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RESUMO

EFEITO PROTETOR DA AMIFOSTINA SOBRE A MUCOSITE ORAL, VIA
INIBICAO DE TNF-a, IL-1p E NOSi, E SOBRE A HIPOSSALIVACAO INDUZIDAS
POR 5-FLUOROURACIL EM HAMSTERS.

Mucosite oral (MO) é uma complicagdo comum e limitante da quimioterapia do cancer.
Amifostina (AMF) é um agente antioxidante de largo espectro, que vem sendo atualmente
estudado na protecdo dos efeitos adversos da radioterapia e quimioterapia do cancer. Este
trabalho objetivou avaliar o efeito da AMF sobre a inflamagéo e a xerostomia observadas na
MO experimental, bem como avaliar seu efeito modulador sobre citocinas e 6xido nitrico
sintase induzida (NOSIi). Hamsters Goldem siriam receberam injegdes i.p. de 60 e 40 mg/kg
de 5-FU, nos dias 1 e 2, respectivamente, e, no 4° dia, tiveram suas mucosas jugais
submetidas a trauma mecénico (TM) com agulha de ponta romba. Este grupo recebeu ainda
solucgéo salina (ss) s.c., durante 10 dias.Um grupo controle recebeu apenas ss i.p. no 1° e 2°
dias.Um terceiro grupo, recebeu ss i.p. por 2 dias, tendo sido submetido ao TM, no 4° dia.
Adicionalmente, 3 grupos de animais foram tratados com amifostina (12,5, 25 ou 50 mg/kg,
diariamente, 30 minutos antes do 5-FU) ao longo dos 10 dias. Os animais foram pesados
diariamente. Avaliou-se a taxa de salivagdo de todos os animais no 4° e 10° dias, sob sedacao.
No 10° dia, ocorreu o sacrificio para analise macroscopica das mucosas e retirada de amostras
para analise histopatologica e imuno-histoquimica, dosagem da atividade demieloperoxidase
(MPQ) e concentragdo tecidual de TNF-a e IL-1f. O tratamento com 5-FU foi capaz de
induzir um significativo (p<0,05) aumento de TNF-a (1471+452,7) e de IL-1p (6870+2417)
quando comparado ao grupo tratado apenas com salina (TNF-a:0,0 = 0,0;1L-1p:787,5+£356,1).
O tratamento com AMF (50 mg/kg) reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de TNF-
a(428,6£246,3) e de IL-1p (395,9+86,06), quando comparado ao grupo tratado apenas com 5-
FU, atingindo uma inibicdo de 70,8% e de 100% dos niveis de citocinas, respectivamente.
AMF também reduziu significativamente a imunoexpressaode TNF-a, IL-1B ¢ NOSi. O
tratamento com 5-FU induziu um significativo incremento na atividade de MPO (5,96 + 1,81)
quando comparado ao grupo controle (0,96 + 0,47). O tratamento com AMF atenuou
significativamente (p<0,05) a atividade de MPO (1,79 £ 0,32), alcancando uma inibicdo de
64,2% dos seus niveis de atividade. Na analise das mucosas, as doses de AMF capazes de
reduzir a gravidade da MO foram, de 25 e 50 mg/kg/dia, macroscopicamente e de 12,5 e 50
mg/kg/dia, microscopicamente. AMF, em todas as doses utilizadas, reverteu a reducdo da taxa
de salivacdo induzida pela administracdo do 5-FU (6,86 + 1,59; 5,60 + 1,72; 4,50 £ 1,20), de
forma significativa (p<0,05), quando comparado ao grupo tratado com 5-FU (0,50 + 0,38). No
entanto, os grupos tratados com AMF ndo foram capazes de alterar a perda ponderal nem a
contagem de leucdcitos circulantes. Concluindo, AMF atenua significativamente os eventos
inflamatdrios e a xerostomia observadas na MO experimental induzida por 5-FU em hamsters.
Tal efeito inibitorio parece ocorrer via modulagédo das citocinas TNF-a, IL-1 ¢ da NOSi.

Palavras-chave: Mucosite oral. 5-Fluorouracil. amifostina. TNF-a. IL-18. NOSi.



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF THE AMIFOSTINE VIA INHIBITION OF TNF-a, IL-1B
AND INOS ON HYPOSALIVATION ORAL MUCOSITIS AND 5-FLUOROURACIL-
INDUCED IN HAMSTERS.

Oral mucositis (OM) is a common complication and limitation of cancer chemotherapy.
Amifostine (AMF) is a broad spectrum antioxidant, which is currently being studied in the
cytoprotection of the adverse effects of radiotherapy and chemotherapy for cancer. This study
evaluated the effect of AMF on inflammation and xerostomia observed in experimental OM
as well as evaluate its modulating effect on cytokine and nitric oxide synthase (iNOS). Golden
siriam hamsters were injected i.p. 60 and 40 mg/ kg of 5-FU on days 1 and 2, respectively,
and the fourth day, had their cheek pouches subjected to mechanical trauma (MT) with blunt-
tipped needle. This group also received saline solution (ss) s.c. for 10 days. A control group
received only i.p. ss the 1st and 2nd days. A third group received i.p. ss for 2 days, and was
submitted to the MT, on day 4. Additionally, three groups of animals were treated with
Amifostine (12.5, 25 or 50 mg/ kg, daily, 30 minutes before the 5-FU) over 10 days. Animals
were weighed daily. We evaluated the rate of salivation in all animals on the 4th and 10th
days under sedation. On the 10th day, the sacrifice was to observe the macroscopic mucosa
and removal of samples for histopathology and immunohistochemistry, measurement of
myeloperoxidase activity (MPO) and TNF-¢ and IL-1ptissue concentration. Treatment with
5-FU was able to induce a significant (p <0.05) increase in TNF-o (1471 + 452.7) and IL-
1p(6870 + 2417) compared to group treated with saline (TNF-a: 0.0 + 0.0; IL-1p: 787.5 *
356.1). Treatment with AMF (50 mg/ kg) significantly reduced (p <0.05) levels of TNF-a
(428.6 £ 246.3) and IL-1p (395.9 + 86.06) when compared to group treated with 5-FU,
reaching an inhibition of 70, 8% and of 100%, respectively. AMF also significantly reduced
the immunoreactivity of TNF-a, IL-1p and iNOS. Treatment with 5-FU induced a significant
increase (p<0,05) in MPO activity (5.96 + 1.81) compared to the control group (0.96 £ 0.47).
Treatment with AMF significantly (p<0,05) attenuated MPO (1.79 £ 0.32), reaching an
inhibition of 64,2%. On the macroscopic and microscopic analysis, doses of AMF can reduce
the severity of OM were 25 and 50 mg/kg/day and 12.5 and 50mg/kg/dia respectively. AMF,
at all doses used, reversed the reduction in salivation induced by administration of 5-FU,
significantly (p<0,05), without however altering the weight loss and leukocyte count. Finally,
AMF significantly attenuates the inflammatory events observed in the OM and xerostomia
experimentally induced by 5-FU in hamsters. This inhibitory effect seems to occur via
modulation of TNF-a, IL-1p and iNOS.

Keywords: oral mucositis.5-Fluorouracil. Amifostine. TNF-a.. IL-1B.iINOS.



LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMF Amifostina

CEPA Comité de Etica em Pesquisa Animal
CN Controle

COX Ciclo-oxigenase

ESMO European Society for Medical Oncology
IL-1P Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina-6

MO Mucosite oral

MPO Mieloperoxidase

NCI National Cancer Institute

NOSi Oxido nitrico sintase induzida
OMAS Oral mucositis assessment scale
OMS Organizacdo Mundial de Saude

QT Quimioterapia

ROS Espécies reativas de oxigénio

RT Radioterapia

RTOG Radiation Therapy Oncology Group
TCTH Transplante de células tronco hematopoiéticas
TLBP Terapia com laser de baixa poténcia
™ Trauma mecénico

TNF-a Fator alfa de necrose tumoral

VAS Escala visual analogica

5-FU 5- Fluorouracil



LISTA DE ILUSTRAGCOES

FIGURA 1. Estrutura Quimica do 5-fluorouracil (5-FU) a partir da uracila
FIGURA 2. Vias de ativagao do 5-fluorouracil (5-FU)........cccccoooiiniiniinnne
TABELA 1. Risco de mucosite oral (MO) e Diarreia graus 3 e 4 por regime
de QT € TIP0 A& TUMON ..o s
FIGURA 3. Mucosite oral grau 4 em pacientes, evidenciando intenso
processo inflamat6rio, com ulceracdes difusas e a formacdo de
pseudomembranas (A) € (B)....coouieriiieieee e

QUADRO 1. Escores associados a mucosite oral.........cccccoeeveeeeiieieececeneenee,
FIGURA 4. Fases de desenvolvimento da MUCOSITE...........ccceevveiiiieieieeieneenns
QUADRO 2. Sumario de guidelines de praticas clinicas baseadas em
evidéncias para o cuidado de pacientes com mucosite oral ...........cccccecevvennee.
FIGURA 5. Estrutura quimica da amifosting............c.ccocvvevnii i
FIGURA 6. (A) Conversao de WR-2721, pro-droga inativa, a um
metabdlito ativo WR-1065. (B) Oxidacdo de WR-1065 a WR-33278..............
FIGURA 7. Mecanismo de acdo da amifostina..........c.ccccccevvverivciesieninsieenenn,
FIGURA 8. Protocolo de mucosite oral experimental............cccccccovviiveieennenne.
FIGURA 9. Gradacdo por escores de 0 a 5 quanto aos aspectos
macroscopicos de mucosas jugais de hamsters submetidos a mucosite oral..
FIGURA 10. Cortes histopatologicos de mucosa jugal de hamsterscom
escore 0 (A), escore 1 (B), escore 2 (C) e escore 3 (D) de mucosite oral..........
FIGURA 11. Aspecto macroscopico das mucosas jugais de animais tratados
com salina (A), submetidos a mucosite oral experimental (B) e tratados
com amifostina nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg/dia (C, D e E
FESPECTIVAMENTE).. ..ottt e e e eraeeres

FIGURA 12. Aspecto microscépico (aumento de 40x) de mucosa jugal
normal (A), submetida a trauma mecanico (TM) (B), com mucosite oral
experimental (C) e com mucosite experimental tratada com AMF 12,5 (D),
25 (E) € 50 MO/KG/IA......coiiiiieceiecieeece et

TABELA 2. Amifostina reduz de forma dose-dependente 0s escores

macroscopicos e 0s microscopicos,em animais submetidos a mucosite oral...

15
17

18

21

22

26

28
31

32

33

43

46

48

54

55

56



FIGURA 13. Amifostina ndo previne a perda ponderal em animais
submetidos @ MUCOSITE OFAl...........ccccveiiiiiiiice e
FIGURA 14.Amifostina ndo alterou o namero de leucdcitos totais em
hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU..........cccocevniinnnne.
FIGURA 15. Amifostina reduz a atividade de MPO de forma dose-
dependente, em animais submetidos & mucosite oral...............ccccoevviierieiennen,

FIGURA 16. Amifostina reverteu a reducdo da producéo salivar induzida

FIGURA 17. Amifostina reverteu de forma dose-dependente o aumento da
dosagem tecidual de TNF-a em hamsters tratados com 5-FU.......................
FIGURA 18. Amifostina reverteu de forma dose-dependente o aumento da
dosagem tecidual de IL-1p em hamsters tratados com 5-FU...........................
FIGURA 19. Fotomicrografias da imuno-histoquimica para expressao de
fator de necrose tumoral (aumento 400X), em mucosas jugais de hamsters..
TABELA 3. Escores das analises de imuno-histoquimica para TNF-d...........
FIGURA 20. Fotomicrografias da imuno-histoquimica para expressao de
Interleucina-1p induzida (aumento 400X), em mucosas jugais de hamsters.

TABELA 4. Escores das andlises de imuno-histoquimica para IL-

FIGURA 21. Fotomicrografias da imuno-histoquimica para expressao de
NO sintase induzida (aumento 400X), em mucosas jugais de hamsters........

TABELA 5. Escores das analises de imuno-histoquimica para

FIGURA 22. Modelo hipotético do mecanismo de acdo da amifostina na

mucosite oral eXPerimental.............cccccvviiiiie e

58

59

61

62

63

64

66
67

68

69

70

71



1.1
1.2
1.3
13.1
1.3.2
1.4
1.5
1.6

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.5
351
3.5.2
3.5.3
3.54
3.55
3.5.6
3.5.7
3.5.8
3.6

4.1

4.2

SUMARIO

INTRODUGAO.........ooiieeeeeeeeveeee e

B-FIUOUIOUIACHL ...,

Y o0 LSy (=
MUCOSITE OFAL....ciiiiiiiiie e

Mucosite oral- PatOgENESE. ........c.evviiviieieaiesiisieie e

Mucosite oral- Tratamento e PrevenGao.........cocvvvevireiineeinieeiieeas
Do CC 011 (0] 1 ] - VSR

Amifostina- Um agente CItOProtetor............coovviieiinevnnecinecie e

JUSTITICATIVA. ...
OBJETIVOS. ...ttt e e
ODJELIVOS GEIAIS.......eeviieeie et stie et erie st e se e sra e e ns
ODbjetivos ESPECITICOS.......coviiieie e
MATERIAIS E METODOS........ccoomieieieieieseeseiesee s,

F AN 11T LTS

Aparelhos e instrumentos laboratoriais...........c.ccocevvveiieiieiievcccee
Drogas, Solucdes, Liquidos e Corantes utilizados.............cccccceevevnnee
Protocolo Experimental...........ccocooveiiiiiiiiece e
Modelo de mucosite oral induzida por 5-Fluorouracil.......................
Grup0os EXPErMENTAIS........ccoeiiiiieiece et

Parametros AVAlIA00S. .........ovveee oot e

Analise da variacdo de massa COrPOrea........ccccourvrervireeseeriesiesinnens

Avaliacdo da taxa de salivacdo ndo estimulada............c..ccccocevverienenn

Estudo HematolOgiCO.........ccciveieiieciceee et

Analise macroscopica das mucoSas JUQAIS.........ccecveveereereerieeeesennnnn,

Analise histopatoldgica das mucosas Jugais..........ccceveereeierreererseenne.

Dosagem de mieloperoXidase...........coecvveveiveeieciieieeie s see e

Imuno-histoquimica para TNF-a, IL-1p € NOSi...........ccccovevrinenee,

Dosagem tecidual de citocinas TNF-a, TL-1...........ccccoovvviiiiiiecriennnnn,

ANALISE BSTATISTICA. ..ot e,

RESULTADOS.......oooiiiiiii e e

Efeito do tratamento com amifostina sobre os aspectos
macroscopicos observados na mucosite oral............cccccceeveviiiniiiecnnnn,

Efeito da amifostina sobre os aspectos histolégicos observados na
MUCOSITE OFal.......iiiiiiiii e s



4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

Efeito da amifostina sobre a variacdo de massa corpdrea dos
animais submetidos & mucosite oral experimental...............c.c.cc.c.... 57

Efeito da amifostina sobre a contagem total de leucécitos
sanguineos dos animais submetidos & mucosite oral experimental... 57

Efeito da amifostina sobre as medidas de atividade de

mieloperoxidase observadas na mucosite oral em hamsters............ 60
Efeito do tratamento com amifostina sobre a producéo salivar nao

TS [ 101 = o - S 62
Efeito da amifostina sobre a dosagem tecidual de TNF-a e IL-1p,

Nas Mucosas jugais de NAMSTENS.........ccoveerire i 63
Efeito da amifostina sobre a imunomarcacéo para TNF-a, IL-1§ e
NOSIi nas mucosas jugais de hamsters...........cccecceveeveiieerie e 65
DISCUSSAO ..ottt s 72
CONCLUSOES.......cooiiiieeieeieeiei st s 85

REFERENCIAS. ..o et e e et ee e e, 87



13

INTRODUCAO



14

1 INTRODUCAO

Cancer ¢ um dos principais problemas de salde publica no mundo inteiro
(JEMAL et al., 2011). Segundo dados americanos de 2007, o cancer consistia na segunda
causa de mortalidade, representando 23,2% do total de mortes, e perdendo apenas para as
doencas cardiovasculares (JEMAL et al., 2010).

No Brasil, segundo dados do INCA (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
2010) a estimativa de casos novos de cancer em 2010 foram de 489.270, sendo que a
populacdo masculina representou 236.240 e a feminina, 253.030; comparando-se aos dados de
2008: 466.730 novos casos, sendo a populacdo masculina representada por 231.860 e a
feminina, por 234.870, observando-se, portanto, um incremento na incidéncia de casos novos.

Ainda considerando dados brasileiros, constatou-se em uma comparacdo dos 5
tipos mais frequentes de cancer em homens e mulheres, entre os anos de 1998-2002 e 2003-
2007, que as taxas de mortalidade do cancer de pulmao e colorretal em mulheres aumentaram
de 8,4 para 9,4 e 7,7 para 8,3, respectivamente; e do cancer de prostata e colorretal
aumentaram nos homens de 12,1 para 13,3 e 5,7 para 6,2,respectivamente, por 100.000
habitantes (INCA,2010).

Muitos pacientes quando sdo diagnosticados com cancer, encontram-se em um
estadio avangado, o que torna mais remota a probabilidade de cura. O diagnostico precoce
dessa patologia constitui-se, portanto, na principal abordagem no que concerne ao aumento da
sobrevida desses pacientes.

O tratamento do céncer € multimodal podendo incluir quimioterapia e/ou
radioterapia e/ou resseccao tumoral, dependendo do tipo e grau de acometimento da
neoplasia. O advento de novos agentes antineoplasicos, nas Ultimas décadas, vem
contribuindo para o aumento da sobrevida dos pacientes portadores dessa patologia. Contudo,
se a associacdo desses agentes tem proporcionado um indiscutivel incremento nas taxas de
resposta e, consequentemente, na sobrevida dos pacientes, por outro lado tem contribuido para
o0 surgimento de novos efeitos colaterais, assim como na potencializacdo daqueles efeitos ja
esperados. Os efeitos adversos compreendem: neutropenia, mucosite oral e intestinal, nauseas,
vomitos, pneumonite intersticial, cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, entre outros. Atoxicidade
relacionada aos diversos quimioterapicos podem, portanto, afetar desde a qualidade de vida
do paciente até o seu progndstico, visto que, dependendo dessa, pode ocorrer atraso dos ciclos

quimioterapicos subsequentes, reducéo de doses e até interrupcao do protocolo utilizado.
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1.1 5-Fluorouracil

O 5-Fluorouracil (5-FU) é uma substancia analoga da base nitrogenada pirimidina
uracila pertencente a classe de quimioterdpicos Antimetabélitos, tendo sido o primeiro
composto fluoropirimidinico sintetizado em 1957 (CHU,2007). Dr. Charles Heidelberger e
seus colaboradores observaram, na década de 50, que o hepatoma de ratos utilizava a uracila
radiomarcada mais avidamente que os tecidos normais, e sendo a uracila uma das quatro bases
do &cido ribonucléico (RNA), indicava um alvo potencial para quimioterapia antimetabdlita,
atraves da sintese de andlogos da uracila (RUTMAN; CANTAROW; PASCHKIS,1954).

O 5-FU foi sintetizado a partir da troca de um atomo de hidrogénio por um de
fldor no carbono da posicdo 5 do anel de pirimidina da uracila (FIGURA 1)
(HEIDELBERGER et al.,1957). Sua entrada na célula faz-se através das mesmas vias de
difusdo e transporte facilitado que as bases de pirimidinas (WOHLHUETER; MCIVOR,;
PLAGEMANN, 1980). Dentro da célula, o 5-FU é convertido em varias substancias ativas:
monofosfato de deoxiuridina (FAUMP), trifosfato de deoxiuridina (FAUTP) e trifosfato de
fluorouridina (FUTP) e é catabolizado pela di-hidropirimidina desidrogenase(DPD), expresso

em abundancia no figado, no composto inativo di-hidrofluorouracil (DIASIO et al., 1989).

FIGURA 1. Estrutura Quimica do 5-fluorouracil (5-FU) a partir da uracila

O O

HNT HNT o
— >
o)\n o)\u

Uracil 5-Fluorouracil

Fonte: man-plan-can.blogspot.com

Existem indmeras vias disponiveis para a formacdo do 5’-monofosfato
nucleotideo (F-UMP) nas células animais como mostrado na FIGURA 2. Ap6s reacdes de
fosforilagdo, o F-UMP pode ser incorporado ao RNA levando a toxicidade, em consequéncia

das alteragdes de sua funcdo e processamento.
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O 5-FU pode ser convertido em desoxirribosidio FUdR pela enzima timidina
fosforilase e, posteriormente, em 5-fllor-2’-desoxiuridina-5’-fosfato(FAUMP), que em sua
transformacdo em fluorodesoxiuridina trifosfato(FUTP) gera deplecéo fisiolégica do TTP e,
por sua similaridade a esse, incorpora-se a0 DNA, desencadeando o processo de excisao-
reparo com quebra dos seus filamentos. Como o reparo do DNA exige a presenca de TTP,
ocorre entdo morte celular.

Os metabdlitos ativos do 5-FU exercem também seu efeito pela inibicdo da
enzima timidilato sintetase (TS), que é responsavel pela fonte de timidilato, necessario para
replicacdo do &cido desoxirribonucléico (DNA). Esse efeito ocorre através da reacdo de
metilacdo reduzida do monofosfato de deoxiuridina (dUMP) em monofosfato de
deoxitimidina (dTMP) e tendo o folato (5,10-metilenetetrahidrofolato) como doador de metil
(SANTI; MCHENRY; SOMMER, 1974). O FdUMP liga-se a timidilato sintase no sitio do
nucleotideo, formando um complexo ternario com o folato; contudo, devido a estabilidade da
ligacdo do flaor-carbono no FAUMP, gera-se uma inibicéo persistente da enzima, bloqueando
a sintese de dTMP (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON,2003), o que acarreta alteracGes nos
niveis dos deoxinucleotideos, desequilibrios em mecanismos de retroalimentacdo, acarretando
quebra letal e morte celular.

Na pratica oncoldgica, o 5-FU tem sido largamente utilizado em uma gama de
tumores; incluindo o cancer de mama (DRULLINSKY et al.,2010; AMADORI et al., 2011),
cancer de cabeca e pescoco (LORCH et al.,2011), canceres do trato digestivo (TAKASHIMA
et al.,2009), sendo o de maior impacto o cancer coloretal (IMPACT,1995; MANO et al.,
2008). Neste ultimo, em diversos esquemas de associacdo tem levado a melhora da sobrevida
global e sobrevida livre de doenca e taxas de resposta de 10-15% quando em monoterapia e
de 40% quando associado com irinotecan e oxaliplatina (TOURNIGND et al.,2004;
FALCONE et al.,2007; RAMANATHAN et al., 2008).

A principal restricdo para uso desse quimioterapico € a margem de seguranca
devido aos efeitos colaterais, sendo os principais: a toxicidade gastrointestinal com nauseas,
diarreia e mucosite; a toxicidade hematolégica com mielossupressdao (HIND et al.,2008); a
toxicidade neurolégica e cardiaca (KOSMAS et al.,2008). A mucosite associada ao 5-FU pode
atingir mais de 40% dos pacientes que utilizam esta droga como parte do protocolo
quimioterapico (BARASCH et al., 2003; TROTTI et al., 2003).
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FIGURA 2. Vias de ativagéo do 5-fluorouracil (5-FU).
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FIGURA 2: Vias de ativacdo do 5-fluorouracil (5-FU).

FUDP, floxuridina difosfato; FUMP, floxuridina monofosfato; FUTP, floxuridina trifosfato; FUdR,
fluorodesoxiuridina; FAUDP, fluorodesoxiuridina difosfato; FAUMP, fluorodesoxiuridina monofosfato;
FAUTP, fluorodesoxiuridina trifosfato; PRPP, 5-fosforribosil-1-pirofosfato.

Esquema adaptado de Goodman & Gilman, 2003.

1.2 Mucosite

Mucosite ¢ um termo clinico usado para descrever as alteracdes da mucosa de
todo o trato digestivo provocadas, dentre outras causas, pela radioterapia e/ou quimioterapia
do cancer. Esta sindrome, dependendo da gravidade, pode ser caracterizada pelo surgimento
de sinais iniciais como eritema, que pode evoluir até ulceracdo de toda a mucosa, podendo
resultar em dor, disfagia, diarreia e disfuncéo, dependendo do tecido afetado (SONIS; FEY,
2002; SONIS et al., 2004; SCULLY; SONIS, 2006).

A incidéncia e a gravidade da mucosite, assim como sua localizacdo, vao variar
em funcdo do tipo de guimioterapia, do esquema empregado e da localizacdo do tumor. De
acordo com recente revisdo de Keefe et al. (2007), evidenciada na TABELA 1, observam-se
maior incidéncia de mucosite intestinal em relacdo a oral nos pacientes em tratamento de

cancer de célon, baixa incidéncia de mucosite oral e intestinal em pacientes submetidos ao
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tratamento de cancer de pulméo, e alta incidéncia de mucosite oral em relagdo a intestinal nos

regimes para tratamento de cancer de mama e linfoma.

TABELA 1.Risco de mucosite oral (MO) e diarreia graus 3 e 4 por regime de QT e tipo de tumor
95%IC- Intervalo de confianga de 95%

Tipo de Regime de Nuimero Risco MO Risco Diarréia (Graus 3-4)
cgncer gQT (Graus 3-4)
Estudos Pacientes % 95% IC % 95% IC
Linfoma CHOP-DI-14 4 231 7,8 5,28-11,32 2,36 1,32-4,65
CHOEP-14 p 346 10,4 7,23-13,44 0,29 0,29-1,01
" AC (semanal) 1 22 13,6 2,27-27,27 2,27 2,27-9,09
ama
AT 1 36 8,33 1,39-19,44 1,39 1,39-5,56
Gemcitabina+
. 109 1,84 1,02-5,33 3,69 2,05-6,97
Paclitaxel
Pulmao Platina+
Paclitaxel+ 7 451 1,47 1,20-3,07 2,80 2,17-4,54
Outro
FOLFIRI 2 79 4,43 1,90-9,49 10,13 4,43-16,46
Colorretal
IROX 3 337 1,48 0,59-2,97 24,33 19,59-29,08

Fonte: Adaptado de Keefe et al., 2007 e Ribeiro et al., 2008.

1.3 Mucosite oral

A mucosite oral (MO) é uma complicagdo muito frequente da terapia
antineoplasica, constituindo-se num efeito colateral limitante de doses terapéuticas e
responsavel por aumento dos custos hospitalares. Atrasos na quimioterapia podem ser
causados pela mucosite, particularmente quando sdo usados agentes mucotdxicos como: 5-
fluorouracil, metotrexate, doxorrubicina, etoposide, melfalam, citarabina e ciclofosfamida
(PICO; AVILA-GARAVITO; NACCACHE, 1998).

A frequéncia da mucosite oral é varidvel e influenciada por fatores relacionados
aos pacientes, como a idade, o estado nutricional, a condicdo de pré-tratamento oral, a higiene
bucal durante o tratamento, o numero de neutréfilos no pré-tratamento (PICO; AVILA-
GARAVITO; NACCACHE, 1998) e 0 sexo do paciente (BARASCH et al.,2003); e ainda por
fatores relacionados ao tratamento: diagnostico, dose, tipo e frequéncia de administracdo da
droga (SONIS et al., 1997).
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Em geral, pacientes jovens parecem apresentar um maior risco para desenvolver
mucosite oral, provavelmente por terem uma taxa maior de mitose epitelial ou pela presenca
de um maior nimero de receptores de fator de crescimento epidérmico no epitélio. A mucosite
oral € a complicacdo mais frequente e severa do tratamento quimioterapico, em criangas com
cancer (KARIS et al., 2008). Além disso, o tratamento de doencas hematoldgicas, mais
frequentes em criancas, tendem a apresentar uma mielossupressao mais intensa e prolongada,
resultando numa mucotoxicidade indireta mais severa. Por outro lado, o declinio fisiol6gico
da funcdo renal associada a idade avancada de pacientes pode resultar em maior risco para
desenvolver mucosite (PICO; AVILA-GARAVITO; NACCACHE, 1998). Dados sugerem que
ser do sexo feminino confere um risco maior de toxicidade para 5-FU e metotrexate
(CHANSKY; BENEDETTI; MACDONALD, 2005).

Além dos quimioterapicos, outros fatores relevantes para desenvolver a MO sdo a
doenca periodontal crbnica, o tabagismo, o abuso de alcool e o estresse psicoemocional
(CHIAPPELLI, 2005) e a xerostomia pré-tratamento (PICO; AVILA-GARAVITO;
NACCACHE, 1998). Fatores genéticos podem desempenhar um papel importante no risco
para mucosite. Os determinantes genéticos mais estudados sdo genes associados ao
metabolismo de quimioterapia.Simultaneamente, ha ainda novas classes de agentes
antineoplasicos, como inibidores de receptores de mamiferos para rapamicina (MTOR),
modificadores de receptores e fatores antiangiogénicos que estdo sendo introduzidos e com
eles vem o risco adicional de MO e novos tipos de lesdo da mucosa (SONIS, 2009).

O aumento da morbidade e da mortalidade causadas pela mucosite oral contribui
para 0 aumento dos custos na area da Saide (RUBENSTEIN et al., 2004). Entre pacientes em
tratamento de cancer de pulméo e de cabeca e pescoco ha um incremento de $17000 (USD)
por paciente, quando o mesmo apresenta mucosite oral (NONZE et al., 2008). O crescente
namero de pacientes hospitalizados foi o principal responsavel pelos altos custos associados a
mucosite, pois resulta em mais exames, procedimentos, visitas clinicas e medicagdes. Foram
relatados resultados similares em pacientes em transplante de medula 6ssea (TMO) (SONIS et
al., 2001).

A apresentacdo clinica da MO varia em grau de intensidade conforme a presenca
de descamacdo, eritema, ulceracGes e abscessos. A mucosite oral, em sua forma severa, resulta
em um grave desconforto e prejudica a capacidade dos pacientes para mastigar, deglutir e
falar, necessitando muitas vezes de analgesia com opioides e nutricdo parenteral (SCULLY;
SONIS; DIz, 2006) (FIGURA 3). Associada a QT, que induz a mielossupressdo, esses

pacientes apresentam maior risco para bacteremia e sepse, visto que as lesGes ulcerosas
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funcionam como porta de entrada para infecches secundérias, resultando assim em
internagdes mais prolongadas por febre e uso de antibidticos (BERGMANN, 1988;
BERGMANN, 1989; LAINE et al., 1992; DONNELLY et al., 1995).

Pacientes podem apresentar mucosite oral em até 100% dos casos quando
submetidos a transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) (RUBENSTEIN et al.,
2004). Segundo a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), pacientes que receberam altas
doses de radioterapia na regido de cabeca e pescoco também apresentam MO em quase 100%
dos casos (PETERSON; BENSADOUN; ROILA, 2009).

Pacientes em tratamento oncolégico podem ser acometidos em cerca de 5 a 15%
por mucosite mais grave (graus 3 e 4). Destes, em torno de 35% sofrerdo atraso no ciclo
subsequente de quimioterapia; em aproximadamente 60% havera necessidade de reducdo de
doses do esquema terapéutico e cerca de 30% tera de interromper o tratamento. Em protocolos
de doses convencionais de QT, 70 % dos pacientes com graus 3 e 4 de MO necessitardo de
sondas enterais para manterem uma nutricdo adequada, 60% apresentardo febre e 62% terdo
indicacdo de hospitalizacdo (SONIS et al., 2004). H& um incremento nos custos de $2.725 e
de $5.565 por ciclo para os pacientes com MO graus le 2 e graus 3 e 4, respectivamente,
segundo relato de Elting et al. (2003).

Para que ocorra uma intervencao terapéutica adequada nos quadros de mucosite
oral é importante que haja uma correta avaliacdo do grau de comprometimento da mucosa. As
escalas de classificacdo da MO foram propostas a partir da necessidade de se avaliar de forma
objetiva, através de pontuacdes, a gravidade da lesdo da mucosa decorrente das diferentes
abordagens antineoplasicas; quimioterapia, radioterapia ou ambas. Estas avaliagdes
proporcionariam inclusive a tomada de medidas profilaticas, baseadas no risco de se
desenvolver quadros graves de MO, ja observados e pontuados anteriormente com
determinadas doses e tipos de quimioterapicos, bem como com o uso de radioterapia.

As escalas, idealmente, devem ser compostas por um sistema de pontuacao
objetivo, validado e reprodutivel em todas as situacdes clinicas, segundo Soniset al. (2004).
Podemos dividir as escalas de avaliacdo da MO em trés grupos; o primeiro avalia 0 aspecto
clinico da mucosa oral, o grau de dor do paciente, e em alguns casos, a preservacdo das
funcbes orais; como degluticdo e capacidade de falar. Estas escalas foram desenvolvidas a
partir da OMS para avaliacdo dos pacientes que estdo recebendo terapia antineoplasica,
utilizadas frequentemente por grupos cooperativos de oncologia. O segundo grupo de escalas
seriam aquelas desenvolvidas para avaliagdo pela equipe de enfermagem e utilizadas como

ferramentas de pesquisa clinica, caracterizadas pelo uso da combinagéo de variaveis objetivas,
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funcionais e sintomaticas. Ja o terceiro grupo consiste de escalas apropriadas para ensaios
clinicos, onde se valeriam de escores detalhados e objetivos. As escalas mais importantes para
orientar a terapéutica clinica sdo aquelas baseadas nas desenvolvidas pela OMS, pelo National
Cancer Institute (NCI) e pelo Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) (SONIS et al.,
2004) (QUADRO 1).

FIGURA 3. Mucosite oral grau 4 em pacientes, evidenciando intenso processo inflamatorio, com
ulceragoes difusas e a formacéo de pseudomembranas (A) e (B)

Pseudo-
membrana

Pseudo-
membrana

Fonte: Ribeiro et al., 2008.
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QUADRO 1. Escores associados a mucosite oral

Escore para : : o
Ieség Mucosite oral Mucosite oral por radiagao
OoMS NCI-CTC RTOG
Grau0 Sem achados Sem achados Sem achados
(nenhum) objetivos objetivos objetivos
Descamacéo Irritagdo, possivel
Graul associada ou : uadro de dor leve
~ : Eritemada mucosa = 4 ~
(Leve) ndo com eritema que nao requer
e dor analgesia
~ Com manchas, Mucosite com
Ulceracdes com ~
. reacao manchas que podem
ou sem eritema. :
Grau 2 . pseudomembranosa | produzir um exudato
Capacidade de : . .
(moderado) ) ~ (manchas de maiores | inflamatério; dor
ingestao de . ~
solidos dimensbes >1,5 cm, moderada que
nao contiguas) requer analgesia
UlceragcGes com Reacéo
ou sem eritema | pseudomembranosa = Mucosite confluente
Grau 3 extenso. (manchas contiguas | fibrinosa; dor grave
(grave) Capacidade de as de maiores que requer
ingestao de dimensodes >1,5 cm, narcoticos
liguidos somente nao contiguas)
Ulceragao,
alimentagao néo Ulceras ou
€ possivel. sangramentos .
Grau4 &P gramento: Ulceras
D Ligquidos apenas ocasionais, ndo .
(Riscoa na forma de causados bor hemorragicas ou
vida) ~ P necroticas
suspensao para | traumas menores ou
medicacdo. NPT abrasdes
requerida
Graub i Morte devido a )
(morte) toxicidade

Fonte: Graus para mucosite definidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Radiation Therapy
Oncology Group (RTOG) e National Cancer Institute - Common Toxicity Criteria for Adverse Events v
3.0 (NCI-CTC). NPT: Nutricao parenteral total,
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1.3.1 Mucosite Oral - Patogénese

Alguns modelos animais foram propostos no intuito de se investigar melhor os
mecanismos envolvidos na patogénese da mucosite oral.

O primeiro modelo animal para investigar mucosite induzida por quimioterapico
foi proposto por Sonis, em 1990. Ele induziu a mucosite oral em hamsters, através da
administracdo de 5-FU e concluiu, em seu trabalho, que as alteracdes clinicas e histoldgicas
encontradas na mucosa dos animais eram similares aquelas que ocorrem em seres humanos.
Varios estudos foram realizados em seguida, utilizando versGes modificadas dele, a fim de
investigar os eventos bioldgicos envolvidos na mucosite oral, desencadeados pela acdo de
drogas citotoxicas, bem como possiveis armas terapéuticas no combate a esse importante
efeito colateral (SONIS et al., 2000; LOURY et al.,1999; LIMA et al., 2005; SONIS et al.,
1993; KEITH et al., 1994; SONIS et al., 1995; SONIS et al., 1997; CLARKE et al., 1999;
SONIS et al., 2004; ALVAREZ et al., 2003; MORVAN et al., 2004; AKSUNGUR et al.,
2004; MITSUHASHI et al., 2006; CHO et al.,2006; CLARKE et al., 2002).

Outro modelo em voga para avaliar mucosite € 0 murino, que vem sendo adotado
com o objetivo de avaliar novas estratégias de tratamento contra a citotoxicidade associada a
determinadas drogas. Balsari et al. (2001) conseguiram eliminar a mucosite oral causada pela
apoptose epitelial, devido ao uso de doxorrubicina, através da aplicacdo topica de anticorpo
antidoxorrubicina, utilizando esse modelo animal.

Estudos vém investigando largamente a patobiologia (BOWEN et al., 2005;
BECK et al., 2004; GIBSON et al., 2003; BOWEN et al., 2007; LOGAN et al., 2007) e 0
tratamento (GIBSON; BOWEN; KEEFE, 2005; COOL et al., 2005; GIBSON et al., 2002 ) da
mucosite em ratos. Este é um dos modelos mais utilizados para investigar a mucosite induzida
por quimioterapia (HOWARTH et al., 1996; TRAN et al., 2003; GIBSON et al., 2002) e tem
sido demonstrado como um modelo muito proximo do que ocorre em seres humanos.
Diversos agentes antineoplasicos citotoxicos vém sendo investigados nesse modelo animal,
como: irinotecano, metotrexate e 5-FU.

Historicamente, a mucosite era vista como um evento Unico, mediado
exclusivamente pelo epitélio, e resultado de efeitos toxicos inespecificos nas células epiteliais
em divisdo, relacionados a quimioterapia, a radioterapia ou a ambas (LOCKART et al., 1981).
Acreditava-se que o dano produzido na camada de célula epitelial basal levava a perda da

capacidade de renovacdo do epitélio, resultando em morte celular, atrofia e,consequente,
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ulceracdo. Estudos recentes mostraram que a fisiopatologia da MO ndo é um processo linear,
principalmente quando se leva em consideragéo o papel da matriz extracelular e de outras
células envolvidas nesse processo (SONIS et al., 2004).

A participagdo de citocinas no desencadeamento da MO foi evidenciada tanto
através do aumento de niveis séricos do fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) e de
interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), em pacientes pds-quimioterapia (HALL et al., 1995), como
através do aumento tissular de IL-1B e de expressdo de TNF-0, em modelo animal de
mucosite (SONIS et al., 2000). Estudos realizados com agentes capazes de atenuar a
expressao de ambas as citocinas demonstraram eficAcia na prevencdo da mucosite
experimental (SONIS et al., 2000) e clinica (EPSTEIN et al., 2001).

Sonis (2004) propds um modelo para explicar os eventos envolvidos na instalagéo
da mucosite oral, o qual seria composto por cinco fases: iniciagdo, resposta priméaria ao dano,
amplificacdo do sinal, ulceragdo e cicatrizagdo. Esses eventos relacionados ocorreriam de
forma répida e simultdnea. A FIGURA 4 resume 0s mecanismos e mediadores envolvidos na
patogénese da mucosite oral.

A fase de iniciacdo consiste na geracdo de espécies reativas de oxigénio
(reactiveoxygenspecies- ROS) pelo tecido lesado pela QT ou radioterapia. Estudos que
mostram a geracdo de ROS apds exposicado a agentes estomatotoxicos (GATE et al., 1999) e
atenuacdo da MO por agentes que bloqueiam os radicais livre de oxigénio (CULY et
al.,2001), reforcam o importante papel das ROS nessa fase.

A segunda fase € caracterizada por multiplos eventos que acontecem
simultaneamente. Dano a0 DNA e morte de células da camada epitelial diretamente por
espécies reativas do oxigénio (ROS) ndo explicam a extensdo da mucosite observada. Fatores
de transcricdo sdo gerados, dentre os quais 0 NFkB, podendo ser um dos reguladores centrais
da mucosite por muitas de suas caracteristicas: € ativado por radioterapia ou quimioterapia,
seus inibidores sdo degradados pelo proteassoma 26S que é detectado em mucosa lesionada,
possui a capacidade de regular genes com ampla resposta tecidual, e é ainda, responsavel pela
producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1p e IL-6 induzindo leséo tecidual e
apoptose. Além disso, o NFkB promove a suprarregulacdo de genes que causam expressao de
moléculas de adesdo, ativacdo de vias da ciclo-oxigenase-2 e, consequentemente,
angiogénese.

Outros mecanismos ocorrem como a producdo de esfingomielinase pelas ROS,
além de ativacdo direta da ceramidasintase pela quimioterapia que, atuando em paralelo ou

sequencialmente, induzem apoptose primaria (MADDENS et al., 2002).
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A desestruturacdo da fibronectina ocorre durante essa fase da mucosite. Os
macrofagos ativados induzem a producdo de metaloproteinases da matriz e TNF-a que
causam mais dano tecidual em todos o0s niveis de toda regido tecidual afetada.

A terceira fase da mucosite trata da amplificagdo dos sinais ja descritos na
segunda fase. As citocinas pré-inflamatdrias atuam indiretamente ampliando a injuria causada
pela quimioterapia ou radioterapia. O TNF-a, como exemplo, ¢ ativado de vias da ceramida,
caspase e de fatores de transcricdo mediado pelo NFKB, o que ocasiona maior producdo de
citocinas, apoptose e lesdo tecidual.

A fase de ulceracdo representa o inicio dos achados clinicos e histopatolégico de
dano tecidual com aparecimento de infiltrados de polimorfonucleares e mononucleares e
deterioracdo e quebra da barreira mucosa. A Ulcera funciona como um foco de colonizacédo
bacteriana, num ambiente rico de micro-organismos levando a infeccdo secundaria. As
consequéncias dessa ulceragdo sdo amplificacdo de citocinas, inflamacéo e dor; estando o
paciente em risco aumentado de bacteremia e sepse.

A Gltima fase da mucosite € a cicatrizacdo da mucosa epitelial. Inicia-se atraves da
sinalizacdo da propria matriz extracelular para proliferacdo e diferenciacéo epitelial, além de
reestabelecimento da flora microbiana local. Apesar do tecido aparentemente normal,
mudancas persistem com angiogénese residual aumentada na mucosa, 0 que predispde a

novos episddios de mucosite oral em terapias subsequentes.
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FIGURA 4. Fases de desenvolvimento da mucosite
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A: fase de iniciagdo, resposta primaria ao dano e amplificacdo do sinal;
B: Fase ulcerativa;

C: fase de cicatrizacéo.

COX-2 - Cicloxigenase 2;

ERO - Espécies Reativas de Oxigénio;

IL-1B - Interleucina-1B;

IL-6 — Interleucina-6;

PMN — Polimorfonucleares;

MEC - Meio Extracelular;

MMP — Metaloproteinase;

NF-kB — Fator Nuclear kappa B;

NO — Oxido Nitrico;

TNF-a. - Fator de Necrose Tumoral a.

Fonte: adaptado de Keefe et al., 2007 e Ribeiro et al., 2008.
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1.3.2Mucosite Oral - Tratamento e Prevencéao

Muitas pequisas tém sido realizadas com o intuito de se buscar terapéuticas
eficazes para o combate da mucosite oral. As orientages atualmente preconizadas para a
prevencdo e o tratamento da mucosite oral sdo encontradas em consensos publicados baseados
nos critérios da Sociedade Americana de Oncologia Clinica e da European Society for
Medical Oncology (ESMO). Esses consensos avaliam os resultados de diversos estudos
clinicos e trazem ndo somente recomendacgdes para uso de novas drogas, como é o caso da
palifermina, como também o que ndo deve ser usado, como € o caso da clorexidine.

As Ultimas atualizagdes das diretrizes para 0 manejo clinico da MO foram as
publicadas por Keefeet al. (2007) e por Peterson, Bensadoun e Roila (2009), na Sociedade
Americana de Céancer e Annals of Oncology, respectivamente. Esta ultima apresenta as
recomendacgdes da ESMO. No QUADRO 2, resumem-se as orientacGes baseadas em ambas
as publicacOes, nela podemos observar que as terapéuticas indicadas sdo: benzidamina, para
prevenir mucosite induzida por moderadas doses de radioterapia (RT) de cabeca e pescoco,
crioterapia oral em pacientes que receberdo 5-FU e/ou edatrexate, ambos em doses-padréo e
naqueles que receberdo altas doses de melfalam. Além disso, ha a orientacdo de se utilizar
palifermina em pacientes que estdo recebendo 5-FU e leucovorin e naqueles que seréo
submetidos a transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH) autologo e receberédo
irradiacdo total do corpo. Para os pacientes que receberdo altas doses de quimioterapia e/ou
quimioradioterapia prévia ao TCTH ¢ indicado terapia com laser de baixa poténcia para
reduzir a incidéncia de MO, sendo esta terapia também utilizada no manejo da mucosite
causada por altas doses de RT em cabeca e pescoco.

Nos ultimos anos foram propostas novas estratégias para a profilaxia e tratamento
da mucosite oral, baseadas na melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na progressao
e cicatrizacdo desse importante efeito colateral da terapia antineoplasica (SONIS et al., 2001;
SONISet al.,, 1998). No entanto, como podemos observar nos ultimos consensos, as
terapéuticas utilizadas ndo abrangem todos os casos de mucosite oral, pois suas indicacdes sao
especificas para alguns agentes antineoplasicos e para radioterapia em determinadas doses. A
percepcdo de que grupos de sintomas ocorrem em determinados pacientes, sugerem que a
predicdo de risco genético para a toxicidade, em breve poderd ser uma realidade, levando
assim ao desenvolvimento de tratamentos baseados em novos mecanismos (KEEFE et al.,
2007).
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QUADRO?2.Sumério de guidelines de praticas clinicas baseadas em evidéncias para o cuidado de pacientes
com mucosite oral.

MUCOSITE ORAL

CUIDADOS BASICOS DE HIGIENE BUCAL E PRATICAS CLINICAS

« Avaliacdo, seguimento e cuidados sistematicos da saude bucal dos pacientes por equipe
multidisciplinar. Orientacdo de pacientes e responsaveis para uso de protocolos de cuidados
orais, a fim de se reduzir a gravidade da mucosite oral induzida por quimioterapia,
radioterapia ou ambas.

* Uso de escovas dentais com cerdas macias que devem Ser trocadas regularmente.

» Morfina como analgésico de escolha para tratamento da dor na MO em pacientes
submetidos ao TCTH . Uso frequente de escalas validadas como instrumento para avaliagcao
da dor, no seguimento dos pacientes.

* Uso de anestésicos topicos para alivio da dor em curto prazo.

RADIOTERAPIA: PREVENCAO

« Tratamento com radiacgéo tridimensional para reduzir as lesdes da mucosa.

* Benzidamina para prevengdo de mucosite induzida por moderadas doses de radioterapia de
cabeca e pescoco.

* Clorexidine ndo ¢ recomendado para prevenir MO em pacientes com tumores solidos de
cabeca e pescoco que receberdo radioterapia.

* Sucralfato e pastilhas antimicrobianas ndo sdo recomendadas para prevencdo de MO

induzida por radioterapia.

RADIOTERAPIA: TRATAMENTO

« Sucralfato também ndo é recomendado
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ADMINISTRAGAO DE DOSES-PADRAO DE QUIMIOTERAPICOS: PREVENGCAO

» Trinta minutos de crioterapia oral em pacientes que estdo recebendo 5-FU em bolus.
* Vinte a trinta minutos de crioterapia oral para reduzir a MO em pacientes tratados com
edatrexate em bolus.

* Aciclovir e seus analogos ndo devem ser utilizados rotineiramente para prevenir MO.

* Palifermina (fator de crescimento de queratinécitol) pode ser util na dose de 40ug/kg/dia

por 3 dias em pacientes que estdo recebendo 5-FU e leucovorin.

ADMINISTRACAO DE DOSES-PADRAO DE QUIMIOTERAPICOS: TRATAMENTO

* Clorexidine nao ¢ recomendado para reverter a mucosite oral ja estabelecida.

QUIMIOTERAPIA EM ALTAS DOSES, COM OU SEM IRRADIACAO TOTAL DO CORPO,
ASSOCIADAAO TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS:
PREVENCAO

* Palifermina ¢ recomendada na dose de 60ug/kg/dia por 3 dias antes do condicionamento e
por 3 dias apds o TCTH autdlogo em pacientes portadores de malignidades hematoldgicas que
receberam altas dose de QT e irradiacdo total do corpo.

*Crioterapia ¢ sugerida para prevencdo da MO em pacientes recebendo altas doses de
melfalam.

* Pentoxifilina ndo é recomendada para pacientes submetidos a TCTH.

» Enxague bucal com fator estimulador de colonias de macrofagos e granulocitos ndo é
indicado para pacientes que serdo submetidos a TCTH.

* Terapia com laser de baixa poténcia (TLBP) ¢ sugerida para reduzir a incidéncia de MO e a
dor relacionada a ela, em pacientes que recebem altas doses de QT ou quimioradioterapia
prévia ao TCTH. TLBP também € Gtil no manejo da mucosite causada por altas doses de

radioterapia em cabeca e pescoco.

Fonte: Keefe et al., 2007 e Peterson, Bensadoun e Roila, 2009.
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1.4 Xerostomia

A saliva desempenha um papel importante na manutencdo da satde bucal, visto
que é responsavel pela integridade dos tecidos orais, diluicdo de detritos alimentares e
bactérias e pela limpeza mecénica da cavidade oral. Além disso, previne infecgdes orais, na
medida em que proporciona atividade antimicrobiana (JENSEN et al., 2010).

Quando ha hipofuncdo da glandula salivar, geralmente coexiste uma sensacdo
constante de secura da boca, implicando ainda em sérios riscos de desenvolvimento de
infeccdes orais, desconforto da mucosa bucal e dor, que prejudicam o funcionamento oral,
levando a uma piora do estado nutricional.

Durante o tratamento de cancer de cabeca e pescoco, por exemplo, morbidades
relacionadas as glandulas salivares s@o esperadas durante e apds a radioterapia que envolve a
exposicdo dessas glandulas (VISSINK et al., 2003). No entanto, a xerostomia ndo esta
associada apenas ao tratamento com radioterapia, mas também a quimioterapia, podendo
chegar a 49,9% de prevaléncia, segundo alguns estudos (WICKHAM et al., 1999; EL-
HOUSSEINY et al., 2007; BLOMGREN et al., 2002). A xerostomia pode ocorrer nao
somente durante, mas também, ap0s a terapia antineoplasica, apresentando-se algumas vezes
como sequela do tratamento. Alguns pacientes podem ainda apresentar xerostomia de forma
temporaria e outros podem nem ser afetados.

E possivel que o 5-FU possa levar a hipossalivacdo através da reducio da taxa de
renovacdo celular ou ainda, pelos micro-organismos que estariam presente na mucosa
comprometida pelos efeitos do quimioterapico, o que levaria & infeccao e, consequentemente,

a hipossalivacéo.

1.5Amifostina- Um agente citoprotetor

Espera-se que um agente citoprotetor ideal tenha capacidade de reduzir a
toxicidade induzida tanto por radioterapia como por quimioterapia em tecidos normais, sem
no entanto interferir negativamente com os efeitos terapéuticos benéficos dessas intervencgdes,
podendo inclusive potencia-los. Esses farmacos devem ainda ser bem tolerados
(KOUKORAKIS et al., 1999).
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Atualmente, dispomos de alguns citoprotetores que possuem indicagfes bem
estabelecidas na prética clinica oncoldgica:

- Mesna é utilizada quando as oxazofosforinas, ciclofosfamida ou ifosfamida
fazem parte do tratamento quimioterapico. Seu mecanismo de a¢do envolve um antagonismo
quimico com a acroleina, metabdlito urotdxico desses farmacos, o que culmina com protecéo
da mucosa urotelial, prevenindo a cistite hemorragica (COX, 1979).

- Acido folinico previne a toxicidade na mucosa do trato gastrointestinal, causada
pela administracdo de metotrexate (FLOMBAUM et al., 1999).

- Fatores de crescimento hematopoiético recombinante humano, como fator
estimulador de col6nias de macréfago e granuldcito (rhGM-CSF), de granuldcitos (rhG-CSF)
e eritropoietina recombinante humana (rhEPQO) s&o agentes citoprotetores com atividade
contra neutropenia e anemia, respectivamente (RUBENSTEIN, 2000; HENKE et al., 1999).

WR-2721 foi desenvolvida pelo Programa de desenvolvimento de drogas
antirradiacdo do exército americano para proteger contra lesdes causadas pela radiacéo
ionizante (YUHAS et al., 1969). Atualmente, WR-2721 é conhecida como amifostina
(FIGURA 5). Este tiol € considerado um agente citoprotetor de amplo espectro, que protege
as células contra as lesdes causadas por radicais livres de oxigénio e apresenta um importante
papel na reducdo da toxicidade causada por agentes quimioterdpicos e pela radioterapia
(HENSLEYet al., 1999).

FIGURA 5. Estrutura quimica da amifostina

HO
HP”MNMNHE

-
HO™ H
O
Fonte: Adaptadode www.websters-online-dictionary.org/definitions/Amifostine

Amifostina, acido 2-[(3-aminopropil)amino]etilfosforotidico, € uma pr6-droga que
sO apresenta seu efeito protetor quando é defosforilada a metabolito ativo, WR-1065, através
da fosfatase alcalina (CALABRO- JONESet al., 1985). WR-1065 é ainda metabolizado a uma

molécula dissulfeto, que estd envolvida em outros mecanismos de citoprote¢do (FIGURA 6).
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O grupo tiol é capaz de eliminar radicais livres produzidos pela radiagdo ionizante ou por
farmacos antineoplasicos como as antraciclinas e bleomicinas (KOUKORAKIS, 2002).

A protecdo seletiva € resultado do grande acimulo do metabdlito ativo em tecidos
normais. Os tecidos tumorais, por serem relativamente hipovasculares, apresentam niveis de
hipoxia e baixo pH intersticial, além da expressdo reduzida de fosfatase alcalina, o que
desfavorece o acumulo da droga ativa nesses tecidos. Seu mecanismo de agdo envolve a
eliminacdo de radicais livres, protegendo dessa forma, as membranas celulares e 0 DNA de
danos causados por esses radicais (YUHAS et al., 1980). Estudos in vitro sugerem ainda que a
inducdo de anoxia celular pode ser um mecanismo de radioprotecdo da amifostina (PURDIE
et al., 1983), o que pode, indiretamente, levar a suprarregulacdo da expressdo de varias
proteinas envolvidas no reparo de DNA e inibicdo de apoptose, como Bcl-2 e o fator 1 a
indutor de hipoxia (KAJSTURA et al., 1996; SHIMIZU et al., 1996; CARMELIET et al,
1998) (FIGURAY).

FIGURA 6. (A) Conversdo de WR-2721, pr6-droga inativa, a um metabolito ativo WR-1065.
(B) Oxidagdo de WR-1065 a WR-33278.

(A) HoN(CH,)sNH(CH2);S-POsH,H, NEEH)NHHEH»SH
WR-2721 Fosfatase Alcalina WR-1065

(Amifostina)

(B) H,N(CH,)sNH(CH,),SH >  H,N(CH,);:NH(CH,),-S-S-R

WR-1065 Oxidacéo WR-33278

Fonte: Adaptado de Koukorakis,2002.

Imediatamente apés a administracio de WR-2721 na dose de 150mg/m? a
concentracdo maxima (100-800umol/l) € alcancada em 1 minuto e a meiavida é extremamente
rapida; 0,88 min (SHAW et al., 1986). Apo6s a administracdo da amifostina, aproximadamente
2,2% dela e de seus metabolitos sdo excretados na urina, indicando, portanto, que mais de
90% da droga e de seus metabolitos encontram-se no meio intracelular (SHAW et al., 1988).
Estudos farmacocinéticos com animais demonstram uma rapida distribuicdo da droga nos
tecidos, exceto no cérebro, pela incapacidade da droga de atravessar a barreira
hematoencefalica (RASAYet al., 1988).
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FIGURA 7. Mecanismo de agéo da amifostina.

i . Elimina radicais livres
Tempo pds-injecdo Fosfatase Alcalina !

Redugdo de quebra de
l WR-2721 —\ WR-1065(-SH) | DNA, lig cruzada DNA e

formagao de adutos.

30 min
* Metabolismo
OXIDACAO anaerébico - glicélise
Consumo de oxigénio ‘
intracelular e indugado .
de vias de hipéxia HIPOXIA Radiorresisténcia
I Proteinas induzidas
3 horas ? | por hipéxia >radio e
quimio resisténcia
l, WR-33278(-S-S-) | Lig DNA, Reparo
DNA e eliminagdo de
8 horas adutos

Fonte: Adaptado de Koukourakis, 2002.

A via de administracdo inicialmente utilizada para amifostina era a intravenosa; no entanto, a
via subcutéanea tornou-se alvo de grande interesse clinico pela praticidade da administracao e
por ser essa via mais adequada para certos esquemas terapéuticos que requerem doses diarias
desse citoprotetor (KOUKORAKIS et al., 2002).

Amifostina é geralmente bem tolerada, no entanto pode causar eventos adversos
transitorios relacionados a dose utilizada: hipotensdo, nausea, vomitos, espirros, sonoléncia,
gosto metalico durante a infusdo e, ocasionalmente, reacdes alérgicas como febre, rash e
choque anafilatico (BLUMBERG et al., 1982). Algumas reacGes estdo mais associadas com a
via de administracdo como é o caso da hipotensdo e a infusdo endovenosa e febre e reacdes
cutaneas, ambas mais relacionadas a via subcutanea (SASSE; CLARK; SASSE, 2006).

Amifostina foi gradualmente deixando de ser utilizada por conta da severa
hipotensdo que causava. Ao se observar, contudo, que esse efeito adverso ndo ocorria quando
a droga era administrada por via subcutanea, a amifostina foi resgatada de forma segura como
importante citoprotetor. Bardet et al. (2011) compararam em um estudo de fase I1l, o uso da
amifostina por via subcutanea e intravenosa em pacientes portadores de cancer de cabeca e
pescoco, em tratamento radioterapico. Os resultados mostraram que amifostina por via
intravenosa causava hipotensdo em 19% dos pacientes, enquanto que por via subcutanea esse

efeito adverso caia para 8%, sendo essa diferenca, estatisticamente significativa. Esse estudo
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mostrou ainda que, em relacdo a incidéncia de xerostomia, em 1 ano, foi maior em pacientes
que receberam amifostina por via subcuténea, porém, ndo houve diferenca significativa em
ambos 0s grupos, quando se analisava a xerostomia que ocorria em 2 a 3 anos do tratamento.

Estes resultados vdo de encontro as recomendagfes da Sociedade Americana de
Oncologia Clinica que, em sua atualizacdo de 2008, baseada em trés estudos randomizados,
orientou amifostina para pacientes em tratamento radioterapico. J& em estudos que avaliam
pacientes que recebem uma combinacdo de QT e RT, dois deles sugerem beneficio no uso da
amifostina (ANTONADOU et al., 2002; VACHA et al., 2003) e dois, ndo observaram
beneficio (BUENTZEL et al., 2006;HADDAD et al., 2009). Postula-se que as explicacdes
para esses dados controversos sejam por pontuagédo inadequada para avaliacdo da xerostomia,
bem como a falta de grupo placebo, na maioria dos estudos e pelo possivel agravamento da
xerostomia pelo uso da cisplatina (HEY et al., 2009), que é dificil de combater pelo
tratamento com amifostina.

Estudos vem sendo conduzidos no sentido de investigar diferentes usos da
amifostina. Seu papel protetor contra leucemogénese e carcinogénese vem sendo demonstrado
em diversos estudos experimentais (GRDINAet al., 1985; GRDINA; NAGY; SIGDESTAD,
1988; HILLet al., 1986; BOREK et al., 1983; MILASet al., 1984; UPTONet al., 1986). Esse
citoprotetor esta ainda sendo investigado na sindrome mielodisplasica, visto que foi
demonstrado que amifostina é capaz de estimular hematopoiese (LIST et al., 1997; LIST et
al., 1998; KLIMECKI et al., 1997; BOWEN et al., 1998).

Yuhas et al. (1979) demonstraram que amifostina reduz a toxicidade de agentes
alquilantes, sem afetar seu efeito antineoplasico. Foi demonstrado adicionalmente por
Allalunis-Turner e colaboradores, em 1988, que amifostina reduz a toxicidade pulmonar
induzida pela ciclofosfamida. Além disso, mostrou-se um importante papel protetor da
amifostina contra a toxicidade da doxorrubicina nos miocitos (DORR; LAGEL; MCLEAN,
1996).

Antonadou, Coliarakis e Synodinoume t(2001), em um estudo multicéntrico de
pacientes com cancer avancado de pulmao, demonstraram que o pré-tratamento diario com
amifostina reduzia a incidéncia da toxicidade pulmonar aguda e tardia e da esofagite, sem
afetar a eficacia do tratamento radioterapico. Varios estudos tém demonstrado ainda que o
pré-tratamento com amifostina pode reduzir a incidéncia e a severidade da toxicidade
gastrointestinal que comumente ocorre com 0 tratamento radioterapico ou
quimioradioterapico (KOUKORAKIS et al, 2000; ANTONADOU et al., 2004,
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ATHANASSIOU et al., 2004; BEN-JOSEF et al., 2002; KOUKOULIAS et al., 2005,
BENSADOUN et al., 2006).

Cosar et al. (2011) demonstraram que a lesdo renal cronica experimental em ratos,
induzida por radioterapia, pode ser reduzida pelo pré-tratamento dos animais com amifostina.
Foram utilizados 3 grupos de animais: controle e 2 grupos que receberam radioterapia nos rins
direitos, sendo que um dos grupos recebeu amifostina por via i.p. antes da irradiacdo. No dia
do sacrificio, na 242 semana, foram coletadas amostras de sangue e dos rins. Amifostina
reduziu os niveis séricos de malondialdeido (MDA) e do produto da proteina oxidativa
avancada (AOPP), quando comparada ao grupo irradiado e aumentou significativamente 0s
niveis séricos da atividade de catalase e glutationa. Nas amostras renais, houve uma
significativa redugdo de MDA e AOPP, além da atividade de glutationa.

Lino (2011) em sua dissertacdo de mestrado, avaliou o efeito protetor da
amifostina na neuropatia sensitiva periférica experimental, induzida por oxaliplatina. Os
resultados demonstraram que amifostina promoveu uma importante acdo protetora nas
alteracdes sensitivas e teciduais na neuropatia sensitiva periférica, induzida pela oxaliplatina e
que tal efeito parece ser devido a uma acdo antioxidante, desde que inibiu a expressdo da
proteina fos e da nitrotirosina; e a um efeito antiapoptotico, exercido atraves da ativacdo do
receptor NMDA. Seguindo a linha de estudo para a prevencdo de neuropatia causada por
cisplatina e seus compostos relacionados, Albers et al. (2011) avaliaram diversas intervencoes
terapéuticas, dentre elas a amifostina. Os pesquisadores demonstraram resultados favoraveis

para a neuroprotecdo por amifostina, quando eram utilizados testes sensoriais quantitativos.

1.6 Justificativa

Considerando o recente avango que a terapia antineoplasica tem conferido a
sobrevida dos pacientes oncoldgicos, tem se evidenciado de forma paralela, um aumento nos
eventos adversos relacionados ao tratamento.

A mucosite oral € uma complicacdo frequente, podendo acometer até 100% dos
pacientes, dependendo do esquema quimioterapico utilizado. Além disso, consiste num efeito
limitante da terapéutica, visto que pode levar ao atraso nos ciclos, reducdo de doses dos
quimioterapicos, interrupcdo do esquema de tratamento. A hipossalivacdo representa outro
efeito colateral de alguns quimioterapicos que pode complicar o tratamento por representar

um incremento nos riscos de desenvolvimento de infeccGes orais.
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Pesquisadores do Laboratério de Inflamacdo e do Céancer (LAFICA), do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceard, vém
realizando estudos com amifostina no intuito de investigar os mecanismos de acdo desse
citoprotetor. Nesse contexto, Mota em 2004, em seu trabalho de doutorado, estudou o efeito
da amifostina na MO experimental induzida por 5-FU em hamsters e demonstrou,
preliminarmente, que a droga revertia as lesdes causadas pelo quimioterapico de forma
significativa. Foi avaliado ainda, neste mesmo trabalho, o efeito citoprotetor na mucosa
intestinal de pacientes submetidos a quimioterapia; os resultados sugeriram que amifostina
previne a disfuncdo da barreira intestinal. Batista et al.(2006) demonstraram o efeito protetor
do tratamento com amifostina na cistite hemorréagica induzida pela injecdo sistémica de
ifosfamida, assim como pela injecdo intravesical de acroleina, seu metabdlito urotéxico
indutor dos eventos inflamatorios e da hemorragia. Adicionalmente, Junqueira-Junior et al.
(2011), demonstraram que o mecanismo pelo qual amifostina protege da lesdo géstrica
induzida por etanol em ratos, envolve a restauracdo de estoques de glutationa.

A protecdo da amifostina conforme a experiéncia do LAFICA em diversos
modelos de efeitos colaterais de drogas antineoplésicas, aliada a relevancia da mucosite oral
como efeito adverso limitante do uso terapéutico dessas drogas, e ainda sem uma terapéutica
padrdo, estimulou-nos a dar continuidade ao estudo dos mecanismos de acdo desse

citoprotetor no modelo experimental de mucosite oral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Demonstrar o efeito protetor da amifostina,via inibicdo de TNF-a, IL-1p ¢ NOS;,

na mucosite oral e na hipossaliva¢éo induzidas por 5-fluourouracil em hamsters.

2.2 Objetivos especificos

- Demonstrar o efeito protetor da amifostina sobre os eventos inflamatorios na mucosite
oral experimental induzida por 5-fluorouracil em hamsters, através da curva
ponderal, da contagem de leucdcitos totais, de escores macroscopicos e
histopatoldgicos e da atividade de mieloperoxidase.

- Avaliar o efeito da amifostina sobre as alteragdes salivares na mucosite oral
experimental induzida por 5-fluorouracil em hamsters.

- Verificar o efeito modulador da amifostina sobre a producao local de TNFa, IL-18, e

NOSI, avaliada pela dosagem de citocinas e imuno-histoquimica.



39

MATERIAL E METODOS



40

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados hamsters Golden siriam (Mesocricetus auratus) machos, com
massa corporea entre 100 e 150 gramas (g), provenientes do Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os animais foram alojados em caixas de plastico, em
grupo de 6 animais. Utilizou-se racdo padrdo purina CHOW e jerimum, com livre acesso a
agua.

A selecdo de hamsters para os experimentos foi baseada na facilidade de
observacdo de suas mucosas jugais e por sua habilidade em tolerar doses de quimioterapicos
capazes de induzir mucosite oral sem mortalidade significativa (SONIS et al.,1990).

Os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA 01/11)), do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFC, para uso de animais experimentais. Os animais em aprego
foram mantidos sob condicbes de temperatura ambiente e ciclos claros-escuros controlados
durante os experimentos. Todos os esforgos foram realizados no sentido de reduzir o nUmero

de animais, bem como a dor, o sofrimento e o estresse a que eles foram submetidos.

3.2 Aparelhos e Instrumentos Laboratoriais

* Balanca analitica Ohaus AS2600

* Balanca analitica Marte AL200

« Centrifuga Eppendorf 5804R

* ELISA ELX 800 — Biotex

* Espectrofotometro Spectronic 20 Genesys

» Homogeneizador de tecidos Ultra-turrax T8 e Dispergierstation T8.10 — Ika
Labortechnik

* Material cirurgico

* Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N
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* Micropipetas Gilson de 2, 10, 20, 100, 200 e 1000ul
* Microscépio binocular Nikon Alphaphot2 VS2

* Micrétomo Olympus

* Placa de 96 pocos

* Ponteiras para pipetas automaticas Sigma

» Seringas (B-D Plastipak)

Solugdes, Liquidos e Corantes utilizados

* FLUOROURACIL: ampola de 10ml (25mg/ml) (EUROFARMA)
* HIDRATO DE CLORAL (REAGEN)

* HEMATOXILINA (REAGEN)

« EOSINA (MERK)

« FORMALDEIDO (ANALITICA)

* TRIBROMO ETANOL

« ALCOOL ETILICO PA (ANALITICA)

* AMIFOSTINA

* Anticorpo primario (goat anti-TNF-a) (SANTA CRUZ-BIOTECH)
* Anticorpo primario (rabbit anti-NOS) (SANTA CRUZ-BIOTECH)
* Anticorpo primario (rabbit anti- IL-1B) (SANTA CRUZ-BIOTECH)
* DIAMINOBENZIDINA (DAKO)

* Kit Duo Set ® TNF-a- (R&D SYSTEMS)

* Kit Duo Set ® IL-1pB- (R&D SYSTEMS)

« Anticorpo secundario (antigoatlgG) (BIOGEN)

* Peroxidase

* Xilol

* Tampao citrato

* PBS

» BSA:albumina bovina; cod. A-7906, Sigma
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3.4 Protocolo Experimental

3.4.1 Modelo de mucosite oral induzida por 5-Fluorouracil (5-FU) em hamsters

Utilizou-se 0 modelo de mucosite oral experimental, originalmente desenvolvido
por Sonis et al. (1990) e adaptado no Laborat6rio de Farmacologia da Inflamagéo e do Céancer
(LAFICA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicinada UFC
(LEITAO et al., 2007; LIMA et al., 2005). A FIGURA 8 ilustra, através de esquema, 0
protocolo experimental.

Os animais receberam 5-FU em doses de 60 e 40 mg/kg nos dias 1 e 2,
respectivamente, por via intraperitoneal (i.p.). No quarto dia, foram feitas escoria¢cdes nas
mucosas jugais direitas dos animais, previamente anestesiados com tribromo-etanol na dose
de 250 mg/kg, i.p., para reproduzir os sinais clinicos da irritagdo cronica. O trauma mecénico
(TM) foi constituido pela realizacdode quatro ranhuras distribuidas no sentido radial e duas no
sentido periferico; em ambas as faces de uma mesma mucosa, com o auxilio de uma agulha de
calibre 22G (BD).

O sacrificio dos animais foi realizado no 10° dia do experimento com Hidrato de
Cloral a 10% (300 mg/kg i.p.).
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FIGURA 8. Protocolo de mucosite oral experimental.
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4° dia: escoriagdes
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Estudo imunohistoquimico / |
Mieloperoxidase
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Fonte: Adaptado de Lima, 2004.

3.4.2 Grupos experimentais

I. Animais (n=6) foram tratados com solucéo salina a 0,9% (5ml/kg, i.p.), nos dias
le2.

I1. Animais (n=6) foram submetidos a inducdo de mucosite experimental, através
de 5-FU nos dias 1 e 2, respectivamente, nas doses 60 e 40 ml/kg, por via intraperitoneal
(i.p.), submetidos a trauma mecénico, no quarto dia e tratados com solucdo salina a 0,9%

(5ml/kg, s.c.), diariamente.
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[11. Animais (n=6) foram submetidos a trauma mecanico, no quarto dia; tendo
recebido solucéo salina a 0,9% (5ml/kg, i.p.) nos dias 1 e 2.

IV, V e VI. Animais (n=6, em cada grupo) foram submetidos a inducdo de
mucosite oral experimental e tratados com amifostina. Os grupos IV, V e VI receberam
amifostina nas doses de 12,5, 25 ou 50mg/kg/dia, respectivamente, por viasubcutanea (s.c.),
durante os dias de experimento, sendo que, nos dias 1 e 2, a droga era administrada 30
minutos antes da aplicacéo de 5-FU.

3.5 Parametros avaliados

3.5.1 Analise da variacao de massa corpdrea

Para avaliacdo ponderal, os animais foram pesados diariamente durante todo o
periodo experimental (10 dias). Os valores encontrados foram expressos em variagdo

percentual de peso em relacdo ao peso inicial.

3.5.2 Avaliacdo da taxa de salivacéo ndo estimulada

Os animais submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU, assim como o grupo
salina e o grupo ranhura, foram anestesiados com tribromo etanol no 4° e 10° dias de
experimento, respectivamente, para avaliacdo da taxa de salivacdo (LEITAO et al., 2007).
Para tal, a saliva pré-existente nas cavidades bucais foi retirada por bolinhas de algodao,
posicionadas no assoalho bucal. Em seguida, cones de papel de filtro para uso em endodontia
(TANARI Industrial LTDA, Brasil) foram pesados e posicionados bilateralmente no assoalho
bucal para absorcéo da saliva secretada durante 5 minutos. Apos esse periodo, 0s cones foram
retirados e novamente pesados. A producdo salivar durante 5 minutos foi determinada pela

diferenca entre as duas pesagens.
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3.5.3 Estudo Hematoldgico

No 10° dia, os animais foram anestesiados com Hidrato de Cloral a 10% (300
mg/kg i.p.). Em seguida, foi retirado sangue através do plexo coroide do olho direito de cada
animal. Adicionalmente, 20 pL de sangue foram diluidos em 380 pL de Liquido de Turk, para
a realizacdo da contagem total do numero de leucdcitos. Logo apds, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. A contagem dos leucdcitos séricos foi realizada com o
auxilio da cAmara de Neuebauer, juntamente com o uso do microscopio 6ptico (100X; Nikon).
Os resultados foram expressos como numero total de leucécitos, contados nos quatro campos
da camara e, posteriormente, multiplicados pelo fator de correcdo desta. Por fim, os valores

foram expressos em n° de células/mm?®.

3.5.4 Analise macroscopica das mucosas jugais

Previamente ao sacrificio dos animais, no 10° dia, suas mucosas jugais direitas
foram expostas para serem analisadas e fotografadas, antes de serem removidas. Para analise
macroscopica foram observados os aspectos inflamatorios como presenca, intensidade e
extensdo de eritema, hiperemia, hemorragia, Ulceras e abscessos, classificados conforme
escores padronizados a seguir (SONIS et al.,2000) (FIGURAD9):

« Escore 0: mucosa jugal completamente saudavel. Sem erosdo ou vasodilatacao.

« Escore 1: presenca de eritema, mas sem evidéncia de erosdo da mucosa.

« Escore 2: eritema severo, vasodilatacdo e erosdo superficial.

*Escore 3: formacdo de Ulceras em uma ou mais faces, afetando até 25% da area
da mucosa jugal. Severo eritema e vasodilatacéo.

*Escore 4: formagdo cumulativa de Ulceras de cerca de 50% da area da mucosa
jugal.

*Escore 5: virtualmente completa ulceracdo da mucosa jugal. Exposicdo da

mucosa jugal dificultada, sem que haja sangramento.
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FIGURA 9. Gradacao por escores de 0 a 5 quanto aos aspectos macroscOpicos de mucosas jugais de

hamsters submetidos a mucosite oral.
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3.5.5 Analise histopatoldgica das mucosas jugais

O estudo histopatoldégico das mucosas jugais realizado em cortes seriados de 5 um
de espessura foi observado ao microscépio éptico (40X e 100X). No dia do sacrificio, ap6s a
realizagcdo das fotos, as mucosas foram removidas e divididas. Uma parte foi fixada em
solucdo tamponada de formaldeido a 10% por 24h e, em seguida, conservada em alcool a 70%
até o dia de preparacdo das laminas. A outra parte da mucosa foi congelada a -70 °C para
afericdo de mieloperoxidase (MPO) e dosagem de citocinas. Para analise microscépica foram
avaliados presenca e intensidade do infiltrado inflamatério celular, dilatacdo e ingurgitamento
vasculares, hemorragia, edema, Ulceras e abscessos, classificados de acordo com escores
padronizados de 0 a 3 (FIGURA10), em nosso laboratério (LIMA et al., 2005), citados a
sequir:

« Escore 0: epitélio e conjuntivo sem vasodilatacéo, infiltrado celular inflamatério
ausente ou discreto; auséncia de hemorragia, edema, Ulceras ou abscessos.

« Escore 1: ingurgitamento vascular discreto, areas de reepitelizacdo; infiltrado
celular discreto, as custas de leucocitos monocelulares, auséncia de hemorragia, de edema, de
ulceras ou de abscessos.

» Escore 2: ingurgitamento vascular moderado, degeneracdo hidrépica epitelial
(vacuolizacdo); infiltrado celular moderado, com predominio de leucdcitos
polimorfonucleares; presenca de areas de hemorragia, de edema e de eventuais Ulceras
pequenas; auséncia de abscessos.

*Escore 3: ingurgitamento vascular acentuado; vasodilatacdo acentuada, infiltrado
celular acentuado, predominando polimorfonucleares; presenca de areas hemorragicas, de

edema, de abscessos e Ulceras extensas.
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FIGURA 10. Cortes histopatoldgicos de mucosa jugal de hamsters com escore 0 (A), escore 1 (B), escore 2

(C) e escore 3 (D) de mucosite oral.

Em B, seta vertical evidenciando edema;

Em C, seta horizontal indicando hemorragia;

Em D, seta inclinada apontando parapresenca de Ulcera.

Em B, C e D, cabeca de seta evidenciando infiltrado celular discreto, moderado e acentuado,
respectivamente.

3.5.6 Dosagem de mieloperoxidase

O corte das mucosas jugais, inicialmente congeladas, foi utilizado para afericdo da
mieloperoxidase (MPO) por método colorimétrico. As amostras (45 a 100 mg) das mucosas
jugais dos hamsters foram colocadas em tampédo fosfato de potassio com HTAB 0,5%
(brometo dehexadecitrimetilamdnio), em pH 6,0, na proporgdo de 50mg/ml e homogeneizadas
PolitronUltra-Turrax, sob condigdes adequadas de refrigeracdo. Em seguida, os homogenatos
foram centrifugados a 3400 g por 20 min a 4°C e o sobrenadante, colhido. Este foi transferido

para tubos de eppendorfs e novamente centrifugado (10 min) para a melhor remocdo de
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contaminantes. Apés plaqueamento de 7uL do sobrenadante, em duplicata, (placas de 96
pocos), 200puL da solucéo de leitura (5mg de o-dianisidine; 15 pL H,0,1%, 3mL de NaPO,
buffer; 27mL de H,O, destilada) foram adicionados aos pocos e foi realizada a leitura a
460nm (to=0 min e t;= 1 min). A mudanca na absorbancia foi obtida, plotada em curva padrao
de MPO e os valores obtidos foram expressos em atividade de MPO U/mg tecido.

As medidas de atividade da MPO foram realizadas através de uma versdo
modificada do método descrito por Bradley, Christensen e Rothstein(1982), utilizando
0,0005% de perdxido de hidrogénio (H,O) como substrato para MPO. A unidade de atividade
de MPO foi definida como aquela capaz de converter 1umol de H,O, em &4gua em 1 minuto a
22° C. Durante o ensaio, a medida que o peroxido de hidrogénio era degradado ocorria a
producdo de anion superoxido, responsavel pela conversdo de o-dianosidine em um composto

de cor marrom. Os resultados foram expressos como atividade de MPO/mg de tecido.

3.5.7 Imuno-histoquimica para TNFa, IL-1p e NOSi.

A imuno-histoquimica para TNFa, IL-1B e NOSi foi realizada usando o método
de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU et al., 1981). No décimo dia experimental, os
animais que receberam solucéo salina, os que foram submetidos ao TM e 0s que receberam 5-
FU e amifostina na dose de 50mg/kg/dia foram sacrificados e tiveram suas mucosas jugais
direitas removidas e, em seguida, fixadas em formol 10% por 24h. Ato continuo, foram
desidratadas, embebidas em parafina e seccionadas em laminas microscépicas de poli-L-
lisina. Os cortes foram desparafinados e reidratados em xileno e alcool. Apds recuperacao
com antigeno, peroxidase enddgena foi realizada (15min) com 3% (v/v) de peroxido de
hidrogénio e lavada em tampdo fosfato (PBS). Os cortes foram incubados “overnight” (4° C)
com anticorpo priméario anti-TNFa de caprino, anti-IL-1 e anti-NOSi, ambos de coelho,
diluido1:100 em PBS com albumina sérica bovina (PBS-BSA). Em seguida, foram encubados
com “biotinylatedgoatanti-habbit”; diluido 1:400 em PBS-BSA. Depois de lavados, os cortes
foram novamente incubados com o complexo conjugado  “avidin-biotin-
horseradishperoxidase” (Strep ABC complexo pela VectastainR ABC Reagent e solugdo de
peroxidase) por 30 minutos, de acordo com o protocolo da Vectastain. TNF-a, IL-1p e NOSi
foram visualizados com o cromdgeno 3,3’diaminobenzidine (DAB). Os cortes foram corados

com hematoxilina, desidratados em uma série de concentrac@es de alcool, clareados com xilol
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e, por fim, a laminula foi colocada. Controles negativos foram processados simultaneamente
como descrito acima, sendo que o primeiro anticorpo foi substituido por PBS-BSA 5%, e
nenhum desses mostraram imunorreatividade para TNFa, IL-1B ou NOSi.

3.5.8 Dosagem tecidual de citocinas TNFa e IL-1§

Amostras de mucosa jugal dos animais que receberam solucdo salina, os que
foram submetidos ao TM e os que receberam 5-FU e amifostina na dose de 50mg/kg/dia
foram retiradas no 10° dia para analise de citocinas e estocadas em freezer -70°C até o
momento do ensaio. O tecido coletado foi homogeneizado e processado como descrito por
Safieh-Garabedian et al. (1995). A deteccdo de TNFa e IL-1 foi determinada por ELISA,
como descrito previamente (CUNHA et al., 1993). Resumidamente, placas para ELISA de 96
pocos foram incubadas por 12h a 4°C com anticorpos anti-TNFoa murino e anti-IL-1 murino
(2ug/ml, cada). Apds bloqueio das placas, as amostras e a curva padrao foram adicionadas em
duplicata em vérias diluicdes e incubadas por 24h a 4°C. As placas foram, entdo, lavadas trés
vezes com solucdo tampdo e incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti- TNFa e
anti-IL-1 diluidos (1:1000 com o tampdo de ensaio com BSA 1%). Apds o periodo de
incubacdo a temperatura ambiente por 1h, as placas foram lavadas e 50 pLL do complexo HRP-
avidina diluido 1:5000 foram adicionados. O reagente de cor O-fenilenodiamina (OPD, 50uL)
foi adicionado 15 min depois e as placas foram incubadas no escuro a 37°C por 15 a 20min. A
reacdo enzimatica foi parada com H,SO, e a absorbancia medida a 490 nm. O resultado foi

expresso em pg/ml/mg proteina.

3.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada atraves do software GraphPadPrism®, versao
5.0, empregando o teste de analise de variancia (ANOVA) ou Kruskal Wallis conforme os
dados apresentassem distribuicdo normal ou ndo, respectivamente. Quando identificada
diferenca significativa entre os grupos, foram utilizados seguidamente o teste de comparagoes

multiplas de Newman-Keuls ou teste de Dunn. Os resultados foram expressos como média +
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E.P.M (dados paramétricos) ou pela mediana (minimo -méximo) (dados ndo paramétricos). As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1Efeito do tratamento com amifostina sobre 0s aspectos macroscopicos observados na

mucosite oral

Na avaliagdo macroscopica das mucosas jugais, realizadas através de escores,
detectou-se que a administracdo do 5-fluorouracil (5-FU) foi capaz de induzir um
significativo aumento (p<0,05) no grau atribuido a lesdo [5(3-5)] quando comparado ao grupo
tratado apenas com salina [0 (0-0)] ou trauma mecéanico [1(1-3)]. Em relacdo aos grupos
tratados com amifostina (AMF), verificou-se que as doses 25 e 50 mg/kg conferiram uma
protecdo estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparados ao grupo que recebeu 5-
FU ([2(1-4);2,5(1-5))] (TABELA 4).

A FIGURA 11 ilustra o aspecto macroscopico das mucosas jugais dos animais
submetidos & mucosite oral experimental, obtidas no décimo dia do experimento de animais

que receberam salina, 5-FU e amifostina (12,5, 25 e 50 mg/kg/dia).

4.2 Efeito da amifostina sobre os aspectos histoldgicos observados na mucosite oral

Na avaliagcdo microscOpica das mucosas jugais, realizadas através de escores,
detectou-se que a administracdo do 5-FU foi capaz de induzir um significativo aumento
(p<0,05) no grau atribuido a lesdo [3(2-3)] quando comparado aos grupos salina [0 (0-0)] ou
trauma mecanico [2(0-3)]. Em relacdo aos grupos tratados com AMF, verificou-se que as
doses 12,5 e 50 mg/kg conferiram uma protecdo estatisticamente significante (p<0,05) quando
comparados ao grupo que nao recebeu 5-FU [2(0-3); 2(0-3)] (TABELA 2).

A FIGURA 12 ilustra de modo representativo o aspecto microscopico das
mucosas jugais dos animais submetidos a mucosite oral experimental, obtidas no décimo dia

do experimento em animais tratados com salina, 5-FU e amifostina (12,5, 25 e 50 mg/kg/dia).
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FIGURA 11. Aspecto macroscopico das mucosas jugais de animais tratados com salina (A), submetidos a
mucosite oral experimental (B) e tratados com amifostina nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg/dia (C, D e E,

respectivamente).

AN

A mucosite oral em hamsters foi realizada através de injeces de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecanico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina
12,5, 25 e 50mg/kg diariamente até o 10° dia. Os hamsters foram sacrificados no 10° dia, quando tinham suas
mucosas jugais direitas expostas para serem analisadas e fotografadas, antes de serem removidas. Para anélise

macroscopica foram observados os aspectos inflamatdrios como presenga, intensidade e extensdo de eritema,
hiperemia, hemorragia, Ulceras e abscessos.
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FIGURA 12. Aspecto microscopico (aumento de 40x) de mucosa jugal normal (A), submetida a trauma
mecénico (TM) (B), com mucosite oral experimental (C) e com mucosite experimental tratada com AMF
12,5 (D), 25 (E) e 50 mg/kg/dia (F).
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Em B, seta horizontal evidenciando hemorragia e cabeca de seta, infiltrado celular moderado em C, seta
inclinada indicando Ulcera e cabeca de seta, infiltrado celular acentuado em D, seta vertical evidenciando
edema e em E, cabeca de seta indicando infiltrado celular moderado.

A mucosite oral em hamsters foi realizada através de inje¢des de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecanico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina
12,5, 25 e 50mg/kg diariamente até o 10° dia. Os hamsters foram,sacrificados no 10° dia, quando tinham suas
mucosas jugais removidas. O estudo histopatologico das mucosas jugais foi realizado em cortes seriados de Spm
de espessura, ao microscopio ptico (40X e 100X), no dia do sacrificio, apds a realizacdo das fotos. As mucosas
foram removidas e divididas, sendo uma parte fixada em solucdo tamponada de formaldeido a 10% por 24h e
apos, conservada em &lcool a 70% até o dia de preparacdo das laminas. Para andlise microscopica
foramavaliados presenca e intensidade do infiltrado inflamatdrio celular, dilatagdo e ingurgitamento vasculares,
hemorragia,edema, Ulceras e abscessos, classificados de acordo com escores padronizados de 0 a 3 em nosso
laboratorio.
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TABELA 2.Amifostina reduz de forma dose-dependente os escores macroscopicos e 0s microscopicos, em

animais submetidos a mucosite oral.

Grupos Escores
Macroscopicos

Escores

Microscépicos

Salina 0 (0-0)
™ 1(1-3)
5-FU + Salina 5(3-5) *
AMF 12,5+ 5-FU 3,5 (1-5)
AMF 25+ 5-FU 2 (1-4)*
AMF 50 + 5-FU 2,5 (1-5)"

0 (0-0)
2 (0-3)

3(2-3) *
2 (0-3)*
2,5 (1-3)
2 (0-3)*

A mucosite oral em hamsters foi realizada através de injecBes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecéanico das mucosas jugais (4° dia). Os animais foram tratados com amifostina
12,5, 25 e 50 mg/kg diariamente até o 10° dia. Os hamsters foram sacrificados no 10° dia, quando tinham suas
mucosas jugais direitas expostas para serem analisadas e fotografadas, antes de serem removidas. Os dados
representam mediana e variacdo de pelo menos 6 hamsters. *p<0,05 representa diferencas estatisticas (Kruskal-
Wallis e Teste de Dunn) dos animais com mucosite oral pelo 5-FU em relacdo aqueles tratados com salina.
#p<0,05 representa diferencas estatisticas (Kruskal-Wallis e Dunn) dos animais com mucosite oral tratados com

amifostina em relacdo aqueles tratados com 5-FU.
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4.3 Efeito da amifostina sobre a variacdo de massa corporea dos animais submetidos a

mucosite oral experimental

A administragdo de 5-FU causou significante reducdo corpérea (%/dia) dos
animais (p<0,05), a partir do 5° dia (94,15 * 1,19), quando comparado ao grupo salina (99,73
+0,35).

O pré-tratamento dos animais com amifostina nas doses de 12,5, 25 e 50
mg/kg/dia ndo preveniu de forma significativa (p>0,05) a variacdo de massa corporea
(95,49 + 0,73; 94,06 = 0,95; 95,31 + 0,82, respectivamente) quando comparado ao grupo
tratado somente com 5-FU (FIGURA 13).

4.4 Efeito da amifostina sobre a contagem total de leucdcitos séricos dos animais

submetidos a mucosite oral experimental

A mucosite oral induzida por 5-FU néo alterou de forma significativa (p>0,05) o
nimero de leucécitos totais (leucocitos/mm?®), no 10° dia (10590 + 1430), quando comparado
ao grupo salina (10750 £ 2821).

O pré-tratamento dos animais com amifostina nas doses de 12,5, 25 e 50
mg/kg/dia ndo alterou de forma significativa (p>0,05) o namero de leucdcitos totais, no 10°
dia (9193 + 2091; 10960 + 3740; 8675 + 1603, respectivamente), a despeito da administracéo
do 5-FU guando comparado ao grupo que recebeu 5-FU (FIGURA 14).
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FIGURA 13.Amifostina ndo previne a perda ponderal em animais submetidos a mucosite oral.
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A mucosite oral em hamsters foi induzida através de injecdes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose,no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecéanico das mucosas jugais (4° dia). Os animais foram tratados com amifostina
12,5, 25 e 50mg/kg, diariamente, até o 10° dia. Os pontos representam a variacdo de percentagem das massas dos
animais em relagdo as suas massas originais, durante 10 dias. O grafico revela que o 5-FU induziu significativa
perda de peso quando comparado ao grupo tratado com salina (p<0,05). Adicionalmente, amifostina em
nenhuma das doses testadas conferiu protecéo aos animais quando comparada ao grupo 5-FU (p>0,05). O trauma
mecéanico por si ndo interferiu com a curva ponderal dos animais em comparagdo ao grupo salina (p>0,05).
*p<0,05 representa estatistica do grupo de animais sunbmetidos & mucosite oral vs grupo tratado com salina.
(Anova; Bonferroni)
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FIGURA 14. Amifostina ndo alterou o nimero de leucdcitos totais em hamsters submetidos a mucosite
oral induzida por 5-FU.
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A mucosite oral em hamsters foi realizada através de inje¢Bes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecéanico das mucosas jugais (4° dia). Os animais foram tratados com amifostina
12,5, 25 e 50mg/kg, diariamente, até o 10° dia. No dia do sacrificio (10° dia), os animais foram anestesiados com
Hidrato de Cloral a 10% e submetidos a coleta de sangue através do plexo coroide do olho direito de cada
animal. A contagem dos leucécitos séricos foi realizada com o auxilio da camara de Neuebauer juntamente com
0 uso do microscopio Optico (100X; Nikon). Os resultados foram expressos como numero total de leucécitos
contado nos 4 campos da cAmara de Neuebauer e posteriormente multiplicados pelo fator de corre¢do da cAmara
de Neuebauer. Os valores representam Média + EPM do ndmero total de leucdcitos/mm?®. (Anova; Bonferroni.).
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4.5 Efeito da amifostina sobre a atividade de mieloperoxidase observadas na mucosite

oral em hamsters

A administragdo de 5-FU foi capaz de induzir um aumento significativo (p<0,05)
da atividade de mieloperoxidase (U/mg tecido) (5,96 + 1,81) quando comparado ao grupo que
recebeu apenas salina (0,96 + 0,47). O pré-tratamento dos animais com amifostina na dose de
50 mg/kg/dia protegeu significativamente (p<0,05) os animais (1,79 + 0,32), apesar da
administracdo do 5-FU quando comparado ao grupo 5-FU, atingindo uma inibi¢do de 64,2%
dos niveis de atividade de MPO. O grupo submetido apenas ao trauma mecanico nao
apresentou aumento da atividade de mieloperoxidase (1,41 + 0,42) quando comparado ao
grupo injetado com salina (p>0,05). As doses de 12,5 e 25 mg/kg da amifostina néo
conferiram protecdo significativa aos animais (p>0,05) em compara¢do ao grupo 5-FU
(FIGURAI15).



61

FIGURA 15. Amifostina reduz a atividade de MPO de forma dose-dependente, em animais
submetidos a mucosite oral.
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A mucosite oral em hamsters foi induzida através de injecGes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2°
dias, respectivamente) e de trauma mecanico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados
com amifostina 12,5, 25 e 50mg/kg, diariamente até o 10° dia. As mucosas foram retiradas por ocasido
do sacrificio realizado no décimo dia e congeladas em freezer a 70 graus Celsius negativos. As
medidas de atividade da mieloperoxidase foram realizadas através de uma versdo modificada de
Bradley, Christensen e Rothstein (1982). As barras representam Média + EPM da quantidade de
atividade de MPO/ miligrama de mucosa jugal. *p<0,05 representa diferenca estatistica do grupo de
animais com mucosite oral tratado com 5-FU em relacéo aquele tratado com salina. “p<0,05 representa
diferenca estatistica do grupo de animais com mucosite oral tratado com amifostina em relacdo aquele
tratado com 5-FU (Anova;Bonferroni).
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4.6 Efeito da amifostina sobre a hipossalivacéo induzida por 5-FU

A administracdo de 5-FU foi capaz de reduzir de forma significante (p<0,05) a
producéo salivar ndo estimulada (mg/Kg) (0,50 + 0,38), quando comparada ao grupo tratado

apenas com salina (3,17 1,22).
O pré-tratamento dos animais com amifostina nas doses de 12,5, 25 e 50

mg/kg/dia reverteu significativamente (p<0,05) a reducdo da producdo salivar (6,86 + 1,59;
560 + 1,72; 450 + 1,20), respectivamente, apesar da administracdo do 5-FU quando
comparado ao grupo tratado exclusivamente com 5-FU (FIGURA 16).

FIGURA 16. Amifostina preveniu a hipossaliva¢édo induzida por 5-FU.
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A mucosite oral em hamsters foi realizada através de inje¢des de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecanico das mucosas jugais (4° dia). Os animais foram tratados com amifostina
12,5, 25 e 50mg/kg, diariamente, até o 10° dia. A producéo salivar dos animais submetidos & mucosite oral foi
avaliada através da pesagem de cones posicionados bilateralmente no assoalho bucal para absor¢do da saliva
secretada durante 5 minutos, no 4° e 10° dias de experimento. As barras representam Média + EPM da variacao
dos pesos dos cones do 10° dia em relacdo ao 4°, mostrando que o tratamento com amifostina preveniu a reducéo
da producdo salivar causada pela mucosite oral induzida pelo 5-FU. *p<0,05 representa diferenga estatistica em
relagdo aos animais do grupo salina. “p<0,05 representa diferenca estatistica em relacdo aos animais do grupo

tratado com 5-FU. (Anova; Bonferroni).
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4.7 Efeito da amifostina sobre a dosagem tecidual de fator a de necrose tumoral (TNF-a)

e interleucina 1  (IL-1PB), nas mucosas jugais de hamsters

O tratamento dos animais com 5-FU foi capaz de induzir um significativo
(p<0,05) aumento da dosagem tecidual de TNF-a e IL-1p (pg/mL) (1471 452,7;6870x
2417,) quando comparado ao grupo tratado apenas com salina (0,0+ 0,0;787,5+ 356,1,). O
pré-tratamento dos animais com amifostina na dose de 50 mg/kg/dia protegeu
significativamente (p<0,05) os animais (428,6+ 246,3;395,9+ 86,06) a despeito da
administracdo do 5-FU quando comparado ao grupo tratado exclusivamente com 5-FU. O
grupo submetido apenas ao trauma mecanico nao apresentou aumento da dosagem tecidual de
TNF-0, nem de IL-1B(354,3+ 354,3; 691,3+ 239,5) quando comparado ao grupo tratado
somente com salina (p>0,05) (FIGURAS 17 e 18).

FIGURA 17.Amifostina reverteu de forma dose-dependente o aumento da dosagem tecidual de TNF-a em
hamsters tratados com 5-FU.
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A mucosite oral em hamsters foi induzida através de inje¢Bes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecanico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina
na dose de 50mg/kg, diariamente, até o 10° dia. As mucosas foram retiradas por ocasido do sacrificio realizado
no décimo dia e congeladas em freezer a 70 graus Celsius negativos. O tecido coletado foi homogeneizado e
processado como descrito por Safieh-Garabedianet al.. (1995). A detec¢do de TNF-o foi determinada por
ELISA. ?p<0,05 representa diferenca estatistica do grupo de animais com mucosite oral tratados com 5-FU em
relacéo aquele tratado com salina. ° p<0,05 representa diferenca estatistica do grupo de animais com mucosite
oral tratado com amifostina em relacdo aquele tratado com 5-FU. O ndmero de hamsters utilizado em cada grupo
foi no minimo seis (Anova; Bonferroni).
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FIGURA 18. Amifostina reverteu de forma dose-dependente o aumento da dosagem tecidual de IL-1p em
hamsters tratados com 5-FU.
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A mucosite oral em hamsters foi induzida através de injecdes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecanico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina
na dose de 50mg/kg, diariamente, até o 10° dia. As mucosas foram retiradas por ocasido do sacrificio realizado
no décimo dia e congeladas em freezer a 70 graus Celsius negativos. O tecido coletado foi homogeneizado e
processado como descrito por Safieh-Garabedianet al. (1995). A deteccdo de IL-1p foi determinada por
ELISA.?p<0,05 representa diferenca estatistica do grupo de animais com mucosite oral tratados com 5-FU em
relacdo aquele tratado com salina. "p<0,05 representa diferenca estatistica do grupo de animais com mucosite
oral tratado com amifostina em relagdo aquele tratado com salina. O ndmero de hamsters utilizado em cada
grupo foi no minimo seis (Anova; Bonferroni).
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4.8 Efeito da amifostina sobre a imunomarcacéo para TNF-a, IL-1p e 6xido nitrico
sintase induzida (NOSi) nas mucosas jugais de hamsters

A administracdo de 5-FU foi capaz de induzir um aumento significante (p<0,05)
da imunomarcacdo para TNF-o, IL-1p e NOSi (pg/ml)[2(1-3);2(1-3);3(2-3)] quando
comparado ao grupo que recebeu apenas salina [0(0-0); 0(0-1); 0(0-1)], respectivamente. O
pré-tratamento dos animais com amifostina na dose de 50 mg/kg/dia protegeu
significativamente (p<0,05) os animais, a despeito da administracdo do 5-FU (0(0-1); 0(0-2);
1(0-3)) quando comparado ao grupo tratado somente com 5-FU. O grupo submetido apenas
ao trauma mecanico ndo apresentou aumento da imunomarcacdo para TNF-a, IL-1B e NOSi
[0(0-1);1(1-2);2(0-3)] quando comparado ao grupo tratado exclusivamente com salina
(p>0,05) (Tabelas3, 4 e 5).

As figuras 19,20 e 21 ilustram a imunomarcagdo para TNF-a, IL-13 e NOS;i,
respectivamente; de uma mucosa jugal normal, submetida apenas ao trauma mecanico, com
mucosite oral experimental e com mucosite experimental tratada com amifostina na dose de
50 mg/kg/dia.
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FIGURA 19. Fotomicrografias da imuno-histoquimica para expresséo de fator de necrose tumoral
(aumento 400X), em mucosas jugais de hamsters.

As figuras mostram no detalhe, & direita (aumento 1000X), um aumento dos tecidos e suas respectivas
imunomarcagdes.

Em A, animal normal; em B, animal submetido a trauma mecénico; em C, animal submetido & mucosite oral
induzida por 5-FU e submetido ao TM; em D, animal submetido & mucosite oral induzida por 5-FU e tratado
com amifostina na dose de 50mg/kg/dia e em E,controle negativo ndo incubado com anticorpo primério. A
mucosite oral em hamsters foi induzida através de injecBes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecanico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina
na dose de 50mg/kg, diariamente, até o 10° dia. No décimo dia do protocolo experimental, os animais foram
sacrificados e tiveram suas mucosas jugais direitas removidas e, em seguida, fixadas em formol 10% por 24h. A
expressdo por imuno-histoquimica de TNF-a em mucosas jugais de animais submetidos & mucosite oral
experimental induzida por 5FU foi realizada usando o método de estreptavidinabiotina-peroxidase (HSU et al.,
1981).
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TABELA3. Escores das analises de imuno-histoquimica para TNF-a

Grupos Escores

imuno-histoquimica

Salina 0 (0-0)
™ 0 (0-1)
5-FU+ Salina 2 (1-3)*
AMF 50 + 5-FU 0(0-1)*

A mucosite oral em hamsters foi induzida através de injecGes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecénico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina
na dose de 50mg/kg, diariamente, até o 10° dia. No décimo dia do protocolo experimental, os animais foram
sacrificados e tiveram suas mucosas jugais direitas removidas e, em seguida, fixadas em formol 10% por 24h. A
expressao por imuno-histoquimica de TNF-a em mucosas jugais de animais submetidos a mucosite oral
experimental induzida por 5FU foi realizada usando o método de estreptavidinabiotina-peroxidase (HSU et al..,
1981). *p<0,05 representa diferengas estatisticas (Kruskal-Wallis e Teste de Dunn) dos animais com mucosite
oral tratados com 5-FU em relacdo aqueles que receberam salina. *p<0,05 representa diferencas estatisticas
(Kruskal-Wallis e Dunn) dos animais com mucosite oral tratados com amifostina em relacdo aqueles tratados
com 5-FU. Os dados representam a mediana e a variacdo de no minimo seis animais. (Kruskal-Wallis; Teste de
Dunn).
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FIGURA 20. Fotomicrografias da imuno-histoquimica para expressao de Interleucina-1p induzida
(aumento 400X), em mucosas jugais de hamsters.

ﬂ < T B \
A N )& o
\v ¢4

» 4

LI

As figuras mostram no detalhe, a direita (aumento 1000X), um aumento dos tecidose suas respectivas
imunomarcacdes.

Em A, animal normal; em B, animal submetido a trauma mecénico; em C, animal submetido & mucosite oral
induzida por 5-FU e submetido a TM; em D, animal submetido a mucosite oral induzida por 5-FU e tratado com
amifostina na dose de 50mg/kg/diae em E,controle negativo ndo incubado com anticorpo primério.A mucosite
oral em hamsters foi induzida através de injecbes de 5-FU (40 e 60ml/kg/dose, no 1° e 2° dias, respectivamente)
e de trauma mecénico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina na dose de
50mg/kg, diariamente, até o 10° dia. No décimo dia do protocolo experimental, os animais foram sacrificados e
tiveram suas mucosas jugais direitas removidas e, em seguida, fixadas em formol 10% por 24h. A expressdo por
imuno-histoquimicade IL-1Bem mucosas jugais de animais submetidos a mucosite oral experimental induzida
por 5FU foi realizada usando o método de estreptavidinabiotina-peroxidase (HSU et al., 1981).
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TABELA 4.Escores das analises de imuno-histoquimica para IL-1p

Grupos Escores

imuno-histoquimica

Salina 0(0-1)
™ 1(1-2)
5-FU+ Salina 2(1-3)*
AMF 50 + 5-FU 0(0-2)*

A mucosite oral em hamsters foi induzida através de injecGes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecéanico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina
na dose de 50mg/kg, diariamente até o 10° dia. No décimo dia do protocolo experimental, os animais foram
sacrificados e tiveram suas mucosas jugais direitas removidas e, em seguida, fixadas em formol 10% por 24h. A
expressdo por imuno-histoquimica de IL 1B em mucosas jugais de animais submetidos & mucosite oral
experimental induzida por 5FU foi realizada usando o método de estreptavidinabiotina-peroxidase (HSU et al.,
1981). *p<0,05 representa diferencgas estatisticas (Kruskal-Wallis e Teste de Dunn) dos animais com mucosite
oral tratados com 5-FU em relacdo aqueles tratados com salina. “p<0,05 representa diferencas estatisticas
(Kruskal-Wallis e Dunn) dos animais com mucosite oral tratados com amifostina em relagdo aqueles tratados
com 5-FU.Os dados representam a mediana e a variacdo de, no minimo, seis animais. (Kruskal-Wallis; Teste de
Dunn).
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FIGURA 21. Fotomicrografias da imuno-histoquimica para expressao de NO sintase induzida (aumento
400X), em mucosas jugais de hamsters.
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As figuras mostram no detalhe, a direita (aumento 1000X), um aumento dos tecidose suas respectivas
imunomarcacdes.

Em A, animal normal; em B, animal submetido a trauma mecénico; em C, animal submetido & mucosite oral
induzida por 5-FU e submetido a TM; em D, animal submetido & mucosite oral induzida por 5FU e tratado com
amifostina na dose de 50 mg/kg/dia,e em E,controle negativo ndo incubado com anticorpo primério. A mucosite
oral em hamsters foi induzida através de injecBes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias, respectivamente)
e de trauma mecanico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina na dose de 50
mg/kg, diariamente, até o 10° dia. No décimo dia do protocolo experimental, os animais foram sacrificados e
tiveram suas mucosas jugais direitas removidas e, em seguida, fixadas em formol 10% por 24h. A expressdo por
imuno-histoquimica de NOSi em mucosas jugais de animais submetidos & mucosite oral experimental induzida
por 5-FU foi realizada usando o0 método de estreptavidinabiotina-peroxidase (HSU et al., 1981).
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TABELA 5.Escores das analises de imuno-histoquimica para NOSi

Grupos Escores

imuno-histoquimica

Salina 0(0-1)
™ 2 (0-3)
5-FU+ Salina 3(2-3)*
AMF 50 + 5-FU 1(0-3)*

A mucosite oral em hamsters foi induzida através de injecbes de 5-FU (60 e 40mg/kg/dose, no 1° e 2° dias,
respectivamente) e de trauma mecénico (4° dia) das mucosas jugais. Os animais foram tratados com amifostina
na dose de 50mg/kg, diariamente, até o 10° dia. No décimo dia do protocolo experimental, os animais foram
sacrificados e tiveram suas mucosas jugais direitas removidas e, em seguida, fixadas em formol 10% por 24h. A
expressdo por imuno-histoquimica de NOSi em mucosas jugais de animais submetidos & mucosite oral
experimental induzida por 5-FU foi realizada usando o método de estreptavidinabiotina-peroxidase (HSU et al.,
1981). *p<0,05 representa diferencas estatisticas (Kruskal-Wallis e Teste de Dunn) dos animais com mucosite
oral tratados com 5-FU em relacdo aqueles tratados com salina. p<0,05 representa diferencas estatisticas
(Kruskal-Wallis e Dunn) dos animais com mucosite oral tratados com amifostina em relacdo aqueles tratados
com 5-FU. Os dados representam a mediana e a variacdo de, no minimo, seis animais. (Kruskal-Wallis; Teste de
Dunn).
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DISCUSSAO



73

5 DISCUSSAO

O presente trabalho investigou o efeito protetor da amifostina sobre a mucosite
oral (MO) experimental induzida por 5-Fluorouracil (5-FU) e trauma mecénico em hamsters.
Os resultados mostraram que amifostina atenuou de forma significativa os eventos
inflamatorios, além de prevenir completamente a hipossalivacdo, observados na mucosite oral
que se segue a administracdo de 5-FU.

A dificuldade de prevencdo e tratamento da mucosite oral constitui um dos
grandes desafios no manejo de pacientes portadores de neoplasias que se submetem a
quimioterapia e a radioterapia. Alguns modelos animais foram propostos com o intuito de se
investigar melhor os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da mucosite oral. Neste
cenario, o modelo considerado um marco historico na patogénese da mucosite oral foi
certamente aquele proposto por Sonis (1990), que utilizava como animal experimental o
hamster e como agente antineoplasico indutor, o 5- fluorouracil.

Sonis e colaboradores induziram a mucosite oral em hamsters, atraves da
administracdo desse quimioterapico nos dias 0, 5 e 10, na dose de 60mg/kg/dia e o trauma
mecanico, nos dois primeiros dias (SONIS et al., 1990). Com este modelo foi possivel se
reproduzir nos animais as alteragdes clinicas, macrocdpicas e microscopicas encontradas em
seres humanos. Este modelo passou entdo a ser reproduzido por diversos outros autores no
estudo dos mediadores envolvidos na patogénese da mucosite oral, além de servir como
ferramenta de pesquisa na descoberta de possiveis farmacos e/ou agentes bioldgicos
protetores (SONIS et al., 2000; LOURY et al.,1999; LIMA et al., 2005; SONIS et al., 1993;
KEITH et al., 1994; SONIS et al., 1995; SONIS et al., 1997; CLARKE et al., 1999; SONIS et
al., 2004; ALVAREZ et al., 2003; MORVAN et al., 2004; AKSUNGUR et al., 2004;
MITSUHASHI et al., 2006; CHO et al.,2006; CLARKE et al., 2002).

Os pesquisadores do Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer
(LAFICA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
UFC, introduziram adaptacfes nesse modelo, tanto no que concerne ao esquema de
administracdo do 5-FU, como na extensdo dos escores macroscopicos e microscépicos (LIMA
etal., 2005; LEITAO et al., 2007; LEITAO et al., 2008).

Na presente investigacdo utilizou-se esse modelo de mucosite oral em virtude

desses animais possuirem uma mucosa jugal facilmente manipulavel e de melhor
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visualizacdo, além do que, os hamsters toleram doses de 5-FU capazes de induzir a MO, sem
apresentar, contudo, mortalidade significativa (SONIS et al., 1990).

Como ja havia sido demonstrado por Lima et al. (2005), a intensidade do
comprometimento das mucosas € maxima no 10° dia do experimento; foi escolhido, portanto,
esse dia para o sacrificio dos animais e analise dos parametros inflamatorios relacionados ao
desenvolvimento da mucosite oral.

Optou-se por estudar a amifostina por ser esta um citoprotetor de amplo espectro,
com atividade ja comprovada em tecidos normais, com excecdo do sistema nervoso central,
devido ao baixo acimulo do metabélito e pela incapacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica (KOUKOURAKIS, 2002). Estudos do nosso laboratério ja haviam
demonstrado previamente, porém de forma preliminar, atraves de escores macroscopicos e
microscopicos, o efeito protetor da amifostina na mucosite oral induzida por 5-FU (MOTA,
2004). Dado os promissores resultados encontrados, decidiu-se entdo investigar 0s
mecanismos envolvidos nesse efeito citoprotetor (SONIS et al.,2004).

O presente estudo demonstrou que quando hamsters recebiam 5-FU, nas doses de
60 e 40 mg/kg, nos dias 1 e 2, respectivamente, e eram submetidos a trauma mecanico nas
mucosas jugais, no 4° dia, apresentavam mucosite oral significativa. Este resultado vai ao
encontro de estudos anteriores que utilizaram o mesmo modelo animal e 0 mesmo esquema de
tratamento com 5-FU (LIMA et al., 2005; MOTA, 2004; SANT ANA, 2005) e com o trabalho
de Sonis et al. (1990), que propuseram esse modelo, porém utilizando um esquema diferente,
conforme ja citado.

Esta pesquisa demonstrou que as mucosas jugais dos animais que receberam 5-
FU, na avaliagdo macroscopica, apresentaram eritema intenso e ulceracdo em todos 0s
animais, comprovando-se dessa forma que o 5-FU conseguiu induzir mucosite oral em sua
apresentacdo clinica mais severa, representada pela fase ulcerativa. Observou-se ainda, na
avaliacdo histopatoldgica, ingurgitamento vascular de moderado a acentuado, degeneracao
hidropica epitelial (vacuolizacdo); infiltrado celular de moderado a acentuado, com
predominio de leucdcitos polimorfonucleares; presenca de areas de hemorragia, de edema, e
de Ulceras pequenas ou extensas, com ou sem abscessos. Estes achados correspondem aos
eventos ja descritos por Sonis et al. (2004), quando os agentes quimioterapicos, por causarem
a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, levam a danos celulares e teciduais que irdo levar
a ativacdo do NF-xB que conduziria, por sua vez, asuprarregulacdo de varios genes, incluindo
aqueles responsaveis pela produgdo de citocinas pro-inflamatorias: TNF-a, IL-1B e IL-6.

Estas citocinas tém sido demonstradas tanto na mucosa como no sangue periférico de
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pacientes submetidos a tratamento antineoplasico (HALL et al., 1995; FERRA et al., 1998) e
a presenca delas levariam a lesdo tecidual e a apoptose.

Constatou-se ainda que os animais tratados com amifostina nas doses de 25 e 50
mg/kg/dia reduziram as lesdes causadas pela mucosite oral, ao se proceder a avaliacdo das
mucosas jugais do ponto de vista macroscépico. Observou-se que 0s animais tratados com o
citoprotetor nas doses de 12,5 e 50 mg/kg/dia reduziram as lesdes causadas pela mucosite
oral, ao serem analisadas as mucosas jugais microscopicamente.Segundo Sonis, em 2004, ja
na primeira fase de desencadeamento da mucosite oral, encontra-se lesdo tecidual. Este fato
talvez possa explicar porque a dose de 25 mg/kg/dia da amifostina parece proteger a mucosa,
na avaliacdo macroscopica; ndo se confirmando, contudo, a microscopia.

Segundo o trabalho de Mota (2004), no entanto, as doses da amifostina que mais
se mostraram eficazes na reducdo das lesbes da mucosite oral foram as de 200 e 400
mg/kg/dia, quando a avaliagcdo por escores macroscopicos é realizada. Ja segundo a avaliacado
histopatoldgica, todas as doses utilizadas em seu estudo; a saber 100, 200 e 400 mg/kg/dia,
demonstraram eficacia na reducéo da severidade da mucosite oral, tanto no protocolo 1, onde
a administracdo do citoprotetor foi durante 2 dias, como no protocolo 2; em que a droga foi
aplicada durante 4 dias.

Sabe-se que as vias de administracdo mais utilizadas para a amifostina sédo a
endovenosa e a subcutanea, e que esta Ultima apresenta um tempo superior de citoprotecao
contra mucosite induzida por radiacdo em relacdo a via endovenosa; sendo mais de 4h para a
primeira e mais de 8h para a segunda (KOUKORAKIS, 2002). Levando-se em consideracao
que a droga protege a mucosa por um periodo de tempo inferior a 24h, ap6s sua
administracdo, poderia ser feita a suposicdo de que doses didrias seriam mais eficazes no
combate a mucosite oral quando comparadas a 2 ou 4 administracdes. Em relacdo a
magnitude da dose, levando-se em consideracdo que a administracdo diaria de 12,5, 25 e 50
mg/kg corresponderia a doses totais de 125, 250 e 500 mg/dose, respectivamente, ndo se
trataria, portanto, de baixas doses, mas talvez de um esquema citoprotetor mais eficaz quando
se leva em consideracdo a farmacocinética da droga.

Outros estudos realizados no LAFICA evidenciaram o papel citoprotetor da
amifostina; um deles foi o realizado por Batista et al. (2006), que avaliaram o efeito da
amifostina na cistite hemorragica experimental induzida pela injecao sistémica de ifosfamida
e também pela injecdo intravesical de acroleina, metabdlito urotdxico da ifosfamida.
Observou-se que quando a amifostina, nas doses de 25, 50 e 100mg/kg, foi administrada i.p.

em camundongos, 5 minutos antes e 4 e 8h apds a administracdo do quimioterapico, ou
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quando o citoprotetor foi injetado diretamente na bexiga junto com acroleina ou 1h antes do
metabolito toxico, ocorria prevencdo da cistite hemorragica de forma significativa e dose-
dependente. Este efeito uroprotetor da amifostina foi evidenciado tanto macroscépica, como
microscopicamente. Ressalte-se que a amifostina foi o Unico agente a mostrar um efeito anti-
inflamatorio protetor na lesdo vesical induzida pela injecdo direta da acroleina na bexiga, o
mesmo ndo sendo observado com o tratamento com indometacina, pentoxifilina, talidomida e
até mesmo com dexametasona.

Mota et al. (2007), em pesquisa realizada no LAFICA, demonstraram que a
amifostina reverteu completamente a lesdo gastrica induzida pela injecdo de indometacina,
sendo este efeito atribuido a sua acdo na migracdo de neutrofilos. Junqueira-Janior et al.
(2010), mais recentemente, investigaram 0s mecanismos atraves dos quais a amifostina
também protegia da lesdo gastrica induzida por etanol. Neste trabalho, demonstrou-se que na
mucosa gastrica de ratos tratados com amifostina, nas doses de 22,5, 45, 90 e 180 mg/kg v.o.
ou s.c. administrados 30 min antes do etanol (v.0.), havia restauracdo dos estoques de
glutationa de forma dose-dependente. Mostrou-se ainda que a citoprotecdo da mucosa gastrica
foi revertida com doses neurotdxicas de capsaicina, quando esta era aplicada 8 dias antes do
tratamento com amifostina ou da administracdo de etanol, o que correlaciona o efeito
citoprotetor da amifostina com a estimulacdo dos neurdnios aferentes sensoriais.

Trabalhos vém sendo realizados no sentido de testar outras medidas para se
prevenir quadros graves de mucosite oral. Uma linha que vem sendo bastante investigada ¢é a
que propbe a utilizacdo de terapia de laser de baixa poténcia (TLBP), tanto de forma
preventiva como terapéutica. Em 2009, Franca e colaboradores testaram TLBP em animais
submetidos a mucosite oral por 5-FU em hamsters, avaliando o grau de MO, utilizando a
escala da OMAS (do inglés Oral Mucositis Assessment Scale) modificada para hamsters
(WILDER-SMITH et al.,2007). Os resultados encontrados foram que os animais que
receberam TLBP de forma preventiva (do 1° ao 4° dia) e, principalmente, de modo
terapéutico, apresentaram reducdo da severidade da MO, quando comparados aos que
utilizaram crioterapia preventiva, bem como em relacdo ao grupo controle. Estes achados
foram ratificados quando as mucosas jugais foram analisadas microscopicamente, mostrando
que a TLBP, como agente preventivo, reduz a gravidade da lesdo do epitélio oral e apresenta
uma cicatrizacdo mais rapida do mesmo. Ja em relacdo a TLBP terapéutica, a histologia
observou diferencas de cicatrizacdo entre feridas irradiadas e ndo irradiadas, favorecendo os

resultados das primeiras.
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Ainda nessa linha de estudo, Antunes et al. (2007) avaliaram TLBP na prevencéao
da mucosite oral induzida em pacientes submetidos a transplante de medula éssea (TMO). Os
pacientes recebiam TLBP do D-7 até o dia em que ocorria recuperacdo neutrofilica. O grupo
utilizou trés escalas para analise da MO, a saber: a da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS),
a da Oral Mucositis Assessment Scale (OMAS) e para avaliar a dor dos pacientes causada
pela MO, foi utilizada a escala visual analdgica (VAS). Os resultados mostraram que segundo
a escala da OMS, os pacientes que receberam TLBP apresentaram menor incidéncia de MO
severa e, segundo a escala da OMAS, houve reducdo da incidéncia de Ulceras neste grupo.

Uma pesquisa que investigou o papel de uma terapia topica como instrumento no
combate a mucosite oral foi a de Watanabe et al.(2009). Este estudo utilizou um filme adesivo
contendo ginsenoside Rb1, uma substancia isolada do ginseng, que foi aplicado na mucosa
jugal dos hamsters, do 1° ao 3° dia. Os animais receberam 5-FU, nos dias 0 e 2, na dose de
60mg/kg/dia e foram submetidos a escoriagdes nas mucosas jugais, Com uma pequena escova,
nos dias 1 e 2. O tratamento utilizado reduziu a ulceracdo e a formacdo de abscessos, quando
comparados ao grupo do 5-FU.

No presente trabalho, a repercussdo sistémica da mucosite oral foi avaliada
através da percentagem de perda ponderal dos animais. Verificou-se que 0s animais que
receberam 5-FU e submetidos a trauma mecanico apresentaram perda ponderal significativa, a
partir do 5° dia. Este dado estd em conformidade com dados da literatura, que utilizaram o
mesmo modelo animal (LIMA et al., 2005; SANT ANA, 2006). Ratifica ainda os resultados
encontrados em trabalhos que utilizaram esquemas diferentes como o de FRANCA et al.
(2009), que administrou 5-FU i.p. nas doses 100 e 65 mg/kg, nos dias 1 e 3, respectivamente,
e realizou TM nos dias 4 e 5; e como o de Sonis et al. (1990), cujo esquema de tratamento foi
anteriormente citado.

Sabe-se que pacientes que desenvolvem mucosite oral podem apresentar desde um
leve desconforto até uma odinofagia, s6 controlada por analgésicos opioides. Quadros algicos
importantes associados a mucosite oral levam a reducdo da ingestdo alimentar, podendo esta
restringir-se a nutricdo parenteral (SCULLY; SONIS; DIZ, 2006), o que pode culminar com
perda ponderal importante. Neste trabalho, ndo se observou, contudo, prevencdo da perda
ponderal dos animais tratados com amifostina em relacdo aos grupos controles.

Avaliou-se ainda como repercussdo sistémica da mucosite oral a contagem de
leucdcitos totais no 10° dia do experimento. Observou-se que ndo houve diferenca estatistica
no numero de leucocitos entre os animais dos diferentes grupos. Sabe-se por estudos

anteriores (LIMA et al., 2005), que o 5-FU leva a leucopenia nos 4° e 5° dias, provavelmente
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devido a mielossupressdo causada pelo quimioterapico. Postulou-se que, como ndo houve
diferenca entre os animais do grupo salina e os do grupo do 5-FU, possa ter ocorrido
recuperacdo leucocitaria. Consequentemente, ndo seria esperado alteracdo no numero de
leuctcitos dos animais tratados com amifostina, como de fato ndo houve. Sonis et al.(1990),
demonstraram que hamsters submetidos a MO induzida por 5-FU, apresentavam leucopenia
no 10° dia de experimento e recuperacdo da leucometria no 16° dia. No entanto, o esquema de
administracdo do quimioterapico foi distinto; a saber, injec@es i.p. nos dias 0, 5 e 10, na dose
de 60 mg/kg/dia.

A resposta inflamatdria esté ligada ao processo de reparo e pode ser desencadeada
por varios estimulos, incluindo agentes quimicos e fisicos, assim como agentes infeciosos. A
inflamacdo aguda ocorre através de trés componentes principais: alteracdes tanto vasculares,
como na microcirculacdo e na emigracdo de leucdcitos, predominantemente neutrofilos, da
microcirculacdo para o foco da leséo, a fim de eliminar o agente nocivo (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005). Segundo Sonis et al. (2004), a fase ulcerativa da mucosite levaria a
predisposicdo a infeccdo bacteriana, visto que a ruptura da barreira da mucosa facilitaria a
entrada de agentes infeciosos. A mielossupressdo causada pelo quimioterapico exacerbaria o
risco de morbimortalidade pela infeccdo, na vigéncia de mucosite.

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima que estd presente em abundancia nos
neutrofilos, constituindo-se, portanto, em um marcador indireto da presenca dessas células
(BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982). O presente estudo demonstrou aumento
da atividade de MPO no grupo 5-FU. Foi evidenciado, ainda, que o grupo tratado com
amifostina na dose de 50 mg/kg/dia apresentou reducdo significativa da atividade de MPO
quando comparado ao grupo que recebeu 5-FU; o mesmo, no entanto, ndo ocorreu com oS
grupos tratados com o citoprotetor, nas doses de 12,5 e 25 mg/kg. O resultado sugere, entéo,
que amifostina na dose de 50 mg/kg seja capaz de reduzir o infiltrado inflamat6rio
neutrofilico na mucosa afetada; reduzindo possivelmente a inflamacéo in locu.

Lima et al. (2005) e Leitdo et al.(2006) investigaram a atividade de MPO na
mucosa jugal de hamsters submetidos a MO induzida por 5-FU. O resultado desse trabalho
ratificou os achados do presente estudo ao demonstrar aumento significativo da atividade de
MPO no grupo 5-FU em relacdo ao grupo controle (salina) e ao grupo submetido apenas ao
trauma mecanico (TM).

Estudos demonstraram que o fluxo salivar estimulado e ndo estimulado eram
significativamente reduzidos e havia aumento da prevaléncia de xerostomia, durante e apos

seis meses do uso de esquemas convencionais de doses de quimioterapia (ciclofosfamida,
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epirubicina/metotrexate e 5-FU), em pacientes portadores de tumores sélidos (HARRISON et
al., 1998; JENSEN et al., 2008). O presente trabalho investigou se a amifostina seria capaz de
reverter a reducdo de salivacdo causada pelo 5-FU. Constatou-se que 0s animais tratados com
as doses utilizadas, 12,5, 25 e 50 mg/kg/dia, apresentaram prevencdo da redugédo da taxa de
salivacdo causada pelo quimioterapico, quando avaliou-se a diferenca da taxa de salivagdo do
10° em relacdo ao 4° dia.

Leitdo et al. (2006), observaram que o n-(3-(Aminometil) benzil) acetamidina)
(1400W), um inibidor seletivo da 6xido nitrico sintetase induzida (NOS2), foi capaz de
prevenir a reducdo da producgdo salivar ndo estimulada, no 4° dia de experimento, quando
comparado ao grupo submetido & MO induzida por 5-FU. Foi ainda avaliado nesse estudo, a
producdo salivar ndo estimulada no 10° dia do experimento, ndo sendo encontrado porém,
diferenca entre os grupos; sugerindo, portanto, que nesse dia a producgéo salivar ja teria sido
restabelecida. Como o trabalho de Leitdo et al. (2007) demonstraram, ainda, a participacdo do
oxido nitrico na patogénese da MO, poderia ser postulado que a reducdo da sua gravidade,
através da inibigdo desse mediador, levaria, consequentemente, a uma producéo salivar menos
alterada quando comparada ao grupo tratado apenas com 5-FU. Como a amifostina foi capaz
de reverter a reducdo da producdo salivar induzida por 5-FU, poder-se-ia postular que este
efeito seria via 0xido nitrico.

Segundo Sonis et al. (2004), a terceira fase da mucosite oral envolveria
amplificacdo de sinal, causando mais ativacdo do NF-kB, como consequéncia de
retroalimentacdo positiva pelas citocinas pro-inflamatorias e, consequentemente, haveria
aumento na producdo dessas citocinas. Outros mediadores pré-inflamatérios como a ciclo-
oxigenase-2 (COX-2) seriam suprarregulados e iniciariam uma cascata inflamatéria que
levaria a ativacdo de metaloproteinases, cuja producdo causaria lesdo tecidual adicional
(TADASHI, 2006).

O TNF é predominantemente expresso por macrdfagos ativados, células NK e
linfocitos T e possui dois tipos de receptores: TNF-R1, expresso em todos os tipos celulares e
0 TNF-R2, expresso em células endoteliais ou imunes (MOCELLIN et al., 2005). Quando o
TNF interage com TNF-R1 ha ativacdo de diversos eventos celulares como a ativacdo do NF-
kB e da cascata de caspases, que leva a apoptose (LOGAN et al., 2007). Estudos em animais
e em humanos mostraram reducdo da ocorréncia e da gravidade da mucosite oral, apos a
administracao de inibidores de TNF (BIANCO et al., 1991; FERRA et al., 1997; LIMA et al.,
2004).
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A interleucinal B (IL-1B) ¢ uma citocina multifuncional que apresenta efeito em
uma larga variedade de tipos celulares, bem como interage com outras citocinas
(DINARELLO et al., 1996). Assim como 0 TNF, a IL-1p esta envolvida na ativagdo do NF-
kB e ambas agem de forma sinérgica, causando, por exemplo, a indugdo de moléculas de
adesd@o endoteliais que séo essenciais para o desencadeamento das fases iniciais da resposta
inflamatoria (DINARELLO, 2000).

O presente trabalho investigou a participacdo de TNF-a e IL-1p no grupo tratado
com amifostina na dose de 50 mg/kg, por ter sido esse o grupo responsavel pela reducdo das
lesbes causadas pela MO e pela reducédo da atividade de MPO. As dosagens teciduais de TNF-
a e IL-1p foram avaliadas e demonstrou-se que o grupo tratado com amifostina, na dose
anteriormente mencionada, reduziu de forma significativa os niveis de ambas as citocinas no
tecido da mucosa jugal dos animais submetidos a MO experimental, quando comparados ao
grupo tratado com 5-FU. Demonstrou-se, ainda, que houve reducdo significativa da
imunoexpressdo de TNF-a e IL-1B, no grupo tratado com o citoprotetor na dose de 50
mg/kg/dia quando comparado ao grupo tratado com 5-FU. Estes resultados sugerem que pelo
menos em parte o efeito citoprotetor da amifostina, na MO oral induzida por 5-FU, se deva a
inibicdo da expressao de TNF-a ¢ IL-1p.

Lima et al.(2004), investigaram a participacdo de TNF-a e COX-2 na MO
induzida por 5-FU em hamsters. Os pesquisadores utilizaram celecoxib e indometacina,
inibidores seletivos e ndo seletivos de COX-2 e pentoxifilina e talidomida, inibidores da
sintese de citocinas, como ferramentas farmacoldgicas de estudo. Os resultados demonstraram
que pentoxifilina e talidomida apresentaram efeitos protetores significativos na mucosite oral,
possivelmente via inibicdo de TNF-a, citocina que possui sua sintese inibida por ambas as
drogas. Além disso, celecoxib apresentou um efeito protetor parcial na MO, visto que as doses
menores foram as responsaveis pela reversdo dos principais achados inflamatdrios da MO.
Estes resultados reforcam a participacdo das prostaglandinas no desencadeamento da MO,
tendo um efeito dependente de sua concentragéo.

Lopes et al. (2009) investigaram 0s mecanismos pelos quais a terapia de laser de
baixa poténcia pode afetar a gravidade da mucosite oral. O grupo induziu MO em hamsters,
através da administracdo i.p. de 5-FU nas doses de 80 e 40 mg/kg/dia, nos dias 0 e 2,
respectivamente, seguido de trauma mecanico realizado nos dias 3 e 4. A terapia com laser foi
realizada nos animais nos dias 3, 4, 5 e 6; sendo que um grupo recebeu 100 mW e outro, 35
mW. O estudo demonstrou que no grupo que utilizou o laser na dose de 35 mW, houve

reducdo da gravidade da mucosite, associada a uma reducdo dos niveis de COX-2, avaliado
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nas mucosas jugais por imuno-histoquimica. Este resultado corrobora a participacdo de
prostaglandinas na patogénese da mucosite oral. Baseado nesses estudos que demonstraram a
participacdo da COX na patogénese da mucosite oral, poder-se-ia postular que o mecanismo
de protecdo da amifostina envolveria, provavelmente, a inibicdo da COX.

O oOxido nitrico (NO) é uma importante molécula sinalizadora intracelular e
intercelular, envolvida em diversos mecanismos fisioldégicos e patoldgicos, nos sistemas
cardiovascular, nervoso e imunologico (AKTAN, 2003). Por um lado, ele age como um
mediador bioldgico e, por outro lado, seus metabdlitos o fazem como um agente citotdxico
em processos patoldgicos, principalmente nas desordens inflamatérias (ALDERTON;
COOPER; KNOWLES, 2001; BOGDAN, 2001; DAWN; BOLLI, 2002; MONCADA,;
HIGGS, 1991). Citocinas pro-inflamatdrias e patdgenos bacterianos podem ativar a éxido
nitrico sintase induzida e gerar altas concentragdes de 6xido nitrico através da ativagao de NF-
kB (AKTAN, 2003). A inibigdo da 6xido nitrico sintase induzida pode ser, portanto, benéfica
para o tratamento de doencas inflamatorias (AKTAN et al., 2003; BOGDAN, 2001;
KROCKE et al., 1998).

O corrente trabalho investigou, portanto, a participacdo do NO, no grupo tratado
com amifostina na dose de 50 mg/kg/dia, pelos resultados encontrados neste grupo, ja
mencionados. Demonstrou-se que houve reducdo significativa da imunoexpressao de NOSI
no grupo tratado com o citoprotetor, na dose de 50 mg/kg/dia, quando comparado ao grupo
tratado com 5-FU. Este resultado sugere que amifostina na dose citada agiria via inibicdo de
NOSi, em seu mecanismo de citoprotecdo nas mucosas jugais de hamsters submetidos a MO
induzida por 5-FU.

Leitdo et al. (2008) avaliaram dois grupos experimentais, submetidos a MO
induzida por 5-FU, tratados diariamente até o 14° dia, com glutamina e alanil-glutamina,
respectivamente. Observou-se que ambos 0s grupos apresentaram reducdo das alteracGes
inflamatdrias, a macroscopia e, ratificando esses resultados, foi observado aumento da
reepitelizacdo na avaliacdo histopatologica da mucosa jugal dos animais em relagdo ao grupo
que recebeu tratamento com 5-FU. Estes pesquisadores investigaram ainda o papel do 6xido
nitrico (NO) na patogénese da MO, através do tratamento dos animais com N¢-Nitro-L-
Arginina Methil Ester (L-NAME), aminoguanidina, ambos inibidores seletivos da 6xido
nitrico sintase induzida (NOSi), e N-(3-(Aminomethyl)benzyl)acetamidina (1,400W), inibidor
ndo seletivo da NOS. Os resultados encontrados demonstraram que tanto a aminoguanidina
como 1,400W foram capazes de reduzir significativamente as lesbes encontradas na MO

experimental induzida por 5-FU. Além disso, foi detectado aumento significativo na atividade
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da NOS, através da produgdo de citrulina, nos niveis de nitrito e da NOSi, através da
avaliagdo por imuno-histoquimica. Estes resultados reforcam o papel do NO na patogénese da
MO induzida por 5-FU.

Sant’ana (2006) avaliou o uso de gel de extratos de Aloe barbadensis (Babosa) e
Myracrodruon urundeuva (Aroeira-do-Sertdo) na mucosite oral experimental. O trabalho
demonstrou que Aloe barbadensis, em forma de gel, aplicada topicamente duas vezes por dia,
nas concentraces de 25, 50 e 100% em mucosas jugais de hamsters submetidos a MO
experimental induzida por 5-FU, do quarto ao décimo dia apds a administracdo do
quimioterapico, foi capaz de inibir de forma significante a mucosite em relagdo aos animais
submetidos ao mesmo tratamento contendo apenas gel inerte. Esse efeito foi caracterizado
pela inibicdo da formacdo de Ulceras, hemorragias e abscessos e foi corroborado pelos
achados histopatoldgicos das mucosas jugais avaliadas no estudo; a saber: diminuicdo do
infiltrado celular inflamatdrio, auséncia de areas de ulceracdo ou abcessos. O gel de Aloe vera
na concentracdo de 100% reduziu ainda a expressao imuno-histoquimica da NOS e de TNF-
a. O gel de M. urundeuva foi utilizado topicamente, nas concentracfes de 5, 10 e 20%, duas
vezes por dia, do quarto ao nono dia de experimento. Foi verificada uma inibicdo significativa
dos escores macroscopicos de MO pela droga nas concentracfes de 5 e 10%, quando
comparados com animais tratados com gel inerte. A avaliagdo macroscépica revelou mucosas
caracterizadas por hiperemia, vasodilatacdo, sem Ulceras extensas ou abcessos. Esses
resultados foram confirmados pelas analises histopatologicas das mucosas jugais, que
demonstraram auséncia de Ulceras, abscessos e reducdo do infiltrado inflamatorio. O gel do
extrato de Myracrodruon urundeuva na concentracdo de 5% foi capaz, ainda, de reduzir a
expressdo imuno-histoquimica de TNF-a.

Outros estudos vem sendo conduzidos para investigar o papel da amifostina na
mucosite oral. Koukorakis et al. (2000) avaliaram a viabilidade, tolerancia e eficacia
citoprotetora da amifostina administrada por via s.c., em sessenta pacientes portadores de
tumores torécicos, quarenta com tumores de cabeca e pescogo e quarenta com tumores
pélvicos, em um estudo randomizado de fase 2. A dose utilizada foi de 500 mg, antes de cada
sessdo de radioterapia. Foi encontrada uma reducdo significativa da mucosite faringea,
esofagica e retal, no braco que utilizou amifostina. O braco que nao utilizou amifostina
apresentou atraso significativamente maior na radioterapia, pela presenca de mucosite grau 3;
comprometendo, portanto, o tratamento desses pacientes.

Buentzel et al. (2006) avaliaram o efeito da amifostina na mucosite oral e na

xerostomia, em pacientes submetidos a quimioradioterapia. Este estudo de fase 3, utilizou
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amifostina i.v. na dose de 300 mg/m? 30 minutos ou mais, antes da administracdo de
carboplatina (70mg/m?) e radioterapia nos dias 1 ao 5 e 21 ao 25. O trabalho demonstrou que
ndo houve diferenca significativa na incidéncia de xerostomia grau > 2, aguda ou crdnica,
nem na MO grau > 3, entre os pacientes que receberam amifostina e aqueles que receberam
placebo. Nos dias em que a quimioterapia era combinada com a radioterapia, o intervalo de
administracdo da amifostina e a radioterapia excedia 60 minutos; o que poderia ter levado a
uma exposicao inadequada dos tecidos ao citoprotetor, conforme proposicdo dos préprios
autores do trabalho. Estudos que administraram amifostina 30 minutos antes da radioterapia,
mostraram resultados promissores na protecdo da xerostomia (ANTONADOU et al., 2002;
BRIZEL et al., 2000; VACHA et al., 2003).

Haddad et al. (2009) conduziram um estudo randomizado de fase 2, onde a
quimioterapia (carboplatina/paclitaxel) semanal era realizada concomitante a radioterapia, em
pacientes portadores de cancer de cabeca e pescoco localmente avancado. Um braco do
estudo recebeu amifostina por via s.c., diariamente e o outro recebeu placebo. Os resultados
mostraram que a toxicidade foi similar em ambos os bragos: MO grau 3 e xerostomia grau 2.
No entanto, o0 esquema de tratamento desse estudo pode ter aumentado a toxicidade, dado que
utilizou a combinacéo de dois quimioterapicos concomitantemente a radioterapia.

Em suma, os resultados apresentados neste estudo sugerem que a amifostina
atenua de forma significativa os eventos inflamatérios e a xerostomia observados na mucosite
oral induzida por 5-FU em hamsters. Este agente citoprotetor parece agir via inibicdo de TNF-
a, IL-1B e NOSi. Estudos clinicos com amifostina devem ser conduzidos no sentido de

explorar as potenciais indicacdes deste citoprotetor, ja sugeridas em modelos experimentais.
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FIGURA 22. Modelo hipotético do mecanismo de acdo da amifostina na mucosite oral
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6 CONCLUSOES

Diante dos dados apresentados neste trabalho, foi possivel concluir que:
1) Amifostina atenua significativamente os eventos inflamatdrios e a xerostomia observada na
mucosite oral experimental induzida por 5-Fluorouracil em hamsters.
2) Tal efeito inibitorio parece ocorrer via inibicdo da producdo e/ou expressdo de citocinas

como 0 TNF-a e IL-1pB e da enzima 6xido nitrico sintase induzida.
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