2
YT PPTPPPT PPN 3
1Y/ [0 [T = To F- NSRS 4
LT = 1Y PP TP PP 5
YTy (o e = V7= O 6

8. Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com o seu trabalho normal
( incluindo tanto o trabalho fora de <casa e dentro de casa )?

(circule uma)

De maneira NENNUMA ........uuuiiiiii e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeees 1
1O 1 0 T 70 11 [0 o R PP 2
MOderadamente ...........oooiiiiiiiiiiiie e 3
BASTANTE ... e 4
EXIF@MAMENTE ... e 5

9. Estas questdes sdo sobre como voceé se sente e como tudo tem acontecido com vocé durante as
altimas 4 semanas. Para cada questdo, por favor dé uma resposta que mais se aproxime da
maneira como vocé se sente. Em relacédo as ultimas 4 semanas. (circule

uma em cada linha)

Todo A Uma |Alguma| Uma |[Nunca
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tempo| maior | boa parte |pequena
parte | parte do parte do
do do tempo | tempo
tempo | tempo
a- Quanto tempo vocé tem se sentido 1 2 3 4 5 6
cheio de vigor, cheio de vontade e
cheio de forga?
b- Quanto tempo vocé tem se| 1 2 3 4 5 6
sentido uma pessoa muito nervosa?
c- Quanto tempo vocé tem se| 1 2 3 4 5 6
sentido tdo deprimido que nada
pode anima-lo?
d- Quanto tempo vocé tem se| 1 2 3 4 5 6
sentido calmo ou tranquilo?
e- Quanto tempo vocé tem se| 1 2 3 4 5 6
sentido com muita energia?
f- Quanto tempo vocé tem se| 1 2 3 4 5 6
sentido desanimado e abatido?
g- Quanto tempo vocé tem se| 1 2 3 4 5 6
sentido esgotado?
h- quanto tempo vocé tem se| 1 2 3 4 5 6
sentido uma pessoa feliz?
i- Quanto tempo vocé tem se| 1 2 3 4 5 6
sentido cansado?
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10- Durante as ultimas 4 semanas, quanto do seu tempo a sua saude fisica ou
problemas emocionais interfiriram com suas atividades sociais (como visitar amigos,

parentes, etc) ? (circule uma em cada linha)

B 10T (o o 0 (=1 1] Lo TSP 1
A maior parte do tEMPO.......cooiiiiiiii e 2
Alguma parte do tEMPO. ......uueieeiiiiiiiiiee e e e e 3
Uma pequena parte dO tEMPO.......coeeiieeiiee e e e e e e e 4
Nenhuma parte do tEMPO...........vvviiiiiiiiiiiie e 5

11- O quanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmacfes para vocé?

(circule uma em cada linha)

Definitiva- | A maioria | Nao A Definitiva-
mente das sei |maioria| mente
verdadeiro| vezes das falsa
verdadeiro vezes
falsa
a- Eu costumo adoecer um pouco mais 1 2 3 4 5
facilmente que as outras pessoas
b- Eu sou tdo saudavel quanto qualquer 1 2 3 4 5
outra pessoa que eu conheco
c- Eu acho que a minha saide vai piorar 1 2 3 4 5
d- Minha saulde é excelente 1 2 3 4 5
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Anexo C. Consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS

DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ... sexo: MZ FZ

DATA NASCIMENTO: ........ Loweidcccc.
ENDEREQCO ... NO o,

APTO: .
BAIRRO: ..o

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador
<] o) OO T PP PPPPPRUPPPPPPR
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....covvviiiiiiiieeeieeeiiiiiinns SEXO: MZ FZ

DATA NASCIMENTO.: ...... T -

ENDEREQCO: .....oiiiiiiii e NO e APTO: i,
BAIRRO: ..o CIDADE: ... e
CEP: TELEFONE: DDD (............ )RR
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Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE A AVALIAGCAO RADIOLOGICA,
FUNCIONAL E EXCREGCAO DE METALOPROTEINASES NAS PACIENTES COM LINFANGIOLEIOMIOMATOSE

2. PESQUISADORES
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof. Dr. CARLOS ROBERTO RIBEIRO DE CARVALHO
CARGO/FUNCAO: MEDICO ASSISTENTE
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL: N° 31143
UNIDADE DO HCFMUSP: SERVICO DE PNEUMOLOGIA
PESQUISADORA EXECUTANTE: SUZANA PINHEIRO PIMENTA
CARGO/FUNCAO: PNEUMOLOGISTA
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL: N° 113795
UNIDADE DO HCFMUSP: SERVICO DE PNEUMOLOGIA

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

~ ~

SEM RISCO Z RISCO MINIMO X RISCO MEDIO Z

~ ~

RISCOBAIXO Z RISCO MAIOR Z

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURACAO DA PESQUISA: 6 MESES

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa: A Sra ou Srta esta sendo convidada a participar
de um estudo que tem por objetivo avaliar os efeitos de um remédio (doxiciclina) sobre
a sua doenca. Um trabalho isolado mostrou melhora da funcdo pulmonar apds tomar
essa medicacdo por 6 meses. Assim, estamos propondo que VOCé tome esse

comprimido uma vez por dia e faca alguns exames antes e ao final do tratamento para
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avaliarmos se houve melhora. Os exames que vocé vai fazer sdo simples e vocé ja os
vem realizando ao longo de seu tratamento. Ou seja, vocé fard um exame de imagem
(tomografia de pulmé&o), exames de funcdo pulmonar (medida de sua capacidade
respiratoria em repouso e durante uma caminhada de seis minutos) e um exame de
urina e sangue para avaliar a resposta ao tratamento. Se ao final do estudo
comprovarmos a eficiéncia da doxiciclina, passaremos a receiti-la rotineiramente para
todas as pacientes com linfangioleiomiomatose, melhorando assim a qualidade de vida

e estabilizando a progressao da doenca.

2. procedimentos que serao utilizados e propésitos, incluindo a identificagdo dos
procedimentos que sdo experimentais: A Sra ou Srta sera submetida a: coleta de urina
e sangue para dosagem das metaloproteinases (obtendo assim o grau de atividade de
sua doenca); tomografia de pulméao (um raio X mais sofisticado) para avaliacdo do
estagio atual de sua doenca; teste de caminhada de 6 minutos, no qual a Sra ou Srta.
ird andar por 6 minutos ou até que solicite parar o teste (em caso de falta de ar ou
cansaco ), sempre acompanhada por um profissional experiente para avaliar se esta
ocorrendo diminuicdo da oxigenacao de seu sangue (através de um oximetro —
aparelho colocado no dedo da mao) e a distancia percorrida. Caso a doxiciclina tenha o
efeito esperado, vocé conseguird andar mais tempo e com oxigenacao melhor ao final
do tratamento; espirometria completa (prova de sopro) para avaliar a funcéo pulmonar,
gue esta diretamente ligada a intensidade do seu félego; e o preenchimento de
guestionario de qualidade de vida SF-36 que compreende um simples conjunto de

perguntas sobre sua saude fisica e emocional

3. desconfortos e riscos esperados: durante o teste de caminhada a Sra ou Srta pode vir a
apresentar piora da falta de ar ou do cansaco, porém tera liberdade para interromper o
teste logo que apresentar estes sintomas ou qualquer outro desconforto. Durante todo
o teste havera um profissional experiente ao seu lado e sua freqiéncia cardiaca e sua
oxigenacéao estardo sendo continuamente monitorados. Quanto ao uso da medicacao

doxiciclina, poderdo ocorrer diarréia, dor no estdbmago e manchas na pele, no entanto,
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este remédio € muito bem tolerado por pacientes que fizeram uso (por outras causas),
sendo seus efeitos colaterais muito pouco freqlientes e preveniveis com o uso de
protetor solar e antiacidos. Caso ocorram, no entanto, e dependendo da gravidade, a
Sra ou Srta tem toda liberdade de descontinuar o tratamento, néo interferindo de forma

alguma no seu acompanhamento clinico.

4. beneficios que poderao ser obtidos: conseguir andar mais tempo e com melhor
oxigenacao ao final do tratamento; otimizar seu folego e disposicdo para as atividades
diarias; melhora da sua saude fisica e emocional; ganho na funcéo pulmonar e

estabilizacdo da linfangioleiomiomatose.

5. procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: nenhum

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios

relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

Os pesquisadores poderao ser contatados durante o dia na enfermaria de Pneumologia —
3°. Andar do ICHCFMUSP (ramal interno: 6366), na secretaria de pneumologia — 7°
andar ICHC (ramal 7202) ou pelos telefones 82326007/30862719

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do

estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

Caso a Sra ou Srta deixe de participar deste estudo, podera continuar normalmente seu

acompanhamento ambulatorial em nosso servico
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3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

Todas as informacdes obtidas durante o estudo serdo utilizados somente para este

propésito, e garantimos a total confidencialidade dos dados coletados.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes

da pesquisa.

Todos os testes utilizados neste estudo sdo seguros e com riscos minimos a sua saude,
porém a equipe de pesquisadores estara disponivel para sua assisténcia em qualquer
complicagéo decorrente desta pesquisa.

5. viabilidade de indenizagéo por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa.

Todos os testes utilizados neste estudo sdo seguros e com riscos minimos. Caso ocorram
eventuais complicacbes comprovadamente decorrentes ao protocolo de pesquisa, a

equipe de pesquisadores avaliara a viabilidade de indenizacao.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

1- SUZANA PINHEIRO PIMENTA R. OSCAR FREIRE 1929 APT401 PINHEIROS
82326007/30862719

2- CARLOS ROBERTO RIBEIRO CARVALHO consultério 31711320
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vi. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 20

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do
pesquisador

(carimbo ou nome Legivel)
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Anexo D. Parametros da prova de funcao pulmonar das 31 pacientes, no més

basal
CVF VEF, VEF /C CPT VR VR/CPT  VR/CPT DLco
CVFO pred0  VEF, 0 pred 0 VFO CPTO pred 0 VRO pred O 0 pred O DLeo O pred 0
1 3,19 89 2,42 83 0,76 4,47 89 1,15 80 26 82 16,05 61
2 3,47 111 2,09 83 0,6 525 113 1,77 117 34 99 11,02 45
3 2,57 93 2,02 88 0,79 3,56 91 0,95 84 27 88 21,72 94
4 3,27 94 2,73 94 0,84 4,66 98 1,27 101 27 102 24,54 94
5 3,12 103 2,38 95 0,76 4,92 112 1,6 121 32 99 15,78 65
6 2,43 79 1,19 46 0,49 537 125 2,89 240 53 162 9,87 40
7 2,81 65 2,78 78 0,99 51 86 2,38 149 47 155 27,94 a5
8 2,62 85 2,02 79 0,77 4,52 103 1,86 144 41 129 14,31 58
9 2,95 103 2,4 103 0,81 4,53 108 1,51 115 33 107 18,78 80
10 2,9 74 2,37 73 0,82 4,38 81 1,56 107 36 127 17,87 64
11 3,08 92 2,59 93 0,84 4,21 a0 1,13 86 27 89 25,22 99
12 3,18 86 2,54 84 0,8 4,28 83 1,18 80 28 100 15,31 57
13 3,46 29 2,52 89 0,73 4,91 97 1,58 104 32 100 22,37 85
14 2,95 101 2,49 102 0,84 4,57 112 1,38 121 29 94 18,21 76
15 3,86 104 2,55 86 0,66 5,87 107 1,86 107 32 20 17,83 66
16 4,84 120 3,62 114 0,75 6,83 114 2,05 106 30 100 16,97 60
17 3,52 88 2,81 86 0,8 541 98 2,12 139 36 125 25,69 a1
18 3,4 110 2,34 91 0,69 51 116 1,78 138 35 108 17,12 70
19 2,42 72 0,72 26 0,3 6,61 141 3,97 302 60 235 6 23
20 2,54 80 1 38 0,39 4,86 110 2,33 184 48 149 7,94 32
21 2,8 88 1,34 51 0,48 4,48 99 2,06 160 43 136 9,02 36
22 3,29 104 2,71 103 0,82 5,03 115 1,64 134 33 107 17,83 72
23 2,87 82 1,17 41 0,41 4,91 97 2 131 41 121 9,82 37
24 3,57 a3 1,61 51 0,45 6,58 125 2,75 194 42 139 6,95 25
25 3,72 86 3,39 95 0,91 514 88 1,41 93 27 95 32,29 110
26 2,29 68 1,49 53 0,65 4,33 91 1,71 127 40 129 10,03 39
27 3,06 79 1,64 51 0,54 5,07 95 2,11 146 42 136 11,22 41
28 3,93 115 3,16 112 0,8 572 119 1,63 118 29 94 28,88 112
29 4,23 105 2,57 79 0,61 6,21 107 2,05 118 33 109 12,43 44
30 3,41 104 2,87 106 0,84 4,54 98 1,26 94 28 94 19,01 75
31 2,65 85 1,86 74 0,7 4,49 98 1,54 104 34 99 19 76
média 3,17 92,2 2,24 78,9 0,70 5,03 103,4 1,82 130,4 35,65 116,1 16,99 65,2
DP 0,6 13,9 0,70 23,2 0,2 0,8 13,9 0,6 47,3 8,3 30,5 6,8 24,8
mediana 3,12 92,1 2,40 83,7 0,76 4,91 99,4 1,71 118,4 33,00 106,7 17,12 64,8
a1 2,81 83,3 1,75 63,1 0,61 4,51 93,3 1,46 103,9 29,00 97,0 11,12 42,3
1Q3 3,47 103,3 2,65 94,1 0,82 531 112,5 2,06 141,4 41,00 129,2 20,37 82,5
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Anexo E. Parametros da prova de funcéo pulmonar das 31 pacientes, no 6 ° més

CVF VEF1 VEF,/C CPT VR VR/CPT  VR/CPT DLco
CVF6 predé VEF, 6 pred 6 VF 6 CPT6 pred 6 VR6 pred 6 6 pred 6 DLco6  pred6
1 3,64 102 2,72 93 0,75 5,01 100 1,35 93 27 85 18,07 68
2 3,14 100 2,04 gl 0,65 5,45 117 2,26 149 42 122 8,19 33
3 2,57 93 2 87 0,78 3,66 94 1,1 97 30 98 19,1 82
4 3,45 9 2,97 102 0,86 5,36 113 1,81 145 34 128 21,35 82
5 3,21 106 2,38 95 0,74 4,55 104 1,2 91 26 80 12,05 49
3 2,89 94 1,24 48 0,43 5,38 125 2,38 198 44 134 8,98 37
7 3,58 83 3,26 92 0,84 6,11 103 2,54 159 41,6 137 29,67 101
8 2,78 a0 1,99 78 0,72 3,93 89 1,26 ag 32 101 12,23 50
9 3,11 109 2,47 106 0,79 4,81 115 1,58 120 33 107 19,28 82
10 2,98 76 2,5 77 0,84 4,1 76 1,2 82 29 102 20,26 73
11 3,08 92 2,48 89 0,8 4,44 95 1,42 108 32 106 20,91 82
12 3,23 88 2,4 79 0,74 4,17 80 0,89 60 17 el 15,41 57
13 3,33 a5 2,49 88 0,75 4,75 94 1,42 93 30 94 23,8 91
14 3,02 104 2,41 99 0,8 4,25 104 1,19 104 28 91 16,94 71
15 3,58 96 2,22 74 0,67 6,71 122 3,02 173 45,0 127 21,51 79
16 4,91 122 3,57 112 0,73 6,86 115 2,08 108 30,0 100 17,98 63
17 3,62 91 2,7 82 0,75 5,41 98 1,87 122 34 118 24,56 87
18 3,77 122 2,39 93 0,63 4,89 111 1,01 78 21 e5 20,05 82
19 3 a0 0,72 26 0,24 5,96 127 2,79 212 a7 184 7,55 30
20 2,32 74 0,9 34 0,39 5,28 119 2,82 223 53 165 7,51 30
21 2,35 73 1,07 40 0,46 5,54 123 3,1 240 56 177 7,49 30
22 3,04 97 2,26 86 0,74 4,72 108 1,5 123 32 104 15,42 62
23 2,47 71 1,03 36 0,42 5,57 111 3,07 201 55 163 7,88 30
24 3,36 88 1,42 45 0,42 7,34 140 3,82 270 52 172 7,29 27
25 3,74 87 3,2 89 0,86 4,8 82 1,13 75 24 85 23,75 81
26 2,39 71 1,46 52 0,61 4,37 92 2,03 150 46 149 9,45 37
27 3,1 81 1,69 53 0,54 4,94 93 1,72 119 35 114 11,21 40
28 3,78 110 3,13 110 0,83 5,44 113 1,61 118 30 98 26,08 101
29 X X X X X X X X X X X X X
30 X X X X X X X X X X X X X
31 2,78 90 1,9 77 0,68 4,64 101 1,9 130 42 122 20 80
média 3,18 92,8 2,17 76,7 0,67 512 105,6 1,90 135,92 36,13 116,8 16,33 62,6
DP 0,5 13,5 0,7 24,3 0,2 0,9 15,1 0,8 53,7 10,4 32,6 6,6 23,8
mediana 3,12 92,1 2,38 82,2 0,74 4,94 104,2 1,72 120,3 33,00 106,7 17,98 68,3
Q1 2,89 86,9 1,69 52,7 0,61 4,55 94,3 1,26 97,4 30,00 97,8 9,45 36,8
1Q3 3,58 100,3 2,50 2,7 0,79 5,45 114,9 2,38 158,5 44,00 134,1 20,91 81,6
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Anexo F. Parametros da prova de funcao pulmonar das 31 pacientes, no 12 ° més

CVF VEF1 VEF,/CV CPT VRpred VR/CPT  VR/CPT Dlco
CVF12 pred12  VEF, 12 pred 12 F12 CPT12 pred12 VR12 12 12 pred12 DLco12  pred12
1 3,83 107 2,73 93 0,71 5,39 107 1,69 117 31 98 21,01 79
2 3,26 104 2,09 83 0,64 5,46 117 2,32 153 43 125 10,37 42
3 2,55 93 2,05 89 0,81 3,84 99 13 115 34 111 16,72 72
4 3,44 99 2,85 98 0,83 5,24 110 1,94 155 37 140 22,13 85
5 3,34 110 2,44 98 0,73 4,67 107 1,39 105 30 93 131 54
6 2,96 96 126 49 0,42 575 133 2,76 229 48 146 9,54 39
7 3,06 71 2,94 83 0,96 5,46 a2 2,44 152 44 145 256 87
8 2,81 a1 2,05 80 0,73 3,92 89 1,17 91 30 94 13,25 54
9 3,22 113 2,51 108 0,78 4,41 105 1,24 94 28 9l 20,04 85
10 2,96 75 2,44 75 0,83 3,96 73 1,04 71 26 92 18,95 68
11 3,25 96 2,68 96 0,83 4,82 102 1,75 130 36 117 23,28 91
12 3,21 87 2,535 84 0,8 4,56 88 1 68 22 78 18,38 68
13 3,36 96 2,535 90 0,76 4,46 89 0,89 58 20 63 22,05 84
14 2,93 100 2,35 96 0,8 4,24 104 1,21 106 29 94 16,73 70
15 3,65 a8 22 74 0,6 576 105 2,11 121 36 102 17,34 64
16 4,93 123 331 104 0,67 6,88 115 2,08 108 30 100 17,02 60
17 3,56 89 2,77 84 0,78 5,61 102 2 131 36 125 28,92 103
18 3,55 115 2,33 91 0,66 57 129 2,29 177 40 124 18,43 75
19 2,84 85 0,63 23 0,22 6,19 132 3,72 283 60 235 6,5 25
20 1,96 62 0,86 33 0,44 4,69 106 2,36 187 50 155 19,72 80
21 2,35 73 0,93 35 0,4 533 118 3,08 239 58 183 6,92 28
22 3,04 a7 2,37 a0 0,78 4,37 100 121 99 28 91 15,53 63
23 2,56 73 1,04 37 0,41 5,35 106 2,91 191 54 160 9,07 35
24 3,54 EE) 1,4 44 0,39 6,43 122 2,75 194 43 142 6,8 25
25 3,76 87 3,27 91 0,87 4,99 86 131 87 26 92 24,53 83
26 2,32 69 1,34 48 0,58 4,63 98 2,35 174 51 165 9,92 39
27 3,15 82 1,47 46 0,47 515 97 2,06 142 40 129 13,2 48
28 3,62 106,6 3,06 109 0,85 5,58 116 1,83 132 33 106 22,66 88
29 4,07 101 2,29 71 0,56 5,77 100 1,84 105 32 105 11,23 40
30 2,99 a1 2,73 101 0,91 4,62 100 1,28 95 28 89 22,98 9l
31 2,74 89 1,85 75 0,67 4,62 101 2,0 132 43 124 18 72
média 3,19 92,6 2,17 76,7 0,67 5,09 104,8 1,91 136,8 36,97 119,8 16,76 64,3
DP 0,6 14,3 07 24,6 02 07 13,8 07 52,5 10,4 353 6,0 22,0
mediana 3,21 92,6 2,35 84,0 0,73 515 104,0 1,94 129,6 36,00 111,3 17,34 68,1
101 2,89 85,9 1,66 59,9 0,57 4,59 98,1 1,29 102,1 29,50 93,6 12,17 44,9
103 3,55 100,7 2,71 94,6 0,81 5,60 112,8 2,34 164,5 43,00 140,7 21,53 83,8
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Anexo G. Parametros do Teste de caminhada das 31 pacientes, no més basal

BorgFinDisp BorginMMII BorgFinMMII

SpO2 basal0  Sp0O2 min 0 Dist O Dist pred 0 DDRO BorgInDisp0 0 0 0
1 95 94 459 84 4,2 0,0 0,0 1,0 1,0
2 92 81 420 81 14,4 1,0 4,0 0,0 0,0
3 98 94 547 103 2,9 0,0 0,0 0,0 0,0
4 98 96 495 88 2,6 0,0 3,0 0,0 5,0
5 97 95 429 81 3,8 1,0 2,0 0,0 0,0
6 89 77 564 104 12,1 0,0 4,0 0,5 5,0
7 98 97 4395 86 1,7 0,0 1,0 0,0 0,0
8 96 88 561 105 6,0 0,0 3,0 0,0 4,0
9 96 95 483 93 3,0 0,0 1,0 0,0 0,0
10 97 95 537 95 2,2 2,0 7,0 0,0 0,0
11 98 96 570 104 1,7 0,0 0,0 0,0 2,0
12 97 93 480 87 4,2 0,0 1,0 0,0 1,0
13 97 94 660 123 2,1 0,0 1,0 0,0 0,0
14 96 95 337 62 4,0 0,0 0,0 0,0 5,0
15 96 94 579 110 3,2 0,0 2,0 0,0 0,0
16 96 93 351 67 57 0,0 0,0 0,0 0,0
17 98 96 438 78 2,4 0,0 2,0 0,0 0,0
18 96 94 522 97 3,2 0,0 0,0 0,0 0,0
19 91 75 185 34 29,9 1,0 10,0 0,0 0,0
20 95 82 434 80 11,5 0,0 2,0 0,0 0,0
21 90 82 458 85 11,7 0,0 3,0 2,0 2,0
22 99 98 588 108 1,1 1,0 4,0 1,0 3,0
23 91 6l 423 79 24,1 0,0 7,0 0,0 0,0
24 83 ed4 270 48 45,9 0,0 5,0 0,0 0,0
25 97 97 528 91 1,4 0,0 1,0 0,0 0,0
26 95 87 509 93 6,9 2,0 3,0 0,0 0,0
27 98 86 633 112 59 0,0 3,0 0,0 1,0
28 98 96 651 119 1,3 0,0 9,0 0,0 10,0
29 96 92 402 74 6,4 0,0 3,0 0,0 0,0
30 98 95 630 1le 2,1 0,0 0,0 0,0 1,0
31 96 91 555 107 4,7 0,0 1,0 0,0 1,0
média 95 89 430 90 7,5 0,3 2,6 01 1.4
DP 3 9 109 20 9,7 0,6 2,7 0.4 2,4
mediana 96 94 495 9l 4,0 0,0 2,0 0,0 0,0
a1 95 87 432 81 2,3 0,0 1,0 0,0 0,0
103 98 95 563 104 6,7 0,0 3,5 0,0 1,5
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Anexo H. Parametros do Teste de caminhada das 31 pacientes, no 6° més

SpO2 basal BorgInDisp BorgFinDisp  BorgInMMIl  BorgFinMMI
6 Sp02 min 6 Dist 6 Dist pred 6 DDRE 6 6 6 16

1 95 92 552 101 4,4 0,0 1,0 0,0 0,0
2 93 81 432 84 12,1 1,0 4,0 0,0 1,0
3 97 96 510 96 2,3 0,0 0,0 0,0 0,0
4 97 95 534 95 2,5 0,0 3,0 0,0 4,0
5 97 95 483 91 2,5 0,0 3,0 0,0 0,0
6 92 79 525 97 11,7 0,0 3,0 0,0 4,0
7 97 96 501 87 21 0,0 2,0 0,0 0,0
8 95 84 525 98 8,7 0,0 2,0 0,0 4,0
9 95 95 483 93 2,7 0,0 1,0 0,0 0,0
10 96 95 537 95 1,4 3,0 7,0 0,0 0,0
11 97 96 522 95 2,1 0,0 0,0 0,0 1,0
12 96 90 528 96 59 0,0 2,0 1,0 2,0
13 98 94 618 115 2,0 0,0 3,0 0,0 0,0
14 99 96 411 76 2,1 1,0 3,0 0,0 1,0
15 95 91 570 108 4,9 0,0 2,0 0,0 0,0
16 97 93 327 62 6,3 0,0 0,0 0,0 4,0
17 98 96 546 97 1,9 0,0 2,0 0,0 0,0
18 97 95 603 113 2,2 0,0 0,0 0,0 0,0
19 94 72 249 46 28,5 0,0 9,0 0,0 0,0
20 93 82 411 76 11,1 3,0 4,0 0,0 0,0
21 93 79 419 77 14,1 3,0 5,0 0,0 1,0
22 98 98 590 108 1,3 3,0 4,0 3,0 5,0
23 88 52 399 74 31,5 0,0 3,0 0,0 0,0
24 83 62 336 60 32,8 0,0 2,0 0,0 0,0
25 99 98 597 103 09 0,0 0,0 0,0 3,0
26 96 84 468 86 98 0,0 3,0 0,0 0,0
27 96 86 588 104 6,3 0,0 3,0 0,0 0,0
28 98 98 693 127 1,0 0,0 7,0 0,0 9,0
29 X X X X X X X X X
30 X X X X X X X X X
31 96 93 582 113 3,6 0,0 1,0 0,0 0,0
média 95 88 501 92 7,5 0,5 2,7 01 1,3
DP 3 11 98 18 8,9 1,1 2,2 0,6 2,2
mediana 96 93 525 95 3,6 0,0 3,0 0,0 0,0
a1 95 84 432 84 2,1 0,0 1,0 0,0 0,0
a3 97 96 570 103 9,8 0,0 3,0 0,0 2,0
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Anexo |. Parametros do Teste de caminhada das 31 pacientes, no 12° més

SpO2 basal Sp02 min BorginDisp BorgFinDisp BorglnMMII BorgFinMMI
12 12 Dist 12 Dist pred 12 DDR12 12 12 12 112

1 a5 92 570 104 4,3 0,0 1,0 0,0 0,0
2 94 85 450 87 8,6 1,0 4,0 0,0 0,0
3 96 96 498 94 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0
L] a7 92 501 90 4 2,0 3,0 3,0 5,0
5 a8 94 480 91 3,5 2,0 4,0 0,0 0,0
6 a2 78 510 94 12,4 0,0 4,0 0,0 4,0
7 98 96 510 89 2,4 0,0 1,0 0,0 0,0
8 93 84 528 99 9,7 0,0 3,0 0,0 3,0
9 96 95 480 92 3,1 0,0 1,0 0,0 0,0
10 a7 97 480 85 1,9 0,0 3,0 0,0 0,0
11 a7 a5 576 106 2,2 0,0 0,0 0,0 0,5
12 96 91 585 106 51 0,0 1,0 0,0 0,0
13 a7 94 630 118 3 0,0 3,0 0,0 0,0
14 a9 97 423 78 2,1 0,0 2,0 0,0 0,0
15 96 a1 549 104 4,4 0,0 2,0 0,0 1,0
16 92 90 363 69 9 2,0 2,0 50 5,0
17 a7 95 540 96 2,6 0,0 3,0 0,0 0,0
18 a8 a5 600 112 2,3 0,0 0,0 0,0 0,0
19 X X X X X X X X X
20 93 77 396 73 15,6 0,0 2,0 0,0 2,0
21 a1 78 387 72 16,1 0,0 4,0 3,0 1,0
22 96 95 579 106 2 0,0 4,0 0,0 7,0
23 a1 61 450 84 23,5 0,0 2,0 0,0 0,0
24 76 54 339 60 41,2 0,0 3,0 0,0 3,0
25 Q9 98 591 102 1,1 0,0 1,0 0,0 3,0
26 94 92 456 84 10,1 1,0 3,0 0,0 0,0
27 a7 74 615 109 51 0,0 5,0 0,0 0,0
28 98 97 711 131 1,1 0,0 3,0 0,0 2,0
29 96 86 420 77 9,1 0,0 3,0 0,0 0,0
30 96 95 645 119 2,2 0,0 0,0 0,0 0,0
31 96 93 594 115 3,4 0,0 1,0 0,0 1,0
média a5 89 515 95 7,1 0,3 2,3 0,4 1,3
DP 4 11 90 17 83 0,6 1,4 1,2 1,9
mediana 96 93 510 94 3,8 0,0 2,5 0,0 0,0
a1 94 85 452 84 2,3 0,0 1,0 0,0 0,0
103 a7 95 584 106 9,1 0,0 3,0 0,0 2,0
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Anexo J. Niveis séricos e urinaros das MMP e séricos de VEGF-D das 31
pacientes, nos meses basal, 6 e 12.
MMP2Sg  MMP2Sg  MMP2Sg MMP9Sg MMP9Sg  MMP9Ur MMPSUr  VEGFD VEGFD  VEGFD
0 6 12 0 MMP9Sg 6 12 0 MMP9Ur 6 12 0 6 12
1 0 0 0 1202 1252 1474 1405 29 29 1149 1202 2352
2 4] 0 0 673 764 1162 4486 2414 559 407 1182 270
3 0 0 179 1624 1057 1210 24430 47532 7698 407 458 411
4 0 0 0 1256 1295 1236 5524 7677 12636 359 276 313
5 730 733 0 414 397 1240 26630 2690 712 2113 2216 2624
6 0 0 0 282 557 1408 15760 17028 5773 2115 1874 1907
7 4] 0 X 976 1009 X 6306 11291 X 420 233 X
8 971 952 159 872 587 578 24764 35583 12356 2842 3492 2312
9 4] 0 0 804 356 1045 6453 232 10583 383 270 344
10 0 0 0 730 401 834 20963 17804 8131 188 753 313
11 X 0 0 X 1147 487 X 454 326 X 832 217
12 0 0 0 741 708 590 5635 6954 8450 2537 2951 99
13 833 168 166 933 764 844 11358 9140 2801 221 147 90
14 1540 1569 182 269 1371 682 13426 5824 2021 996 866 889
15 613 0 X 1463 929 X 6787 1653 X 410 303 X
16 189 181 214 1280 1243 1076 10487 10222 10041 4508 4373 4561
17 833 0 184 749 811 856 42038 25535 11186 535 945 886
18 4] 0 0 1072 1159 586 6247 11058 787 464 424 399
19 0 0 0 1124 693 856 48705 2386 9985 1476 1128 1820
20 905 842 273 1609 997 1334 11959 5824 3970 580 708 X
21 1383 1490 1125 852 970 928 1888 4331 765 1347 1419 2251
22 0 0 0 1194 879 809 4565 1909 313 203 325 312
23 457 0 167 876 420 1367 28652 15653 10160 2150 1008 2293
24 1135 1216 261 1732 956 1307 654 274 341 2176 1384 1955
25 4] 0 0 322 331 1042 15653 18505 7791 1616 997 1116
26 2117 2001 631 248 695 574 42970 35435 21879 2330 2599 2653
27 0 0 0 685 505 1126 1126 357 37 648 504 1134
28 4] 0 0 1272 1044 126 4527 4907 6129 2000 1672 582
29 0 X 0 266 X 1256 13971 X 4061 247 X 2366
30 4] X 0 1011 X 1743 786 X 265 821 X 936
31 X b3 0 X X 1509 X X 2623 X X 125
média 404 338 122 939 832 1010 14074 10811 5600 1229 1234 1269
DP 586 589 239 408 309 367 13323 12227 5359 1048 1052 1113
median
a 0 0 0 933 845 1045 10487 6389 4061 821 971 913
1Ql 4] 0 0 730 579 809 4565 2267 712 407 450 313
13 833 534 179 1202 1047 1256 20963 15997 9985 2113 1482 2262
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Anexo L. Escores do dominio maior saude fisica do questionario de qualidade de
vida das 31 pacientes, nos meses basal, 6 e 12.

Cap. fis. LimAspFi  LimAspFi  LimAspFi SaudGera SaudGera SaudGera
Cap.fis.0 Cap.fis.6 12 sico 0 sico 6 sico 12 Dor 0 Dor 6 Dor 12 10 6 112

1 95 100 100 50 100 100 45 90 80 80 80 80
2 73 535 65 50 50 50 55 58 55 40 45 60
3 100 95 a5 50 100 100 100 100 90 100 80 80
4 65 70 80 50 100 100 100 100 100 40 40 40
5 30 535 40 50 75 0 80 58 45 70 90 60
6 60 65 75 50 100 100 55 90 70 80 85 75
7 85 95 95 50 100 100 58 58 58 65 70 70
8 75 75 75 50 75 50 58 90 78 a0 95 90
9 60 55 40 50 100 100 90 68 45 95 90 85
10 73 70 80 50 25 25 45 45 70 45 70 70
11 100 100 100 50 100 100 100 45 10 80 75 90
12 83 95 85 50 100 100 80 33 70 90 95 95
13 65 75 80 50 100 75 23 80 78 45 85 75
14 65 80 70 50 100 100 80 68 68 10 35 50
15 93 920 90 50 100 100 90 920 90 65 75 75
16 70 35 40 50 100 25 45 45 58 45 55 80
17 70 65 60 50 50 25 68 68 58 50 70 35
18 95 100 100 50 100 100 100 100 100 100 100 100
19 25 40 25 50 50 25 68 90 58 15 50 25
20 70 70 55 50 100 75 100 80 45 80 80 75
21 35 40 5 50 0 0 45 48 58 80 80 40
22 55 65 50 50 50 50 33 45 45 75 80 35
23 50 55 70 50 100 100 100 70 90 75 65 80
24 50 40 45 50 25 25 100 100 100 80 85 70
25 83 100 70 50 100 75 58 58 58 85 90 65
26 65 55 50 50 75 0 78 90 100 55 50 60
27 80 75 65 50 8] 0 68 68 68 60 60 50
28 20 85 85 50 100 100 90 80 80 80 85 85
29 25 X 20 50 X 0 58 X 58 35 X 20
30 100 X 100 50 X 50 100 X 920 85 X 80
31 80 100 100 50 100 100 90 100 20 55 80 80
meédia 70 72 68 50 78 63 73 73 70 66 74 68
DpP 22 21 26 0 33 40 23 20 21 23 17 20
mediana 70 70 70 50 100 75 78 70 70 75 80 75
Q1 60 535 50 50 50 25 56 58 58 48 65 58
Q3 85 95 88 50 100 100 95 90 90 80 85 80
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Anexo M. Escores do dominio maior saude mental do questionario de qualidade
de vida das 31 pacientes, nos meses basal, 6 e 12.

Vitalidad  Vitalidad  Vitalidad  LimAspE LimAspE LimAspE BemEstar  BemEsta BemEstar DesempS  DesempS  DesempS

e0 et el2 moc 0 moc & moc 12 Emoc O rEmoc 6 Emoc 12 oc0 ock ocl2
1 75 95 85 67 100 100 68 80 96 75 100 100
2 35 30 40 33 33 67 32 32 44 50 50 25
3 95 100 80 100 100 100 96 100 80 100 100 88
4 15 50 25 0 100 100 40 52 52 75 88 100
5 70 85 65 0 33 33 72 84 72 63 75 63
6 80 100 85 100 100 100 84 100 88 88 100 100
7 65 85 85 0 100 100 64 92 92 63 100 100
8 75 80 70 33 100 0 76 72 76 75 100 88
9 85 75 80 100 100 100 88 76 92 100 100 88
10 65 25 30 33 67 67 52 48 52 13 63 50
11 85 80 85 100 100 33 84 80 80 100 100 100
12 50 65 60 100 100 100 28 44 44 25 50 63
13 25 70 65 33 100 33 24 80 52 38 100 75
14 50 55 55 100 100 100 16 44 40 50 63 63
15 70 90 90 33 100 100 52 72 72 88 88 88
16 70 70 80 100 100 67 60 72 B0 50 75 75
17 60 80 75 100 67 67 72 80 84 75 63 88
18 a5 85 90 100 100 100 92 84 80 100 100 100
19 50 70 45 0 67 67 52 72 72 38 88 38
20 80 95 80 100 100 67 64 80 80 88 100 100
21 55 40 35 33 100 100 68 84 80 100 88 88
22 60 45 30 0 33 67 64 64 56 88 75 50
23 85 90 80 100 100 100 92 100 92 100 100 100
24 35 70 60 0 100 100 64 84 88 25 75 63
25 65 55 65 100 67 33 56 40 60 100 63 75
26 75 75 75 33 100 100 68 76 76 88 100 100
27 55 55 65 67 100 33 84 84 84 88 100 88
28 50 80 60 100 100 100 48 84 80 88 100 88
29 80 X 55 100 X 100 80 X 84 88 X 38
30 60 X 25 100 X 0 84 X 48 75 X 63
31 80 90 85 100 100 100 88 92 96 100 100 100
média 64 72 65 63 89 75 65 74 73 74 86 79
DP 19 20 20 42 22 32 21 18 17 26 17 22
mediana 65 75 65 100 100 100 68 80 80 88 100 88
a1 53 55 55 33 100 67 52 72 58 56 75 63
103 80 85 80 100 100 100 84 84 84 94 100 100
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