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RESUMO

Introducdo: O irinotecano é um antineoplasico usado no tratamento de primeira e
segunda linha do cancer colorretal. No entanto, um importante efeito colateral associado
ao irinotecano, a mucosite intestinal, tem impactado negativamente na qualidade de vida
dos pacientes e no sucesso terapéutico. Trabalhos anteriores demonstraram que na
patogénese da mucosite intestinal hd a participacdo de mediadores pro-inflamatérios,
como IL-1, 1L-18, IL-33, éxido nitrico dentre outros, cuja modulagdo leva a reducéo do
infiltrado neutrofilico no intestino e melhora do dano tecidual. Entretanto, o papel de
receptores de quimiocinas, como o0 CXCR2, importantes no recrutamento de neutrofilos,
ainda nao foram investigados no contexto da mucosite. Objetivos: Avaliar o papel de
receptores CXCR2 na mucosite intestinal induzida pelo Irinotecano. Métodos:
Camundongos C57BL/6 machos, 18-25g, foram divididos em grupos (n=6),
administrados por 4 dias com salina (5mL/kg, i.p) ou com irinotecano (75, 90, 105 ou 120
mg/kg, i.p). A dose de 120 mg/kg foi a que melhor reproduziu o quadro inflamatério
caracteristico da mucosite, sendo entdo utilizada nos ensaios posteriores em associa¢ao
ao SB225002, um antagonista de receptores CXCR2. Os animais foram analisados quanto
ao peso corporeo, escores de diarreia, contagem de leucdcitos. Ap6s a eutanasia, uma
amostra de intestino foi coletada para analise histopatologica e morfométrica, dosagem
de mieloperoxidase e niveis de IL-1B, IFN-y e KC. Além disso, o comprimento do
intestino delgado foi mensurado, bem como o peso do contetdo solido. Avaliou-se
também a bacteremia. Adicionalmente, realizou-se a quantificagdo dos receptores
CXCR2 e CCR2, além do ensaio de quimiotaxia in vitro de neutrofilos isolados de
camundongos tratados com IRl ou com IRI+SB225002. (Protocolo CEPA 58/14).
Resultados: O IRl em todas as doses avaliadas promoveu uma significativa (P<0,05)
perda ponderal e leucopenia. Sendo que, apenas as doses de 105 e 120 mg/kg foram
capazes de reduzir de forma significativa (P<0,05) a razdo vilo/cripta e de aumentar
(P<0,05) o infiltrado neutrofilico (ensaio de MPO). Nenhuma das doses avaliadas
promoveu diarreia nos camundongos desse experimento. A dose de 120 mg/kg foi que a
melhor reproduziu o dano histopatoldgico tipico da mucosite intestinal, sendo a dose
escolhida para as demais andlises. O uso do antagonista dos receptores CXCR2, o
SB225002, associado ao IRI ndo protegeu os animais da perda de peso, da leucopenia, do
dano histopatologico (mensurado pela razdo vilo/cripta), da reducdo do comprimento do
intestino delgado nem da reducdo do peso do conteudo do delgado. Todos esses
parametros apresentaram-se de forma semelhante nos animais tratados apenas com IRI
ou em associacdo IRI+SB225002. Quanto ao infiltrado neutrofilico, observamos que o
uso do SB225002 no D2, 24h apés a 12 administracdo do IRI, foi capaz de reduzir a
atividade da MPO (P<0,05). Tal reducdo ndo foi observada nos tempos subsequentes.
Observou-se que o tratamento com irinotecano levou a internalizacdo de CXCR2 e
aumento da expressdo do CCR2 nos neutrdfilos de animais tratados com o antineoplasico.
Houve, ainda, uma reducdo da migracdo de neutréfilos do quinto para o sétimo dia ap6s
a injecdo do IRI. Corroborando com esse dado, houve redugdo da migragdo dos
neutrofilos (isolados da medula 6ssea de camundongos tratados com irinotecano) ao MIP-
2, um ligante de CXCR2. Observamos, ainda, que os camundongos injetados com IRI
apresentaram bacteremia, quando comparados ao grupo salina. Concluséo: O receptor
CXCR2 participa somente da fase precoce da mucosite intestinal, provavelmente devido
a uma internalizacdo deste receptor, o qual é substituido pelo CCR2 na superficie dos
neutrofilos.

Palavras-chave: Irinotecano, mucosite, receptores quimiotaticos, CXCR2, SB225002.



THE ROLE OF CXCR2 RECEPTORS IN INTESTINAL MUCOSITIS
INDUCED BY IRINOTECAN

ABSTRACT

Introduction: Irinotecan is an anticancer agent used in first and second line treatment
protocols for colorectal cancer. However, a major side effect associated with irinotecan,
intestinal mucositis, has negatively impacted on patient’s quality of life and limiting the
therapeutic outcome. The literature reports the involvement of several inflammatory
mediators in the pathogenesis of intestinal mucositis, including IL-1, IL-18, IL-33, nitric
oxide and several others, whose pharmacological inhibition prevents neutrophil
infiltration and leads to mucositis improvement. However, the role of chemokine
receptors that are important to neutrophil recruitment, such as CXCR2, in intestinal
mucositis is unknown. Aims: To study the role of CXCR2 receptors in the pathogenesis
of irinotecan-induced intestinal mucositis. Methods: Male C57BL/6 mice (n = 6) were
divided into groups and injected with either saline (5ml / kg, ip) or irinotecan (75, 90, 105
or 120 mg/kg ip) for 4 days. The dose of 120 mg/kg reproduced the inflammatory
condition of mucositis, so it was used in association with SB225002, a CXCR2
antagonist. Body mass variation, diarrhea scores and leukocyte count were recorded.
Following euthanasia, intestinal samples were collected for histopathological analysis,
mieloperoxidase activity (MPO), IL-1B, KC and IFN-y levels. In addition, the length of
the small intestine was measured so was the weight of its solid contents. Bacteremia was
further carried out. Additionally, we measured the expression of CXCR2 and CCR2
receptors on neutrophils surface. We also performed the in vitro chemotaxis assay, using
neutrophils isolated from bone marrow of mice treated with IRI or IRl + SB225002
(Study approval number: 58/14). Results: IRI produced a significant (P <0.05) weight
loss and leukopenia in all doses tested. However, only the doses of 105 and 120 mg/kg
reduced (P<0.05) the villus/crypt ratio and increased (P<0.05) neutrophil infiltration
(MPO assay). None of the doses promoted diarrhea. The dose of 120 mg/kg was the best
in reproducing the typical histopathological damage seen during intestinal mucositis, thus
this dose was chosen for further analysis. The treatment with SB225002 did not protect
the animals from the weight loss, leukopenia, histopathological damage (measured by the
villus/crypt ratio), reduction of the small intestine length or weight reduction of the small
intestine content induced by IRI. There was no difference between IR1 or IRl + SB225002
groups in regard to these parameters. In regard to neutrophil infiltration, SB225002
prevented the increase in MPO activity as early as 24 hours post 1st dose of IRI (P<0.05)
vs IRI group, but failed to do so in late mucositis. In addition, IRI led to CXCR2
internalization followed by an increased expression of CCR2 receptor on neutrophils
harvested from IRI-treated mice. Accordingly, in vitro neutrophil migration towards MIP-
2, a CXCR2 ligand, was reduced. We also observed that mice injected with IRI or
SB225002+IRI showed bacteremia when compared to the saline group. Conclusion:
CXCR2 receptors only participate in the early phases of intestinal mucositis, likely due
to the downregulation of these receptors, which are replaced by CCR2 on the surface of
neutrophils.

Keywords: Irinotecan, mucositis, chemotactic receptors, CXCR2, SB225002.
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1. INTRODUCAO

1.1 Irinotecano

O irinotecano (CPT-11) é um derivado soltvel e semissintético da camptotecina.
A camptotecina € um alcaloide pentaciclico proveniente da Camptotheca acuminata, uma
planta nativa na China e no Tibet, tendo sido inicialmente isolada nos Estados Unidos,
por WALL e colaboradores, em 1966.

Estudos da década de 1970 mostravam que a camptotecina tinha uma potente
atividade antitumoral, mas também estava associada a severas toxicidades, além de ter
reduzida solubilidade. Apos a realizacdo de varios ensaios na tentativa de sintetizar
derivados menos tdxicos, compostos como o0 topotecano e o irinotecano foram
identificados (ARMAND et al., 1995). O topotecano e o irinotecano foram aprovados
pela Food and Drug Administration (FDA), em 1996, para o tratamento de cancer de

ovario recorrente e cancer de colon, respectivamente (Revisto por CHEN et al, 2012).

Devido a seu grande efeito anticancer, o irinotecano foi incorporado em varios
protocolos de quimioterapia, como no tratamento de primeira e de segunda linha dos
canceres colorretal, gastrico, pulmao pequenas-células e ndo-pequena células, linfoma de

Hodgking, leucemia, ovario, mama e de estbmago (XU et al., 2002).

Entre 1966 e 2012, mais de 5.000 publicagdes (jornais, artigos e patentes) sobre a
camptotecina foram contabilizados. Este nimero dramatico de publicacdes reflete a

intensa pesquisa nesse campo durante esses quase 50 anos (LIU & YING-QIAN, 2015).

O irinotecano é um inibidor seletivo da topoisomerase | (Figura 1). Esta, por sua
vez, atua sobre a dupla fita de DNA relaxando a tensdo da tor¢do gerada durante a fase
de transcricéo e replicacdo do DNA (WANG, 1996). Devido ao tamanho do cromossomo
eucaridtico, a remocao da supertorcdo se faz necessaria e é realizada através da introducéo
de quebras transitorias em uma das cadeias da dupla fita de DNA, o que permite que a
cadeia que foi quebrada gire em torno da fita complementar intacta e a supertorgéo
consequentemente seja removida. Apds o relaxamento, a ligacdo intermediaria covalente
entre a topoisomerase | e 0 DNA se desfaz, sendo a taxa de religacdo da fita clivada
normalmente mais rapida que a taxa de clivagem (CHAMPOUX, 2001). Uma variedade
de drogas tem capacidade, tanto in vivo como in vitro, de estabilizacdo do intermediario

covalente topoisomerase I-DNA, como, por exemplo, o topotecano e o irinotecano. A
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topoisomerase | é, portanto, o alvo molecular da acdo desses agentes, sendo os efeitos

citotdxicos, consequentemente, fase S especificos.

O complexo contendo DNA, topoisomerase | e irinotecano colide com as fitas em
replicacdo, o que acontece apenas em células com alta taxa de divisdo, como as tumorais,
por exemplo, levando o DNA a sofrer rupturas com consequente ativacdo da apoptose

celular (Figura 1).

Figura 1: Topoisomerases | e Il como alvo de farmacos.

Inibida pelo
Irinotecano

Inibida pela
Doxorrubicina

As enzimas topoisomerase | (TOPO 1) e Il (TOPO II) atuam reduzindo a supertorcdo gerada durante a
replicacdo do DNA realizando, respectivamente, cortes em uma ou nas duas fitas do DNA. Farmacos
antineoplasicos podem atuar como inibidores de topoisomerases, como, por exemplo, o irinotecano, um
inibidor de TOPO I, e a doxorrubicina, que inibe a TOPO II. Fonte: Adaptado de SANCHIS et al., 2010.

O irinotecano é uma pré-droga cuja metabolizagdo hepatica gera o composto ativo
SN-38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina). Os estudos bioquimicos e andlises de
citotoxicidade realizados in vitro em células tumorais humanas e de roedores indicam, de

forma consistente, que 0 SN-38 &, pelo menos, 1000 vezes mais potente como um inibidor
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de topoisomerase | do que o irinotecano (TAKIMOTO, ARBUCK, apud KOIZUMI et
al., 2006).

A conversdo do irinotecano no seu metabolito ativo, SN-38 se da pela acdo da
enzima carboxilesterase (CE) hepética (Figura 2). A CE se encontra presente
abundantemente no figado e em menor quantidade no duodeno, jejuno, ileo, cdlon e reto.
O SN-38 ¢ formado a partir do irinotecano, por clivagem da ligacdo de carbamato entre a
fracdo camptotecina e a cadeia lateral dipiperidina mediada por uma carboxilesterase
(GUICHARD et al., 1999; ALIMONTI et al., 2004). Posteriormente, 0 SN-38 sofre
glucoronizagéo pela enzima uridina difosfato glucoronil-transferase — 1A1 (UDP-GT
1A1) ao SN38 glucoronideo (SN38G), que ¢ inativo (Figura 2).

Figura 2: Metabolismo do Irinotecano

Duodeno

Eliminacao
nas fezes

No figado, a enzima CYP3A4 atua sobre o CPT-11 gerando dois compostos inativos, APC (7-etil-10-[4-
N-(5-acido aminopentandico)-1-piperidino]-carboniloxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-[4-amino-1-
piperidino]-carboniloxicamptotecina). O NPC pode ser metabolizado pela carboxilesterase (CE) em SN-
38. A depuracdo do SN-38 ¢ feita no figado pelo polipeptidio Al da familia da uridina difosfato
glicosiltransferase 1 (UGT1A1), gerando glicuronidios de SN-38 (SN-38G), que sdo desprovidos de
atividade bioldgica. CPT-11, SN-38 e SN-38G sédo excretados na bile e chegam ao intestino delgado. No
intestino delgado, o0 CPT-11 pode ser clivado pela CE intestinal, formando mais SN-38. Além disso, 0 SN-
38G pode ser desconjugado pela acdo de bactérias intestinais produtoras de B-glicuronidase, transformando-
se novamente em SN-38. Este, por sua vez, é reabsorvido iniciando um processo de recirculacdo éntero-
hepéatica (TAKASUNA et. al., 1998; CHESTER et. al., 2003; TALLMAN, 2005).
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A eliminacdo do irinotecano é realizada principalmente através das fezes (60-
70%), sendo também excretada pela bile (25%) e urina (10-20%) (ALIMONTI et al.,
2004). No intestino, uma parte do farmaco é reativado em SN-38 por bactérias intestinais
produtoras de B-glicuronidases (como Escherichia coli e Clostridium perfringens)
completando o ciclo entero-hepético do farmaco (TAKASUNA et al., 1998).

Os efeitos adversos comuns observados com a administragdo do irinotecano
incluem diarreia, neutropenia, sindrome colinérgica precoce, nausea e vomito, alopécia e
astenia. No entanto, os efeitos toxicos dose limitantes sdo diarreia grave e neutropenia
(CUNNINGHAM et al., 1998; CHESTER et al., 2003). Estudos clinicos mostram que 0
irinotecano causa diarreia em até 80% dos pacientes, sendo esta de graus 3 e 4 em
aproximadamente 25% destes (KEEFE et al., 2007). Quanto a leucopenia, 0 manejo €
mais facilmente realizado através da administracdo de fatores estimuladores de coldnia
de granulécitos (G-CSF) (ALIMONTI et al., 2004).

A acdo desses antineoplasicos ndo se limita somente as células neoplasicas, por
isso essas drogas podem atuar em células normais tendo como resultado importantes
efeitos colaterais que em certas situagdes podem determinar desde a reducéo do esquema
terapéutico como a sua total interrupcdo, assim, podendo trazer grande prejuizo na
eficacia do tratamento oncoldgico (FILICKO et al., 2003; CALABRESI & CHABNER,
2003).

Dentre os eventos adversos causados pelo irinotecano, a mucosite intestinal tem
sido uma das linhas de pesquisa do Laboratério de Farmacologia da Inflamacéo e do

Cancer (LAFICA), sendo, portanto, 0 nosso objeto de estudo.

1.2 Mucosite intestinal por antineoplasicos

Por definicdo, a mucosite alimentar ou gastrintestinal € o termo clinico usado para
descrever as alteracBes provocadas pela quimioterapia e radioterapia antineoplasicas
sobre as mucosas, podendo acometer o trato alimentar de maneira global ou localizada
(cavidade oral ou mucosa intestinal). Esta sindrome, a depender da gravidade, caracteriza-
se por ulceragdo da mucosa do trato digestivo, podendo resultar em dor, disfagia, diarreia
e disfuncdo, de acordo com o tecido afetado (SONIS et al., 2004; SONIS & FAY, 2002;
SCULLY & SONIS, 2006).
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Por serem o0s agentes citotoxicos mais efetivos em tecidos com alta taxa
proliferativa, o epitélio do trato gastrintestinal, pela sua elevada taxa de renovacéo celular,
torna-se particularmente susceptivel aos efeitos danosos dos antineoplésicos (PARRILLI
et al, 1989).

SONIS e colaboradores descreveram a mucosite oral por antineoplasicos como
um processo complexo, no qual ocorre a seguinte sequéncia de eventos bioldgicos
interligados: iniciacdo, resposta primaria ao dano, sinalizacdo (e amplificacéo), ulceracao
e, finalmente, cicatrizacdo (SONIS et al., 2004; SCULLY & SONIS, 2006).

Acreditava-se que a radiacdo ou quimioterapia destruiam as células basais, elas
paravam de se dividir, o epitélio ndo era renovado, a atrofia se desenvolvia e, como
consequéncia, surgia a ulceragdo. Mas algumas coisas ndo se encaixavam. E a extenséo
do dano epitelial, causado pela mucosite, ndo poderia ser explicado cineticamente
baseado apenas como consequéncia da morte de células basais (PARIS et al., 2001).

O reconhecimento de que a mucosite evolui, ndo sé devido a lesdo celular
diretamente mediada pela quimioterapia ou radiacdo, mas sobretudo como consequéncia
de uma complexa cascata de eventos bioldgicos, tem permitido a descoberta de
importantes marcadores envolvidos no processo. No entanto, as etapas do mecanismo que
levam a leséo precisam ser melhor elucidadas (SONIS, 2010).

Estudos realizados no LAFICA vem contribuindo para a compreensdo dos
mecanismos e mediadores envolvidos na patogénese da mucosite intestinal induzida por
irinotecano (MELO et al., 2008; LIMA-JUNIOR et al., 2012; LIMA-JUNIOR et al.,
2014; WONG, 2013; GUABIRABA et al., 2014; WONG et al., 2015).

Nesse contexto, observou-se que a administracdo de irinotecano em camundongos
cursa com uma significativa perda ponderal, diarreia, diminuicdo das vilosidades
intestinais e perda da arquitetura das criptas, aumento de infiltrado inflamatério e de
contratilidade da musculatura lisa intestinal. Em nossos estudos verificamos que as
citocinas TNF-o, IL-1p ¢ KC (quimiocina murina analoga a IL-8 humana), séo
importantes mediadores na patogénese da mucosite intestinal. A modulagdo desses
mediadores com Talidomida, um inibidor seletivo do TNF-a, e com Pentoxifilina,
inibidor inespecifico de citocinas, reduziu significativamente as lesfes intestinais
induzidas pelo irinotecano, diminuindo o infiltrado neutrofilico (detectado pela atividade

da mieloperoxidase) e diminuindo o dano na arquitetura do epitélio intestinal. Foi
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observada uma reducdo na severidade da diarreia induzida pelo irinotecano,

especificamente associada a Pentoxifilina (MELO et al., 2008).

Posteriormente, foi investigado o papel especifico de diversas citocinas e do 6xido
nitrico (NO) na patogénese da mucosite intestinal induzida por irinotecano (LIMA-
JUNIOR et al., 2012; LIMA-JUNIOR et al., 2014; GUABIRABA et al., 2014). Dessa
forma, demonstrou-se que na mucosite intestinal por irinotecano, mediadores como o
TNF-a, 6xido nitrico (NO), caspase 1, a interleucina 18 (IL-18) e interleucina 33 (I1L-33)
contribuem para a formacéo das lesGes da mucosa observadas em camundongos injetados

com irinotecano.

Verificou-se, ainda, que a administracdo de irinotecano resulta no aumento da
imunomarcacao da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) em células epiteliais
duodenais e em leucacitos infiltrantes na lamina propria. Este aumento foi prevenido pelo
uso da pentoxifilina ou do infliximab (anticorpo anti-TNF-a), sugerindo que a indugédo de
INOS representa uma etapa posterior e dependente da sinalizacdo de citocinas
inflamatérias, como TNF-a e IL-1B. Adicionalmente, animais tratados com
aminoguanidina, um inibidor da iNOS, assim como os animais com delec¢ao do gene para
esta enzima (knockout para iINOS) mostraram prevencdo das alteracbes morfoldgicas,
evidenciada pela ndo diminuicdo da razdo vilo/cripta em ambos os grupos. A delecdo
génica de iINOS ou o bloqueio farmacol6gico dessa enzima, implicou na reducdo parcial
da producdo local de IL-1p ¢ KC, além de ter prevenido o aumento do infiltrado
neutrofilico e atuado como fator protetor contra alteracdes funcionais, tendo diminuido,
significativamente, a responsividade do duodeno a acetilcolina (ACh), quando

comparado ao grupo irinotecano-selvagem (LIMA-JUNIOR et al., 2012).

Além  disso, LIMA-JUNIOR e colaboradores (2014) demonstraram o
envolvimento da via caspase-1/IL-18 na mucosite intestinal induzida por irinotecano,
visto que ha aumento local da producéo desta citocina, possivelmente por macréfagos da
lamina propria, e que a delecdo genética desta ou a inibi¢do farmacoldgica com IL-18bp
(proteina ligante de 1L-18) implica na prevencéo das alteragcGes morfoldgicas, funcionais
e inflamatorias, como a diarreia e o infiltrado inflamatdrio. Observou-se também, nesses
animais, que a atividade da iNOS € reduzida, portanto, com menor sintese de NO

corroborando com os resultados anteriores (LIMA-JUNIOR et al., 2014).
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WONG (2013) e WONG et al (2015) verificaram a presenca de translocacéo
bacteriana para 6rgdos periféricos como, por exemplo, o figado, no curso da lesdo
intestinal induzida pelo irinotecano. Adicionalmente, observaram também que a
deficiéncia de receptores Toll-like do tipo 2, assim como da proteina adaptadora MyD88,
envolvida na sinalizag¢ao de receptores Toll, previniu a ativagao do NFxB, a producao de
citocinas pré-inflamatdrias e o desenvolvimento do dano intestinal e da diarreia (WONG
et al., 2015). Contudo, a deficiéncia dos receptores NOD1 e TLR9 somente melhoram,
respectivamente, a diarreia e o processo inflamatorio, relacionados ao irinotecano
(WONG, 2013). Também foi mostrado, no modelo de alca isolada, que a presenca de
infiltrado neutrofilico intestinal era causado pelo efeito direto do SN-38 (o metabodlito
ativo do irinotecano) o que pode reforcar a ideia de que o SN-38 possa, além de ser o
agente indutor do efeito citotdxico antitumoral, ser também, o indutor das alteracdes

lesivas intestinais.

ARIFA e colaboradores (2014) demonstraram que as espécies reativas de oxigénio
(ROS), produzidas com o uso de irinotecano, eram derivadas de NADPH oxidase (NOX-
2) e tinham papel crucial para a ativacdo de caspase-1, com consequente producao de IL-
1B e IL-18, durante a mucosite intestinal. Também verificaram que a auséncia de
componentes do inflamossomo levavam a diminuigcdo do dano intestinal, atenuacdo da
perda de peso e diminuicao da resposta inflamatdria apds a administracédo do irinotecano.
Os autores demonstraram que a producdo de ROS (derivadas de NOX-2), levavam a
ativacdo do inflamossomo, producdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-1p ¢ IL-18) com
o0 consequente dano tecidual caracteristico da mucosite (ARIFA et al., 2014).

Uma outra citocina, descrita como membro da familia de IL-1, a IL-33
(SCHMITZ et al., 2005), parece estar relacionada com o desenvolvimento de uma
resposta biolégica moduladora, via sinalizacdo do receptor ST2. Contudo, nosso grupo
demonstrou que o dano intestinal e a diarreia grave induzidas pelo irinotecano podem ser
mediados pela interleucina-33 (IL-33). Neste trabalho a lesdo da mucosa, diarreia, e perda
de peso corporal foram concomitantes com a inducgéo de IL-33 no intestino delgado de
camundongos injetados com irinotecano. Sendo estes efeitos marcadamente reduzidos em
animais knockout para o receptor de IL-33 (ST2-/-). Além disso, a IL-33 recombinante
exacerbou a mucosite pelo aumento do recrutamento de neutrofilos, ao passo que o
blogqueio da IL-33 com a forma soltvel do receptor da IL-33 (ST2 solivel) marcadamente
atenuaram a doenca (GUABIRABA et al., 2014).
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Em todos esses trabalhos anteriores, demonstrou-se que a modulacdo de 1L-18,
IL-33, receptores Toll-like, 6xido nitrico, dentre outros mediadores alvo, leva a redugéo
do infiltrado neutrofilico no intestino e melhora do dano tecidual associado & mucosite.
Entretanto, o papel de receptores de quimiocinas, como o CXCR2, importantes no

recrutamento de neutrofilos, ainda ndo foram investigados no contexto da mucosite.

Assim, fazem-se necessarios estudos mais aprofundados sobre a patogénese da
mucosite intestinal por antineoplasicos, de forma que o0s pacientes acometidos com essa

reacao adversa tenham melhorias na qualidade de vida.

1.3 O processo inflamatorio e a migracdo de neutrdéfilos

A inflamacdo é uma resposta fundamentalmente protetora, destinada a livrar os
organismos tanto da causa inicial da lesdo celular (micro-organismos, toxinas), quanto
das consequéncias de tal injuria (células e tecidos necréticos). A resposta inflamatoria
coordena as reagdes dos vasos, leucocitos e proteinas plasmaticas para alcancar esse
objetivo (ABBAS et al., 2010).

Tal resposta tem sido mais bem caracterizada nas infec¢bes bacterianas, por
exemplo, onde o inicio da resposta se da pelo reconhecimento de PadrGes Moleculares
Associados a Patogenos (PAMPs) por Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRS)
presentes nas células residentes.

Os PRRs também reconhecem os Padrdes Moleculares Associados ao Dano
(DAMPs) presentes nas células residentes. Os DAMPs sdo chamados de alarminas e
podem ser representadas por constituintes da matriz extracelular degradados por proteases
provenientes das células lesionadas ou necrdticas, por citocinas pro-inflamatorias (1L-1,
IL-18 e IL-33) sintetizadas por estas e por elementos antes isolados do meio extracelular
por membranas, como o ATP, &cido Urico e componentes mitocondiais (DNA e formil-
peptideos) (CHEN & NUNES, 2010).

Esse reconhecimento inicial de PAMPs e DAMPs leva a producdo de varios
mediadores inflamatorios, incluindo citocinas, aminas vasoativas, quimiocinas e
eicosanoides. Como consequéncia, ha formacéo de exsudato inflamatorio local composto
por proteinas plasmaticas e leucécitos, principalmente neutréfilos (MEDZHITOV, 2008).

Os mediadores inflamatorios promovem vasodilatagdo e consequente redugéo na

velocidade do fluxo sanguineo que resulta no deslocamento dos neutréfilos para a
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periferia dos vasos, fenbmeno denominado marginacdo. Apds a marginacdo, ha o
rolamento dos neutréfilos, por meio da expressdo de receptores na membrana das células
endoteliais denominadas selectinas (ALVES-FILHO et al., 2010).

Posterior ao rolamento, da-se a adesdo firme entre o endotélio e os leucocitos
mediada por integrinas. Este Gltimo evento decorre da maior afinidade entre a alfa e -
integrinas dos leucdcitos com seus repectivos ligantes no endotélio, tais como LFA-1 e
VLA-4 pelos neutrofilos, que interagem com ICAM e VCAM das células endoteliais
(ABBAS & LICHTMAN, 2005). Ocorrendo entdo a transmigracdo dos neutrofilos.

Apds a saida dos vasos, os neutrofilos se dirigem para o foco infeccioso guiados
por um gradiente quimiotatico, o qual pode ser formado por quimiocinas, como
leucotrieno B4 (LTB4), C5a (anafilatoxina), IL-8 e componentes bacterianos como
peptideos formilados (JANETOPOULOS & FIRTEL, 2008).

Quando chegam no tecido lesado ou no foco da infeccdo, os neutréfilos se tornam
ativados, ou pelo contato direto com o patégeno, ou pela acdo das citocinas liberadas
pelas células residentes. Na tentativa de matar os agentes invasores, o neutrdfilo libera o
conteddo téxico dos seus granulos, o que inclue espécies reativas de oxigénio (EROSs),
espécies reativas de nitrogénio e proteinases. Quando esses potentes efetores nédo
discriminam entre marcadores microbianos e do hospedeiro, entdo os efeitos colaterais
aos tecidos do hospedeiro s&o inevitaveis (MEDZHITOV, 2008).

As espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, bem como o peroxinitrito,
participam dos mecanismos microbicinas dos neutréfilos (TSUKAHARA et al., 2001).
Sob condigdes patoldgicas, tais radicais sdo liberados no meio extracelular, onde sdo
responsaveis pelo dano tecidual durante uma resposta inflamatéria ndo controlada
(NOVELLI, 1998).

No trato gastrointestinal, o processo inflamat6rio € um componente chave na defesa
da mucosa. Uma resposta inflamatdria adequada a agentes externos e internos evita o
agravamento de lesdes. Contudo, o comprometimento dessa resposta, ou O Seu
prolongamento, pode contribuir para complicar o quadro lesivo instalado e,
consequentemente, os sintomas associados. Em geral, a resposta é coordenada pelos
mediadores liberados por células epiteliais e da lamina propria como, por exemplo,
mastocitos, linfécitos, neurdnios e fibroblastos (MATIN & WALLACE, 2006).

1.3.1 Faléncia da migragéo de neutréfilos em condigdes patoldgicas sistémicas
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Durante um processo infeccioso, 0s neutrofilos sdo as primeiras células a chegar
ao foco da infecgdo. Eles possuem um importante papel na defesa contra infec¢Oes
bacterianas, incluindo a sepse, devido ao grande estoque de enzimas proteoliticas e a
rapida producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio capazes de eliminar
bactérias patogénicas (MEDZHITOV, 2000).

A sepse é um exemplo classico de processo inflamatdrio sistémico frente a
infeccdo. Mais comumente, a sepse é causada por infec¢do bacteriana, embora virus,
parasitas e fungos também possam ser a causa (VINCENT et al., 2006).

Uma resposta inflamatoria controlada é benéfica (por exemplo, no fornecimento
de protecéo contra a infecgdo), mas pode tornar-se prejudicial quando € desregulada (por
exemplo, causando choque séptico). Assim, o estado patoldgico inflamatério exige uma
contrapartida fisiolégica (MEDZHITOV, 2008).

Os diferentes sinais que caracterizam a sepse severa sdo consequéncias de uma
reacdo inflamatdria sistémica exacerbada associada & auséncia do controle eficaz da
infeccdo inicial. Tal resposta inflamatéria € caracterizada pela producdo de grandes
quantidades de mediadores inflamatdrios (citocinas, quimiocinas, espécies reativas de
oxigeénio, etc) produzidos em resposta a componentes microbianos (PAMPS) presentes na
circulacdo (MEDZHITOV, 2012).

Apesar dos mecanismos envolvidos na faléncia da migracéo de neutréfilos durante
a sepse ndo estarem completamente elucidados, varios trabalhos demonstram que a alta
concentracgdo sistémica de citocinas, como TNF-o, IL-6, IL-1B e IL-8, bem como de
outros mediadores, como proteinas de fase aguda, mediadores gasosos, espécies reativas
de oxigénio, entre outros, pode levar a reducdo da migracdo de neutrofilos para o foco
infeccioso, pela reducdo da interacdo entre os neutréfilos e o endotélio (TAVARES-
MURTA et al., 1998; BENJAMIM et al., 2000; BENJAMIM et al., 2002; ALVES-
FILHO et al., 2005; ALVES-FILHO et al., 2008). Além destes mecanismos, a ativagdo
direta dos TLR promove reducdo na expressdo de receptores quimiotaticos CXCR2 em
neutrofilos, contribuindo para a inibicdo da migracédo de neutroéfilos para o foco infeccioso
durante a sepse (ALVES-FILHO et. al., 2009; ALVES-FILHO et. al., 2010).

A sinalizagdo através de TLR2, TLR4 e TLR9 em neutrdfilos e sua relagdo na
diminuicdo de receptores quimiotaticos, ja foi documentada na sepse. Os mecanismos
responsaveis pela internalizacdo de receptores quimiotaticos, como o CXCR2, por

exemplo, envolvem a participacdo dos TLRs, o excesso de oxido nitrico, ativacdo de
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guanilato ciclase e quinases de receptores ligados a proteina G (GRKSs), além de niveis
aumentados de TNF-a (SONEGO et al., 2014).

Adicionalmente a expressdo diminuida de CXCR2, SOUTO e colaboradores
(2011) demostraram, em modelo experimental de sepse grave, que o0s neutrofilos
apresentam maior expressao do receptor CCR2, com migracdo para sitios ndo

relacionados a infeccdo, como coragdo, pulmades e rins.

1.4 Quimiocinas

Quimiocinas sdo subgrupos de citocinas quimioatraentes que, dentre outras
funcBes, regulam o trafico de leucdcitos (SANZ & KUBES, 2012). Sdo pequenas
proteinas homologas (8-15 KDa) divididas em familias com base na posigdo relativa de
residuos de cisteina na posi¢do N- terminal da proteina. Tradicionalmente, quimiocinas e
seus receptores estdo divididos em quatro familias: CXC, CC, C e CX3C, onde C
representa a cisteina e X/X3 representa um ou trés aminoacidos. As duas maiores familias
estruturais sdo distinguidas pelo arranjo de residuos de cisteinas adjacentes (CC) ou
separados por um aminoécido (CXC). Um pequeno numero de quimiocinas possui uma
Unica cisteina (familia C) ou duas cisteinas separadas por trés aminoacidos (CXs3C)
(ABBAS & LICHTMAN, 2005).

A maioria das quimiocinas séo classificadas como pré-inflamatérias, isso porque
elas desempenham um papel central no recrutamento de neutréfilos durante o processo
inflamatdrio. No entanto, pesquisas desde meados dos anos 1990, tem identificado uma
gama de quimiocinas expressas de forma constitutiva. Em contraste com as quimiocinas
inflamatorias, que atraem principalmente macréfagos ou neutrofilos, as constitutivas
atuam como estimulos quimiotaticos para linfocitos ou células dendriticas (ZLOTNIK &
YOSHIE, 2012).

Através da ativacdo de receptores acoplados a proteina G, as quimiocinas sao
capazes de controlar o trafego de células através do endotélio vascular em condicdes
fisiologicas e patologicas (KOELINK et al., 2012). Em condi¢des inflamatorias, elas
atuam como mediadores pro-inflamatorios secundarios que séo, tipicamente, induzidos
pelos mediadores pro-inflamatorios priméarios como a Interleucina-1 (IL-1) e o Fator de
Necrose Tumoral (TNF-a) (GROVES & JIANG, 1995). Promovendo assim, a migragao

dessas células do sistema imune para sitios de inflamacdo (MOSER et al., 2004).
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Uma caracteristica geral das quimiocinas € o seu grau de diversidade em termos
de ligacdo a receptores: a maioria das quimiocinas pode interagir com mais de um
receptor, sendo a reciproca verdadeira. Isso se aplica principalmente as quimiocinas
inflamatdrias, como CXCL8, CCL2 e CCL3, que sdo induzidas na vigéncia de um
processo inflamatdrio, enquanto as quimiocinas homeostaticas, como CX3CL1 e CCL20,
tem um papel de maior seletividade para receptores especificos, apresentando expressao
constitutiva, regulando o trafego celular em embrides e feto e a participacdo de leucécitos
na imunovigilancia (Figura3) (COLOBRAN et al., 2007).

Figura 3: Quimiocinas e seus respectivos receptores

CCL 3 CCL5
CCL4 CCL7
CCL5 CCL11

CCL7 CCL2 CCL13 ccL2

CCL14 ccL7 CCL15 cCL3 CCL3

CCL15 ccLs CCL24 cCLs CCL4 cCLA

CCL16 ccLi2 CCL26 ccCL7 CCLs5 ccL19 CCL4 ccL27
CCL23 ccL13 CCL28 CcClL22 CCL8 (cClet CCL17  CCL28

= = == = = =

1 1 L 1 10

= = =7 = = ; =7 = =
CCR1 CCR2 CCR3 CCR4 CCR5 CCR7 CCR8 CCR10

N
J

j

—

CXCL13

CCL20 CCR6 CXCRS (

CXCL16

XCL1 L XCR1 CX3CR1

CX3CL1

(oo

CCL25 ng CCR9 CXCR6 L

U

CCX-
CXCR1 CXCR2 CXCR3 CXCR7 D6 DARC CKR CXCR4
s oes P Fan e~ Vel

—

-
AN

CXCL6 CxCcL{ CXCL9 CXCL11 sqp oLz CCL19  CXCL12
CXCL8 (CxcL2 CXCL10 CXCL12 do3  coLs  CCL21

cxcLz CXCL11 cCL4 ccLi1 CCL2s
CXCL5 CCL5 CCL13 CXCL13
CXCL6 CCL7 CCL14
CXCL7 CCL8  CXCL1
CXCL8 CCL12 CXCL2

CCL13 CXCL3

CCL14 CXCL7

CCL17 CXCL8

ccL22

TRENDS in Molecular Medicine

Existem mais de duas dezenas de tipos de receptores de quimiocinas, os quais sinalizam via
proteina G e sdo classificados em quatro subfamilias de acordo com o nimero e espagcamento de residuos
de cisteina em CXCR, CCR, CR ou CX3CR. Dentre as subfamilias de quimiocinas ligantes destes
receptores, incluem-se: CXC ou alfa quimiocinas, CC ou beta quimiocinas, C ou gama quimiocinas e CX3C
ou delta quimiocinas. Fonte: Adaptado de LAZENNEC& RICHMOND, 2010.

As quimiocinas CXC sdo potentes quimiotaticos de neutroéfilos, via receptores
CXCR1 e CXCR2, além de terem efeito pro-angiogénico. CXCR1 e CXCR2 sdo 0s

principais receptores quimiotaticos expressos na superficie dos neutréfilos e medeiam a



30

migracao desses neutrofilos em direcédo as quimiocinas CXC (Revisto por MORTIER et
al., 2012).

Dada a importancia do processo de migracdo de neutréfilos durante condicbes
fisiopatoldgicas, como na mucosite intestinal induzida por quimioterépicos, por exemplo,
0 nosso grupo de pesquisa vem avaliando o papel das quimiocinas na evolugdo desse
processo. Sendo o receptor CXCR2 o principal receptor quimiotatico para os neutréfilos,
interagindo com as quimiocinas CXCL2/MIP-2, CXCL1/KC (murino) e CXCL8

(humanos), a modulacao desse receptor foi 0 nosso objeto de estudo.

Estudos demonstram que as quimiocinas e seus respectivos receptores tem
importante papel regulador em diversas doencas inflamatorias, como asma, doenca
pulmonar obstrutiva crénica, artrite reumatoide, aterosclerose e doenga inflamatoria
intestinal (MOSER et al., 2004; KOELINK et al., 2012). Na doenca inflamatéria
intestinal (IBD), por exemplo, tem sido descrito um aumento da expressdo de
guimiocinas, como a proteina quimioatraente de mondécitos CCL2, a proteina inflamatéria
de macrdfagos CCL3 e Interleucina-8 (IL-8) (revisto por MAEDA et al., 2011).

O receptor de quimiocina, CXCR2 e o seu ligante, CXCL8/IL-8 (analogo da KC
em camundongos), estdo expressos em diferentes tipos de cancer incluindo pulmao,
célon, ovério e prostata (ZHU, et al., 2004). CXCL8 associado ao tumor promove
aumento da invasividade, angiogénese e diminue a responsividade do tumor aos agentes
anticancer. Além de CXCL8, um outro ligante de CXCR2, o Groo, aumenta

significativamente, o poder invasivo de células cancerigenas (LUPPI et al., 2007).

Uma vez que CXCL8/CXCR2 tem demonstrado um papel critico na inflamacao,
0 antagonismo de CXCR2 tem por objetivo regular as funcdes efetoras dos neutréfilos,
com habilidade em modificar o recrutamento e a ativacao destas células, prevenindo uma
resposta inflamatdria excessiva associada com dano tecidual mediado pela resposta
neutrofilica intensa (PEASE et al., 2002).

Com relacdo a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano, MELO e
colaboradores (2008) demonstraram que KC (quimiocina murina analoga a IL-8 humana)
desempenha papel relevante nessa afeccdo. Os autores mostraram que os niveis de KC
elevaram-se em camundongos que receberam irinotecano, quando comparados aos que

receberam apenas salina. Alem disso, a modulacdo dessa quimiocina com a Pentoxifilina,
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inibidor inespecifico de citocinas, significativamente reduziu as lesdes intestinais
induzidas pelo irinotecano, com diminuic¢do da atividade da mieloperoxidase e do dano
na arquitetura do epitélio intestinal. Também foi observada uma redugdo na severidade

da diarreia induzida pelo irinotecano nos animais que receberam Pentoxifilina.

O SB225002 é um potente antagonista seletivo de receptor CXCR2. Foi
constatado que o uso deste antagonista € potente o suficiente para inibir CXCR2 e inibir
a quimiotaxia de neutréfilos induzida por IL-8 e GROa. Dessa forma, SB225002 é uma
ferramenta util para definir o papel fisiopatolégico de CXCR2 nos processos
inflamatorios onde os neutrofilos parecem ter uma participacdo importante (WHITE et

al., 1998), como na mucosite intestinal.
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OBJETIVOS

Geral:
Avaliar o papel dos receptores CXCR2 na patogénese da mucosite intestinal

induzida por Irinotecano.

Especificos:

Repadronizar o modelo experimental de mucosite induzida por irinotecano;
Estudar o impacto do antagonismo de receptores CXCR2 sobre as alteracoes
histopatoldgicas e morfométricas na mucosite intestinal,

Investigar se a modulacdo de receptores CXCR2 interfere com curso da resposta
inflamat6ria na mucosite;

Determinar o efeito do irinotecano sobre a resposta quimiotatica de neutrofilos;
Avaliar a expressao de receptores CXCR2 e CCR2 em neutréfilos durante a
mucosite

Correlacionar o estabelecimento da mucosite e o bloqueio de receptores CXCR2

com a translocacéo bacteriana.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1

3.2

3.3

ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos pesando entre 18 e 25 g. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP-USP).

Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno, medindo 40
centimetros (cm) de comprimento, 31 cm de largura e 17 cm de altura, forradas com
raspa de madeira, trocadas duas vezes por semana. Permaneceram em um ambiente
com temperatura de 22 £+ 2 °C, com exaustéo de ar, ciclo de 12h claro/12h escuro,
com livre acesso a &gua e racao padréo ad libitum.

ASPECTOS ETICOS

Todos os protocolos experimentais realizados neste trabalho foram conduzidos de
acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). A pesquisa foi previamente
submetida ao Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal

do Ceara e aprovado de acordo com o protocolo CEPA n° 58/14

EQUIPAMENTOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

Agitador Vortex — Cetomart MV
Autoclave

Balanca Analitica Ohaus AS2600
Balanca Analitica Marte A1200
Banho-Maria BM100, Fanem

Camera de contagem Neubauer

Cémara de Boyden

Centrifuga refrigerada Eppendorf 5804R

- Contador Automatico de Células — Colter

Citdmetro de fluxo — FACSAria™

Deonizador de agua Mili-Q, Millipore
Espectrofotdmetro de placas - ELISA ELX800, Biotek
Espectrofotébmetro UV-VIS,
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Estufa Incubadora de CO>

Freezer -80°C, Thermo Scientific

Fluxo Laminar

Lamina lisa para microscopia 26 x 76 mm

Laminula 24 x 32 mm

Material cirdrgico

Medidor de pH, Hanna Instruments HI 8519N
Microscopio Optico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2
Microscopio Optico binocular acoplado & cAmera fotografica Olympus
Micropipetas Gilson de 2, 20, 200 e 1000 pL
Micropipeta Multicanal Gilson 200 pL

Pipetas soroldgicas de 1, 5 e 10 mL

Placa estéril de 96 pocos

Placa de petri

Triturador (Pollytron)

Tubos de Falcon 15 e 50 mL

Tubos FACS

DROGAS, SOLUCOES E CORANTES

DROGAS

Cloridrato de Irinotecano (Evoterin®, ampolas 5mL, 100mg/mL, Evolabis)
SB225002 [N-(2-bromofenil)-N'-(2-hidroxi-4-nitrofelil)-ureia] obtido da Tocris

Bioscience, Bristol, United Kingdom, foi dissolvido em DMSO, aliquotado e

armazenado em — 20 °C por quatro dias (tempo necessario para a execugdo do

protocolo experimental).

3.4.2

Cloridrato de Xilazina 2% (Frasco ampola 10mL, Kensol®)

Cloridrato de Quetamina 10% (Frasco ampola 10mL, Kensol®)

SOLUCOES

Agua destilada
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Agua Mili-Q

Albumina sérica bovina (BSA)

Alcool 70%

Dimetil Sulféxido (DMSO) a 100% e a 2% (Merck)
Hanks

Heparina

Meio Agar BHI

Metanol

Paraformaldeido 4% (PFA)

Peroxido de Hidrogénio 30% (Sigma)

Percoll 72 e 65% (Percoll, Fiuka Biochemica, Sigma-Aldrich®
RPMI-1640 medium, Sigma-Culture®, St. Louis, USA
Salina tamponada com fosfato (PBS)

Solucdo salina estéril (NaCl 0,9%)

Tampao fosfato de potassio

CORANTES

Azul de tripan 0,04%, (Sigma)
Hematoxilina (Merck)
Eosina (Merck)

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
INDUCAO DA MUCOSITE INTESTINAL
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O protocolo experimental de inducdo de mucosite do Laboratdrio de Farmacologia

da Inflamacdo e Cancer (LAFICA/UFC), é baseado no protocolo desenvolvido por
IKUNO et al., (1995) e adaptado por MELO et al., (2008) e LIMA-JUNIOR et al., (2008)
para as condi¢Ges experimentais do laboratorio. A dose de 75 mg/kg de irinotecano,

administrada durante 4 dias, é a dose padronizada para o estudo dos efeitos deste

guimioterapico na mucosa intestinal.
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No entanto, para as novas condi¢des experimentais do Laboratdrio de Inflamacéo
e Dor (LID) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FMRP/USP), onde os experimentos ocorreram, a dose de 75 mg/kg de irinotecano ndo
foi suficiente para reproduzir o processo inflamatério esperado. Assim, fez-se necessario

a execucado de uma curva dose-resposta.

Além da dose, ja padronizada, de 75 mg/kg de Irinotecano (IRINOTECANO,
Evoterin® - Evolabis), foram utilizadas outras trés diferentes doses ao longo da execucio
do nosso protocolo experimental, 90, 105 e 120 mg/kg de irinotecano. Como controle
negativo utilizou-se solucdo salina (5 mL/kg). A eutanasia dos animais aconteceu no 7°
dia apos a primeira administracdo do quimioterdpico (Figura 4). O dia 01 experimental

correspondeu a injecdo da primeira dose de irinotecano.
a) Grupos experimentais: curva dose- resposta
Os animais C57BL/6 foram divididos em grupos (n=6).
Grupo I: controle negativo injetado com salina (NaCl 0,9%, i.p.);
Grupo I1: animais injetados com IRINOTECANO (75 mg/kg, i.p.);
Grupo I11: animais injetados com IRINOTECANO (90 mg/kg, i.p.);
Grupo IV: animais injetados com IRINOTECANO (105 mg/kg, i.p.);

Grupo V: animais injetados com IRINOTECANO (120 mg/kg, i.p.).

Figura 4 — Grupos experimentais: curva dose- resposta

Tempo 1° 29 3¢9 4° 59 69 7°
Salina ou irinotecano Eutanasia

Camundongos C57BL/6 receberam quatro injecdes, por via intraperitoneal, de salina (5 mL/kg) ou
Irinotecano nas doses de 75, 90, 105 ou 120 mg/kg, uma inje¢do por dia e foram eutanasiados no 7° dia
experimental (MELO et al., 2008). X: eutanasia.
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352 MODULACAO DE RECEPTORES CXCR2 COM O ANTAGONISTA
SB225002

Para a realizacdo desse protocolo experimental, testou-se o efeito do SB225002
(0,3 mg/kg), um antagonista de receptores CXCR2, sobre a mucosite intestinal induzida

por irinotecano (conforme figura 5).
a) Grupos experimentais — uso do antagonista de CXCR2, o SB225002
Os animais C57BL/6 foram divididos em grupos (n=5).
Grupo I: controle negativo injetado com Veiculo (DMSO 2%, i.p.);
Grupo I1: animais injetados com IRINOTECANO (120 mg/kg, i.p.);

Grupo Ill: animais injetados com IRINOTECANO (120 mg/kg, i.p.) +
SB225002 (0,3 mg/kg).

Figura 5 — Grupos experimentais: uso do SB225002

Eutanasia Eutandasia Eutanasia
Tempo 12 20 39 42 5o 62 7°

N

DMSO 2%, IRI ou IRI+SB

Camundongos C57BL/6 receberam quatro injegdes, por via intraperitoneal, de veiculo (DMSO 2%),
Irinotecano (120 mg/kg) ou irinotecano (120 mg/kg) + SB225002 (0,3mg/kg), uma injecdo por dia e foram
eutanasiados em trés tempos diferentes, 24, 96 ou 144h (chamados, respectivamente de D2, D5 e D7), ap6s
a primeira administracao do irinotecano. O SB foi administrado 1h antes do IRI. X: eutanasia.
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3.5.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS GERAIS DA INDUCAO DA MUCOSITE
INTESTINAL POR IRINOTECANO
a) Avaliacéo Ponderal

Os animais foram pesados diariamente. A massa corpérea foi medida em gramas
(g) desde o primeiro dia experimental, ou seja, desde o inicio da indugdo da mucosite, até
o0 dia da eutanasia. Os valores encontrados foram expressos em % de varia¢do de massa

corporea, em relacdo a massa inicial e plotados em uma curva ponderal.

b) Avaliacdo dos escores de diarreia

Os eventos de diarreia apresentados apos o inicio da inducdo da mucosite com
irinotecano foram avaliados diariamente utilizando-se escores (propostos por KURITA
et al., 2000), como mostrados a seguir (Quadro 1):

Quadro 1 — Escores de avaliacdo da diarreia em camundongos

Escore Avaliacédo da diarreia

Escore 0 Fezes com aspecto normal

Escore 1 Fezes levemente alteradas, pouco umedecidas.
Escore 2 Fezes Umidas com pouca sujidade perianal
Escore 3

Fezes Umidas com bastante sujidade perianal.

Fonte: KURITA et al., 2000

Esse parametro representa um indicativo de indu¢do da mucosite, tendo em vista

a associagdo do sinal diarreia a mucosite, observada na pratica clinica (Figura 6).
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Figura 6- Avaliacdo dos escores de diarreia pds-injecdo do Irinotecano em
camundongos C57BL/6

A avaliagdo da diarreia foi realizada através de escores atribuidos de acordo com a intensidade.
Grau 0: fezes com aspecto normal; Grau 1: fezes levemente alteradas, pouco umedecidas; Grau
2: fezes umidas com pouca sujidade perianal; Grau 3: fezes Umidas com bastante sujidade
perianal.

c) Histopatologia e Morfometria do Intestino Delgado (segmentos do ileo)

ApOs a eutandsia dos animais por deslocamento cervical, foi removido um
segmento de aproximadamente 1 cm do ileo do camundongo. Em seguida, os tecidos
foram fixados em paraformaldeido 4% (PFA), desidratados em gradientes de etanol,

incluidos em blocos de parafina e corados pelo método H&E (Hematoxilina-Eosina).

A andlise histopatoldgica do intestino delgado envolveu a observacao do aspecto
das vilosidades e criptas, bem como presenca e intensidade do infiltrado inflamatorio

(microscopia Optica 200x).



40

Para analise morfométrica, objetivou-se obter a medida das vilosidades,
considerada desde o ponto de encontro entre duas vilosidades até o topo de cada uma
(altura da vilosidade), e criptas intestinais (definida como o ponto de encontro entre duas
vilosidades medidas até o inicio da camada submucosa) para correlacdo com a capacidade
absortiva (razéo entre altura das vilosidades/profundidade das criptas). A razdo entre o
comprimento das vilosidades intestinais e as criptas de Lieberkuhn foram calculadas em
pm utilizando-se o software ImageJ verséo 1.36b, sendo medidos entre 5 e 10 vilosidades
e criptas por corte histopatologico, em microscopia Optica 100x e 200x (Microscopio

Nikon com objetiva 10x ou 20x e lente ocular micrométrica Leitz Wetzlar 10x ou 20x).
d) Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase, uma enzima encontrada nos granulos azurdfilos de
neutrdfilos, é utilizada como marcador da presenca de neutréfilos no tecido inflamado,
sua presenca foi determinada por método colorimétrico e a leitura final realizada em leitor

de placas.

Uma porg¢éo de intestino foi coletada e incubada em 200uL de tampéo gelado
(NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,012 M; pH 4,7), posteriormente, os tecidos
foram homogeneizados com o auxilio de um triturador (Pollytron). O material
homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Realizou-se, um
choque hipoténico no sedimento celular (pellet) com 1000 ul de NaCl 0,2%. Apds nova
centrifugacdo a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, 0 “pellet” foi ressuspenso em tampao
NaPO4 0,05M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB)
e novamente homogeneizado. A seguir, 0 homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm
por 15 minutos a 4°C. Apds centrifugacdo, 50 puL do sobrenadante do intestino foram
colocados em placa de 96 pocos para 0 ensaio. Em cada poco, adicionaram-se 25 uL de
TMB (3, 3°, 3, 3-tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 puL de H202 (0,5 mM) e
posteriormente a placa foi incubada por 5 min a 37 °C. A seguir, a reacao foi interrompida
com acido sulfarico 4 M.

Realizou-se a quantificagdo dos neutréfilos a partir de uma curva padréo de
neutréfilos (1x 10° neutréfilos/ poco/ 50 pL). Determinou-se a absorbancia em leitor de
placas no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos como nimero
de neutrofilos/mg de tecido (ALVES-FILHO et al., 2006).
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e) Contagem de Leucdcitos totais

Os animais foram anestesiados com xilazina (15mg/kg) + quetamina (100mg/kQ)
para coleta de sangue do plexo retro-orbital, e em seguida, realizou-se a contagem de
leucdcitos totais no contador automético de células - Colter. Os resultados foram
expressos como nimero de células x 10% pL. Adicionalmente, a contagem do niimero
total de leucdcitos foi realizada em todos os experimentos com o auxilio da camera de
Neubauer. Essa observacdo serviu para verificar a inducdo da leucopenia nos animais

injetados com o irinotecano.

3.5.4 MENSURAQAO DO TAMANHO DO INTESTINO DELGADO E PESO DO
LAVADO DO CONTEUDO INTESTINAL
a) Comprimento do intestino delgado

Apds a eutanasia dos animais, nos trés tempos analisados, 24h (D2), 96h (D5) e
144h (D7), realizou-se a medida do comprimento do intestino delgado (cm). Este
pardmetro € importante na avaliacdo da mucosite intestinal, uma vez que o encurtamento
do intestino delgado estd diretamente relacionado ao agravamento do processo
inflamatorio. A medida do intestino foi determinada a partir do esfincter pilorico até o

esfincter ileocecal.

b) Peso do lavado do conteldo intestinal (intestino delgado)

Apos a eutanasia dos animais, nos trés tempos analisados, 24h (D2), 96h (D5) e
144h (D7), foram feitas incisdes nas extremidades do intestino delgado. Um corte no
comeco do duodeno (préximo ao estdmago) e outro no final do ileo (proximo ao ceco).

Todo o conteudo intestinal foi lavado em placa de petri com um volume fixo de
10 ml de salina (0,9%). Em seguida, esse lavado foi transferido para tubos falcon de 15
ml, centrifugados e o sobrenadante foi descartado. O pellet, residuo correspondente as

fezes dos animais, foi pesado.

3.5.5 DOSAGEM DE CITOCINAS KC, IL1-B E IFN-y NA MUCOSA INTESTINAL

As concentracdes de KC, IL1-B e IFN-y foram mensuradas no intestino de animais

usando método imunoenzimatico (ELISA). Segmentos do intestino foram estocados em
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tampdo para citocinas contendo antiproteases em frezeer -80°C. Os tecidos foram
descongelados, triturados e homogeneizados com PBS, contendo antiproteases. O
homogenato foi centrifugado por 10 min em 30009 e o sobrenadante imediatamente usado
pelo ensaio de ELISA com anticorpos especificos para as citocinas estudadas.
Brevemente, as placas de microtitulacdo (96 pocos) foram preenchidas com 50 ml/poco
com anticorpo especifico anti-IL-1p (R&D Systems), anti-KC (BD Biosciences) e anti-
IFN-y (R&D Systems) nas concentracdes descritas pelos fabricantes. Esses anticorpos
foram diluidos em solucéo de ligacao (coating buffer) e incubados por 18-24 horas a 4°C.
As placas foram lavadas por quatro vezes com PBS/Tween-20 (0,05 % Sigma). As
ligagbes nédo-especificas foram bloqueadas com 200 pl de PBS contendo BSA 1 %
durante 1 hora a temperatura ambiente. As amostras e 0 padrdo (curva-padrdo) contendo
as concentracOes adequadas de IL-1B (4000 pg/ml), KC (4000 pg/ml) e IFN-y (4000
pg/ml) foram adicionadas as placas (50 pl) e incubados overnight a 4 °C. Apos esse
periodo, as placas foram novamente lavadas com PBS/Tween e 50 ul dos anticorpos
biotinilados especificos para cada citocina foram adicionados nas concentragdes descritas
pelos fabricantes. Apds uma hora, as placas foram lavadas com PBS/Tween e o conjugado
avidina-peroxidase, na dilui¢do de 1/5000, foi adicionado a cada poc¢o. A seguir, as placas
foram incubadas por 45 min. Posteriormente, elas foram lavadas com PBS/Tween e o
substrato (TMB) foi adicionado seguido da incorporagdo de solucdo de parada (&cido

sulfurico 2N). A concentracado das citocinas foi expressa em pg/mL (SOUZA et al., 2001).

3.5.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS RECEPTORES CCR2 E CXCR2 POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Todas as amostras foram adquiridas em FACSAria™ (BD Immunocytometry
System, Franklin Lakes, USA), permitindo analisar as populac6es de neutrofilos (50.000
eventos/amostra) estabelecidas com base em parametros de tamanho e complexidade ou

fluorescéncia e individualizados por janelas (ou “Gates”).

A mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF) para CXCR2 e CCR2 foram
obtidas de populagdes Ly6G* e anti-GriM9" respectivamente. As andlises foram
realizadas seguindo o mesmo padrdo. Inicialmente, em tubo contendo células nao
marcadas optou-se por um grafico de pontos (“Dot Plot”) cruzando as variaveis area

(FSC-A) e altura das células (FSC-H) para definir uma populacdo que exclui debris
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celulares e grumos de células adquiridas como Unico evento. Apds definir a primeira
populagéo, dentro desta, optou-se por um grafico de pontos (“Dot Plot”) cruzando as
variaveis: tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A), onde foi estabelecida populagéo
caracteristica de neutréfilos. Depois de definidas, a primeira e segunda populacdo foram
“extendidas” para todos os tubos. Nos tubos contendo anticorpos marcados com
fluorocromos, dentro da segunda populacdo e com base no isotipo controle, utilizando
graficos de pontos (“Dot Plot”) cruzando as variaveis tamanho (FSC-A) e fluorescéncia,
determinou-se a populacdo marcada, bem como a mediana e a média de intensidade de

fluorescéncia do alvo na dada populagéo.

As andlises foram realizadas utilizando o software Flowjo 7.5.5 (Flow Cytometry
analisis software, Tree Star Inc., San Carlos, CA, USA) os resultados foram expressos

como média da intensidade de fluorescéncia (unidades arbitrarias + EPM).
a. Expressdo de CXCR2

Para verificar a expressdo do receptor quimiotatico CXCR2 utilizou-se anticorpos
monoclonais anti-Ly6G e anti-CXCR2 conjugados com FITC (1:200; R&D Systems) e
PE (1:50; R&D Systems), respectivamente. As amostras de sangue total dos
camundongos foram incubadas durante 30 minutos a 4° C com os anticorpos. Apos a
incubacgdo, as hemécias foram lisadas com tampédo a base de cloreto de aménio. As
amostras foram, em seguida, lavadas 2 vezes com 2 ml de PBS contendo 2% de soro fetal
bovino, centrifugadas a 400g por 10 minutos e ressuspensas em solucdo de PFA em PBS.
Apbs esses procedimentos, elas foram adquiridas em FACSAriaTM (BD
Immunocytometry System, Franklin Lakes, USA). Assim, a expressdao de CXCR2 foi
verificada em neutréfilos Ly6G™ do sangue total.

b. Expressdo de CCR2

Para correlacionar a expressdo de dois receptores quimiotéticos de neutrofilos,
CXCR2 e CCR2, amostras do sangue total de camundongos tratados com irinotecano
foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-Grl (1:200), anti-CXCR2 (1:50) e
anti-CCR2 (1:50), conjugados com PerCP, PE e FITC, respectivamente. As amostras do
sangue total foram incubadas por 30 minutos a 4°C com o0s anticorpos. Apds incubacgéo
utilizou-se um tampao a base de cloreto de amonio para lisar as hemacias, as amostras

foram lavadas 2 vezes com 2 ml de PBS contendo 2 % de soro fetal bovino, centrifugadas
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a 400 g por 10 minutos e ressuspensas em solucdo de PFA em PBS. Apds esses
procedimentos, elas foram adquiridas em FACSAria™ (BD Immunocytometry System,
Franklin Lakes, USA).

3.5.7 ENSAIO DE QUIMIOTAXIA COM A CAMARA DE BOYDEN
a) Isolamento de neutrofilos da medula 6ssea para o ensaio de quimiotaxia

Primeiramente, os neutréfilos da medula 6ssea foram obtidos por meio de
separacdo em solucdes gradiente de Percoll a 72 e 65% (Percoll, Fiuka Biochemica,
Sigma-Aldrich®, Steinheim, Sweden.), 2mL cada. Resumidamente, dois mililitros do
lavado do canal medular (fémur e tibia) com meio Hank’s foram colocados sobre a
solucdo gradiente de Percoll e centrifugados a 1200g, em temperatura de 20°C, com 2m/s2
de aceleracdo e desaceleracdo, durante 32 minutos. A camada de mononucleares, sobre a
solucgéo a 65%, foi descartada e a camada de polimorfonucleares, sobre a solucéo a 72%
foi colocada em tubo plastico estéril de 15 mL. As hemdcias contidas entre 0s
polimorfonucleares foram lisadas com tampao de NH4Cl 4% e as células lavadas com

meio Hank’s. O nimero de células apds o isolamento foi obtido em contador automatico.
b) Quimiotaxia de neutrofilos

A quimiotaxia foi realizada em camara de 48 pocos (Camara de Boyden, Neuro
Probe Inc., Cabin John, USA) com membrana de policarbonato (Filtro de policabonato
5um, Neuroprobe, Pleasanton, CA, USA.) conforme preconizado por Arraes et al.,
(2006). Os neutréfilos isolados da medula 6ssea de camundongos (1x 10° células/mL)
foram adicionados a cAmara superior. Como agente quimiotatico de neutrofilos utilizou-
se na cadmara inferior a quimiocina CXCL2 (também chamada GRO2, MIP-2ou CINC-
2a, 30ng/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN), a qual é ligante de CXCR2. Como
controle negativo utilizou-se meio RPMI (RPMI-1640 medium, Sigma-Culture®, St.
Louis, USA) acrescido de albumina sérica bovina 0,01% (BSA) em substituicdo a
CXCL2. Apds uma hora de incubagdo em estufa a 37°C e 5% de CO2, a membrana foi
removida da cdmara, lavada para a eliminacdo de células ndo aderidas, fixadas com
metanol e coradas (Instant-prov, Newprov, Pinhais-PR, Brasil). Em seguida, os

neutréfilos foram contados em microscépio éptico (aumento de 1000X com lente de
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imersdo em 6leo) abrangendo aleatoriamente cinco campos por poco. O experimento foi

realizado em triplicata e os resultados expressos em nimero de neutréfilos/campo.

3.5.8 AVALIACAO DA BACTEREMIA APOS A INDUCAO DA MUCOSITE POR
IRINOTECANO

Para avaliar a bacteremia, os animais foram anestesiados com Xxilazina (15mg/kg)
+ quetamina (100mg/kg) e realizada a coleta do sangue do plexo retro-orbital, em
condicdes estéreis. O sangue heparinizado (10 pL) foi semeado em placas de Petri
contendo meio agar BHI. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por
48h. Realizou-se a contagem das Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Os resultados

foram expressos como Log de UFC/mL do sangue periférico.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + E.P.M (Erro padrdo da média), para
as variaveis com distribuicdo normal continuas ou pela mediana (minimo-méaximo) para

as variaveis sem distribuicdo normal categéricas.

A analise estatistica entre os grupos foi realizada empregando-se o teste de analise
de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparacGes mdltiplas de Tukey ou
Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn, conforme propriedade respectivamente para
dados paramétricos (varidveis continuas) e ndo-paramétricos (varidveis categoricas),

sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.

Para a realizagdo dos testes estatisticos utilizou-se o Software GraphPad Prism®,

versao 5.0
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4 RESULTADOS

4.1 PADRONIZACAO DA DOSE DE IRINOTECANO PARA INDUCAO DA
MUCOSITE INTESTINAL

Foram feitas administracdes intraperitoneais de irinotecano nas doses de 75, 90,
105 e 120 mg/kg durante 4 dias. Os animais foram pesados diariamente a fim de se obter
a curva ponderal. Além disso, ao longo do periodo de indugdo da mucosite, realizou-se a
avaliacdo dos escores de diarreia. No sétimo dia ap6s a primeira dose de irinotecano,
realizou-se a contagem sanguinea de leucocitos a partir de amostras de sangue obtidas do
plexo retro-orbital dos animais. Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical
e a andlise dos parametros gerais da mucosite foi realizada, incluindo analise

histopatoldgica e morfométrica intestinal (ileo) e dosagem de mieloperoxidase.

4.1.1 Avaliacdo Ponderal

Na Figura 7 observa-se que o irinotecano, em todas as concentracfes avaliadas,
promoveu uma significativa (P<0,05) perda ponderal de forma tempo dependente quando
comparado ao grupo controle injetado apenas com salina. A reducdo da massa corporea
foi observada a partir do quarto dia experimental, em todas as doses de irinotecano, e se

manteve até o dia da eutanasia, o 7° dia experimental.
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Figura 7 - Efeito da injecdo de diferentes doses de irinotecano sobre a variacéo

percentual de massa corpérea em funcao do tempo
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Os animais (n=6/grupo) receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75, 90, 105 ou 120 mg/kg, i.p.)
durante 4 dias e foram pesados diariamente até o sétimo dia experimental. O estudo revela que animais
injetados com irinotecano nas doses 75, 90, 105 ou 120 mg/kg apresentam perda ponderal significativa
guando comparado aos animais que receberam apenas salina. Os pontos representam a média = E.P.M da

variacdo percentual da massa corporea comparado ao peso inicial. # P< 0,05 VS animal tratado com salina.
Para analise estatistica foi utilizado o teste Two-Way ANOVA.

4.1.2 Avaliacdo dos escores de diarreia

A avaliagdo dos escores de diarreia foi feita diariamente até o 7° dia experimental,
mas nenhum dos animais injetados com IRI (75, 90, 105 e 120 mg/kg), apresentou
diarreia. Todos os camundongos tinham fezes solidas e ressecadas ao longo das
administracdes do quimioterapico (Figura 8A) e ndo se observou sujidade perianal
(Figura 8B).
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Figura 8 — Efeito da injecdo de diferentes doses de IRI sobre os escores de diarreia

em camundongos C57BL/6

Os animais (n=6/grupo) receberam salina ou Irinotecano (75, 90, 105 e 120 mg/Kkg, i.p.), durante 4 dias e
avaliados a diarreia até o sétimo dia experimental. A diarreia foi avaliada através de escores propostos por
KURITA et al., (2000). Em nenhuma das concentracGes de IRI a diarreia foi observada. Os camundongos
injetados com IRI apresentaram fezes sélidas e ressecadas (A) e nenhuma sujidade perianal (B).

4.1.3 Andlises histopatoldgicas de segmentos de intestino delgado (ileo)

Apds a eutandsia, as amostras de intestino foram utilizadas para analise
histopatologica e morfométrica. As fotomicrografias do ileo de animais que receberam
irinotecano nas doses de 75 (Figura 9B), 90 (Figura 9C), 105 (Figura 9D) e 120 (Figura
9E) mg/kg ilustram a extensdo do dano histopatolégico (aplanamento das vilosidades,
necrose de criptas e intenso infiltrado polimorfonuclear) observado no grupo que recebeu
a maior dose do quimioterapico quando comparado ao grupo salina (Figura 9A). Tais
achados foram corroborados pela analise morfométrica, quando se observa que o
irinotecano nas doses de 75 e 90 mg/kg ndo promoveu uma marcante reducdo (P>0,05)
da razdo vilo/cripta nos segmentos intestinais avaliados, quando comparado ao grupo
salina. Entretanto, o quimioterapico nas doses de 105 e 120 mg/kg significativamente
(P<0,05) reduziu a razd@o vilo/cripta nos segmentos intestinais analisados, quando

comparado ao grupo salina, conforme ilustrado na Figura 10.
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Figura 9 — Fotomicrografias de amostras de ileo ap6s a injecao de diferentes doses
de irinotecano em camundongos C57BL/6

Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75, 90, 105 ou 120 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Segmento de ileo foi removido e corado pelo
método de H&E para posterior andlise histopatoldgica. A figura ilustra fotomicrografias representativas de
ileo de camundongos C57BL/6 injetados com irinotecano ou com salina. Na mucosa dos animais que
receberam IRI (120 mg/kg), os vilos estdo encurtados (seta preta diagonal) e com vacuolizagdes de
enterdcitos (seta preta horizontal), além de infiltracdo de neutrdfilos (seta preta vertical). Painel A: Salina;

Painel B: IRl 75 mg/kg; Painel C: IRI 90 mg/kg; Painel D: IRl 105 mg/kg; Painel E: IRl 120 mg/kg;
Aumento de 200x.
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Figura 10 — Efeito da injecdo do irinotecano sobre a anélise morfométrica em
segmentos intestinais (ileo)
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75, 90, 105 ou 120 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Segmentos de ileo foram removidos e
processados para a técnica de coloragdo pelo método H&E para posterior andlise morfométrica (aumento
400x). Observa-se que o IRI ndo induz reducdo da razdo vilo/cripta nas concentracdes de 75 e 90 mg/kg
quando comparada com camundongos injetados com salina. As concentracBes de 105 e 120 mg/kg de
irinotecano foram capazes de reduzir significativamente a razdo vilo/cripta em comparagdo com 0 grupo
que recebeu salina. Os valores representam a média + EPM. Para anélise estatistica utilizou-se o teste One-
Way ANOVA seguido do teste de Tukey. ®P < 0,05 vs grupo de animais que recebeu apenas salina.

4.1.4 Atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

Para a determinac&o do infiltrado neutrofilico, através da dosagem da atividade da
Mieloperoxidase (MPO), segmentos do intestino delgado dos animais (ileo) foram
removidos e congelados para posterior realizacdo do ensaio. As analises foram realizadas
com amostras obtidas no 7° dia, apds a administracdo da primeira dose de irinotecano.
Foram avaliadas quatro doses diferentes de IR1 (75, 90, 105 e 120 mg/kg), de acordo com
o0 protocolo experimental. Conforme evidenciado na figura 11, o tratamento de
camundongos C57BL/6 com irinotecano, nas concentracdes de 75 e 90 mg/kg, ndo foi
capaz de aumentar o infiltrado de neutrdfilos nos segmentos intestinais analisados,

quando comparados ao grupo salina (P>0,05). Entretanto, as concentragdes de 105 e 120
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mg/kg de irinotecano significativamente aumentaram os niveis de MPO (P<0,05) quando

comparados ao grupo que recebeu apenas salina.

Figura 11 — Curva dose-resposta do IRI sobre a infiltracdo de neutréfilos em

segmentos intestinais (ileo) de camundongos C57BL/6
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Os animais (n=6/grupo) receberam salina (5 mL/Kkg, i.p.) ou irinotecano (75, 90, 105 ou 120 mg/kg, i.p.) e
foram eutanasiados no sétimo dia experimental. Amostras de ileo foram coletadas para a determinagéo do
infiltrado neutrofilico através da atividade da Mieloperoxidase (MPO). O gréafico ilustra que animais
injetados com irinotecano nas doses de 75 ou 90 mg/kg ndo apresentaram diferenga estatistica quanto a
atividade de MPO, nos segmentos intestinais, em compara¢do com o grupo salina. Entretanto, 0s grupos
que receberam irinotecano nas doses de 105 ou 120 mg/kg apresentaram um significativo aumento no
infiltrado neutrofilico no ileo quando comparados com o grupo salina. Os valores representam a média +

E.P.M. do niimero de neutréfilos por mg de tecido. 2P < 0,05 vs grupo tratado com salina; P < 0,05 vs
grupo com IRI 75 mg/kg; °P < 0,05 vs grupo com IRI 90 mg/kg; P < 0,05 vs grupo com IRI 105 mg/kg.

Para analise estatistica utilizou-se o teste One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey.
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4.1.5 Contagem total de leucécitos

A figura 12 evidencia a mielotoxicidade do irinotecano. Observa-se que 0
irinotecano em todas as doses testadas (75, 90, 105 e 120 mg/kg) induziu uma

significativa (P<0,05) leucopenia no sétimo dia quando comparado ao grupo salina.

Figura 12 - Efeito da injecdo do irinotecano sobre a contagem de leucdcitos totais

em camundongos C57BL/6
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75, 90, 105 ou 120 mg/kg, i.p.) durante 4 dias
e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Amostra de sangue foi coletada do plexo retroorbital, e
em seguida foi realizada a contagem do nGmero total de leucocitos em contador automatico de células -
Colter. Observa-se o efeito do irinotecano em diminuir o nimero total de leucdcitos circulantes em todas
as concentragdes estudadas. Os valores representam a média + E.P.M. do ndmero de Leucdcitos totais (x

10%/uL). 2P < 0,05 vs animal tratado com salina. Para anélise estatistica utilizou-se o teste One-Way
ANOVA seguido do teste de Tukey.

4.2 USO DO ANTAGONISTA DO RECEPTOR CXCR2, O SB225005, NA
MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR IRINOTECANO

A Figura 13 ilustra que tanto o grupo que recebeu apenas irinotecano como o

grupo pré-tratado com 0 SB225002 (0,3 mg/kg) e injetado com irinotecano apresentaram
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uma significativa (P<0,05) perda ponderal de forma tempo dependente quando
comparado ao grupo controle tratado apenas com o veiculo (DMSO 2%). A perda de
massa corporea comecou a ser observada a partir do 3° dia e continuou decaindo até o 7°

dia experimental.

Figura 13 - Efeito do tratamento com SB225002 sobre a variacio da massa

corporea em funcéo do tempo
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Os animais foram pesados diariamente até o sétimo dia experimental. Observou-se que animais
injetados apenas com o Irinotecano (120 mg/kg) ou em associagdo com o antagonista do CXCR2, o
SB225002 (0,3mg/kg), apresentaram perda ponderal (P<0,05), a partir do 3° dia experimental,
guando comparados aos animais que receberam apenas o veiculo. Os pontos representam a média +
E.P.M da variacdo percentual da massa corpérea comparado ao peso inicial. Os dados foram
analisados pelo teste Two-Way ANOVA/Tukey. 2P<0,05 vs grupo veiculo.

Apb6s a eutanasia, as amostras de intestino foram utilizadas para analise
histopatologica e morfométrica. As fotomicrografias do ileo de animais que receberam
irinotecano ou SB225002 + Irinotecano ilustram pouca alteracdo histopatologica apos 24
h da primeira dose das drogas (Figura 14) progredindo para um aumento na extensdo do
dano histopatoldgico caracterizado por achatamento das vilosidades, necrose de criptas e
infiltrado polimorfonuclear observados no quinto (96 h) e no sétimo (144 h) dias

experimentais (Figura 14). Tais achados foram corroborados pela analise morfométrica,
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observando-se que o irinotecano (120 mg/kg) promoveu uma marcante reducao de forma
tempo dependente (P<0,05) da razédo vilo/cripta nos segmentos intestinais avaliados em
comparagdo ao grupo veiculo (Figura 15A a C). Adicionalmente, a alteragdo
morfomeétrica (reducdo da razdo vilo/cripta) foi intensificada quando do pré-tratamento
dos animais com o antagonista dos receptores CXCR2 em compara¢do ao grupo injetado

somente com IRI. (Figura 15B e C).

O comprimento do intestino delgado foi outro parametro utilizado indicativo de
lesdo tecidual. ApoOs a eutanasia dos animais, foi feita a medida do comprimento do
intestino delgado o que se apresentou significativamente encurtado (P<0,05) no sétimo
dia (144 h, Figura 16C). Entretanto, nos tempos de 24 h (Figura 16A) e 96 h (Figura
16B) ndo foram detectadas alteracdes nesse parametro entre os grupos tratados e o grupo
veiculo (P>0,05).

Nenhum dos animais dos grupos analisados, veiculo (DMSO 2%), IRI (120
mg/kg) ou IRI+SB (0,3 mg/kg) apresentou diarreia. Ao longo da execugdo dos
tratamentos, 0s animais apresentavam no intestino grosso fezes solidas e ressecadas, o
que se prolongou até 0 sétimo dia experimental. Assim sendo, utilizamos um novo
parametro para analisar se 0 peso do contetdo sélido do intestino delgado dos animais
que recebiam irinotecano sofriam alteragdes em relacdo ao grupo que recebia apenas o
veiculo. Conforme observado na figura 17, a partir do D2 (24 h, painel A), ha diminuicéao
do peso do contetdo solido no intestino delgado em ambos os grupos, IRI e IRl + SB,
quando comparados ao grupo veiculo. A referida reducao persistiu ao longo do protocolo
experimental, como evidenciado no D5 (96 h, Figura 17B) e D7 (144 h, Figura 17C).
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Figura 14 — Fotomicrografias de amostras de ileo apds bloqueio de receptores
CXCR2
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Os animais receberam veiculo (DMSO 2%, i.p.), irinotecano (IRI, 120 mg/kg, i.p.) ou SB225002 (0,3
mg/kg) + IRI por quatro dias consecutivos e foram sacrificados 24, 96 ou 144 h apds a primeira dose do
quimioterapico. Segmentos de ileo foram removidos e corados pelo método de H&E para posterior analise
histopatolégica. A figura ilustra fotomicrografias representativas de ileo de camundongos C57BL/6
sacrificados em diferentes tempos. Na mucosa dos animais que receberam IRl ou SB225002 + IRI, os vilos
apresentam-se encurtados (seta preta diagonal) e com vacuoliza¢Bes de enterécitos (seta preta horizontal),
além de aumento da celularidade inflamatéria (seta preta vertical). Aumento de 200x.
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Figura 15 — Efeito do bloqueio de receptores CXCR2 sobre a razéo vilo/cripta
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Os animais receberam veiculo (DMSO 2%, i.p.), irinotecano (IRIl, 120 mg/kg, i.p.) ou SB225002
(antagonista de receptores CXCR2, 0,3 mg/kg) + IRI por quatro dias consecutivos e foram sacrificados 24,
96 ou 144 h apos a primeira dose do quimioterapico. Segmentos de ileo foram removidos e corados pelo
método de H&E para posterior andlise morfométrica. No tempo de 24 h (painel A) ndo se verificou
diferenca entre os grupos. Entretanto, observa-se que o IRl induz uma significativa reducdo tempo-
dependente da razéo vilo/cripta verificada de 96 h (painel B) e 144 h (painel C) quando comparada com
camundongos injetados com veiculo. As referidas alteracdes morfométricas foram intensificadas no grupo
pré-tratado com 0 SB225002 versus o grupo IRI (painéis B e C). Os valores representam a média £ EPM.
Para andlise estatistica utilizou-se o teste One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey. a P < 0,05 vs grupo

de animais que recebeu apenas veiculo; °P < 0,05 vs grupo IRI.
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Figura 16 — Efeito do SB225002 sobre o comprimento do intestino delgado (cm)
durante a mucosite intestinal
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Os animais receberam veiculo (DMSO 2%, i.p.), irinotecano (120 mg/kg, i.p.) ou IRI + SB (0,3 mg/kg) e
foram eutanasiados no D2 (Painel A), 24h ap6s a primeira administracdo de IRI, D5 (96h, Painel B) e D7
(144 h, Painel C), quinto e sétimo dias experimentais, respectivamente. O comprimento total do intestino
delgado foi medido (cm). Tanto o painel A quanto o Painel B mostram que nem o IRI sozinho nem a
associacao IR1+SB reduziram de forma significativa o comprimento do intestino delgado ap6s o inicio do
tratamento com o quimioterdpico, em comparagdo ao grupo que recebeu apenas o veiculo, DMSO 2%. O
Painel C revela que ambos os grupos, quimioterdpico sozinho ou em associagdo com o SB,
significativamente reduziram o comprimento do intestino delgado quando comparados ao grupo veiculo.
Os valores representam a média + EPM do comprimento do intestino delgado. Painel C: 2P < 0,05 vs grupo
veiculo. Para andlise estatistica utilizou-se o teste One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Figura 17 — Efeito do bloqueio de receptores CXCR2 sobre o peso do contetdo sélido
no intestino delgado
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Os animais receberam veiculo (DMSO 2%, i.p.), irinotecano (120 mg/kg, i.p.) ou IRl + SB (0,3 mg/kg) e
foram eutanasiados no D2 (Painel A), 24h ap6s a primeira administracdo de IRI, D5 (Painel B) e D7
(Painel C), quinto e sétimo dias experimentais, respectivamente. Todo o intestino delgado foi lavado com
10 ml de salina em placas petri. O conteddo foi transferido para tubos falcon e centrifugado. O sobrenadante
obtido foi descartado e os pellets pesados. Em todos os tempos analisados, nos painéis A, B e C, 0s grupos
irinotecano e IR1+SB significativamente reduziram o peso do contetdo sélido no intestino delgado, quando
comparados ao grupo veiculo. Os valores representam a média £+ EPM do comprimento do intestino
delgado. ®P < 0,05 vs grupo veiculo. Para analise estatistica utilizou-se o teste One-Way ANOVA seguido
do teste de Tukey.
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Para a determinacdo do infiltrado neutrofilico através da dosagem da enzima
Mieloperoxidase (MPQ), analises foram realizadas com amostras obtidas em trés tempos
diferentes apds a primeira dose do irinotecano, e apresentadas na Figura 18 abaixo. O
painel A mostra o nimero de neutrofilos por miligrama de tecido no tempo de 24h (D2),
0 painel B, 96h (D5), e o painel C, 144h (D7).

Conforme observado na figura 18, o irinotecano induziu um significativo
aumento no namero de neutrofilos no intestino quando comparado ao grupo veiculo em
todos os tempos analisados (P<0,05, Figura 18A-C). Adicionalmente, no tempo de 24 h,
0 antagonismo sobre os receptores CXCR2 preveniu 0 acumulo de neutrofilos (P<0,05)
quando comparados com 0 grupo que recebeu apenas irinotecano (Figura 18A).
Entretanto, ndo houve protecdo nos demais tempos (P>0,05, Figura 18B e C) versus 0
grupo IRI. De forma interessante, conforme evidenciado na figura 19, observa-se que 0
infiltrado de neutrdfilos no intestino de animais injetados com IRI (120 mg/kg), tem um
pico no 5° dia experimental (96 h), decaindo significativamente no 7° dia (144 h, P<0,05),
mas ainda estatisticamente diferente em relacdo ao grupo que recebeu apenas veiculo
(P<0,05).



60

Figura 18 - Efeito do SB225002 sobre a infiltracdo de neutrofilos em segmentos

intestinais (ileo)
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Os animais receberam veiculo (DMSO 2%, i.p.), apenas o irinotecano (120 mg/kg, i.p.) ou IRl + SB (0,3
mg/kg) e foram eutanasiados no D2 (Painel A), 24h apds a primeira administracdo de IRI, D5 (Painel B)
e D7 (Painel C), quinto e sétimo dias experimentais, respectivamente. Amostras de ileo foram coletadas
para a determinacédo do infiltrado neutrofilico através da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO). O
painel A mostra que a associagdo IRI+SB significativamente reduziu o infiltrado neutrofilico em amostras
de fleo, 24h apds o inicio do tratamento com o quimioterapico, em comparagdo ao grupo que recebeu apenas
o IRI. Tanto no Painel B quanto no Painel C observa-se que ambos 0s grupos, quimioterapico sozinho ou
em associagdo com o SB, significativamente aumentaram os niveis de MPO quando comparados ao grupo
veiculo. Os valores representam a média £ EPM do nimero de neutréfilos por mg de tecido. ?P < 0,05 vs
grupo veiculo e PP < 0,05 vs grupo tratado apenas com o irinotecano. Para analise estatistica utilizou-se o
teste One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey.
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Figura 19 - Efeito do IRI em diferentes tempos sobre a infiltracdo de neutrofilos em

segmentos intestinais (ileo) de camundongos C57BL/6
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (120 mg/Kkg, i.p.) e foram eutanasiados no quinto
ou setimo dia experimental. Amostras de ileo foram coletadas para a determinagao do infiltrado neutrofilico
através da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO). O grafico mostra que 0s animais que receberam
IRI, significativamente aumentaram a atividade de MPO nos segmentos intestinais (ileo), no 5° e 7° dias
experimentais, quando comparado com o grupo salina. Os valores representam a média + EPM do nimero
de neutrdfilos por mg de tecido. P < 0,05 vs grupo tratado com salina; °P < 0,05 vs grupo com IRl 120
mg/kg eutanasiado no 5° dia. Para analise estatistica utilizou-se o teste One-Way ANOVA seguido do teste
de Tukey.
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A figura 20 ilustra o efeito do tratamento de animais com o irinotecano ou com a
associagdo entre SB225002 ¢ irinotecano sobre os niveis de citocinas (KC, IL-1pB e IFN-
v) em amostras de ileo dos camundongos C57BL/6. Na Figura 20A, dosagem de KC,
observa-se um aumento significativo (P<0,05) dos niveis desta citocina nos grupos IRI
(120 mg/kg) e IRI+SB (0,3 mg/kg) em todos os tempos avaliados, 24, 96 e 144 h, em
comparagao ao grupo veiculo. No painel B da Figura 20 observa-se o mesmo perfil para
os niveis de IL-1B, cujo aumento foi evidenciado somente nos tempos de 96 e 144 h,
quando comparados ao grupo que recebeu apenas veiculo (P<0,05). Em relagdo ao
interferon-y (IFN-y), os niveis dessa citocina foram significativamente aumentados no
grupo irinotecano no tempo de 24 h, seguido de um decaimento gradual até o tempo de
144h, verificando-se uma diferenca estatistica versus o grupo veiculo (P<0,05, Figura
20C). Entretanto, o grupo pré-tratado com o antagonista de receptores CXCR2 apresentou
niveis reduzidos dessa citocina em comparacdo ao grupo irinotecano no tempo de 24 h.
Tais concentracgdes elevaram-se no tempo de 96 h, atingindo niveis idénticos aos do grupo
irinotecano. No tempo de 144 h, a concentracdo tecidual de IFN-y no grupo SB+IRI
manteve-se elevada versus o grupo veiculo (P<0,05, Figura 20C) e estatisticamente
maior que no grupo irinotecano (P<0,05, Figura 20C).
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Figura 20 — Efeito do tratamento com o SB225002 sobre os niveis de citocinas (KC,

IL-1p e IFN-y) no ileo de camundongos C57BL/6
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Os animais receberam veiculo (DMSO 2%, i.p.), irinotecano (120 mg/kg, i.p.) ou IRl + SB (0,3 mg/kg) e
foram eutanasiados no D2, 24h ap6s a primeira administracdo de IRI, D5 (96 h) ou D7 (144 h), quinto e
sétimo dias experimentais, respectivamente. Amostras de ileo foram removidas e congeladas para posterior
dosagem de citocinas KC (painel A), IL-1p (Painel B) e INF-y (Painel C). O ensaio foi realizado por ELISA.
Os valores representam a média + EPM de pg/mg de tecido. 2P < 0,05 vs grupo veiculo; °P<0,05 vs grupo
Iri no mesmo tempo. Para andlise estatistica utilizou-se o teste One-Way ANOVA seguido do teste de

Tukey.
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4.3 QUANTIFICACAO DOS RECEPTORES CXCR2 E CCR2 E ENSAIO DE
QUIMIOTAXIA

4.3.1 O tratamento com irinotecano, sozinho ou associado ao SB225002,

induz a internalizacdo de CXCR2 em neutrofilos de forma tempo-dependente

A expressdo de CXCR2 foi observada por meio do ensaio de citometria de fluxo
na populacdo de células Ly6G* em sangue total obtido de camundongos que receberam
veiculo, apenas irinotecano (IRI) ou IRI+SB (0,3 mg/kg). Os ensaios foram feitos em
trés tempos diferentes, D2, D5 e D7, conforme Figura 21A e B. O tratamento com
irinotecano, sozinho ou associado ao SB225002, significativamente (P<0,05) reduziu a
expressdao dos receptores CXCR2 quando comparado ao grupo que recebeu apenas
veiculo. Tal redugdo foi observada no D5 e persistiu no D7 (Figura 21A). A Figura 21B
ilustra aquisi¢des representativas obtidas por citometria de fluxo da expressdo de CXCR2

11igh* e animais

em células Ly6G". Adicionalmente, a Figura 22 mostra que células Gr
tratados com irinotecano apresentaram uma reducdo na expressao de CXCR2 (P<0,05),
quando comparado com animais que receberam apenas salina (Figura 22A), além de
paralelamente apresentarem um aumento (P<0,05) na expressao de CCR2, em relagdo ao
grupo salina (Figura 22B). Na figura 25C apresentam-se aquisi¢oes representativas das
| Hight

expressoes dos receptores CXCR2 e CCR2 em células Gr registradas por citometria

de fluxo.
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Figura 21- Efeito do irinotecano, isolado ou associado ao SB225002, na

internalizacao de receptores CXCR2 em neutrofilos
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Os animais receberam veiculo (DMSO 2%, i.p.), irinotecano (120 mg/kg, i.p.) ou IRI + SB (0,3 mg/kg). Os
camundongos foram anestesiados, foi colhido sangue do plexo retro-orbital e marcado com anti-Ly6G e
anti-CXCR2 nos tempos D2, 24h; D5, 96h e D7, 144h ap6s o inicio dos tratamentos. A expressdo de
CXCR2 foi verificada em neutrofilos Ly6G* do sangue total. O grafico de barras (A) expressa a mediana
da intensidade de fluorescéncia (MIF) e o histograma (B) exprime a intensidade de fluorescéncia (FI). 2P <
0,05 vs grupo veiculo. Para analise estatistica utilizou-se o teste One-Way ANOVA seguido do teste de
Tukey.

A 4



66

Figura 22 - Efeito do irinotecano sobre a expressao de receptores CXCR2 e CCR2

na superficie de neutrdfilos
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Os animais receberam veiculo salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (120 mg/kg, i.p.). Os animais foram
anestesiados, foi colhido sangue do plexo retro-orbital e marcado com anti-Gri1"9", anti-CXCR2 e anti-
CCR2 no D7, 144h ap6s o inicio do tratamento. A expressdo de CXCR2 e de CCR2 foi verificada em
neutrdfilos anti-Gr1"9" do sangue total. Os graficos de barras (A e B) expressam a media da intensidade
de fluorescéncia (MIF). Gréfico A para CXCR2 e grafico B para CCR2. O histograma (C) exprime a
intensidade de fluorescéncia (FI). 2P < 0,05 vs grupo salina. Para andlise estatistica utilizou-se o test t ndo
pareado.
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Realizou-se, ainda, o ensaio de quimiotaxia de neutrofilos in vitro utilizando-se
como estimulo o MIP-2 (GRO-B ou CXCL2), um ligante de receptores CXCR2.
Conforme ilustrado na Figura 23, os neutrdfilos isolados de animais tratados como
veiculo (DMSO 2%) respondem ao estimulo quimiotatico, apresentando uma migragéo
significativamente maior (P<0,05) se comparada aos neutréfilos dos mesmos animais e
ndo expostos ao MIP-2 (Figura 23 A e B). Entretanto, os neutrofilos obtidos de animais
que receberam irinotecano apresentaram uma reduzida capacidade de resposta ao
estimulo do MIP-2 se comparado ao neutréfilo de animais tratados com DMSO (P<0,05)
tanto no quinto dia (Figura 23A) como no sétimo dia (Figura 23B) experimental.
Resultados analogos foram observados nos neutréfilos coletados de animais injetados
com SB225002 e irinotecano, cuja capacidade de migragdo foi comprometida em ambos

0s tempos estudados (Figura 23 A e B).
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Figura 23 — Efeito do irinotecano ou da associacio SB225002 e irinotecano sobre a

quimiotaxia de neutrofilos isolados da medula o0ssea
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Neutréfilos isolados da medula de animais que receberam veiculo (DMSO 2%, i.p.), irinotecano (120
mg/kg, i.p.) ou IRl + SB (0,3 mg/kg) foram alocados na cAmara de Boyden e a migracéo estimulada com
MIP-2 (GRO-B ou CXCL2, um ligante de CXCR2, 30 ng/ml) ou ao meio RPMI (veiculo do MIP-2). Apds
uma hora de incubagéo em estufa com CO2 a quimiotaxia foi avaliada. O painel A revela os dados obtidos
no D5 e o Painel B, no D7. 2P < 0,05 vs grupo MIP-2 veiculo. Para andlise estatistica utilizou-se o teste
One-Way ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.4 AVALIACAO DA BACTEREMIA E DA LEUCOPENIA APOS A INDUCAO
DA MUCOSITE POR IRINOTECANO

Com relagdo a bacteremia, avaliada no 5° dia, ndo se evidenciou crescimento

bacteriano nas placas semeadas (dados ndo apresentados). No entanto, no 7° dia

experimental, tanto o grupo IRI (120 mg/kg) quanto o grupo IRI+SB (0,3 mg/kg)

apresentaram bacteremia positiva como ilustrado na Figura 24, diferindo

significativamente (P<0,05) em ambos 0s casos do grupo que recebeu apenas veiculo.

Figura 24 — Efeito do tratamento com o SB225002 sobre a contagem de bactérias no

sangue
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O nimero de bactérias foi avaliado no sangue, no sétimo dia ap6s a primeira administra¢do do irinotecano.
O namero total de bactérias foi estimado pelo cultivo das amostras em placas contendo meio BHI. Os
resultados sdo expressos como Log do numero de unidades formadoras de col6nia (UFC) por ml de sangue.
8P<0,05 vs grupo salina. Para andlise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Figura 25 - Efeito do SB225002 sobre a contagem total de leucocitos em
camundongos C57BL/6
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Os animais receberam o veiculo (DMSO 2%), Irinotecano (120 mg/kg, i.p.) ou IRl + SB225002 0,3mg/kg;
durante 4 dias e foram eutanaziados no sétimo dia experimental. Os animais foram anestesiados e amostra
de sangue foi coletada do plexo retroorbital, em seguida foi realizada a contagem do nimero total de
Leucécitos no contador Automatico de células — Colter. A figura apresenta o efeito do Irinotecano em
induzir leucopenia, o que ndo é alterado pelo pré-tratamento com SB225002. Os valores representam a
média + EPM do niimero de Leucécitos totais por 10%/uL. 2, P<0,05 vs grupo tratado com o veiculo. Para
analise estatistica utilizou-se o teste One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey.

A Figura 25 revela o efeito do tratamento com o SB225002 (0,3 mg/kg) por 4 dias
consecutivos em associacdo ao irinotecano (120 mg/kg) sobre a contagem total de
leucdcitos nos animais sacrificados no sétimo dia ap6s a primeira administracdo do
antineoplasico. Observa-se que tanto o irinotecano administrado de forma isolada quanto
em associagdo com o SB225002 (0,3 mg/kg) promoveram uma significativa (P<0,05)

leucopenia no sétimo dia experimental quando comparados ao grupo veiculo.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, demonstramos que receptores CXCR2 tem papel preponderante
nas fases iniciais da mucosite intestinal induzida por irinotecano, mas ndo nas fases

tardias.

O protocolo de inducdo da mucosite tem sofrido alteragbes de acordo com as
condicdes experimentais. Com o intuito de estudar a fisiopatologia dessa importante
reacdo adversa, busca-se um modelo experimental que mimetize fidedignamente as

alteracOes observadas na prética clinica.

Originalmente, o protocolo de tratamento utilizado pelo nosso laboratério, o LAFICA
(Laboratorio de Farmacologia da Inflamacéo e do Cancer), baseou-se no modelo proposto
por IKUNO e colaboradores (1995), que utilizaram 100 mg/kg de irinotecano em
camundongos, durante 4 dias consecutivos. Posteriormente, este protocolo foi modificado
e adaptado por nosso grupo (MELO et al., 2008). Nesse sentido, camundongos Swiss
foram injetados com irinotecano na dose de 75 mg/kg durante 4 dias, com eutanasia dos
animais no 7° dia apds a primeira administracdo do quimioterapico (MELO et al., 2008).
Entretanto, em animais C57BL/6, obtidos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
um novo ajuste de dose do irinotecano para 60 mg/kg (i.p. por 4 dias) com eutanasia no
5° dia foi necessario, dada a mortalidade dos animais (LIMA-JUNIOR et al., 2012). Em
todas as condicBes apresentadas, a mucosite foi descrita por alteracfes histopatoldgicas
e/ou morfométricas, diarreia e infiltrado inflamatério (IKUNO et al., 1995; MELO et al.,
2008; LIMA-JUNIOR et al., 2012).

De forma interessante, em experimentos preliminares no presente estudo (dados néo
mostrados), verificou-se que o irinotecano na dose de 75 mg/kg néo foi capaz de induzir
um significativo dano sobre o trato gastrintestinal. Essa resisténcia dos camundongos ao
quimioterapico, possivelmente, se estabeleceu apds a renovacao das matrizes do biotério
central, conferindo mudangas na microbiota desses animais o que pode implicar em
diferenca de sensibilidade ao antineoplasico. De fato, em uma revisdo publicada por
STRINGER (2013) ressaltou-se o impacto da mudanga de microbiota como um dos

possiveis fatores relevantes no estabelecimento da mucosite.

Dessa maneira, optou-se pela realizagdo de uma curva dose-resposta a fim de se obter

uma dose de irinotecano capaz de reproduzir as alteracdes histopatologicas compativeis
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com o estabelecimento de mucosite. O ensaio foi realizado com as doses de 75, 90, 105

e 120 mg/kg de irinotecano com eutanésia no 7° dia experimental.

A perda de peso € um dos sinais clinicos que mais acometem pacientes oncoldgicos
(80% dos pacientes) em parte como uma consequéncia da perda de apetite, 0 que é
exacerbado pelo uso de quimioterdpicos (NCI, 2015) e por alteracbes absortivas
consequentes ao uso destes farmacos (SONG et al., 2013). Assim, utilizamos esse
parametro como forma de avaliar o impacto sistémico da injecdo do irinotecano. No
presente trabalho, o tratamento com irinotecano em todas as doses testadas induziu de
forma tempo-dependente uma significante redugdo da porcentagem de massa corpérea, 0
que foi sugestivo de uma toxicidade sistémica do quimioterapico.

Outro parametro significativamente alterado quando do estabelecimento de
toxicidades sistémicas, como a mucosite, € a sobrevida do animal, que se encontra
reduzida (LIMA-JUNIOR et al., 2014). Entretanto, no presente estudo, n&o se verificou
mortalidade dos animais injetados com irinotecano. Conforme indicado anteriormente, a
resisténcia dos animais pela possivel mudanca na microbiota pode ter contribuido para a
auséncia de mortalidade. Com base neste achado, questionou-se se o irinotecano estaria
exercendo o mecanismo de acdo quimioterdpico de forma adequada, dado que efeitos
colaterais, como a mucosite e mielotoxicidade, em parte se devem ao efeito de
quimioterapicos em inibir a proliferacdo celular no intestino e na medula dssea e pelo
aumento do indice de apoptose celular (WANG et al., 2014). Verificamos que todas as
quatro doses de irinotecano utilizadas induziram leucopenia no sétimo dia experimental.
E importante salientar que em pacientes leucopénicos, muito em consequéncia da
quimioterapia, a presenca de mucosite representa um aumento no risco de sepse (BOW,
2013; SAILLARD et al., 2015).

Adicionalmente, a reducdo da proliferagdo de células-tronco intestinais na base das
criptas impacta diretamente na altura das vilosidades (MELO et al., 2008; LIMA-
JUNIOR et al., 2012; LIMA-JUNIOR et al., 2014). De forma coerente, observamos pela
analise morfométrica que as doses de 105 e 120 mg/kg de irinotecano reduziram
significativamente a raz&o vilo/cripta e aumento de vacuolizagdes caracteristicas de morte
celular, sugerindo o estabelecimento do dano intestinal comum & mucosite. Os dados
desse trabalho estdo de acordo com o demonstrado por MELO e colaboradores (2008)
gue demonstraram que o dano de mucosa foi evidenciado por areas intestinais desnudas,

com perda da altura de vilos e de células epiteliais intestinais, vacuoliza¢do e necrose
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celular. A literatura relata que essa alteracao da arquitetura intestinal muito esta associada
ao intenso infiltrado inflamatorio na lamina prépria, dado que a modulagéo farmacoldgica
de mediadores pré-inflamatdrios, como o fator de necrose tumoral-a, e inteleucina-13
(MELO et al., 2008), 6xido nitrico (LIMA-JUNIOR et al., 2012), interleucina-18 (LIMA-
JUNIOR et al., 2014) e interleucina-33 (GUABIRABA et al., 2014), reduz o influxo de
neutréfilos e o dano histopatoldgico. Neste sentido, verificamos que o irinotecano
aumentou o infiltrado neutrofilico nos segmentos de ileo com um pico no quinto dia e
uma reducdo no sétimo dia experimental, mas ainda com diferencas significativas quando

comparado ao grupo salina, o que corroborou com os achados de WONG (2013).

A diarreia tem sido evidenciada, na pratica clinica (entre pacientes que fazem uso
de irinotecano) e nos modelos laboratoriais, como o sintoma mais importante da mucosite.
Em estudos de nosso laboratério (MELO et al, 2008; LIMA-JUNIOR et al, 2012), bem
como naqueles publicados por pesquisadores de outros grupos (IKUNO et al, 1995;
KURITA et al, 2000; GIBSON et al, 2003, 2007; LOGAN et al, 2008 a,b; STRINGER
et al, 2007b, 2009a) descreve-se que o irinotecano além de induzir uma marcante perda
de peso dos animais, infiltracdo neutrofilica e dano histopatoldgico no intestino, também
promove o desenvolvimento de diarreia grave. Entretanto, no presente estudo, ndo
observamos o0 aparecimento de diarreia em nenhum dos grupos injetados com irinotecano,
mas sim, todos apresentando fezes sélidas e ressecadas. A despeito de o tratamento
baseado em irinotecano estar associado ao surgimento frequente de diarreia grave em
25% dos pacientes (KEEFE et al., 2007), constipacdo grave também pode ser observada
em 4% dos pacientes (LORDICK et al., 2003; HARTMANN et al., 2004), como uma
consequéncia do endurecimento das fezes. Tais diferencas entre a capacidade do
irinotecano em induzir diarreia ou constipacdo ndo estdo claras do ponto de vista de
mecanismo. Contudo, mudancas no padrdo da microbiota podem ser responsaveis por
essa variacdo de perfil clinico, como o parece ser na sindrome do intestino irritavel e na
constipacdo idiopatica crénica (FORD et al., 2014). Entretanto, mesmo ndo se
evidenciando diarreia, realizamos a coleta do intestino delgado para a mensuragéo do
conteddo de massa solida. De maneira interessante, 0 grupo injetado com irinotecano
apresentou um contetdo solido reduzido se comparado ao grupo tratado com salina,
indicando que as alteracbes histopatologicas contribuem para o maior acimulo de
liquidos no intestino, compativel com o estabelecimento de mucosite e que poderia levar

a diarreia. E possivel que o maior aporte de liquidos drenado para o célon seja
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compensado pelo processo absortivo nesta regido anatdmica e, portanto, a formacéo

normal de bolo fecal. Tal hip6tese ainda precisa ser investigada.

Até entdo, os modelos de mucosite utilizados em nosso laboratorio tinham a
diarreia como um evento imprescindivel que acompanhava as demais alteracdes
intestinais. No entanto, dados do presente trabalno mostram que o uso de irinotecano foi
capaz de reproduzir alteracfes inflamatorias caracteristicas da mucosite intestinal, como
lesdo histopatoldgica, com alteragdes morfoldgicas, e infiltrado celular de neutrofilos,
mas sem o surgimento da diarreia. Portanto, verificou-se, de fato, que a mucosite foi
instalada. O proximo passo em nossa investigacdo foi estudar o papel de receptores
CXCR2 de quimiocinas, mediante blogueio com o antagonista SB225002, na mucosite

induzida por irinotecano.

Como descrito anteriormente, sabe-se que na mucosite intestinal por irinotecano
ha aumento do infiltrado de neutréfilos (MELO et al., 2008; LIMA-JUNIOR et al., 2012;
LIMA-JUNIOR et al., 2014; GUABIRABA et al., 2014). Embora a importancia dos
neutrdfilos esteja na sua capacidade de eliminar os patégenos, seu recrutamento excessivo

pode causar dano tecidual.

Em estudos anteriores de nosso laboratorio realizados em camundongos Swiss
(dados ndo mostrados), em que se utilizou uma curva dose-resposta do SB225002 (0,1,
0,3 e 1,0 mg/kg), em associa¢do com o irinotecano, revelou que a concentracdo de 0,3
mg/kg foi a mais promissora na reducdo do infiltrado neutrofilico agudo (24 h ap6s
irinotecano) em segmentos intestinais de ileo. Entdo, nos estudos que se seguiram,
utilizando animais C57BL/6, optou-se pelo uso de SB225002 na dose de 0,3 mg/kg.
Corroborando com essa informagdo, BENTO e colaboradores (2008) utilizaram o
SB225002 na colite induzida por TNBS e observaram que a dose com melhor
desempenho na reducdo dos parametros inflamatorios foi a de 0,3 mg/kg. Neste caso, o
SB225002 foi usado de forma preventiva, 24 h antes da indugédo da colite. Com 0 uso do
antagonista de CXCR2 os autores observaram redugdo do influxo de neutrofilos,
reduzidos niveis de IL1-B, de MIP-2 e de KC, menor atividade de MPO. Além disso, eles
evidenciaram niveis significativamente maiores de citocinas anti-inflamatorias, IL-4 e IL-
10, no célon de animais tratados com SB225002, em comparacdo aos animais que
receberam apenas 0 TNBS (BENTO et al., 2008).
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No presente trabalho, o uso de SB225002 (0,3 mg/kg) em associacdo ao
irinotecano (120 mg/kg) foi capaz de prevenir o aumento da atividade da mieloperoxidase
apenas no tempo de 24h apos o inicio dos tratamentos, quando comparados com 0 grupo
que recebeu apenas irinotecano. Tal prevencdo ndo foi observada nos tempos de 96 e
144h ap0os a primeira dose de irinotecano. Adicionalmente, o tratamento dos animais com
0 SB225002 ndo preveniu o estabelecimento das alteracbes morfométricas
histopatoldgicas ou a reducdo do comprimento do intestino relacionado a injecdo do
irinotecano, observando-se ainda um agravo dessas alteracbes quando comparado ao
grupo injetado somente com irinotecano. Neste ponto, dois aspectos devem ser
destacados: 1) o antagonismo sobre os receptores CXCR2 sugere que estes s&o
importantes para a migragdo precoce dos neutréfilos, mas ndo para a migracdo tardia, na
mucosite; 2) o retardo precoce na migracdo dos neutréfilos in vivo, no contexto da

mucosite, parece contribuir para um maior agravo da lesdo em tempos tardios.

Em relagdo ao primeiro ponto tratado anteriormente, sabe-se que os neutréfilos
sdo importantes nas respostas inflamatdrias ao realizarem fungdes efetoras no controle
imunoldgico das infeccBes (APPELBERG, 2007; NATHAN, 2006). Adicionalmente, a
deficiéncia na fungdo efetora dessas células pode contribuir para o aumento da gravidade
de infegbes bacterianas e fungicas (LEKSTROM-HIMES & GALLIN, 2000). Em um
estudo de BRUBAKER e colaboradores (2013) verificou-se que em um modelo de ferida
cutanea infectada em camundongos de 18 a 20 meses de idade, a capacidade quimiotatica
de neutrofilos encontra-se reduzida e que, consequentemente, o fechamento da ferida
infectada é retardado quando comparado a camundongos jovens de 3 a 4 meses de idade
(BRUBAKER et al., 2013). De forma interessante, Benjamim e colaboradores
demonstraram que na sepse, 0 Oxido nitrico contribui para a faléncia da migracdo de
neutréfilos, aumentando a mortalidade de animais submetidos ao modelo de ligadura e
puncéo do ceco (CLP), visto que a inibi¢do da enzima 6xido nitrico sintase induzida com
aminoguanidina aumentou a sobrevida de animais com sepse grave (BENJAMIM et al.,
2000). Essas observacdes sugerem que a migracdo de neutrofilos em estagios iniciais

parece ser crucial para o controle de infec¢es.

Em relagdo ao segundo ponto tratado anteriormente, relativo ao agravo da
mucosite em tempos tardios, questionamos se a perda da eficacia do antagonista dos
receptores CXCR?2 seria devida a uma reducdo da producéo de quimiocinas ligantes deste
receptor, como € o caso da keratinocyte chemokine (KC), um analogo murino da IL-8
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humana, ou do aumento da resposta inflamatdria geral. Ao se comparar o tempo de 96 h
com o de 24 h apos a injecdo do irinotecano, percebeu-se um aumento da producgéo de
KC e de IL-1B, além de uma redugio de interferon-gama (IFN-y) no grupo irinotecano. E
relevante salientar, ainda, que em nosso modelo experimental ha um pico de migracao de
neutrofilos no quinto dia apos a primeira injecdo de irinotecano, havendo, no sétimo dia,
uma reducdo significativa dessa migracdo. Entretanto, como observado em nossos
resultados, o decaimento da migracao dos neutréfilos in vivo no sétimo dia, ndo se deveu
a uma reducao significativa da producdo de KC, havendo ainda um reforco da resposta
imunolodgica adaptativa detectada pelo aumento da producéo de IFN-y (FRASCA et al.,
1985) no grupo tratado com SB225002. Em adicdo a esse achado, ao se observar a
quimiotaxia in vitro de neutrdfilos coletados de animais tratados com irinotecano ou com
SB225002 associado ao irinotecano percebeu-se uma reducao significativa da capacidade
quimiotatica desses neutréfilos frente ao CXCL2 (MIP-2), um ligante de receptores
CXCR2.

O receptor CXCR2 é altamente expresso em neutréfilos e a sinalizacdo deste é
fundamental para o recrutamento dessas células para o sitio inflamatério (HOMES et al.,
1991). Um aspecto que se poderia especular seria: se a producdo do ligante de CXCR2
esta normal, a reducdo da migracdo dos neutrofilos no sétimo dia seria por uma redugédo
na expressdo desse receptor? Curiosamente, verificamos por citometria de fluxo que
houve uma significativa reducdo da expressdo de receptores CXCR2 em neutrdfilos.
Sabe-se que uma reducdo na expressdo desses receptores contribui para a faléncia do
recrutamento de neutrofilos em situacdes de sepse (CUMMINGS et al., 1999; RIOS-
SANTOS et al., 2007). Demonstrou-se, adicionalmente, que o 6xido nitrico é relevante
no processo de internalizacdo de receptores CXCR2 (RIOS-SANTOS et al., 2007). De
fato, nosso grupo demonstrou previamente a participa¢do do 6xido nitrico na mucosite
induzida por irinotecano uma vez que a inibicdo da sintese deste mediador reduziu a
gravidade da les&o intestinal (LIMA-JUNIOR et al., 2012). Tal observacéo pode justificar
0 decaimento da migracdo dos neutrofilos durante a mucosite intestinal em fases tardias
(superproducgdo de oOxido nitrico), in vivo, de forma analoga ao descrito na sepse
(BENJAMIM et al., 2000).

Outros mecanismos que podem levar a reducdo na expressdo de receptores
CXCR2 na superficie de neutréfilos inclui a superfamilia dos receptores Toll-
like/Interleucina-1.
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A citocina IL-1p ¢ membro da familia da interleucina-1, que também inclui IL-18
e IL-33 (SCHMITZ et al. 2005). Todas essas citocinas da familia da IL-1 j& tiveram seu
papel estudado na mucosite intestinal induzida por irinotecano.

LIMA-JUNIOR e colaboradores (2014) demonstraram que animais knockout para
IL-18 que receberam irinotecano apresentaram melhora nos parametros funcionais
intestinais (diarreia e hipercontratilidade de tiras isoladas de intestino), além de reduzida
alteracdo histopatoldgica e menor infiltrado de neutro6filos no intestino quando comparado
ao grupo selvagem injetado com irinotecano. Foi observado, ainda, que a administracdo
da proteina ligante para 1L-18 (IL-18bp), que bloqueia a funcdo bioldgica pro-
inflamatoria da IL-18, apresentou resultados similares a delecéo génica para IL-18.

Quanto a IL-33, outro membro da familia da IL-1, GUABIRABA e colaboradores
(2014) demonstraram que esta citocina, sinalizando via receptor ST2, tem papel central
na patogénese da mucosite. Ensaio de ELISA mostrou que ambos IL-33 e ST2 estdo
aumentados no intestino delgado de animais que receberam irinotecano. Os autores
destacaram que o bloqueio da via 1L-33/ST2, seja por meio da utilizacdo de animais
knockout para ambos ou uso do receptor soltvel (sST), implicou na protecdo dos eventos
inerentes a mucosite. Comprovou-se adicionalmente que a administracdo exdgena de IL-
33 potencializa a mucosite intestinal, aumentando o infiltrado inflamatorio neutrofilico,
os escores de lesdo histopatologicos, a perda de peso e o encurtamento do intestino

delgado.

A via IL-33/ST2 esta envolvida na producdo de quimiocinas CXCL1/KC,
CXCL2/MIP-1 e CCL2/JE pelas células epiteliais intestinais e no recrutamento de
neutrdfilos para o local da inflamacgé&o. A deplecéo destes Gltimos, com um anticorpo anti-
neutrdfilo, atenuou a lesdo intestinal e 0s demais eventos associados & mucosite intestinal.
Por ensaios de gPCR, os autores mostraram bacteremia em animais tratados com IRI e
correlacionaram esse aumento com a IL-33, mostrando que o aumento da contagem de
bactérias se deu de forma ST2-dependente (GUABIRABA et al. 2014).

Além disso, observou-se a participacdo dos receptores Toll-like tipo 2 (TLR2) e 9
(TLR9) na mucosite intestinal induzida por irinotecano (WONG, 2013; WONG et al.,
2015). Nesses estudos, a deficiéncia de receptores TLR2 previne a ativacdo do NF-«B, a

producdo de citocinas pro-inflamatdrias e o desenvolvimento do dano intestinal e a
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diarreia. Adicionalmente, a deficiéncia dos receptores TLR9 somente melhora o somente
do processo inflamatorio (WONG, 2013; WONG et al., 2015).

Os receptores para IL-18, IL-33, bem como os TLR2 e TLR9, sinalizam por uma
via intracelular comum, de forma dependente da proteina adaptadora MyD88, e também
foram estudados em modelos de sepse induzida por CLP. Por exemplo, no modelo de
sepse grave induzida por CLP, o papel deletério de TLRs se deve a producdo de TNF-a,
gerando um aumento da expressdo de INOS via TNFR (receptor de TNF-a), com
consequente ativacdo da proteina GRK2 (Quinase tipo 2 de receptores acoplados a
proteina G - GPCRs) a qual fosforila receptores CXCR2 promovendo, por fim, uma
reducdo da expressdo (downregulation) destes e a consequente faléncia da migragéo de
neutrofilos para o sitio de lesdo (ALVES-FILHO et al., 2009; TREVELIN et al., 2012;
SONEGO et al., 2014). A fosforilagdo dos GPCRs por GRKs aumenta a afinidade destes
receptores pela proteina adaptadora arrestina, o que permite a endocitose (FERGUSON
et al., 1996; MOORE et al., 2007). Em pacientes sépticos a maior expressdao de GRK2
em neutrofilos foi relacionada ao prejuizo na quimiotaxia dos neutréfilos em direcdo a
CXCL8 (ARRAES et al., 2006). De forma interessante, no nosso trabalho, evidenciou-se
importante bacteremia no 7° dia experimental, em ambos os grupos SB 0,3 mg/kg + IRI
120 mg/kg e IR1 120 mg/kg. WONG (2013) observou, além da bacteremia, aumento da
translocacéo bacteriana gram-negativa (Escherichia coli e Pseudomona aeruginosa) para
Orgdos estéreis tais como linfonodo mesentérico e figado, em animais tratados com
irinotecano, bem como sinais sugestivos de sepse, como leucopenia, infiltrado
neutrofilico no pulméo e uma diminuicdo da temperatura retal (WONG, 2013), achado

similar evidenciado no modelo classico de sepse por CLP.

Como simultaneamente a bacteremia constatamos a internalizacdo do receptor
CXCR?2, é possivel que, no caso da mucosite intestinal, a melhora da lesdo quando ha
inibicdo da funcdo de receptores da superfamilia TLR/IL-1p, ocorra devido a uma
melhora da qualidade da migracao do neutréfilo e a eficiéncia do combate as infecgbes
locais pela manutencdo da expressdo de receptores CXCR2, o que precisa ainda ser
investigado. Em resumo, a ativacdo dos receptores CXCR2 tem muita importancia no

contexto da mucosite, principalmente nas fases iniciais.
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Contudo, uma pergunta ainda precisava ser respondida: por que o neutrdfilo
continuava a migrar durante a mucosite mesmo com a internalizagcdo dos receptores
CXCR2?

De forma inédita, neste trabalho, demonstramos que simultaneamente a
internalizacdo do CXCR2, apds o tratamento com o irinotecano, ocorre o aumento da
expressao de receptores CCR2 nos neutrofilos. Essa observacdo pode explicar, no
contexto da mucosite, a importante migracédo de neutrofilos para 6rgéos distantes como o
pulméo (WONG, 2013) e de forma analoga ao visualizado na sepse (SOUTO et al., 2011).

Como dito anteriormente, no modelo de sepse, foi demonstrado que a ativacéo de
TLR4 pelo LPS promove reducdo na expressdo de receptores CXCR2 em neutrdfilos
durante a sepse (ALVES-FILHO et al., 2010) e aumento na expressdo de CCR2 (SOUTO
et al., 2011). Além disto, foi demonstrado que animais CCR2” apresentam maior
resisténcia a sepse grave que esta associada a diminui¢do do infiltrado neutrofilico em
Orgdos secundarios e consequente reducdo da lesdo tecidual (SOUTO et.al., 2011).

Obviamente, apesar das semelhancas acima citadas entre mucosite e sepse, 0
modelo de sepse induzida por CLP (ALVES-FILHO et al., 2009; FREITAS et al., 2009;
SECHER et al., 2009) apresenta diferencas relevantes quando comparado ao modelo de
mucosite intestinal induzida pelo irinotecano. Na sepse por CLP, o ceco do animal é
exposto e perfurado fazendo com que o contetdo fecal seja extravasado na cavidade
abdominal desencadeando uma sepse polimicrobiana. Sabe-se que a gravidade da doenca
¢ diretamente proporcional a quantidade de bactérias extravasada na cavidade
(BENJAMIM et al., 2000). Em nosso modelo, o perfil de bactérias em translocacéo
parece ser distinto daquele observado no modelo de CLP, justificando um padrdo de
resposta fisiopatologica diferenciado e mais brando.

Recentemente, SONEGO e colaboradores (2014) publicaram uma revisio
sistematica sobre o papel dos neutréfilos na sepse. Os autores enfatizaram os mecanismos
que levam a internalizacdo de CXCR2, mostrando que concomitante a dessensibilizacdo
desse receptor quimiotatico, ha a expressao de outros dois receptores na superficie dos
neutrofilos. Em condig¢des normais, neutrdfilos ndo expressam receptores CC em sua
superficie. Mas em neutrofilos em contexto de sepse, ha aumento da expressao de,
principalmente, CCR2 e CCRS, sendo que o CCR2 est4 associado ao recrutamento de

neutrofilos para orgéos secundarios, como pulmao por exemplo (SONEGO et al., 2014).
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Assim, apesar de a inibicdo dos receptores CXCR2 ndo ter sido efetiva em
modular o curso da mucosite, evidenciou-se um importante papel destes receptores nas
fases precoces desta doenga. Possivelmente, pensando-se em um contexto terapéutico,
parece ser mais licida a ideia da modulacdo de vias inflamatérias que levam a
desregulagdo da migragao de neutrdfilos por alterar a expressao de receptores de

quimiocinas e ndo destes receptores diretamente.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, realizou-se a padronizacdo da mucosite intestinal para as
novas condicbes experimentais, inclusive com a incorporacdo de parametros de dano
tecidual, como o comprimento do intestino. Verificou-se ainda, que o bloqueio de
receptores CXCR2 néo previne o estabelecimento da mucosite, conforme detectado por
parametros histopatoldgicos, morfométricos e de translocacéo bacteriana, provavelmente
devido a uma participacdo apenas na fase precoce da mucosite intestinal. Em fases tardias,
o receptor CXCR?2 ¢ internalizado e substituido pelo CCR2 na superficie dos neutrdfilos.
Por fim, sugere-se que a mucosite induzida pelo irinotecano evolui para sepse,
possivelmente pela reducdo da capacidade de migracdo dos neutréfilos, o que foi

relacionado ao uso do quimioterapico.
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