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RESUMO

Efeito Protetor da Fracao Protéica do Latex de Calotropis procera na
Mucosite Intestinal Induzida por Irinotecano em Camundongos.

A mucosite intestinal (MI) é um efeito colateral do irinotecano (CPT-11), usado
para o tratamento do cancer colo-retal. Verifica-se uma incidéncia de Ml
associada a diarreia grave em até 25% dos pacientes. Contudo, 0 manejo clinico
desses efeitos colaterais ainda € em parte inefetivo. Calotropis procera (CP) é
uma planta encontrada na Africa, Asia e América do sul, sendo de forma
abundante no Nordeste do Brasil e tem apresentado um potencial anti-inflamatério
em modelos animais. Objetivamos avaliar o efeito anti-inflamatério do latex de
uma fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) na Ml induzida por CPT-
11. Camundongos Swiss (n=8-12; 23+2¢g) foram tratados por 4 dias com salina
(Sal, 5mL/kg, i.p.) ou CPT-11 (75mg/kg, i.p.). Em outros grupos experimentais, LP
(1, 5 e 50 mg/kg/dia, e.v) foi administrado durante 7 dias, 30 min antes do CPT-
11. No 7° dia avaliou-se a diarreia (escores) e a contagem sanguinea de
leucécitos e neutréfilos (x10%/mL). Em outro experimento, sobrevida e peso
ponderal foram avaliados até o 12° dia. Apds sacrificio (72 dia), coletou-se o
duodeno para dosagem da atividade de mieloperoxidase (MPO) (neutré6filos/MG
de tecido), analise microscépica (Hematoxilina/Eosina), analise morfométrica
(vilo/cripta), TNF-a, IL-1B (pg/mL) por Elisa, contratilidade in vitro (% de contragéo
em relacdo ao KCI 60mM), imunohistoquimica para ciclooxigenase-2 (COX-2),
TNF-a, IL-1B, 6xido nitrico sintase induzida iNOS, fator nuclear kB (NF- kB) e a
expressao de iNOS por Western Blot. Para estatistica utilizou-se ANOVA/Teste de
Bonferroni ou Kruskal Wallis/Dunn. P<0,05 foi aceito. LP diminuiu os escores de
diarreia, os niveis de MPO e melhorou a sobrevida na dose de 5mg/kg
(diarreia:1[0-2]; MPO:4,05+1,07; sobrevida: 75%) e 50mg/kg (diarreia:1[0-3];
MPQO:5,57+1,50; sobrevida: 75%) quando comparado ao CPT-11 (diarreia:3[2-3];
MPQO:24,45£3,0; sobrevida: 47%, respectivamente). LP diminuiu a contratilidade
(5mg/kg:165,1+57,2) e os niveis de citocinas TNF-a (5mg/kg:3,31£3,0 e
50mg/kg:9,7915,6), IL-1B (5mg/kg:143,5+41,5 e 50mg/kg:182+65,7) e aumentou
razao vilo/cripta (5mg/kg:2,79+0,17) em comparagdo ao grupo CPT-11
(contratilidade: 906,11£225,4; TNF-a:28,0+3,5; IL13:806,1+247,6 e
vilo/cripta:1,63+0,17). LP nas doses de 5 (1[0-2]) e 50 (1[0-3]) mg/kg foi capaz de
diminuir aspectos microscépicos duodenais em animais com mucosite intestinal
(4[1-4]). LP na dose de 5 mg/kg diminuiu a marcacao imunohistoquimica para
COX-2, TNF-a, IL-1B, INOS e NF-kB, bem como a expressdo de iINOS no
duodeno dos animais com mucosite. No entanto, LP, nas doses utilizadas, nao
alterou a leucopenia, peso ponderal e diminuigdo do n de neutréfilos induzido por
CPT-11. Esses resultados sugerem atividade antiinflamatéria e antidiarreica de LP
por inibir mediadores inflamatérios importantes na mucosite intestinal induzida por
CPT-11.

Palavras-chave: Calotropis, latex e irinotecano.



ABSTRACT

Protective Effect of Calotropis procera Latex Protein Fraction on Irinotecan-
Induced Intestinal Mucositis in Mice.

Intestinal mucositis (IM) is a side effect of irinotecan (CPT-11), which is used for
the treatment of colorectal cancer. The incidence of IM associated with severe
diarrhea is estimated to be approximately 25% in patients. However, the clinical
management of these side effects is still partially ineffective. Calotropis procera is
a plant found in Africa, Asia, and South America. In Brazil, it is abundant in the
northeast and has been shown to have antiinflammatory effects in animal models.
The objective of the present study was to evaluate the antiinflammatory effect of a
protein fraction of the latex of Calotropis procera in IM induced by CPT-11. Swiss
mice (n = 8-12; 23 + 2 g) were treated with saline (Sal; 5 ml/kg, i.p.) or CPT-11 (75
mg/kg, i.p.) for 4 days. In the other groups, the animals were given Calotropis
procera (1, 5, and 50 mg/kg/day, i.v.) for 7 days, 30 min prior to CPT-11. On day 7,
we evaluated diarrhea scores and the blood count of leukocytes and neutrophils (x
10%ml). In another experiment, we evaluated survival and body weight until day
12. After sacrifice on day 7, we collected the duodenum to determine
myeloperoxidase (MPO) activity (neutrophils/mg of tissue) and perform
microscopic (hematoxylin & eosin staining) and morphometric (villus/crypt ratio)
analyses. Tumor necrosis factor a (TNF-a), interleukin 13 (IL-1B; pg/ml; enzyme-
linked immunosorbent assay), and in vitro contractions (i.e., percentage of
contractions compared with 60 mM KCI) were also assessed.
Immunohistochemistry was performed for cyclooxygenase 2 (COX-2), TNF-a, IL-
1B, inducible nitric oxide synthase (iNOS), and nuclear factor-kB (NF-kB). The
expression of INOS was determined by Western blot. The statistical analyses were
performed using analysis of variance followed by the Newman-Keuls or Kruskal
Wallis/Dunn post hoc test. Values of p < 0.05 were considered statistically
significant. Calotropis procera reduced diarrhea scores and MPO levels and
improved survival at doses of 5 mg/kg (diarrhea: 1 [0-2]; MPO: 4.05 + 1.07;
survival: 75%) and 50 mg/kg (diarrhea: 1 [0-3]; MPO: 5.57 + 1.50; survival: 75%)
compared with CPT-11 (diarrhea: 3 [2-3]; MPO: 24.45 + 3.0; survival: 47%).
Calotropis procera reduced contractions (5 mg/kg: 165.1 + 57.2) and the levels of
the cytokines TNF-a (5 mg/kg: 3.31 £ 3.0; 50 mg/kg: 9.79 = 5.6) and IL-1B (5
mg/kg: 143.5 + 41.5; 50 mg/kg: 182 + 65.7) and increased the villus/crypt ratio (5
mg/kg: 2.79 £ 0.17) compared with the CPT-11 group (contractions: 906.1 + 225.4;
TNF-a: 28.0 + 3.5; IL-1B: 806.1 + 247.6; villus/crypt ratio: 1.63 £ 0.17). Calotropis
procera at doses of 5 and 50 mg/kg diminished the microscopic aspects of the
duodenum (1 [0-2] and 1 [0-3], respectively) in animals with intestinal mucositis (4
[1-4]). Calotropis procera at a dose of 5 mg/kg reduced immunohistochemistry
labeling for COX-2, TNF-a, IL-13, INOS, and NF-kB and the expression of iNOS in
the duodenum in animals with mucositis. However, Calotropis procera at any of
the doses tested did not alter leukopenia, body weight, or the reduction of the
number of neutrophils induced by CPT-11. These results suggest that the
antiinflammatory and antidiarrheal effects of Calotropis procera are produced by
the inhibition of inflammatory mediators that are important in CPT-11-induced
intestinal mucositis.

Keywords: Calotropis, latex and irinotecan.
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1. INTRODUGAO

A principal estratégia contra o cancer atualmente &€ o amplo
conhecimento de suas relacées causais, caracteristicas biolégicas e clinicas de
forma a que se estabelecam abordagens populacionais eficazes de prevencéo e
diagnéstico precoce, tendo em vista que o diagnéstico tardio é o principal fator
progndstico nessa patologia.

Neoplasias malignas avangadas determinam baixa probabilidade de
sobrevida quando submetidos ao tratamento local isoladamente. Por essa razéao,
cada vez mais a terapia tem sido multidisciplinar, através principalmente de
cirurgia, radio e/ou quimioterapia.

A terapéutica antineoplasica por quimioterapia, forma mais comum de
terapia oncoldgica, € empregada fundamentalmente no tratamento de tumores
nao curaveis por cirurgia ou por radioterapia. Essa terapia também é utilizada
naqueles casos em que se deseja reduzir a dimensdo e a agressividade de
cirurgias oncolégicas através de um tratamento pré-operatério (quimioterapia neo-
adjuvante) ou apdés um tratamento principal, como por exemplo, a cirurgia, para
diminuir a incidéncia de disseminacdo a distdncia de células neoplasicas
(quimioterapia adjuvante).

O obijetivo primario da quimioterapia é destruir as células neoplasicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes antineoplasicos atua
de forma nao especifica, lesando tanto as células neoplasicas, quanto as células
normais.

Tal abordagem terapéutica embora possa incrementar em alguns
casos as taxas de sobrevida, acarretam impacto em termos de qualidade de vida,
encargos econémicos e sociais, principalmente devidos a seus efeitos colaterais.

No momento em que populacdbes celulares normais séao
comprometidas, estas substadncias podem provocar efeitos toxicos graves
(CALABRESI; CHABNER, 2003), sendo um dos 6rgaos mais afetados o trato
gastrintestinal (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999).

Dentre os efeitos colaterais relacionados ao uso de antineoplasicos,
destacam-se  nausea, vOmitos, diarreia, mielossupressao, alopécia,

cardiotoxicidade, cistite hemorragica, mucosite, dentre outros. No entanto, pouco
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tem sido descoberto para prevenir e controlar esses sintomas (BOKEMEYER,;
HARTMANN, 1999; CHU, 2005).

Em relacdo a mucosite intestinal, varios autores, demonstram o
aparecimento dessa patologia apos o uso de metotrexato (CARNEIRO-FILHO et
al., 2004a; GIBSON et al., 2002; LEITAO et al., 2011; SOARES et al., 2011a;), 5-
fluorouracil (5-FU) (SOARES et al., 2012; SOARES et al., 2011b; SOARES et al.,
2008; SONIS et al., 2004), ciclofosfamida (XIANG et al., 2011; WOO et al., 2000);
gencitabina (APOSTOLIDOU et al., 2003), capecitabina (BOEHMER; JAEGER
2002; PISANO et al., 2009) e cloridrato de irinotecano (CPT-11) (ALIMONTI et al.,
2004; GIBSON et al., 2003; LIMA-JUNIOR et al., 2012; LOGAN et al., 2008;
MELO et al., 2008).

1.1. Cloridrato de Irinotecano (CPT-11)

O CPT-11 é um derivado semi-sintético da camptotecina. Esta
substancia foi inicialmente isolada nos Estados Unidos, por Wall et al., em 1966,
de uma planta nativa na China e no Tibet, Camptotheca acuminata. Apesar dos
estudos desta época terem evidenciado seu potencial antineoplasico, sua
comercializagdo so teve inicio na década de 1990, mais precisamente em 1996
quando foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA), e quando foi
sintetizada uma molécula com menor toxicidade, o CPT-11 (ALIMONTI et al.,
2004; TAKIMOTO; ARBUCK, 2001).

O nome quimico do irinotecano é cloridrato triidrato (4S)-4,11-dietil-4-
hidroxi-9-[(4-dipiperidino) carboniloxila]-1H pirano [3',4°,6,7] indolizino [1,2-b]
quinolina- 3,14(4H,12H)diona; sua férmula molecular € C33H38N406 *HCI3H20,

um composto moderadamente soluvel em 4gua e solventes orgéanicos (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura quimica do cloridrato de irinotecano (CPT-11) (DODDS et al., 1998).

Farmacocinética

O CPT-11 é uma pré-droga convertida ao seu metabdlito ativo, SN-38
(7-  etil-10-hidroxicamptotecina), pela enzima carboxilesterase (CE),
particularmente hCE2. O SN-38 é 100 a 1.000 vezes mais ativo que o CPT-11
(RIVORY et al., 1996; XIE et al., 2002; CHESTER et al., 2003). A CE encontra-se
presente abundantemente no figado e em menor quantidade no duodeno, jejuno,
ileo, colon e reto. Esta enzima libera a cadeia lateral da dipiperidina presente na
posicao C-10 da molécula de irinotecano (ALIMONTI et al., 2004).

Apoés a administracao intravenosa em seres humanos, o CPT-11, sob a
forma de lactona, tem meia-vida de aproximadamente 6,8 horas (5 a 9,6 horas),
enquanto que a meia-vida do SN-38 é de aproximadamente 11,05 horas (9,1 a 13
horas). A depuracao sistémica é de aproximadamente 46,9 L/h/m2 (TAKIMOTO;
ARBUCK, 2001). E, o volume de distribuicao para as doses de 125 mg/m2 e 340
mg/m2 € de 110x48,5 L/m2 e 234+69,6 L/m2, respectivamente (ALIMONTI et al.,
2004).

O metabolismo do irinotecano é principalmente hepatico por uma
enzima do sistema P450, particularmente CYP3A4, que gera componentes
inativos como APC (7-etil-10-[4-N-(5-acido aminopentandico)-1-piperidino]-
carboniloxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-[4-amino-1-piperidino]-
carboniloxicamptotecina) (CHESTER et al., 2003; MATHIJSSEN et al., 2004).
Pequena parte de APC pode ser metabolizada pela CE em SN-38 (RIVORY et al.,
1996; MATHIJSSEN et al., 2004); ja o NPC é metabolizado completamente em
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SN-38 por esta enzima, contribuindo na atividade e toxicidade do CPT-11 in vivo
(RIVORY et al., 1996; DODDS et al., 1998; MATHIJSSEN et al., 2004).

Apo6s o CPT-11 ser convertido em SN-38 nos tecidos, a detoxificacao
ocorre pela sua conjugagcdo com a enzima uridina difosfato glicuronosil-
transferase (UDP-GT) — UGT1A1, com a formagdo de SN-38 glicuronidio (SN-
38G), composto inativo (HAAZ et al., 1997; CHESTER et al., 2003; MATHIJSSEN
et al., 2004). Gupta et al. (1997) observaram que a atividade da enzima UDP-GT
pode ser modulada pelo acido valpréico e fenobarbital. O primeiro provoca
aumento da biodisponibilidade do SN-38, porque inibe glicuronidacao, enquanto a
administracdo do fenobarbital aumenta a reacado de conjugacao do SN-38, pois
induz UDP-GT, podendo ser benéfico seu uso em pacientes com
comprometimento da funcao hepatica.

CPT-11 e SN-38 sao transportados ligados as seguintes proteinas:
glicoproteina P (P-gp), transportador canalicular multiespecifico de &anions
organicos (cMOAT) e proteina 2 associada a resisténcia multidroga (MRP2)
(TAKIMOTO; ARBUCK, 2001; TAKASUNA et al., 2006).

A eliminacdo do CPT-11 é preferencialmente pelas fezes (60-70%),
sendo também excretada pela bile (25%) e urina (10-20%) (ALIMONTI et al.,
2004). CPT-11, SN-38 e SN-38G sao excretados na bile através das proteinas de
transporte MDR1 (multidrug resistance protein 1) e MRP2 (multidrug resistance-
associated protein 2) e chegam ao intestino delgado. No intestino, uma parte é
excretada pelas fezes; outra parte pode ser re-transformada em SN-38 por
bactérias intestinais produtoras de [-glicuronidase (como Escherichia coli e
Clostridium perfringens) (TAKASUNA et al., 1996; XIE et al.,, 2002). Isso foi
demonstrado por Stringer et al. (2009) ao qual evidenciou que a diarreia induzida
por CPT-11 poderia ser causada por um aumento de bactérias produtoras de B-
glicuronidase, especialmente E. coli exarcebando a toxicidade dos metabdlitos
ativos. O uso de antibiéticos como penicilina associado a estreptomicina
(TAKASUNA et al.,, 1998; TAKASUNA et al., 2006), neomicina associado a
bacitracina (TAKASUNA et al., 2006) e cefalosporina (CHOWBAY et al., 2003)
reduz o acumulo de SN-38 no intestino (Figura 2).
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Figura 2 — Metabolisto do cloridrato de irinotecano (CPT-11) (Ribeiro, R.A.).

Mecanismo de acao

O CPT-11 e seu metabdlito ativo (SN-38) sao inibidores seletivos da
topoisomerase |, uma enzima envolvida na replicagdo e transcrigdo do &cido
desoxirribonucléico (DNA). As topoisomerases mantém a conformagao
tridimensional do DNA através da remocao dos espirais durante a replicacao e
transcricdo, aliviando a tensdo da tor¢cao produzida pelo enrolamento da molécula.
A citotoxicidade deve-se ao dano no DNA durante fase S do ciclo celular, quando
as enzimas de replicagdo do DNA colidem com um complexo ternario da droga,
com o DNA e com a topoisomerase |. Este dano induzido pela droga nao é
corrigido de forma eficaz, provocando apoptose (ALIMONTI et al., 2004;
TAKIMOTO; ARBUCK, 2001).
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Os estudos bioquimicos e andlises de citotoxicidade realizados in vitro
em células tumorais humanas e de roedores indicam, de forma consistente, que o
SN-38 é, pelo menos, 1000 vezes mais potente como um inibidor de
topoisomerase | do que o irinotecano (TAKIMOTO, ARBUCK, apud KOIZUMI et
al., 2006), sendo este ultimo, por consequéncia, comumente descrito como sendo
uma pré-droga.

Efeitos colaterais

Os efeitos toxicos mais severos e que limitam o seu uso sdo a
mielossupressao (principalmente neutropenia) e a diarreia tardia (ALIMONTI et
al., 2004; CHESTER et al., 2003; SALIBA et al., 1998; TAKIMOTO; ARBUCK,
2001).

A neutropenia, apesar de alta incidéncia, 23% (ENZINGER et al., 2005)
a 43% dos pacientes (ROSATI et al., 2002), pode ser facilmente tratada com a
administracdo de G-CSF (fator estimulante da col6nia de granuldcitos) (ALIMONTI
et al., 2004).

Dois tipos de diarreia sdo associados com o uso do CPT-11: diarreia
aguda ou precoce e diarreia crénica ou tardia (RUBEINSTEIN et al., 2004). O
primeiro tipo, de curso geralmente leve, ocorre durante ou logo apés
administracdo da droga pelo aumento da atividade colinérgica, pois o CPT-11
inibe acetilcolinesterase (AChE) (DODDS et al., 1999; DODDS; RIVORY, 1999;
DODDS et al., 2001; GANDIA et al., 1993). O segundo, de inicio tardio, possui
alta incidéncia, em torno de 82% (SALIBA et al., 1998), e, quando grave, pode
limitar a eficacia do tratamento, ja que muitas vezes é necessario reduzir sua
dose ou até mesmo suspender a administragdo da droga (ALIMONTI et al., 2004;
DUNCAN; GRANT, 2003; IKEGAMI et al., 2002).

O irinotecano é um farmaco antineoplasico ativo contra uma variedade
de tumores, sendo utilizado principalmente no tratamento do céncer coloretal
(CHESTER et al., 2003; LANGER, 2004; PEREZ et al., 2004; ROCHA-LIMA et al.,
2004).
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1.2. MUCOSITE INTESTINAL - Fisiopatologia e Fases do Desenvolvimento

O intestino exerce fungdes importantes para a saude do organismo,
tais como: digestdo e absorcdo de macro e micronutrientes, producdo de
importantes horménios reguladores. Ele pode funcionar ainda como érgao imune
e agir como barreira contra agentes nocivos. O intestino é formado por trés
camadas basicas, a camada epitelial, a lamina prépria e a muscular da mucosa. O
uso de antineoplasicos pode levar a defeitos na divisdo celular e na renovacao
epitelial, o que ocasiona perda rapida da estrutura e funcdo do intestino
(DUNCAN; GRANT, 2003).

Por serem os agentes citotdxicos mais efetivos em tecidos com alta
taxa proliferativa, o epitélio do trato gastrintestinal, pelo seu elevado turnover
celular, torna-se particularmente susceptivel aos efeitos danosos dos
antineoplasicos (PARRILLI et al., 1989; PLEDGER et al., 1988). Esses danos
parecem envolver principalmente as células das criptas intestinais (FOX et al.,
1988; SKUBITZ, 1994; SHOU et al., 1991).

Dessa forma, mucosite alimentar ou gastrintestinal € o termo clinico
usado para descrever as alteracdes provocadas pela quimioterapia e radioterapia
antineoplasicas sobre as mucosas, podendo acometer o trato alimentar de
maneira global ou localizada (cavidade oral ou mucosa intestinal). Esta sindrome,
a depender da gravidade, caracteriza-se por ulceragdo da mucosa do trato
digestivo, podendo resultar em dor, disfagia, diarreia e disfungéo, de acordo com
o tecido afetado (SONIS; FAY, 2002; SONIS et al., 2004; SCULLY; SONIS, 2006).

De forma geral, cerca de 15 a 40% dos pacientes em quimioterapia
apresentam algum grau de mucosite (SCULLY et al., 2003; 2004). A combinacao
de diferentes drogas antineoplasicas aumenta essa incidéncia de 40-70% (ROTH
et al., 1991; SCULLY; SONIS, 2006). Esta incidéncia pode chegar proxima a
100% naqueles pacientes submetidos ao transplante de medula Ossea
(RUBENSTEIN et al., 2004).

A tabela 1 descreve os critérios de graduagédo da mucosite formulados
pelo Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos (NCI —National Cancer
Institute), usados universalmente em estudos clinicos e também na pratica clinica

assistencial.
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A ocorréncia de mucosite e seu grau de intensidade (Tabela 1) podem
retardar ou impedir a continuacdo do tratamento antineoplasico. Pacientes que
apresentaram mucosite tendem a receber doses reduzidas de quimioterapia nos
ciclos subsequentes ao episédio de mucosite (RUBENSTEIN et al., 2004). Além
disso, em pacientes neutropénicos, a presenca de mucosite representa um
aumento de quatro vezes no risco de sepse (PICO et al.,, 1998). Portanto, a
mucosite intestinal induzida por antineoplasicos é um efeito colateral de grande
relevancia tendo em vista os custos envolvidos no tratamento, geralmente
paliativo, dessa condicao.

Cerca de 5-15% dos pacientes podem ser acometidos de mucosite
mais grave (graus 3 e 4). Destes, 35% sofrerao um atraso nos ciclos
subsequentes de quimioterapia, 60% irdo requerer reducao nas doses aplicadas e
30%, a descontinuagdo do regime de tratamento. Em geral, 60% apresentam

febre e requerem hospitalizacao (KEEFE et al., 2007).

TABELA 1- Critérios comuns de terminologia para eventos adversos — CTCAE (versao 4.03)
— Mucosite

GRAU
1 2 3 4 5
Dor severa;
interfere com
ingestao oral;
Sintomatica; _Tubo
Assintomatica Intervengao allmfreingjg’ Consequente
MUCOSITE ! médica ¢ ~onsequente
INTESTINAL ou Sintomas indicada: Parenteral risco Qe vida; ,
leves; Limita ’ Total ou indicado Obito
Intervencéao atividades indicagcao de intervencao
nao indicada ! hospitalizacao; urgente
da vida
diaria Autos
cuidados
limitados
(Atividades da
vida diaria).

Fonte: National Cancer Institute
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Um dos problemas em se entender a mucosite e a diarreia a ela
associada recai no fato de que os mecanismos envolvidos na fisiopatologia dessa
doencga ndo sao conhecidos com precisdo. Realizar uma terapia efetiva dessa
condigao continua sendo um desafio na pratica clinica. A diarreia é observada em
aproximadamente 70% dos pacientes em quimioterapia, sendo maior nos
primeiros ciclos de tratamento, quando diarreia de graus 3-4 (Tabela 2) pode ser
observada em até 25% dos pacientes (CUNNINGHAM et al., 1998; KEEFE et al.,
2007).

Clinicamente, a diarreia € o sintoma mais marcante, podendo ser
aquosa e em pequeno volume uma ou duas vezes ao dia ou, nos casos mais
severos, em numero superior a dez episoddios por dia. Nos quadros mais
dramaticos, pode haver necessidade de nutricdo parenteral ou até de
intervengdes cirurgicas em casos de perfuracéo intestinal ou hemorragia macica

(GIBSON et al., 2002; BLIJLEVENS et al., 2007).

TABELA 2- Critérios comuns de terminologia para eventos adversos — CTCAE (versao 4.03)

— Diarreia

GRAU
1 2 3 4 5
Aumento da
Aumento da | Aumentoda | frequéncia
frequéncia frequéncia das
das das evacuacoes =
evacuacoOes, | evacuagdes | 7 vezes por
menor que 4 ded4ab dia; Severo c
vezes por dia vezes aumento na _onsequgnte
DIARREIA ~ > . risco de vida;
em relacao por dia; saida de . AL
} 4 : indicado Obito
ao basal; Médio ostomia intervencao
Leve aumento na | comparado ao ¢
. _ urgente
aumento na saida de basal;
saida de ostomia Limitacbes de
ostomia comparado | auto cuidado
comparado ao basal. | (Atividades da
ao basal. vida diaria).

Fonte: National Cancer Institute
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A importéncia clinica se torna evidente se considerarmos que a diarreia
pode, muitas vezes, requerer alteracdes no esquema de tratamento
antineoplasico adotado ou, até mesmo, comprometer a viabilizacdo do
tratamento. A diarreia é geralmente controlada com loperamida, porém nos casos
mais graves do evento adverso (graus 3 e 4) o tratamento se mostra ineficaz.
Outras estratégias tém sido sugeridas, tal como octreotida, acetorfan, antibiéticos,
glutamina, budesonida, IL-15, talidomida, inibidores da enzima cicloxigenase-2,
ciclosporina e alcalinizagdo do Iumen intestinal (GIBSON; KEEFE, 2006),
peptideo semelhante ao glucagon exégeno (GLP-2) (KISSOW et al., 2012),
Saccharomyces boulardii (SEZER et al., 2009), antagonista do receptor de IL-1
(XIANG et al., 2011).

A mucosite por antineoplasicos € um processo complexo, no qual
ocorre a seguinte sequéncia de eventos bioldgicos interligados: iniciacéo,
resposta primaria ao dano, sinalizacdo (e amplificacédo), ulceracao e, finalmente,
cicatrizacdo (SONIS et al., 2004; SCULLY et al., 2004). A manifestacao de todos
os estagios nao ocorre obrigatoriamente em todos os casos. Portanto, em uma
mucosite branda com poucos danos a mucosa, a rapida recuperagdo e
proliferacao epitelial evita a ocorréncia da fase ulcerativa, que é a mais
sintomatica (SONIS, 1998; SONIS; FAY, 2002).

A fase de iniciacdo ocorre logo apds a radiacao ou quimioterapia. A
lesdo celular direta das células epiteliais basais ocorre simultaneamente com a
geracdo de estresse oxidativo e liberacao de espécies reativas de oxigénio
(SONIS et al., 2004). A resposta primaria ao dano, observada nas células e
tecidos da submucosa, é caracterizada pela expressao de genes de resposta
precoce, c-jun, c-fos e Erg |, e pela ativacdo de fatores de transcricdo, como fator
nuclear-kB (NF-kB) (SCULLY et al., 2006). Em paralelo a ativacdo do NF-kB,
enzimas como a esfingomielinase e a ceramida sintetase, que catalizam a sintese
de ceramida, sdo ativadas diretamente pela quimio e/ou radioterapia, ou
indiretamente, pelas espécies reativas de oxigénio e TNF-a. A via da ceramida
induz apoptose tanto em células submucosas, como epiteliais (MADDENS et al.,
2002). Adicionalmente, a destruicdo da fibronectina também ocorre nessa fase da
mucosite, resultando na ativacdo de macrofagos e subseqiente injaria tecidual,
mediada pelas metaloproteinases e producao adicional de TNF-a. A participacao
do TNF- a na patogénese da mucosite oral foi evidenciada por de Lima et al.
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(2005) o qual mostrou que a pentoxifiina e talidomida, ambas inibidores da
sintese de TNF-a, reduzem significativamente a lesdo gastrintestinal induzida por
5-FU em hamster.

Assim, a liberagdo de mediadores inflamatérios, em resposta a quimio
ou radioterapia, resulta em uma série de retroalimentagdes positivas, amplificando
e prolongando a injuria tecidual, através de seus efeitos nos fatores de transcricao
€ nas vias da ceramida e caspases, resultando em apoptose e liberacao de mais
mediadores inflamatérios como as citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-13 e IL-6.

A fase seguinte, denominada ulcerativa é a mais sintomatica e
usualmente ocorre durante o periodo de grave neutropenia do paciente. A lesao e
morte das células basais epiteliais resultam em mudancas atroficas que culminam
na real deterioracao e quebra da mucosa. Nessa fase € comum a ocorréncia de
infeccdo secundaria, visto que a Uulcera serve de foco para a colonizacdo de
microorganismos. Os produtos da parede celular de bactérias penetram na
submucosa estimulando a liberacdo de mais citocinas pré-inflamatérias, o que
resulta em inflamacao, dor, possiveis infeccoes secundarias ou influxo sistémico
de microorganismos e toxinas que, associado a neutropenia induzida pelas
drogas antineoplasicas, aumenta o risco de bacteremia e septicemia (ELTING et
al. 1992, SONIS et al., 2004).

A fase de cicatrizacdo é biologicamente dinamica, com sinalizacao da
matriz submucosa extracelular, estimulando a migracdo, diferenciacdo e
proliferacdo do epitélio. Além disso, observam-se o retorno da flora microbiana
normal e a recuperacdo do numero de leucécitos (SONIS et al., 2004).Foi
demonstrado que a glutamina e seu derivado estavel alanil-glutamina aceleram a
recuperacdo da mucosa oral (LEITAO et al, 2008) e mucosa intestinal
(CARNEIRO-FILHO et al., 2004b) lesadas pelo uso de 5-Fluorouracil. Braga-Neto
et al. (2008) demonstraram que a suplementacdo com alanil-glutamina e
glutamina melhora os danos induzido no epitélio intestinal na mucosite intestinal

induzida por 5-fluorouracil in vitro.
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1.2.1. Mucosite Intestinal — Mediadores inflamatorios

O processo inflamatério tem um grande impacto sobre as células
epiteliais intestinais e sobre células especializadas do intestino, tais como: as
células enteroendédcrinas e as células produtoras de muco. A inflamacao intestinal
pode apresentar importantes alteragbes na estrutura da mucosa, como a
infiltracdo de polimorfonuclear com consequiente prejuizo na funcao de barreira
desempenhada pela mucosa intestinal, podendo haver aumento de
permeabilidade e uma dificuldade na absorcao (HAWKER et al., 1980; KOYAMA
et al., 1991; NUSRAT et al., 1997; WEILAND et al., 1986). Essas alteracdes de
barreira sdo provenientes da acdo dos polimorfonuclares sobre as tigh juctions ou
zona de oclusao (MILKS et al., 1983; NASH et al., 1987; PARSONS et al., 1987).

Dentre as células polimorfonucleares podemos destacar a importancia
do infiltrado neutrofilico e a migracdo neutrofilica transepitelial em doencas
inflamatérias intestinais.

As citocinas compreendem um amplo grupo de glicoproteinas de baixo
peso molecular que possuem a capacidade de modular a atividade celular em
condicoes fisioldgicas e patologicas. Podem ser sintetizadas por todas as células
nucleadas do corpo, mas sao liberadas principalmente por macréfagos e
linfécitos. A maioria delas age localmente, de forma autdcrina, ou seja, atuam
sobre os receptores das préprias células que as produzem; e de forma paracrina,
atuam em células-alvo vizinhas ou distantes (NICOLA, 1994; SARTOR, 1994).

Em geral, as citocinas sdo pleiotrépicas, isto €, tém mudltiplos efeitos,
uma unica citocina pode interagir com mais de um tipo de célula, ter muitas
atividades biolégicas, interagir com outras citocinas com atividades sinérgicas ou
antaglnicas. Estas agdes incluem numerosos efeitos nas células do sistema
imune e modulacdo da resposta inflamatéria. A produgdo constitutiva das
citocinas € normalmente baixa ou ausente, a sua sintese é regulada por varios
estimulos indutores em nivel de transcricdo (NICOLA, 1994).

A exposicdo do intestino a determinadas citocinas reproduz a
inflamacéo intestinal, induzindo a migracao de macréfagos, linfécitos e eosinoéfilos
da lamina prépria para a superficie do epitélio. Estas células representam uma
importante defesa contra microrganismos luminais e faciltam o processo de

reparo por aumento no processo de restituicio (DE KONING et al., 2006;
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MAHIDA et al.,1997; SARTOR, 1994; WILSON; GIBSON, 1997; WILLIAMS,
2001).

Segundo Williams (2001), citocinas inflamatoérias, tais como IL-1, IL-6,
TNF-aq, interferon-gama (IFN-y) e IL-2; e antiinflamatdrias, antagonista do receptor
de IL-1 (IL-1ra), TGF-B, IL-4, IL-10, IL-11 estdo envolvidas na lesdo e reparo da
mucosa. Wilson; Gibson (1997) destacou no processo inflamatério intestinal a
importancia da IL-8, IL-2, IFN-y e IL-1B. No entanto, segundo o0 mesmo autor, IL-4
e IL-10 podem perpetuar a injaria epitelial por inibir a migracao celular.

O TNF é expresso em duas formas: TNF-a e TNF-B. TNF-a é
produzido por macrofagos, células natural Killer e mastécitos, enquanto TNF-3 é
primariamente um produto de linfocitos T ativados. Séo atividades bem definidas
destas citocinas, a habilidade de ativar neutréfilos, estimular a produgéo de IL-1,
inibir a atividade da lipoproteina lipase, induzir a caquexia e choque séptico
(FONG; LOWRY, 1990; PALLADINO Jr.; FINKLE, 1986). O TNF-a tem sido
apontado como um dos mediadores inflamatérios implicados nas alteracées da
fisiologia intestinal por induzir expansdao na populacdo de células residentes da
lamina prépria e epitélio intestinal, com conseqlente liberacdo de citocinas como
IL-1, IL-6 e IL-8; e também de derivados lipidicos, enzimas, oxidantes, capazes de
provocar secrecdo e lesdo na mucosa intestinal (McKAY; PERDUE, 1993;
SARTOR, 1994).

Existem duas formas de IL-1, a IL-1a e IL-13, que possuem atividades
bioldgicas semelhantes e se ligam com a mesma afinidade aos receptores de
membrana. Existe um terceiro membro na familia de genes IL-1, o IL-1ra, que
inibe as acdes inflamatorias de IL-1, porque compete biologicamente pela ligacao
com receptores de IL-1 (AREND, 1991). IL-1 possui influéncia marcante no
desenvolvimento de lesdes e na secrecao intestinal por estimular a sintese de
PGs (THEODOROU et al., 1994) e IL-8 (SARTOR, 1994). In vitro, demonstrou-se
que o efeito secretdrio intestinal do sobrenadante de macréfagos estimulados pela
toxina A foi dependente da atividade de IL-13 (ROCHA et al., 1998). Xiang et al.
(2011) demonstrou, em modelo murino de mucosite induzida por 5-Fluorouracil,
gue o antagonista do receptor de IL-1 é capaz de atenuar a mucosite.

O NF-kB foi descoberto em 1986 e representa um fator nuclear (NF)
que quando ativado por varios agentes inflamatérios, possui a capacidade de
ligar-se a uma sequéncia de 10 pares de bases na regiao promotora do gene que
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codifica a cadeia leve Kk das moléculas de anticorpo das células B (kB) (SEN;
BALTIMORE, 1986). O termo NF-kB auténtico designa a combinacado p50/p65
(RelA). Outras subunidades foram descritas, tais como a c-Rel, RelB, e p52,
sendo provavel que diferentes tipos de combinacées sejam capazes de ativar
diferentes genes ou ainda bloquear a transcricdo do p50/RelA. As subunidades
p5S0 e p52 sao sintetizadas como moléculas precursoras inativas, p105 e p100,
respectivamente (HUXFORD et al., 1998).

Normalmente o NF-kB encontra-se no citoplasma na sua forma inativa,
ligado a proteina inibitéria, IkB. Esse complexo impede a translocacdo do NF-«kB
para o nucleo. Assim, a fosforilacdo e a degradacédo do IkB sdo necessarias para
que ocorra a translocacdo (DELHASE; KARIN, 1999). Uma particularidade
importante da mucosite é o fato do NF-kB regular elementos chaves que levam a
toxicidade do tecido normal, mais especificamente por promover apoptose. Na
verdade, existe um paradoxo entre o efeito pré-apoptético do NF-kB em células
normais e o potencial anti-apoptético e citoprotetor que o NF-kB promove nas
células tumorais (SONIS, 2002).

Yeoh et al. (2005) referem seu aumento de expressdo acompanhando
as alteracbes no tecido colorretal apds tratamento radioterapico em seres
humanos. A radiacdo ativa e aumenta a expressdo de NF-kB, que ativa as
proteinas como a ciclooxigenase-2 (COX-2). Bowen et al. (2007) identificaram que
a proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) também sinaliza a destruicdo
intestinal induzida por CPT-11 e que o0 aumento de expressao das caspases 1 e 3
€ responsavel pelo processo de apoptose.

A COX-2, enzima importante na conversdao do acido araquidénico a
prostaglandinas (PGs) e tromboxanos, com expressao predominantemente no
processo inflamatério, € induzida na presenca de citocinas (IL-1, IL-2, TNF-a),
fatores de crescimento e endotoxinas (VANE et al., 1998; HINZ; BRUNE, 2002).
As citocinas antiinflamatérias como IL-4, IL-10 e IL-13 e os corticosterdides
reduzem a inducao de COX-2 (VANE et al., 1998; HINZ; BRUNE, 2002). Sabe-se
que COX-2 também € expressa em pequenas quantidades constitutivamente
(VANE et al., 1998).

Prostaglandinas desempenham um papel relevante na fisiopatologia
das diarréias inflamatérias. Os eicosandides sdo ativados durante a inflamacgao
intestinal pela COX-2 (TAN et al., 2000; STURM; DIGNASS, 2002). Trabalhos in
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vitro relatam o papel deste mediador no estimulo a secrecao de cloro e agua no
intestino (SAKAI et al., 1995 e 1997; SUZUKI et al., 2000). Por outro lado, as PGs
também sao importantes nos mecanismos de reparo intestinal (TAN et al., 2000),
pois, existem evidéncias que a atividade de COX-2 & um fator importante nos
mecanismos de proliferacdo intestinal e, portanto, possuem um papel na
recuperacao do epitélio intestinal (TAN et al., 2000; WALLACE; DEVCHAND,
2005; SHAO et al., 2006).

Oxido nitrico € um radical livre, altamente reativo, que apresenta
importantes funcées nos sistemas cardiovascular, neurolégico e imune. E
sintetizado a partir da L-arginina e do oxigénio molecular pelas enzimas 6xido
nitrico sintases, liberando L-citrulina como co-produto (MONCADA et al., 1991).
Trés isoformas de NOS foram identificadas: uma isoforma neuronal, inicialmente
encontrada no cérebro (BREDT; SNYDER, 1994; SESSA et al.,, 1992), uma
endotelial, isolada em endotélio (LAMAS et al., 1992) e uma isoforma induzida
(INOS), isolada inicialmente em macréfagos (XIE et al., 1992).

A NOSi, por sua vez, é regulada a nivel transcripcional, em resposta a
estimulos pré-inflamatérios, como citocinas pré-inflamatérias, endotoxinas, hipdxia
e estresse oxidativo, ao passo que glicocorticéides, citocinas anti-inflamatorias,
como interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) e o fator de transformacéao de
crescimento (TGF-B) suprimem a producdo de NO (MONCADA et al.,, 1991;
BOGDAN et al., 1994). A ativacao da NOSI, independe da concentracao do célcio

intra-celular e resulta na liberacdo de grandes quantidades de NO
(concentragdes nanomolares) por periodos mais longos (NATHAN; XIE, 1994). O
NO produzido em altas concentragdes atua como uma molécula citotdxica contra
fungos, bactérias, protozoarios e células tumorais (MONCADA, 1991; WONG;
BILLIAR, 1995). Por outro lado, essa liberacao de NO tém outras consequéncias
biolégicas, incluindo vasodilatacdo, danos teciduais aos tecidos do hospedeiro,
dor, lesdo tecidual e apoptose (MONCADA et al., 1991; SZABO, 1996).

Tem-se relacionado que as citocinas estimulam a expressao de iNOS
com a consequente producdao de Oxido nitrico. Um efeito bifasico e
dosedependente da iINOS na inflamacao tem sido relatado (CALABRESE, 2001).
Dependendo da condicdo, o papel da iINOS varia do aumento do padrao
inflamatério a inibicdo deste (NATHAN, 1997). Em baixas concentragées, o NO

exerce um efeito protetor contra lesbées de mucosa, em parte devido a um efeito
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vasodilatador que resulta em aumento do fluxo sanguineo mesentérico (KUBES,
MAcCAFFERTY, 2000; COCKCROFT, 2005). Contudo, em altas concentracoes,
quando derivado da iNOS, verifica-se um grande papel do NO na citotoxicidade
(HAN et al., 2003), levando ao aumento da permeabilidade do epitélio intestinal
(UNNO et al., 1997).

Muitos estudos relatam que o NO, oriundo da atividade de iINOS, exibe
propriedades deletérias, participando na fisiopatologia de doengas como, por
exemplo, a cistite hemorragica (SOUZA-FILHO et al., 1997; RIBEIRO et al.,
2002), mucosite oral (LEITAO et al., 2007), mucosite intestinal (LEITAO et al.,
2011, LIMA-JUNIOR et al., 2012).

1.2.2. Mucosite Intestinal Experimental: A Experiéncia do Laboratorio de
Farmacologia da Inflamacéao e Cancer

Ha mais de 10 anos o Laboratério de Farmacologia da Inflamacéo e
Céancer (LAFICA), sob coordenacao do prof. Dr. Ronaldo Ribeiro, vem se
dedicando ao estudo da toxicidade da quimioterapia do cancer, em especial a
mucosite intestinal induzida por quimioterdpicos do qual resultou diversas
dissertacoes/teses e consequentemente artigos cientificos. Recentemente, o
projeto intitulado Nucleo de Estudos da Toxicidade do Tratamento Oncolédgico
(NETTO), coordenado pelo prof. Dr. Ronaldo Ribeiro, foi aprovado pelo Programa
de Apoio a Nucleos de Exceléncia — PRONEX/FUNCAP/CNPq.

No tocante a mucosite intestinal foi primeiramente demonstrado por
Carneiro-Filho et al. (2004a) que o antineoplasico metrotexato foi capaz de
causar grandes mudancas na funcdo do intestino delgado por perturbar a
permeabilidade intestinal e a inducdao da secrecao de eletrélito em paralelo com
danos histolégicos significativos e que este antineoplasico retarda o esvaziamento
gastrico e o transito gastrintestinal de liquidos em ratos acordados (SOARES et
al., 2011a).

Foi demonstrado também que a glutamina, e especialmente a alanil
glutamina, tém efeitos expressivos na protecdo da mucosa intestinal contra a
agressao por 5-Fluorouracil (CARNEIRO-FILHO et al., 2004b) e que este

quimioterapico € capaz de induzir dismotilidade gastrintestinal através do estudo



33

das variac6es funcionais decorrentes do tratamento quimioterapico (SOARES et
al., 2008) e que o fator de ativacdo de plaquetas (PAF) esta envolvido na
mucosite induzida por este agente (SOARES et al.,, 2011b). Recentemente,
evidenciou-se que a citocina IL-4 participa como uma citocina pré-inflamatéria na
mucosite induzida por 5-fluorouracil, sugerindo que o antagonista de IL-4 pode ser
um novo alvo terapéutico para esta condicao (SOARES et al., 2012).

Quanto a mucosite intestinal induzida por irinotecano, Freitas (2007)
demonstrou que a IL-18 esta envolvida na patogénese da MGl induzida por CPT-
11 e que o ligante de IL-18 atenua os eventos envolvidos na Ml induzida por CPT-
11. Logo apéds, Melo et al. (2008) demonstraram que a talidomida e a pentoxifilina
reduziram significativamente a gravidade da lesao intestinal. Entretanto, a
pentoxifilina foi mais efetiva quanto a protecao reduzindo a producado de TNF-q,
IL-1B e IL-8 e a talidomida inibindo especificamente a producao de TNF-a.

Outro mediador inflamatério importante estudado foi o éxido nitrico.
Lima-Junior et al. (2012) demonstraram o papel do éxido nitrico na mucosite
intestinal induzida por irinotecano e também forneceu evidéncia na participacao
de citocinas na inducéo de iINOS uma vez que infliximabe (anticorpo anti-TNF-a) e
pentoxifilina significantemente inibiram a expressdo de iINOS induzida por
irinotecano.

Portanto, diversos tem sido os trabalhos abordados pelo referido grupo

de pesquisa no que concerne a mucosite intestinal experimental.

1.3. Latex e laticiferos

O latex € uma secregao vegetal que se apresenta geralmente como um
liqguido de aspecto leitoso, de carater viscoso ou ndo (ENDRESS; BRUYNS 2000;
PICKARD, 2008). Este latex nao apresenta nenhuma funcdo metabdlica
conhecida para o vegetal, mas tem como principal atividade proteger a planta
contra herbivoros, microorganismos ou dano mecéanico selando o tecido
danificado (AGRAWAL; KONNO, 2009).

A produgéo de latex ocorre em mais de 12.500 espécies de plantas
distribuidas entre mais de 900 géneros, compreendendo aproximadamente 22
familias (HAGEL et al., 2008). A maioria das plantas produtoras de latex pertence
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as familias Euphorbiaceae (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1987) e Apocynaceae
(BROCKBANK; LYNN, 1979), embora plantas pertencentes a outras familias
também produzam esta substancia (DELTA, 1982).

Dentre a diversidade de plantas laticiferas, a mais conhecida é a
seringueira (Hevea brasiliensis), uma arvore nativa da Amazodnia. A borracha
produzida por esta planta é amplamente utilizada pela industria para producao de
varios utensilios tais como luvas, brinquedos, bicos de mamadeira, chupeta,
balbes de festa, preservativos, entre outros (SUSSMAN et al., 2002). Como o
latex de H. brasiliensis é intensamente explorado por apresentar valor comercial,
a maior parte dos estudos bioquimicos ja desenvolvidos com fluidos laticiferos se
refere ao latex desta planta. A maioria destas pesquisas restringiu-se a estudar
proteinas envolvidas em processos indutores de alergia em pessoas submetidas
a continuo contato com utensilios produzidos com seu latex (KIMATA, 2005;
POSCH et al.,1997; SUSSMAN et al., 2002).

1.3.1. Calotropis procera (Ait.) R. Br.

Calotropis procera (Ait.) R. Br. € uma espécie vegetal pertencente a
familia Apocynaceae. E popularmente conhecida por diferentes nomes
dependendo do estado em que é encontrada: algodao de seda ou seda (PE),
paninha de seda (SP), leiteiro (SP, MG), Flor-de-seda, Ciume ou Horténcia (CE).
Esta espécie é nativa da india e Africa Tropical, mas pode ser encontrada em
quase todas as regides tropicais da América, incluindo o Brasil. Apresenta-se
como um arbusto perene ou subarbdérea ereta com pouca ramificacdo e que pode
alcancar até 3,5m de altura. Suas folhas sdo grandes, subcoriaceas; seus frutos
sdo globosos, grandes, com sementes cobertas por painas brancas sedosas;
suas flores sdao de cor roxa, dispostas em inflorescéncia fasciculadas terminais
(Figura 3) (KISSMANN; GROTH, 1999; LORENZI; MATOS, 2002).

1.3.1.1. Atividades farmacoldgicas da planta Calotropis procera
Essa espécie tem sido usada na medicina popular para o tratamento de

lepra, Ulceras, tumores, hemorrdidas, doencas hepaticas, do bago e abdémen
(KIRTIKAR; BASSU, 1935).
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Experimentalmente varias atividades biol6gicas tém sido descritas para
diferentes partes da planta e estes incluem atividades proteoliticas,
antimicrobianas, anti-helminticas e larvicida (ATAL; SETHI, 1961; KUMAR; ARYA,
2006; MALIK; CHUGATI, 1979; RAMOS et al., 2006a; SHIVAKAR; KUMAR,
2003;).

As folhas frescas ou aquecidas tém sido usadas para dores reumaticas
nas articulacoes, inchacos, inflamacdes e feridas (WEALTH OF INDIA, 1992).
Atividade antioxidante e citotoxica foi descrita em flavonoides isolados da folha de
Calotropis procera (MOHAMED et al.,, 2011), bem como atividade sobre a
tolerancia a glicose em ratos e camundongos hiperglicémicos (MOHAMMED et
al., 2010).

Enquanto que o extrato da casca do caule demonstrou, através de um
estudo piloto, possuir atividade cicatrizante por inibir a infeccdo bacteriana
(PERUMAL; CHOW, 2012).

Atividade antiangiogénica e antitumoral foram demonstradas para
diferentes extratos da raiz de Calotropis procera (MATHUR et al., 2011; MATHUR
et al., 2009).

As partes aéreas da planta possuem latex em abundancia que tem sido
relatado propriedades medicinais como antidiarréico, antidiabéticos, anti-cancer,
antiartritica, antioxidante e antiulcerosa (BHARTI et al., 2010; CHOEDON et al.,
2006; KUMAR et al., 2001; KUMAR; RQOY, 2007 e 2009; KUMAR; PADHY, 2011
ROY et al., 2005).
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Figura 3 - Aspectos gerais da planta Calotropis procera (Ait.) R. Br. A: Inflorescéncia; B: Fruto
globoso; C: Sementes ligadas a fios de seda; D: Planta jovem de C. procera (EIN GEDI, 2009).

1.3.1.2. Composicao quimica do latex de Calotropis procera (Ait.) R. Br.

Em analises quimicas dos extratos brutos do latex de C. procera,
diversas moléculas tém sido identificadas, tais como cardenolideos ativos,
enzimas proteoliticas, alcaléides e carboidratos (SEIBER et al., 1982), além de
esterdides, terpenos e carbonatos organicos (GALLEGOS-OLEA et al., 2002).
Além disso, proteinases do tipo cisteinica, quitinases e enzimas relacionadas ao
estresse oxidativo vegetal foram detectadas (FREITAS et al.,, 2007). Duas
proteases cisteinicas (DUBEY; JAGANNADHAM, 2003; SINGH et al., 2010), uma
osmotina (FREITAS et al.,, 2011) foram identificadas no latex de C. procera.
Ramos et al. (2010) detectaram a presencga de proteina com atividade de inibidor
de papaina.
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1.3.1.3. Atividades farmacoldgicas do latex da planta Calotropis procera
(Ait.) R. Br.

Calotropis procera é uma planta bem conhecida e bastante utilizada na
medicina popular, principalmente na india, por apresentar diversas propriedades
curativas (WARRIER et al., 1994). Dentre a diversidade das atividades
farmacoldgicas relevantes desta planta, grande parte desta esta relacionada ao
seu latex. No Ceard, o latex desta planta € utilizado pela populagdo de baixa
renda sendo aplicado sobre doencgas bacterianas e fungicas de pele.

Estudos mostram que o produto da extracdo do latex integro de C.
procera com solvente organico possui atividade antibacteriana (LARHSINI et al.,
1997; SHUKLA; MURTI, 1961), molusquicida (HUSSEIN et al., 1994) e
esquistossomicida (SHARMA; SHARMA, 2000). Ensaios preliminares revelaram
que o extrato organico apresentou atividade antifungica contra Candida albicans
(SEHGAL et al., 2005).

A aplicacao topica diaria do latex integro extraido com agua reduziu a
area de feridas induzidas no dorso de animais, sugerindo que o latex de
Calotropis procera apresenta acao cicatrizante (RASIK et al., 1999). A mesma
preparacado, quando administrada por via oral, apresentou efeito antipirético
(LARHSINI et al., 2002) e foi capaz de reduzir a diarreia em ratos induzida pela
ingestao de 6leo de mamona (KUMAR et al., 2001). Esse latex integro, por via
oral, inibiu a inflamacédo induzida por carragenina (KUMAR; BASU, 1994) e
reduziu as contor¢cdes abdominais induzida por acido acético (DEWAN et al.,
2000). Além disso, a capacidade anti-inflamatéria parece ser comparavel a da
fenilbutazona em modelos de inflamacéo aguda e crénica (ARYA; KUMAR, 2005;
SANGRAULA et al., 2002). Entretanto, dependendo da via de administracdo, o
extrato aquoso deste latex induz processos pré-inflamatério em animais (SINGH
et al., 2000; SHIVAKAR; KUMAR, 2003).

Com relacdo as propriedades farmacolégicas acima citadas, é
importante destacar que os estudos foram conduzidos utilizando extratos aquosos
e/ou organicos obtidos de uma preparacdo integra do latex onde pouca ou
nenhuma caracterizagao bioquimica das moléculas envolvidas nos eventos

farmacoldgicos observados foi realizada. Alguns destes resultados séo atribuidos
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a compostos organicos do metabolismo secundario produzidos pela planta e ndo
h& descricdes sobre o envolvimento de suas proteinas. Assim, embora uma
riqueza de atividades tenha sido observada, estes trabalhos foram realizados de
modo exploratério ndo contemplando um eficiente método de extracdo, separacao
ou isolamento de compostos.

Por outro lado, de forma pioneira, 0 nosso grupo de pesquisa em
colaboragédo com o prof. Dr. Marcio Viana Ramos, do Dep. de Bioquimica da UFC,
vem, ha alguns anos, investigando o potencial farmacolégico e bioquimico de
proteinas do latex de C. procera (LP). Nesses estudos, uma fracdo rica em
proteinas soluveis em agua (LP), livre em borracha e compostos com massa
molecular inferior a 8.000 Da foi utilizada. Essas proteinas se caracterizaram por
serem isentas de borracha e obtidas a partir do latex bruto por processos de
didlises, centrifugacdes e cromatografias.

Um dos primeiros estudos realizados pelo nosso grupo demonstrou
que as proteinas do latex quando administrada por via intravenosa foram capaz
de reduzir o processo inflamatério nos modelos experimentais de peritonite e
edema de pata induzidos por carragenina e cistite hemorragica por ciclofosfamida
em camundongos (ALENCAR et al., 2004). Posteriormente, foi demonstrado que
as atividades pré e anti-inflamatérias do latex de Calotropis procera sao mediadas
por diferentes compostos fracionados na dialise (ALENCAR et al., 2006).

Importante  atividade antinociceptiva da fracdo proteica foi
demonstrada em modelos de contorcdes abdominais induzidas por acido acético,
lambedura da pata induzida por formalina e placa quente (SOARES et al., 2005).

LP também demonstrou ter potencial para aliviar a inflamacao e a dor
associada a artrite induzida em ratos (KUMAR et al., 2011).

Em ensaios imunoldgicos, a fracdo LP, quando administrada por via
oral, ndo foi capaz de induzir sintese de IgA ou IgE em animais experimentais
(RAMOS et al., 2007).

Apoés identificacdo da presenca de atividade antiinflamatéria na fracao
LP, estudos subsequentes desencadearam o fracionamento de LP em coluna de
CM-Sepharose em pH 5,0 ao qual resultou em trés novas fracdes (LPPI, LPPII e
LPPIII) que foram testadas em modelos animais. Como resultado, foi interessante
observar que as trés subfracbes apresentaram atividade anti-inflamatéria, mas

somente LP e LPPI induziram produgéo de éxido nitrico, uma molécula envolvida
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no processo de migragao celular na resposta inflamatéria, que em alta quantidade
no soro, suprime a expressdao de moléculas de adesdo no endotélio vascular
(DAL-SECCO et al., 2003; KUBES et al., 1991; PENG et al., 1998). Neste estudo,
consideravel avanco foi realizado quanto a identificacdo de moléculas envolvidas
em eventos farmacoldgicos promovidos pelo latex e quanto a observacéao de que
diferentes proteinas do latex desempenham suas atividades através de
mecanismos distintos (RAMOS et al., 2009).

Proteinas do latex de C. procera também foram investigadas quanto a
capacidade de inibir os efeitos letais provocados no curso de uma infecgcéo
bacteriana sistémica induzida por Salmonella enterica sorotipo Typhimurium
utilizando camundongos. Neste trabalho, foi observado que enquanto 100% dos
animais infectados por S. Typhimurium morreram em 7 dias, 0os animais tratados
com LP permaneceram protegidos por tempo indefinido. A analise do perfil celular
e bioquimico sanguineo revelou que LP apresentou acdo imunoestimulante,
evitando a leucopenia provocada pela infeccdo bacteriana. LP protegeu os
animais da infeccao bacteriana por um mecanismo de acao indireto ja que LP nao
apresentou acao in vitro contra S. Typhimurium (LIMA-FILHO et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2012).

Neste mesmo modelo de infecgdo bacteriana, estudo recente mostrou
o efeito significativo da fracdo proteica (LP) e das suas subfracdes (LPPI, LPPIl e
LPPIIl) em manter a homeostase da coagulacdo sanguinea em animais sépticos.
LP foi capaz de ndo promover trombocitopenia significativa e nao reduzir tempo
de coagulagdao quando comparados aos animais infectados. Este ultimo efeito foi
também demonstrado pelas subfragbes LPPII e LPPIll que apresentaram
atividades proteoliticas semelhantes a trombina e plasmina, importantes enzimas
da coagulacdo sanguinea. A LPPI, subfracdo desprovida de atividade proteolitica,
nao mostrou efeito semelhante as demais (RAMOS et al., 2012).

Com relacao as atividades na area oncolégica, as fracdes proteicas
demostraram citotoxicidade in vitro contra diferentes linhagens de células
cancerigenas humanas (OLIVEIRA et al., 2007;) e in vivo demonstraram atividade
de inibicdo do crescimento do sarcoma 180 em camundongos (OLIVEIRA et al.,
2010).

Em trabalho recente do nosso programa de pdés-graduacado foi

demonstrado, que LP diminui a resposta inflamatoria da mucosite oral induzida
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por 5-fluorouracil em hamsters através de supressdo da inducao de mediadores
pré-inflamatérios (FREITAS et al., 2012).

Ao nivel de sistema nervoso central LP demonstrou efeitos
depressores, mas sem efeito ansiolitico. No entanto, as doses utilizadas nesse
trabalho foram altas em relagcdo as doses observadas para as atividades anti-
inflamatdrias, antinociceptivas, etc, descritas pelo nosso grupo de pesquisa (LIMA
et al.,, 2010). Mais recentemente, LP demonstrou atividade anticonvulsivante
induzida por pentilenotetrazol (LIMA et al., 2012).

Na literatura, relatos de eventos toxicolégicos e até letais sao
observados quando o latex de C. procera, na sua forma integra, é dado por via
oral a mamiferos (EL-BADWI et al., 1998). Por outro lado, animais que receberam
LP durante 35 dias consecutivos ndo apresentaram mudancas nos parametros
bioquimicos sanguineos, renais e hepaticos, mantendo-se rigorosamente
similares aos do grupo controle (RAMOS et al., 2006b). A administracao diaria da
fracdo proteica do latex ndo promoveu morte dos animais e nem ocasionou
rejeicdo ao consumo da amostra. Toxicidade aguda néo foi registrada durante o
periodo experimental (RAMOS et al., 2006b). Neste contexto, proteinas do latex
parecem ser excelentes candidatas a estudos de propriedades farmacoldgicas ja
que, até o momento, nao foram observadas alteracées fisioldgicas negativas nos

animais que receberam a fragao.
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1.4.JUSTIFICATIVA

A Terapia Oncolégica moderna tem sido cada vez mais intervencionista
e tem utilizado doses de quimioterapicos, isolados ou combinados, cada vez
maiores. Tal fato encontra justificativa na tentativa de vencer a resisténcia
primaria das neoplasias a acao das drogas e a busca de uma maior eficiéncia nas
terapéuticas de salvamento e de primeira linha.

Contudo, a lida com os efeitos colaterais advindos desta pratica se
constitui, muitas vezes, no principal obstaculo a conduta terapéutica avaliada
como ideal.

Assim, nao ha duvidas, que a toxicidade, algumas vezes, direcionada
para um 6rgao especifico, acarreta uma grande limitacdo do tratamento
quimioterapico convencional ocasionando um prejuizo substancial para o
paciente, visto que tal toxicidade, muitas vezes, leva a necessidade de redugéo
da dose ou até mesmo interrupg¢ao do tratamento.

A mucosite, enquanto efeito colateral de alta prevaléncia permanece
como um terreno fértil para pesquisas. Apesar de muitos trabalhos ja realizados,
ndao se descobriu, ainda, um meio eficaz para o seu controle, sendo, até o
momento, todos os métodos utilizados apenas paliativos. Ha, portanto, que se
continuar valorizando a sua importancia clinica, buscando alternativas certeiras
para o seu diagndstico precoce e abordagem farmacoldgica eficiente.

Calotropis procera é uma planta laticifera encontrada facilmente no
territério cearense e € utilizada pela populacao local para alguns fins terapéuticos,
como dor de dente, diabetes, infecgdes de pele, entre outras. Na medicina
tradicional indiana, essa planta também tem sido utilizada por muito tempo para
diversas patologias incluindo lepra, ulceras, tumores, hemorroidas, dores nas
articulagdes e doencas do baco, figado e abdémen (KIRTIKAR; BASU, 1935). Na
pesquisa pré-clinica, inumeros estudos mostram que o latex de Calotropis
procera, rico em proteinas, apresenta propriedades farmacoldgicas anti-
inflamatérias, antinociceptiva, imuno-modulatéria, antitumoral, envolvendo
mecanismos celulares, vasculares e liberacdo ou inibicdo de importantes
mediadores inflamatérios (ALENCAR et al., 2006; 2004; RAMOS et al., 2009;
2012; SOARES et al., 2005; KUMAR et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012; 2010;
2007; LIMA-FILHO et al., 2010).
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Neste contexto, o interesse incessante por tratamentos farmacolégicos
alternativos em processos inflamatérios que apresentem menores efeitos
colaterais, melhor eficacia e menor custo, aliado aos conhecimentos populares e
cientificos da planta Calotropis procera, dao suportes para a realizagdo de
estudos que possibilitem a investigacdo de efeitos anti-inflamatérios de uma
fracdo proteica isolada desta planta em no modelo de mucosite intestinal induzido

por irinotecano.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar o efeito de uma fracdo proteica (LP) isolada do latex de
Calotropis procera sobre as alteracées morfoldgicas, inflamatérias e funcionais
associadas a mucosite intestinal (MI) induzida por irinotecano (CPT-11) em

camundongos.

2.2. Especificos

* Avaliar o efeito de LP sobre a sobrevida, ganho ponderal e perfil
hematoldgico dos animais com MI induzida por CPT-11;

* Investigar o efeito de LP sobre as alteracbes morfofuncionais,
histolégicas e funcionais na Ml induzida por CPT-11, através de anailise
morfométrica, histopatolégica e avaliacdo do grau de diarreia e

motilidade intestinal in vitro, respectivamente;

* Investigar o efeito de LP sobre a resposta inflamatéria da Ml induzida
por CPT-11 através da avaliacdo do efeito desta fragcdo sobre: a
atividade da mieloperoxidase intestinal (por ELISA), os niveis de TNF-a
e IL-1B no intestino (ELISA) e sobre a expresséo intestinal de TNF-q, IL-
1B, COX-2, NF-kB, iINOS (por imunohistoquimica e/ou Western blot).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Espécie vegetal — Coleta e Fracionamento do latex

A planta Calotropis procera (Ait.) R. Br., pertencente a familia
Asclepiadaceae, foi identificada pelo Professor Edson de Paula Nunes,
taxonomista do Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceard, onde
uma exsicata (N. 32663) desse material estd depositada. A planta é facilmente
encontrada em varios locais da cidade de Fortaleza, principalmente na area
litoranea e devido a sua boa capacidade regenerativa, a coleta de latex nao
compromete a sua saude.

A coleta do latex foi realizada através da quebra do apice caulinar. O
material foi coletado em tubos falcon com capacidade para 45 ml, onde foram
colocados previamente 20 ml de agua destilada. A quantidade de latex coletada
por tubo mantinha sempre a proporcao de 1:1 (v/v) com a agua.

Apébs a coleta do latex em agua, a obtencdo da fracdo proteica do
material bioldgico de estudo foi realizada segundo o protocolo esquematizado a
seguir (Figura 4). O material foi submetido inicialmente a centrifugacao a 5.000 x
g durante 10 minutos a 10 °C e o precipitado, rico em borracha, foi descartado. O
sobrenadante foi submetido a dialise exaustiva contra agua destilada durante 60h
com trocas de agua a cada 6 horas. A dialise foi desenvolvida utilizando
membranas com capacidade para retencao de moléculas com massa molecular
superior a 8.000 Da. Apds dialise, o material foi novamente centrifugado nas
mesmas condigbes como descrito acima e o novo sobrenadante foi liofilizado e
nomeado de Proteinas do Latex (LP) (ALENCAR et al., 2006).

Todo o processamento e fornecimento das LP foram realizados no
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, sob coordenagao do professor
Dr. Méarcio Viana Ramos.
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Coletado latex em agua destilada (1:1)

Centrifugacdo a 5000g/10 mina10°C

Sobrenadante

Precipitado 1 (descartaclo)
Dialise:
1:10 (VN):
Cutoff 8.000 Da
60horas.

Centrifugacao a 5000g/10 min a 10 °C

Sobrenadante -
Liofilizado Precipitado 2 (descartaclo)

|

|

Proteinas do Latex (LP)

Figura 4: Esquema de fracionamento do latex da planta Calotropis procera.
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3.2. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos,
pesando entre 20 e 25 gramas. Todos os animais foram provenientes do Biotério
Central do Campus do Pici — UFC e mantidos no Biotério setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Todos foram acondicionados em gaiolas
apropriadas, sob condicées adequadas de luz e temperatura, permanecendo nas

mesmas condi¢des ambientais durante os experimentos.

Os protocolos utilizados nesse trabalho estdo de acordo com os
padroes éticos estabelecidos pelo comité de ética em pesquisa animal da
Universidade Federal do Ceara (protocolo: 24/09).

3.3. Drogas e reagentes

* Cloridrato de Irinotecano (CPT-11, Evoterin®, ampolas 5 mL,
100mg/mL, Evolabis);

« Acido acético glacial P.A. (Merck);

« Acido Sulfarico P.A. (Merck);

» Soro fisiol6gico 0,9% (Salina),

» Formaldeido 40% (Reagen);

« Eter etilico (Merck)

* Hematoxilina (Reagen);

» Eosina (Merck);

» Xilol (Reagen);

» Solucao salina 0,9 % (estéril e apirogénica) (Pharmace);

e Solucao de Turk;

» Solucao tamponada com fosfato (PBS);

» Brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) (Sigma);

¢ O-dianisidina (Sigma);

» Envision Flex (Dako) (ref: K8006) diluente para anticorpo;

» Violeta de Genciana (Reagen);
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Fosfato de potassio monobasico KH,PO4 (Synth);
Fosfato de potassio dibasico K;HPO4 (Synth);

Envision Flex PBR (reagente de bloqueio de peroxidase) (ref:
K8010/K8012/K8024);

Envision Flex tampao de lavagem (Wash Buffer) (ref. S3006);
Envision Flex tampao de substrato/DAB (ref K3468);
Envision Flex — Hematoxilina (ref: K8018);

o ANTICORPOS

Anticorpo primario policlonal de coelho Anti-TNF-a (Sigma) (ref:
028K4872);

Anticorpo primario policlonal de coelho Anti-IL1-f (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA). (ref: H-153-SC-7884);

Anticorpo primario policlonal de cabra Anti-COX-2 (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA). (ref: M19-SC-1447);

Anticorpo primario policlonal de coelho anti-NFkB (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA). (ref: p50-NLS- SC-114);

Anticorpo primario policlonal de coelho anti-iNOS (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) (ref: N-20 SC-651);

Anticorpo secundario anti-cabra (ref: 2328).

3.4. Equipamentos e materiais

Agitador de tubos tipo Vortex cetomart® MV;
Amplificador — AD Instruments, ML845 Powerlab 4/25;
Aquecedor com temperatura controlada;

Balancga analitica Ohaus AS2600;

Balanca analitica Marte Al200;

Bequers;

Camera de contagem Neubauer;

Centrifuga Eppendorf 5804R;

ELISA ELX 800 — Biotek;

Espectofotdmetro Spectronic 20 Genesys;

Homogeneizador de tecidos Ultra-turraz T8 e Dispergierstation T8.10 da
lka
o Labortechnik;
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e Lamina lisa para microscopia 26 X 76 mm;

e Laminula 24X32 mm;

e Material cirtrgico;

* Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N;

« Microscépio Optico binocular Nikon e lente ocular micrométrica Leitz
Wetzlar 10X;

* Microscopio Nikon com objetiva 10x e lente ocular micrométrica Leitz
Wetzlar 10x) acoplado ao computador;

» Pipeta Pasteur, Eppendorfs;

» Seringas (B-D Plastipack);

3.5. Inducao da Mucosite Intestinal

O modelo experimental de mucosite intestinal utilizado foi descrito
inicialmente por lkuno et al. (1995) e adaptado no Laboratério de Farmacologia da
Inflamag&o e do Céncer (LAFICA), Universidade Federal do Ceara (MELO et al.,
2008).

Para tanto, Os animais receberam quatro injegdes, por Vvia
intraperitoneal (i.p.), de irinotecano (CPT-11) na dose de 75 mg/kg, uma vez ao

dia e foram avaliados no 7° dia ap6s a primeira injegao.

3.6 Grupos experimentais e protocolos de tratamento

Os animais foram divididos em trés grupos (n= 8-12). Grupo | : controle
normal tratado com salina (5mL/kg, i.p.); Grupo Il : controle mucosite intestinal
tratado com CPT-11 (75 mg/kg,i.p., 1x dia por 4 dias); Grupo lll: mucosite tratado
com LP. Os animais deste grupo foram sub-divididos em trés grupos os quais
foram tratados, 24h antes da administracdo do CPT-11 (dia zero) com diferentes
doses de LP (1,0; 5,0 e 50 mg/kg; e.vem 100 pL de salina) e continuado por seis
dias consecutivos, dose Unica diéria, totalizando sete dias de tratamento (Figura
5).
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. CPT-11 (75 mg/Kg i.0.) Sacrificio

L b X

Tempo
(Dias)

tt tr t t

Latex de Calotropis procera (LP)
1 (LP1), 5 (LP5) e 50 (LP20) mg/kg e.v. ou 3al i.p.

Figura 5: Esquema de tratamento dos animais no modelo de mucosite.

3.7. Parametros Avaliados

3.7.1. Curva Ponderal

Os animais de todos os grupos experimentais foram pesados no inicio
do experimento, antes dos tratamentos, diariamente durante todo o periodo
experimental. Os valores encontrados foram expressos em % de perda ponderal

em relacdo ao peso inicial.

3.7.2. Analise de sobrevida

Com o objetivo de avaliar a taxa de sobrevida em cada grupo
experimental os animais foram observados durante 12 dias apartir do inicio do
tratamento com CPT-11. Diariamente registrou-se a mortalidade dos animais em
cada grupo experimental e os resultados foram expressos como o percentual de

sobrevida.
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3.7.3. Avaliacao do perfil hematoldgico: Leucdcitos totais e neutrofilos

No 7° dia os animais foram anestesiados com éter e, em seguida,
colhidas amostras de sangue periférico por puncdo na artéria ocular, com
microcapilar heparinizado, imediatamente antes do sacrificio.

Utilizou-se 20 pL de sangue diluido em 380 uL do liquido de Turk para
contagem do numero total de leucécitos em camara de Neubauer, conforme
metodologia descrita por Moura et al. (1998). Os valores foram expressos em
nimero total de leucécitos x 10%/ mL de sangue.

Para a avaliacao de neutréfilos sanglineos, uma gota de sangue foi
colocada sobre laminas para a confeccao de esfregacos, corados pelo método
Hematoxilina/Eosina, e destinados a contagem diferencial das células em
microscépio Optico, utilizando a objetiva de imersdo (aumento de 100 vezes). A
contagem total foi feita de acordo com o método de Souza e Ferreira (1985). Ap6s

este procedimento, obteve-se entdo o nimero de neutréfilos x 10% mL de sangue.

3.7.4. Avaliacao da Diarreia

Para avaliarmos o grau de diarreia apresentada nos grupos
experimentais a intensidade da mesma foi determinada no 7° dia experimental,
anteriormente ao sacrificio dos animais, de acordos com os escores descritos por
Kurita et al. (2000) (Figura 6):

Escore 0 = fezes com aspecto normal;

Escore 1 = fezes levemente alteradas, pouco umedecidas;

Escore 2 = fezes Umidas com pouca sujidade perianal;

Escore 3 = fezes Umidas com bastante sujidade perianal.

Os resultados foram expressos como medianas do grau apresentado

em cada grupo experimental.
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Figura 6 - Figura esquematica do grau de diarreia apresentada em animais tratados com
irinotecano. A diarreia sao atribuidos escores de acordo com a intensidade. Grau O=fezes com
aspecto normal; Grau 1=fezes levemente alteradas, pouco umedecidas; Grau 2=fezes Umidas com
pouca sujidade perianal; Grau 3=fezes Umidas com bastante sujidade perianal (Freitas, 2007).

3.7.5. Anadlise histopatologica e morfométrica do intestino

No 7° dia, segmentos obtidos do duodeno, considerados em torno de
0,5 cm de duodeno proximal, foram removidos e em seguida fixados em formol a
10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados do formol e colocados
imersos em alcool 70% e posteriormente parafinizados. A seguir, foram realizados
cortes histolégicos de 5 um de espessura e processadas para coloracao pelo
método HE (hematoxilina-eosina) para exame em microscopia éptica 100x e 400x
(Microscépio Nikon com objetiva 10x e lente ocular micrométrica Leitz Wetzlar
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10x). Foram analisados os aspectos de vilos e criptas, bem como presenca e
intensidade do infiltrado inflamatério. A severidade e o grau da mucosite foram

determinados conforme os critérios descritos por WOO et al. (2000):

0 = auséncia de leséo;

1 = menos de 10% das criptas contém células necréticas;

2 = mais de 10% das criptas contém células necréticas, mas a
arquitetura permanece intacta;

3 = mais de 10% das criptas contém células necroticas, com perda da
arquitetura das criptas (<20%), os vilos encontram-se encurtados e ocorre variavel
hipertrofia e hiperbasofilia nas criptas remanescentes;

4 = semelhante a 3, entretanto, € mais extensa com perda da

arquitetura de criptas e encurtamento dos vilos.

Para a andlise morfométrica, as variaveis incluiram a altura dos vilos,
considerada desde o topo até a base, correspondente a jungao cripta/vilo, e a
profundidade das criptas definidas como a invaginacao entre os vilos adjacentes
(CARNEIRO-FILHO et al., 2004a). As medidas morfométricas foram calculadas
em um e mm? utilizando o sofware ImageJ versao 1.36b, sendo medidos entre 5 e
10 vilos e criptas por corte histolégico.

3.7.6. Avaliacao sobre a contratilidade intestinal in vitro

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e amostras
de intestino proximais dissecadas e transferidas para uma placa de Petri com
solucao nutridora de Tyrode modificada (composi¢cao em mM: NaCl= 136; KCl= 5;
MgCl, = 0,98; CaCl, = 2; NaH.PO4 = 0,36; NaHCO3; = 11,9; glicose= 5,5). A dose
de latex de Calotropis procera utilizada apartir desse experimento, foi aquela que
melhor resposta apresentou nos modelos acima descritos. Cada intestino foi limpo
de seus tecidos adjacentes em seguida, amarrados com linha no sentido da
musculatura longitudinal, suspensos em banho de 6rgao (20mL de solucao de
Tyrode, aquecida a 37° C, pH=7,4 e e oxigenada continuamente com mistura

carbogénica 95% 02/5% CO2) e conectados a um transdutor de forca
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(ADInstruments, modelo MLT0201, EUA), apropriado para registro isométrico de
contracdes, conectado a um Amplificador (ADInstruments, ML845 Powerlab 4/25,
EUA), para registro das contracbes longitudinais da preparacdo. Os sinais
gerados pelo transdutor foram registrados em um Sistema de Aquisicao de Dados
(Chart Pro, EUA). Apés calibragcao do sistema, foi aplicado ao tecido 1g de tensao
de repouso e o tempo de equilibrio com as condicdes artificiais do banho foram de
40 minutos. Duas contracoes padrao (fase fasica) foram inicialmente obtidas
mediante a adicdo de KClI 60 mM ao banho e, em seguida, feita uma curva
concentragdo-efeito com o agonista colinérgico acetilcolina (ACh em
concentragdes crescentes e cumulativas variando de 107'°-10*M adicionadas ao
banho pelo periodo maximo de 5min para cada concentracdao). Entre as
aplicagdes de KCI e entre a de KCI e a primeira de ACh realizou-se a troca de
solucdo (lavagem do preparo) permitindo-se a estabilizacdo do padrédo contratil
basal antes da adicdo de novo agente ao banho (Figura 7). Os dados obtidos da
curva de ACh foram analisados como percentual de resposta contratil em relagéao
a média das contracdes padrao observadas inicialmente para o KCl 60 mM.

A

Lavagem Lavagem

L ] L ] L] . . L . L] L ]
KCl KCl 10010 9 B 7 B 5 4y

COmM GO0m M _ _
Acetilcolina (ACh)

B
%contracao = x x100

Figura 7 - Figura esquematica de avaliagéo in vitro em intestino.
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3.7.7. Avaliacao do processo inflamatorio

3.7.7.1. Ensaio de Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO, uma enzima encontrada nos granulos azuroéfilos
de neutrdfilos, foi utilizada como marcador da presenca de neutrofilos no intestino
e sua atividade foi determinada por método colorimétrico e a leitura final realizada
em leitor de ELISA. Para tanto, apds o sacrificio dos animais, ma porcdo do
duodeno foi coletada e incubada em solugdo de HTAB 0,5% (Brometo de
hexadeciltrimetilamonio), na proporcdo de 50 mg de tecido por mL de HTAB,
homogeneizada e centrifugada (1500 g/20 min a 4°C). O sobrenadante foi
transferido para um epperdorf e novamente centrifugado (10 min) para melhor
remocao de contaminantes. Apds plaqueamento de 7 puL do sobrenadante (placas
de 96 pocos), 200 pL da solucdo de leitura (5 mg O-dianisidine; 15 uL H202 1%; 3
mL tampao fosfato; 27 mL H,O) foram adicionados e lidos a 460 nm (to=0 min e
t1=1 min). A mudanca na absorbancia foi obtida, plotada em curva padrdao de
neutrofilos e expressa como neutrofilos/mg de tecido (atividade de MPO).

3.7.7.2. Quantificacado de citocinas TNF-a e IL-1B no intestino

As concentracdes de TNF-a e IL-1B foram determinadas em amostras
do duodeno retirados no 7° dia e estocadas em freezer -70°C até o momento do
ensaio.

Para o ensaio, o tecido coletado foi homogeneizado em tampéao PBS -
137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na;HPO4, 1.5 mM KHxPO4, pH 7.2 - 7.4 €
processados como descrito por Safieh-Garabedian e colaboradores (1995). A
deteccdo de TNF-a e IL-1B foi determinada no sobrenadante do macerado da
amostra por ELISA (CUNHA et al., 1993). Placas de 96 pocos foram incubadas
por 12h a 4°C com anticorpo anti-TNF-a e anti-IL-18 (4ug/mL, DuoSet ELISA
Development kit R&D Systems Catalog DY501 e DY510 respectivamente). Apds
sensibilizacao das placas, as amostras foram adicionadas em duplicata e a curva
padrao foram adicionada em varias diluicdes e incubadas por 2h a 4°C. As placas
foram entdo lavadas trés vezes com solucdo tampao PBS/Tween-20 (0,05%
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SIGMA) e incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti —-TNF-a e anti-IL-
18 (1:1000 com BSA/Tween 1%). ApOs o periodo de incubacdo a temperatura
ambiente por 1h, as placas foram lavadas e 50 puL do complexo HRP-streptavidina
diluido 1:5000 foram adicionados. Decorridos 15 minutos, o reagente de cor o-
fenilenodiamina (OPD, 50uL) foi adicionado e as placas foram incubadas na
auséncia de luz a 37°C por 15 a 20 min. A reacado enziméatica foi interrompida com
H.SO4 (1M) e a densidade Optica medida a 490 nm em espectrofotdmetro para
TNF-a e IL-1B8. As concentracdes de citocinas contidas nas amostras foram
calculadas a partir de uma curva padrao com 11 pontos, obtida por diluicdo
seriada, sendo as concentragdes iniciais de 4000 pg/mL. O resultado foi expresso

em picograma de citocinas/mL.

3.7.7.3. Imunohistoquimica para TNF-a, IL-18, iNOS, COX-2 e NF-kB

Foram realizadas as imunohistoquimicas para TNF-a, IL-1B, iNOS,
COX-2 e NF-kB nas amostras dos duodenos que foram retiradas e fixadas em
formol tamponado a 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados do
formol e colocados em alcool 70% e posteriormente parafinizados. A seguir, foram
realizados cortes histolégicos de 3 a 4 ym de espessura € as laminas foram
colocadas em estufa a 60°C por 3 horas. Apds a desparafinizacdo do tecido,
seguida de hidratacao, foi realizado o bloqueio da peroxidase enddégena com
H.O. (PBR). Posteriormente, foi realizada a lavagem das laminas com tampéao de
lavagem (DAKO) 0,01M (5 min). Em seguida, as laminas foram incubadas com o
anticorpo primario para detec¢ao de TNF-a (Sigma), IL-1B, iINOS, COX-2 e NF-kB
(Santa Cruz), na diluicdo de 1:200 em diluente DAKO (diluente primario), por 60
min. Em seguida, na imunohistoquimica para COX-2, as laminas foram lavadas
trés vezes em PBS 0,01M e incubadas com o anticorpo secundario marcado com
biotina (Santa-Cruz), na diluicdo de 1:200, por 30 min, a temperatura ambiente.
Apb6s a remocao do excesso de anticorpo, foi incubado com o complexo
streptovidinabiotina- peroxidase (Santa Cruz) diluido em PBS, por 30 minutos.
Nas laminas para investigacdo dos outros mediadores, as laminas foram lavadas
trés vezes em tampao de lavagem e incubadas com o Flex HRP (polimero), por

30 min, a temperatura ambiente. Apés a remocao do excesso de anticorpo, € a
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lavagem com tampao, a reacgao foi revelada utilizando diamina-benzina-peréxido
de hidrogénio (DaKo) substrato buffer, a temperatura ambiente, por 5 min, no
escuro. Para todas as imunohistoquimicas, apds controle da intensidade, a
reacdao foi interrompida pela lavagem com &gua corrente por 5 min. A
contracoloragéo foi feita com hematoxilina de Mayer (Invision Flex-Dako), por 5
minutos, sendo o excesso retirado com agua corrente. Finalmente, as mesmas
foram submetidas a desidratagdo com alcool 95%, alcool absoluto, xildis e
montadas com laminulas em Entellan (RIBEIRO et al., 2002). Nas laminas para
imunohistoquimica de NF-kB, a contracoloragdo foi realizada com Metil Green,
por 10 minutos, sendo o0 excesso retirado com agua corrente e passagens em
Butanol e Xilol e montadas com laminulas em Entellan. Os controles negativos
foram processados simultaneamente, como descrito acima, e o anticorpo primario
foi substituido por diluente DAKO (diluente primario).

O grau de expressao das células marcadas foi avaliado por escores
descritos por Yeoh et al. (2005), onde se tem: 0 — sem marcacao; 1 — leve
marcacao; 2 — moderada marcacédo; 3 — moderada a intensa marcacédo e 4 —

intensa marcacao.

3.7.7.4. Avaliacao da expressao de iNOS por Western Blot

As amostras de duodeno, obtidas no sétimo dia experimental, foram
congeladas e no dia da experimentacao estas foram submetidas a sonicacao com
solucdo de lise celular (Triton X-100 1% e Nonidet P-40 0.2%) e EDTA (2mM) e
inibidor de protease e logo apds centrifugadas a 14.000 rpm a 4°C. Padronizou-se
a quantidade de proteina para 50 ug, dosadas previamente, de acordo com uma
curva padrao para proteina. Em seguida, foi feito a separacgao eletroforética (Bio
Rad mini-gel) das amostras apos desnaturacao (por meio de ebolicido) em gel de
poliacrilamida 12,5% (SDS- Page), com o marcador de proteina (Invitrogen). O gel
foi, entdo, transferido para uma membrana de nitrocelulose overnight em aparelho
de transferéncia 36v (Bio Rad mini-transfercell) a 4° C. No dia seguinte, a
membrana de celulose foi bloqueada com leite desnatado por 1 hora, a fim de
bloquear outras proteases, seguida de incubacido com anticorpo primario durante
1 hora e meia, diluicdo 1:500 em albumina bovina 5%. Apds lavagens com

tampao contendo TRIS, glicina, Tween 20 e agua destilada, foi feito incubagéo
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com anticorpo secundario, diluido 1:500 em albumina bovina 5%, durante 1 hora e
meia, em plataforma oscilante. Depois de lavar com o tampao de lavagem, foi
feita a revelagio da membrana de nitrocelulose pela técnica de
quimioluminescéncia (ECL), em filme de raio-X (Kodak X-Omat), em sala escura.
As bandas foram analisadas e quantificadas por densitometria pela razao de
expressao da proteina de interesse no gel pela expressao da proteina controle. A
quantificagdo das bandas foi determinada com o auxilio de um programa de
computador Image J. Os dados foram expressos como intensidade da banda de
iNOS.

3.8. Analise estatistica

A andlise estatistica, realizada com o software GraphPad Prism®,
versao 5.0, foi realizada empregando o teste de analise de variancia (ANOVA) ou
Kruskal Wallis conforme propriedade respectivamente para dados paramétricos e
nao-paramétricos. Quando utilizado ANOVA, foi aplicado o teste de comparacdes
multiplas (teste de Bonferoni), baseando-se na continuidade das variaveis em
andlise e, quando utilizado Kruskal Wallis, seguiu-se o teste de Dunn. Para
analise da sobrevida foi utilizado o teste de Log-Rank. Os resultados foram
expressos como meédia + E.P.M (varidveis com distribuigdo normal) ou pela
mediana (minimo-maximo) (variaveis sem distribuicdo normal), sendo as

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

4.1. Tratamento dos animais com LP nao modifica a curva ponderal de
animais com mucosite intestinal induzida por CPT-11

Os animais submetidos ao tratamento com irinotecano apresentaram
uma perda ponderal crescente a partir do primeiro dia ap6s o inicio do tratamento
(Figura 8), tendo atingido uma perda maxima de 21,29% no sétimo dia, a partir do
qual houve uma tendéncia a recuperacao em relagdo ao peso inicial. Os animais
pré-tratados com LP , apesar de, aparentemente, terem apresentado menor perda
de peso, nas doses de 5 e 50 mg/kg com uma perda maxima de 19,10% e 20,5%,
respectivamente, atingida no sétimo dia apds o inicio do tratamento, tal diferenca
nao foi significativa quando comparado com o grupo tratado com irinotecano. Nao

houve perda ponderal no grupo de animais controle normal
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Figura 8 — O tratamento com LP nao altera o peso ponderal dos animais submetidos a
mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg,
i.p.), Irinotecano (grupo CPT-11 i.p. + Salina; 75 mg/kg/dia) ou LP (1, 5 e 50 mg/kg, e.v, LP1, LP5
e LP50) + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. Camundongos foram pesados
diariamente por 12 dias. Valores representam o percentual do peso comparado ao peso inicial.
*p<0,05 quando comparado ao grupo Normal (tratado somente com salina i.p.). (ANOVA, teste de
Bonferroni).

4.2. LP aumenta a sobrevida dos animais com mucosite intestinal induzida
por CPT-11.

A figura 9 evidencia a reducao da sobrevida dos animais tratados com
Irinotecano na dose de 75 mg/kg/dia se comparado com os animais tratados
apenas com salina (p<0,05). Houve uma sobrevida de 100% dos animais tratados
apenas com salina e de 41,67% no grupo de animais tratados com Irinotecano,
apartir do oitavo dia. Ao comparar-se, no entanto, a curva de sobrevida dos
animais

Tratados com LP nas doses de 5 mg/kg e 50 mg/kg associado ao
Irinotecano com aqueles tratados somente com Irinotecano, verificou-se que estas
foram significativamente diferentes, com taxas de sobrevida de 75% para a dose
de 5 mg/kg apartir do sétimo dia e 75% para a dose de 50 mg/kg apartir do oitavo
dia.
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Figura 9 — O tratamento com LP aumenta a sobrevida de animais submetidos a mucosite
intestinal induzida por irinotecano. Os animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.),
Irinotecano (grupo CPT-11 i.p. + Salina; 75 mg/kg/dia) ou LP (1, 5 e 50 mg/Kg, e.v . LP1, LP5, e
LP50) + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. Foram avaliados diariamente por 12 dias
qguanto a sobrevida. Valores representam o percentual de animais vivos comparados ao primeiro
dia. *p<0,05 quando comparado ao grupo Normal (tratado somente com salina i.p.) e #p<0,05
guando comparado ao grupo Salina+CPT-11. Teste de Log-Rank.

4.3. LP nao modifica a leucopenia e neutrofilia da mucoiste intestinal
induzida por CPT-11

O tratamento dos animais com LP nas doses de 1, 5 e 50 mg/kg em
dose Unica diaria nao foi capaz de alterar significativamente o perfil leucocitario
guando comparados ao grupo de animais que receberam CPT-11 (Figura 10A).
No entanto, como esperado, o tratamento de animais com irinotecano, causou
uma queda significativa no nimero de leucécitos totais quando comparados ao

grupo que recebeu somente salina (grupo Normal).

Com o objetivo de avaliarmos se o perfil de neutréfilos poderia estar
sendo alterado, foi realizada a contagem diferencial por esfregago sanguineo. Foi
observado o0 mesmo padrao de resposta apresentado pelo perfil de leucécitos
totais (Figura 10B), ou seja, o tratamento dos animais com LP nas doses de 1, 5
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e 50 mg/kg em dose Unica diaria nao foi capaz de alterar significativamente o

namero de neutrofilos quando comparado ao grupo de animais que receberam
CPT-11.

100001, A
—
£
<% 8000 —T—
X
(/2] ]
o 6000 . .
8 \ * =
§ 4000
'©
‘8 2000
=
Q
-
0
Normal Salina 1 5 50
LP (mg/kg;e.v.)
CPT-11 (75 mg/kg;i.p.)
800 B
E
— 600+
o BB
x
o 400
g * *
5 1 T
L d * *
g 200+ I
4
0
Normal Salina 1 5 50

LP (mg/kg;e.v.)

CPT-11 (75 mg/kg; i.p.)

Figura 10 — O tratamento com LP nao altera o perfil de leucocitos totais (painel A) e
neutroéfilos (painel B) de animais submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
Os animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.), Irinotecano (grupo CPT-11 i.p. + Salina; 75
mg/kg/dia) ou LP (1, 5 e 50 mg/Kg, e.v . LP1, LP5, e LP50) + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo
LP + CPT-11. No sétimo dia de experimento, amostras de sangue foram coletadas para realiza¢do
de esfregaco e andlise de neutréfilos (x 103/mL). Os resultados foram expressos como media +

E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo Normal (tratado somente com salina i.p.). (ANOVA,
teste de Bonferroni).
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4.4. LP diminui a intensidade de diarreia nos animais com mucosite

intestinal induzida por CPT-11

Na avalicdo do grau de diarreia no sétimo dia se observou que o CPT-
11 induziu aumento significativo nos escores de diarreia 3 (2-3) quando
comparados ao grupo Normal 0 (0-0). Os animais tratados com LP nas doses de
5 e 50 mg/kg, apresentaram diferenca significativa em diminuir o grau de diarreia
apresentada no sétimo dia, quando comparados ao grupo de animais que
receberam somente CPT-11. Os grupos tratados com LP, apresentaram mediana
de escores de diarreia igual a 1 (0-2) e 1 (0-2), respectivamente, para as doses de
5 e 50 mg/kg. No entanto, a dose de 1 mg/kg de latex néo foi capaz de apresentar
diferenca significativa na mediana de escores 2,5 (1-3) quando comparado aos
animais tratados somente com CPT-11. (Tabela 3).

Grupos Mediana (min-max)
experimentais

Normal 0(0-0)
CPT-11
Salina 3 (2-3)*
LP - 1 mg/kg 2.5 (1-3)*
LP - 5 mg/kg 1 (0-2)#
LP - 50 mg/kg 1 (0-2)#

Tabela 3 — LP nas doses de 5 e 50 mg/kg foi capaz de diminuir o grau de diarreia
apresentada apos administracao de CPT-11 em camundongos. Os animais receberam salina
(Normal; 5 mL/kg, i.p.), Irinotecano (grupo CPT-11 i.p. + Salina; 75 mg/kg/dia) ou LP (1, 5 e 50
mg/Kg, e.v . LP1, LP5, e LP50 + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. No sétimo dia de
experimento, antes do sacrificio dos animais, o grau de diarreia foi avaliado. Os resultados foram
expressos como mediana dos valores de escores atribuidos. *p<0,05 quando comparado ao grupo
Normal (tratado somente com salina i.p.) e #p<0,05 quando comparado ao grupo Salina+CPT-11
(Kruskal-Wallis, teste de Dunn).
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4.5. LP reverte as alteracoes histopatolégicas e morfolégicas duodenais
devido a mucosite intestinal induzida por CPT-11

As fotomicrografias (Figuras 11 e 12) e os escores histopatologicos
(Tabela 4) indicam que o irinotecano (CPT-11) na dose de 75 mg/kg/dia, em
comparacdo com animais tratados apenas com salina, promoveu destruicao do
comprimento da cripta, encurtamento dos vilos, infiltragdo inflamatéria na mucosa,
vacualizacdo das células do epitélio de revestimento. O grupo tratado com
irinotecano obteve uma mediana dos escores anatomopatoldgicos igual a 4 (1-4),
enquanto o grupo controle obteve mediana igual a 0 (0-0). Nos animais tratados
com LP, nas doses de 5 e 50 mg/kg,observou-se reducgéo significativa quando
comparados ao grupo CPT-11. Tais escores apresentaram medianas de 1 (0-2) e
1 (0-3) para as doses de 5 e 50 mg/kg, respectivamente. (Tabela 4).

Ao realizar-se a andlise morfométrica no duodeno dos animais tratados
com CPT-11, verificou-se que o antineoplasico, induziu reducdo significativa
(p<0,05) na razao vilo/cripta quando comparados com o controle tratado apenas
com salina. Quanto aos grupos tratados com LP nas doses de 5 e 50 mg/kg,
estas induziram um aumento significativo na razao vilo/cripta, indicativo de
preservacao tecidual, quando comparados ao grupo CPT-11. A dose de 1 mg/kg,
conforme demonstrado nos outros parametros analisados até o momento nao foi
capaz de aumentar a razao vilo/cripta de forma significativa (Figura 13) o que

corrobora com a analise microscépica e escores de diarreia.
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Figura 11 — O tratamento com LP previne alteracdoes histopatogicas no duodeno de
camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os animais
receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.), lrinotecano (grupo CPT-11 i.p.+Salina; 75 mg/kg/dia) ou
LP (1,5 e 50 mg/Kg, e.v. LP1, LP5, e LP50) + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. No
sétimo dia de experimento, o duodeno foi removido e processado para a técnica de coloragao pelo
método H&E (100x). Observam-se encurtamento de vilos (setas verticais), vacualizagao de células
(seta horizontal) e intenso infiltrado inflamatério (setas inclinadas). Painel A: Normal; Painel B:
CPT-11+Salina; Painel C: dose de 1 mg/kg; Painel D: dose de 5 mg/kg e Painel E: dose de 50
mg/kg.
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Figura 12 — O tratamento com LP previne alteracdoes histopatogicas no duodeno de
camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os animais
receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.), Irinotecano (grupo CPT-11 i.p.+Salina; 75 mg/dia) ou LP
(1, 5 e 50 mg/Kg, e.v . LP1, LP5, e LP50) + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. No
sétimo dia de experimento, o duodeno foi removido e processado para a técnica de coloragao pelo
método H&E (400x). Observam-se vacualizacdo de células (seta horizontal) e intenso infiltrado
inflamatdrio (setas inclinadas). Painel A: Normal; Painel B: CPT-11+Salina; Painel C: dose de 1
mg/kg; Painel D: dose de 5 mg/kg e Painel E: dose de 50 mg/kg.
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Grupos Mediana (escores)
experimentais

Normal 0(0-0)
CPT-11
Salina 4 (1-4)*
LP - 1 mg/kg 3.5 (1-4)*
LP - 5 mg/kg 1 (0-2)#
LP — 50 mg/kg 1(0-3)#

Tabela 4 — LP nas doses de 5 e 50 mg/kg foi capaz de diminuir aspectos microscopicos
duodenais em animais com mucosite intestinal. Os animais receberam salina (Normal; 5
mL/kg, i.p.), Irinotecano (grupo CPT-11 i.p.+ Salina; 75 mg/kg/dia) LP ) ou LP (1, 5 e 50 mg/Kg,
e.v. LP1, LP5, e LP50) + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. No sétimo dia de
experimento, o duodeno foi removido e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E.
Os resultados foram expressos como mediana dos valores de escores atribuidos. *p<0,05 quando
comparado ao grupo Normal (tratado somente com salina i.p.) e #p<0,05 quando comparado ao
grupo Salina+CPT-11 (Kruskal-Wallis, teste de Dunn).
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Figura 13 — O tratamento com LP previne as alteracGes sobre a razao vilo/cripta em
camundongos tratados com Irinotecano. Os animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.),
Irinotecano (grupo CPT-11 i.p.+Salina; 75 mg/dia) ou LP (1, 5 e 50 mg/Kg, e.v . LP1, LP5, e LP50
+ Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. No sétimo dia de experimento, o duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloracdo pelo método H&E para posterior analise
morfométrica. Os resultados foram expressos como mediatE.P.M dos valores da razao obtida.
*p<0,05 quando comparado ao grupo Normal (tratado somente com salina i.p.) e #p<0,05 quando
comparado ao grupo Salina+CPT-11. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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4.6. LP diminui a contratilidade duodenal in vitro na mucosite intestinal
induzida por CPT-11

O irinotecano (75 mg/kg/dia, i.p.) induziu significativo aumento da
atividade contratil do duodeno ao estimulo com acetilcolina, verificada in vitro,
sendo esta resposta 1695,38% maior que a contratilidade do duodeno de animais
tratados apenas com salina. Nos animais tratados com latex (5 mg/kg,) associado
ao irinotecano, verificou-se uma diminuicdo a responsividade do tecido a
acetilcolina quando comparada ao grupo que recebeu CPT-11. Essa queda na
responsividade, pela dose de 5 mg/kg, foi maxima de 81,77%. Esses dados
corroboram com os dados apresentados até o momento. (Figura 14).
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Figura 14 — Efeito do LP sobre a contratilidade duodenal in vitro de animais com mucosite
induzida por irinotecano. Os animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.), Irinotecano
(grupo CPT-11 i.p.+Salina; 75 mg/kg/dia) ou LP (5 mg/kg, e.v . LP5) + Irinotecano (75 mg/kg, i.p),
grupo LP + CPT-11. No sétimo dia de experimento, o duodeno foi removido para realizagdo do
ensaio de contratilidade in vitro. Os resultados foram expressos como mediatE.P.M. *p<0,05
quando comparado ao grupo Normal (tratado somente com salina i.p.) e #p<0,05 quando
comparado ao grupo Salina+CPT-11. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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4.7. LP modula a resposta inflamatdria intestinal da mucosite intestinal
induzida por CPT-11:

4.7.1. LP reduz atividade da MPO intestinal

O tratamento dos animais com LP doses de 5 e 50 mg/kg foi eficiente
em reduzir, significativamente a atividade de mieloperoxidase (MPO) quando
comparado ao grupo tratado somente com CPT-11. Essa reducgao foi de 83, 42%
para a dose de 5 mg/kg e de 77, 21% para a dose de 1 mg/kg. Por outro lado, a
dose de 1 mg/kg néo alterou significativamente (28,99%) a atividade de MPO

quando comparados ao grupo tratado somente com CPT-11. (Figura 15).

4.7.2. LP reduz os niveis intestinais das citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e
IL-B

Os resultados apresentados na Figura 16 mostram que a mucosite
intestinal induzida pelo CPT-11 aumenta significativamente os niveis de TNF-a e
IL-B no duodeno de animais sacrificados no 7° dia de tratamento. O tratamento
dos animais com LP nas doses de 5 e 50 mg/kg diminuiu significativamente os
niveis dessas duas citocinas pro-inflamatérias. Essas redugdes foram de 88,18%
e 65,03% para os niveis de TNF-a nas doses de 5 e 50 mg/kg, respectivamente.
Para os niveis de IL-1B essas reducdes foram de 82,19% e 77,42% para as doses
de 5 e 50 mg/kg, respectivamente, sempre comparadas ao grupo experimental
que recebeu somente CPT-11. Tanto para os niveis de TNF-a e IL-1 a dose de 1
mg/kg nao apresentou diferenca significante quando comparada ao grupo CPT-
11.
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Figura 15 — O tratamento com LP diminui a atividade de MPO dos animais com mucosite
induzida por irinotecano. Os animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.), Irinotecano
(grupo CPT-11 i.p.+ Salina; 75 mg/kg/dia) ou LP (1, 5 e 50 mg/Kg, e.v. LP1, LP5, e LP50 +
Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. No sétimo dia de experimento, o duodeno foi
removido para realizacdo do ensaio de mieloperoxidase (MPO). Os resultados foram expressos
como mediatE.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo Normal (tratado somente com salina
i.p.) e #p<0,05 quando comparado ao grupo Salina+CPT-11. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 16 — Efeito do com LP nos niveis de citocinas (TNF-a e IL-18) no duodeno de animais
com mucosite induzida por irinotecano. Os animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.),
Irinotecano (grupo CPT-11 i.p. + Salina; 75 mg/kg/dia) ou LP (1, 5 e 50 mg/Kg, e.v. LP1, LP5, e
LP50) + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. No sétimo dia de experimento, o
duodeno foi removido para realizacdo do ensaio de citocinas. Os resultados foram expressos
como mediatE.P.M. Painel A: TNF-a e Painel B: IL-1B. *p<0,05 quando comparado ao grupo
Normal (tratado somente com salina i.p.) e #p<0,05 quando comparado ao grupo Salina+CPT-11.
(ANOVA, teste de Bonferroni).
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4.7.3. LP promove a diminuicao da expressao intestinal de TNF-a, IL-18,
iNOS, COX-2 e NF-kB e iNOS : avaliacao por imunohistoquimica

Através das figuras 17, 18, 19, 20 e 21 e tabela 5, evidencia-se que o
LP foi capaz de diminuir/inibir a imunomarcagéo de TNF-a, IL-1B8 iINOS, COX-2 e
NF-kB. No grupo controle negativo (painéis A; auséncia de anticorpo primario)
nao se observa imunomarcacao 0 (0-0).

Na tabela 5 e figura 17 se observam o resultado do efeito do LP na
marcacdo de TNF-a por imunohistoquimica na mucosa duodenal de
camundongos submetidos & mucosite intestinal pelo CPT-11. E evidente a
marcacao presente na lamina proépria 4 (2-4). No grupo LP (painel D) observa-se

uma leve marcacéao, porém inespecifica 1 (1-3).

Na tabela 5 e figura 18 se observam o resultado do efeito do LP na
marcacao de IL-1B por imunohistoquimica na mucosa duodenal de camundongos
submetidos a mucosite intestinal pelo CPT-11. Evidencia-se marcagao presente
no epitélio e cripta e uma grande evidéncia no conjuntivo (400x painel D). No
grupo LP (Figura 19; painel E) praticamente ndo é observado imunomarcagao.

Na tabela 5 e figura 19 se observam o resultado do efeito do LP na
marcacao de COX-2 por imunohistoquimica na mucosa duodenal de
camundongos submetidos a mucosite intestinal pelo CPT-11. No painel C
evidencia-se marcacao presente no tecido conjuntivo 4 (2-4) e também na serosa.
No grupo LP (painel D) apesar de haver marcagao, estd é menos intensa e de
forma inespecifica (1-2).

Nas figuras 20 e 21 se observam o resultado do efeito do LP na
marcacdo de NF-kB por imunohistoquimica na mucosa duodenal de
camundongos submetidos a mucosite intestinal pelo CPT-11. Na figura 21 (painel
C) observa-se marcagao presente no tecido conjuntivo. No grupo LP (Figura 21;
painel D) apesar de haver marcacdo, esta é menos intensa e de forma
inespecifica. No grupo controle negativo (ausente de anticorpo primario) houve
imunomarcacao de forma discreta. Para tanto, foi realizada a contagem de células
marcadas em aumento de 200x. Como resultado, o grupo LP apresenta uma
menor quantidade de células imunomarcadas quando comparadas ao grupo CPT-
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11. No grupo controle negativo, apesar de haver marcacao de células (Figura 22,
painel A), a quantidade dessas células marcadas foi diferente significativamente

quando comparadas ao grupo CPT-11 (figura 21).

Na tabela 5 e figura 22 se observam o resultado do efeito do LP na
marcagao de iNOS por imunohistoquimica na mucosa duodenal de camundongos
submetidos a mucosite intestinal pelo CPT-11. Observa-se marcagao presente no
tecido conjuntivo 4 (3-4). No grupo LP (painel D) praticamente ndo é observado

imunomarcacéao 1 (1-2).

Controle Normal CPT-11 LP 5 mg/kg
negativo
TNF-a 0 (0-0) 1(1-2) 4 (2-4)" 1 (1-3)#
IL-18 0 (0-0) 1(0-2) 3 (3-3)* 1 (1-2)#
INOS 0 (0-0) 1(1-2) 4 (3-4)* 1 (1-2)#
COX-2 0 (0-0) 1(1-2) 4 (2-4)* 1 (1-2)#

Tabela 5 — Efeito do latex de Calotropis procera no grau de expressao de citocinas (TNF-q,
IL-1B), enzimas (iNOS, COX-2) na mucosa duodenal de camundongos com mucosite
intestinal. Os animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.), Irinotecano (grupo CPT-11
i.p.+Salina; 75 mg/kg/dia) ou LP (5 mg/Kg, e.v. LP5 + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP +
CPT-11. No sétimo dia de experimento, o duodeno foi removido e processado para a técnica de
imunohistoquimica. Controle negativo representa o duodeno de um animal submetido a mucosite
intestinal na auséncia de anticorpo primario anti-TNF-a, anti-IL-13, anti-INOS e anti-COX-2. O grau
de expressao foi avaliado por escores descritos por Yeoh et al. (2005), onde se tem: 0 — sem
marcacao; 1 — leve marcacgao; 2 — moderada marcacao; 3 — moderada a intensa marcacao e 4 —
intensa marcacdo. Os valores representam mediana e variagdo minima e maéaxima, sendo
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis teste de Dunn. *p<0,05 quando comparado ao grupo
Normal (tratado somente com salina i.p.) e #p<0,05 quando comparado ao grupo Salina+CPT-11.
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Figura 17 — O tratamento com LP diminui a imunomarcagio para TNF-a no duodeno de camundongos
submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os animais receberam salina (Mormal; 5 mLkg,
i.p.), Irinotecano (grupoe CPT-11 i.p.+Salina; 75 mo/kg/dia, 4 dias) ou LP (5 mg/Kg, ev. dose Gnica um dia
antez da 17 injegio de irinotecano, dia zero e continuado por seis dias consecutives, dose Unica didria,
totalizando sete dias de administrag8o) + Innotecano (75 mg/kgldia, 4 dias, ip). No sétimeo dia, o duodeno foi
removide & processado para a tecnica imunchistoquimica (200x). Painel A: Controle negative da
imunohistoguimica (auséncia do anficorpo primario); Painel B: Nomal; Painel C: CPT-11+5alina e Painel D:
dose de 5 mogkg. As setas indicam celulas marcadas.



Flgura 18 - O tiamento com l&tex de Calotmpis procerm dimine! 2 nunomaroagdo para IL-1E ne
duodeno de camundongos cubmefldos & muecoshs Intesdimal induzida por Einchseano. s animals
recEDeram sakna (Mormal; 5 mL&g, gk Innofscan jgrupc CFET-11 |.p+S8ina 75 mpkgidis, 4 diss) ou LF S
mgig, ey doze Onica um da anbes amtes da 1*° injeglio d= innctecanao, dla zero & contruado por seis dias
ConsecuSyvos, oose inica dista, olaizardo mumumnﬂu}ﬂmmnEm# dins, I.pi.
Mo =Atmo dia, o dudodensd Tol removido & processado para a 2onkca imunohisfioquimica 200z, Painal &:
Conbrois negathio da munchisioquimics fausdnda do anboompo prim Ao, Palmsl B Mormal; Palnsl & CPT-
11=Calirs, Palnsl 0 CST-11+2alina (200w & Palnal E doze ge S mgitg. As satss ndicam cauiss marcadas.
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Figura 19 — O fratamento com LF diminui 2 imunomarcagao para COX-2 no duodene de camundongos
submetidos 3 mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os animais receberam salina (Mormal; 5 mLkg,
Lp.}, Irinofecano {(grupo CPT-11 i.p.+Salina; 75 mglkg/dia, 4 dias) ou LP {5 mg'Kg, e.v dose Unica um dia antes
antss da 12 injec3o de irnotecano, dia zero e continuado por seis dias consecutivos, dose Gnica diaria,
totalizande sete dias de administragio) + Ifnotecano (75 mg'kg/dia, 4 dias, i.p). Mo sétimo dia, o duodeno foi
removidos e processado para a tecnica imunohisioquimica (200x). Painel A Controle negativo da
imunohistoquimica {auséncia do anticorpo primaro); Painel B: Mormal; Painel C: CPT-11+5alina & Painel D:
dose de 5 mg'kg. As setas indicam células marcadas.



76

Figura 20 — O tratamento com latex de Calofropis procers diminui 3 imunomarcagao para NF-B no
duodeno de camundongos submetidos 3 mucosite intestinal induzida por irinotecano. O animais
receberam salina (Mormal; 5 mbUkg. i.p.}. Innotecano (grupo CPT-11 Lp.+3alina; 75 mg'kgidia, 4 dias) ou LP (5
mpgfg, ev dose Gnica um dia antes antes da 12 injecdo de irnotecano, dia zero e continuado par seis dias
consecutivos, dose Unica diana, totalizando sete dias de administragae) + [inotecano (75 mg'kg/dia. 4 dias, Lp).
Mo sétimo dia, o duocdeno foi removido = processado para a técnica imunchistoguimica (200x). Painel A:
Controle negativo da imunchistoguimica {auséncia do anticorpe primano); Painel B: Mormal; Painel C: CPT-
11+Salina e Painel D: dose de § mg'kg. As setas indicam células marcadas.
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Figura 21 — O tratamento com LP diminui o numero de células marcadas para NF-kB no
duodeno de camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os
animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.), Irinotecano (grupo CPT-11 i.p.+Salina; 75
mg/kg/dia) ou LP (5 mg/Kg, e.v. LP5 + Irinotecano (75 mg/kg, i.p), grupo LP + CPT-11. No sétimo
dia de experimento, o duodeno foi removido e processado para a técnica imunohistoquimica. O
grafico representa a média do numero de células marcadas para NF-kB em 10 campos/lamina. O
controle negativo (CN, auséncia de anticorpo primario) apresentou zero células marcadas.*p<0,05
quando comparado ao grupo Normal (tratado somente com salina i.p.) e #p<0,05 quando
comparado ao grupo Salina+CPT-11. (ANOVA, teste de Bonferroni).



Figura 22 — O tratamento LP diminui a imunomarcagac para iNOS no duodeno de camundongos
submetidos @ mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os animais receberam salina (Normal, 5 mlkg,
i.p.), Inmnotecana {gn.lpn CPT-11 ip.+5Salina; 75 mg'kgidia, 4 dias) ou LP (5 mg/Kg, v dose unica um dia antes
antes da 12 injegdo de ifnotecano, dia zero e continuado por seis dias consecutivos, dose Onica diara,
totalizando sete dias de administragio) + Irinotecanc (75 mgfhg/dia, 4 dias, ip). Mo sétimo dia, o duodeno fioi
removido © processado para a tecnica imunohistoquimica (200x). Painel A: Controle negative da
imunchistoquimica (auséncia do anficorpo primario); Painel B: Mormal;, Painel C: CPT-11+5alina e Painel D:
dose de 5§ mg/kg. As setas indicam células marcadas,

4.7.4. LP diminui a expressao de iNOS intestinal : avaliacao por Western Blot

O aumento da expressdao do iINOS foi claramente detectada no
duodeno dos animais submetidos a mucosite intestinal. Os animais com mucosite
intestinal e tratados com LP (5 mg/kg) tiveram reducédo, de forma significante, na
expressao de iINOS (Figura 23 A e B). Vale ressaltar que pelo resultado
apresentado para Western Blot, podemos inferir que LP esta diminuindo a
expressao de iINOS. No entanto, em virtude do nosso grupo controle (B-actina)

nao haver apresentado resultado satisfatorio (resultados ndo mostrados) para a
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correta interferéncia de LP sobre a expressédo de iNOS, futuro novo experimento

sera necessario.
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Figura 23 — Efeito do tratamento com LP na expressao de iNOS no duodeno de animais com
mucosite induzida por irinotecano. Os animais receberam salina (Normal; 5 mL/kg, i.p.),
Irinotecano (grupo CPT-11 i.p.+Salina; 75 mg/kg/dia) ou LP (5 mg/kg, e.v. LP5) + Irinotecano (75
mg/kg, i.p). No sétimo dia de experimento, o duodeno foi removido para realizagdo do ensaio de
Western Blot. (A), representa bandas de Western Blot para iNOS. (B), representa a médiat EPM
da intensidade da banda iNOS. *p<0,05 quando comparado ao grupo Normal (tratado somente
com salina i.p.) e #p<0,05 quando comparado ao grupo Salina+CPT-11. (ANOVA, teste de
Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

A mucosite é um dos efeitos colaterais mais frequentes e limitantes da
quimioterapia, envolvendo o trato gastrointestinal como um todo e causando um
espectro de sinais e sintomas que variam desde dor na cavidade oral e regiao
abdominal a vbmitos e diarréia, podendo comprometer a dose e duracdo do
tratamento (LOGAN et al, 2008). Ela é uma complicagio comum, mas
insuficientemente estudada associada a terapia citotéxica (ELTING et al., 2003).

A mucosite afeta quase todos os pacientes que receberam transplante
de células-tronco hematopoiéticas, € uma consideravel propor¢cdo dos que
receberam tratamento de regimes de quimioterapia ou radioterapia (KEEFE et al.,
2007; SONIS et al., 2004; TOOLEY et al., 2009).

A reducdo de mucosite induzida por terapia citotéxica tem sido
reconhecido como um importante alvo para melhorar as terapias oncologicas,
bem como para reduzir a carga econbémica associada aos tratamentos
oncoldgicos (LUTGENS et al., 2007).

Até o momento, as opgoes disponiveis para o tratamento da mucosite
intestinal sdo escassas e, muitas vezes ineficientes. O guia terapéutico
recomenda, para a mucosite intestinal, a utilizagdo de ranitidina ou omeprazol
para a prevencao de epigastralgia e loperamida ou octreotide para o tratamento
da diarreia (KEEFE et al., 2007) opcdes muitas vezes ineficazes.

Recentes estudos tem sugerido o uso de S. boulardii, (SEZER et al.,
2009), antagonistas dos receptores de serotonina (ondansentrona e
ramosetrona) (YASUDA et al., 2012), peptideo semelhante ao glucagon exégeno
(KISSOW et al., 2012) e antagonistas de IL-4 (SOARES et al., 2012), podem ser
novos alvos terapéuticos para esta condicao.

A planta Calotropis procera vem recebendo atencao especial por causa
das inumeras publicagcbes que descrevem relevantes atividades biolégicas
desempenhadas por moléculas provenientes da extracao de diferentes tecidos ou
o6rgaos com solvente organico ou aquoso. Constitutivamente, Calotropis procera
produz latex e esta secrecado é descrita por possuir propriedades bacterioliticas,
inseticida, cicatrizante e antidiarreica (LARHSINI et al., 1997; SHUKLA; MURTI,
1961; DEWAN et al., 2000; RASIK et al., 1999; KUMAR et al., 2001).
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Mais especificadamente, as proteinas do latex (LP), caracterizadas
bioquimica, farmacolégica e imunolbgica por nosso grupo de pesquisa, tém sido
alvo por demonstrar atividade anti-inflamatéria e analgésica em diversos modelos
experimentais (ALENCAR et al., 2004; SOARES et al., 2005;) e auséncia de
atividades toxicolégicas (RAMOS et al., 2006b).

O presente estudo demonstra, de forma inédita, que proteinas do latex
de C. procera, ausentes em borracha e separadas de moléculas de baixa massa
molecular (inferior a 8.000 Da) administradas diariamente nas doses de 5 e 50
mg/Kg reduzem os danos inflamatérios causados pela mucosite intestinal
experimental induzida pelo cloridrato de irinotecano. O tratamento aqui proposto
foi no sentido de simular o tratamento aos individuos que recebem esse agente
antineoplasico para tratamento de tumor, ou seja, os animais foram tratados com
LP um dia antes do tratamento (tratamento profildtico), durante e apds o
tratamento (tratamento curativo) com CPT-11.

O modelo experimental utilizado neste estudo foi inicialmente proposto
por lkuno et al. (1995) e adaptado por Melo et al. (2008). Estes ultimos autores,
demonstraram que administracao i.p de 75 mg/kg de cloridrato de irinotecano,
uma vez ao dia, durante 04 dias, provoca dano a mucosa intestinal dos animais,
induzindo uma mucosite intestinal caracterizada por altera¢cdes morfofuncionais,
diarreia intensa e uma resposta inflamatéria caracterizada pelo aumento da
liberacao de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B e TNF-a), avaliados no 7° dia apds
a primeira aplicacdo do CPT-11.

Um dos efeitos toxicos mais severos do uso clinico do CPT-11, e que
limitam o seu uso, é a diarreia tardia, que quando grave, pode limitar a eficacia do
tratamento, podendo haver necessidade de reducao da dose de CPT-11 ou até
mesmo suspensdo de sua administracdo (IKEGAMI et al., 2002).

Foi demonstrado neste estudo que o tratamento endovenoso dos
animais com LP nas doses de 5 e 50 mg/kg, administrada antes e durante o
tratamento com CPT-11, reduziu de forma eficiente e significativa a diarreia
induzida pelo CPT-11. Corroborando com o efeito antidiarreico de LP, foi
demonstrado também que esta fracdo proteica na dose de 5 mg/kg reduziu a

contratilidade intestinal induzida por acetilcolina in vitro.
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Previamente, Kumar et al., (2001) demonstraram atividade antidiarreica
para o latex bruto de Calotropis procera, no modelo de diarréia induzida por 6leo
de castor em ratos Wistar, sendo tal atividade sobre a propulsdo e secrecado de
fluido gastrintestinal. No entanto, tal latex apresentava-se na sua forma integra e
nao na forma purificada e isolada utilizada no presente trabalho (LP). Além do
mais, o método utilizado estes autores, ao qual é determinado que o dleo de
castor libera acido recindlico, e este produz mudancgas no fluido intestinal e no
transporte de eletrélitos ao qual resulta em uma resposta hipersecretéria seguida
de diarreia, demonstrando assim que tais eventos ndo sdo de cunho inflamatério.

A diarreia relacionada com o tratamento do cancer pode envolver
reducao da superficie absortiva do intestino, aumento da motilidade, mecanismos
secretores de eletrdlitos e fluidos, reducao da atividade enzimatica intestinal e
aumento da colonizacdo da parede intestinal por agentes infecciosos
(ENGILKING et al., 1998).

O modelo experimental utilizado neste trabalho é proposto para estudo
da diarréia tardia. A diarréia precoce, ndo abordada no desenvolvimento desse
trabalho, ocorre geralmente com uso do CPT-11 em altas doses, em
consequéncia do aumento da atividade colinérgica, que estimula a contratilidade
intestinal, prejudicando a funcdo absortiva e secretora da mucosa intestinal
(GANDIA et al., 1993; DODDS et al., 1999; DODDS; RIVORY, 1999).

Existem relatos que a diarreia tardia induzida pelo CPT-11 & secretdria,
decorrente da reducédo intestinal de absorcdo de fluidos e com a presenca de
componentes exsudativos (SAKAI et al.,, 1995, 1997; SALIBA et al., 1998). A
diarreia, portanto, pode ser causada pelo transporte anormal de agua e ions por
falha nos mecanismos secretérios, provavelmente provocada pelas alteracbes
das células epiteliais induzidas pelo agente quimioterapico (IKUNO et al., 1995;
SALIBA et al., 1998).

Nossos achados mostraram que o tratamento com CPT-11 induziu uma
destruicdo significante da mucosa do duodeno, caracterizando mucosite grau 4,
segundo o critério de classificacdo descrito por Woo et al. (2000). Observou-se
achatamento acentuado dos vilos, acompanhado de uma reducao significativa do
tamanho e numero das criptas, vacuolizagdo de enterdcitos e infiltrado de células

inflamatérias na lamina prépria.
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Os eventos histopatolégicos que acompanham a mucosite intestinal em
modelo animal sdo idénticos aos observados em humanos. No intestino delgado

sabe-se que a apoptose nas criptas ocorre desde o primeiro dia apds
administracdo da droga, precedendo a atrofia dos vilos e criptas. Estas alteracdes
sdo acompanhadas pelo aparecimento dos sintomas gastrintestinais, prejuizo da
absorcao de monossacarideos e aumento da permeabilidade intestinal que ocorre
entre o terceiro e sétimo dia apds quimioterapia (KEEFE et al., 2000).

A magnitude dos danos intestinais induzidos pelo CPT-11 foi também
avaliada por morfometria (razao vilo/cripta), onde se observou reducao da altura
dos vilos no duodeno, bem como menor profundidade das criptas, o que reflete o
efeito desta droga sobre a capacidade absortiva do intestino. Estes resultados séo
semelhantes aos demonstrados em estudos anteriores sobre a fisiopatologia do
modelo de mucosite intestinal induzida por CPT-11 em camundongos (MELO et
al., 2008; LIMA-JUNIOR et al., 2012).

O tratamento com LP, nas doses de 5 e 50 mg/kg, apresentou reducao
significativa dos escores microscépicos observados na avaliacao histopatoldgica
do intestino , quando comparados aos resultados encontrados no grupo de
animais com mucosite intestinal sem nenhum tratamento (grupo CPT-11). No
grupo de animais tratados com LP, menos de 10% das criptas continham células
necréticas ao contrario do grupo CPT-11 em que é lesdo é mais extensa com
perda da arquitetura de criptas e encurtamento dos vilos. Ao realizar-se a analise
morfométrica nesses animais, observou-se que LP foi capaz de aumentar a razao
vilo/cripta, indicativo de preservacao tecidual.

Melo et al. (2008) demonstraram que talidomida e pentoxifilina foram
capazes de reduzir significativamente a gravidade da leséo intestinal induzida por
CPT-11, mas que somente a pentoxifilina foi capaz de reduzir a diarreia em
detrimento da talidomida, pois esta ultima € um inibidor especifico de TNF-a.
Carneiro-Filho et al. (2004b) evidenciaram que glutamina, e especialmente a alanil
glutamina, tém efeitos expressivos na protecdo da mucosa intestinal contra a
agressao por outro agente quimioterapico, o 5-Fluorouracil.

Outro aspecto observado neste estudo foi a variagdo da perda ponderal
do peso dos animais tratados com LP e submetidos a mucosite. Nas trés doses
estudadas LP nao foi capaz de reverter a perda ponderal induzida pelo CPT-11.
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Apesar de LP ter, conforme ja descrito, apresentado evidencia de preservagao
tecidual intestinal, esse nao foi capaz de prevenir a perda de peso dos animais.

Similarmente, a glutamina, e especialmente a alanil glutamina, também
nao foram capazes de preservar a perda de peso dos animais, apesar de terem
efeitos expressivos na protecdo da mucosa intestinal (CARNEIRO-FILHO et al.,
2004b).

No entanto, outros estudos demonstram preservacao do peso corporal
de animais submetidos a diferentes tratamentos. Ratos Sprague-Dawley
submetidos a mucosite intestinal por CPT-11(60 mg/kg/04 dias e.v.), mas pré-
tratados com S. boulardii (800 mg/kg) por via oral, demonstraram de forma
significativa, menor perda de peso comparado aos animais que receberam
apenas CPT-11(SEZER et al., 2009). Antagonistas dos receptores de serotonina
(ondansentrona e ramosetrona) também demonstraram uma significante
preservacao da reducdo de massa corpérea de animais (C57BL/6) em modelo de
mucosite induzida por 5-fluorouracil (YASUDA et al., 2012).

Portanto, um possivel fato, mas que merece investigacdo futura,
poderia se supor que devido ao alto catabolismo metabdlico causado pelo CPT-11
e seus metabolitos toxicos, isto poderia estar provocando a perda de peso nos
animais tratados com LP apesar da preservagao tecidual e diminuicao significativa
da diarreia.

No decorrer da presente investigacao, observou-se, ainda, que o
irinotecano foi capaz de provocar leucocitose e neutropenia significativa e que as
doses de LP utilizadas nao foram capazes de alterar esses achados.

O modelo utilizado no presente trabalho, corrobora com estudos
clinicos, que demonstram alta incidéncia (30 a 36%) de leucopenia,
particularmente neutropenia grau 3 e 4 (ENZINGER et al., 2005; PEREZ et al.,
2004; VAMVAKAS et al., 2002). Experimentalmente, o numero de neutréfilos e
linfocitos no sangue foi reduzido significativamente em ratos tratados com CPT-11
(YANG et al., 2006). Sabe-se que a mielossupressao juntamente com a toxicidade
gastrintestinal € um dos efeitos colaterais que mais preocupam no tratamento com
CPT-11 pelo risco de septicemia (ALIMONTI et al., 2004).

Vale ressaltar que a presenca de leucopenia demonstra que o efeito do
CPT-11 permanece a despeito das observacbes, de inibicdo sobre o

desenvolvimento da mucosite por LP no modelo utilizado. Isso evidencia que as
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acOes nao eram ocasionadas pela perda da atividade do irinotecano, mas sim de
uma acao realmente moduladora de LP sobre a atividade inflamatéria nesse
modelo. Oliveira et al. (2007) verificaram, in vitro, que sangue periférico humano
de individuos saudaveis exposto a LP por 72 h ndo se evidenciou efeitos sobre a
viabilidade ou morfologia celular, ou seja, auséncia de toxicidade celular.

Fato interessante no tocante aos leucocitos sanguineos foi observado
por Oliveira et al. (2010) em modelo de estudo in vivo de sarcoma 180 ao qual foi
demonstrado que LP impediu a leucopenia e neutropenia provocada pelo
tratamento dos animais com 5-fluorouracil. Este resultado sugeriu que proteinas
do latex poderiam atuar estimulando o sistema imune. Esta hipétese foi
confirmada através de trabalho publicado por Lima-Filho et al. (2010) ao qual
observou que o tratamento dos animais com LP, por via i.p., 0s protegeu da
infeccao letal promovida por Salmonella enterica. Os autores ainda mostraram
que as proteinas nao inibiram o crescimento das bactérias in vivo e in vitro, mas
protegeu os animais do choque séptico. Outro trabalho recente do grupo de
pesquisa que reforcou essa ideia foi publicado por Oliveira et al. (2012), que
verificou que a subfracdo (LPPI) de LP aumentou a fagocitose e equilibrou a
liberacao de NO no sangue, prevenindo o choque séptico induzido por S. enterica.
No entanto, o possivel efeito imunoestimulante de LP permanece por ser
investigado em mais detalhes.

Diante desses achados de Oliveira et al. (2010), pode-se supor que LP
poderia ainda atuar como agente protetor no tratamento de pacientes com 5-FU.
O efeito protetor de LP foi anteriormente demonstrado por Alencar et al.(2004) no
qual camundongos tratados com LP ndo desenvolveram cistite hemorragica
induzida por ifosfamida sendo esta um agente anticancer de uso humano que tem
como efeito colateral a inducdo de inflamacao na bexiga (cistite). Apesar de a
injecdo de LP, por via i.p., supor uma estimulagdo imune a via utilizada no
presente trabalho e o produzido por Alencar et al. (2004) foi a endovenosa ao qual
demonstrou atividade anti-inflamatéria.

No modelo experimental aqui utilizado, CPT-11 também induziu
aumento significativo de mortalidade. No oitavo dia apenas 42% dos animais
apresentaram taxa de sobrevida. Os animais tratados com LP nas doses de 5
mg/kg e 50 mg/kg apresentaram taxas de sobrevida de 75% para a dose de 5
mg/kg apartir do sétimo dia e 75% para a dose de 50 mg/kg apartir do oitavo dia.
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Esses achados justificam com os efeitos protetores evidenciados pelo LP até aqui
discutidos.

Mortalidade significativa com uso do CPT-11 também foi observada por
Gibson et al. (2003), que relataram mortalidade proporcional a dose administrada.

Neste trabalho, em até 96 horas, a administracdo de dose Unica de 100
mg/kg em

ratos ndo induziu nenhuma morte. Entretanto, em até 96 horas, quando
se injetou uma dose de 150 mg/kg, 50% dos animais morreram; € no grupo em
que foi utilizado a dose de 200 mg/kg, a mortalidade foi de 100%. Na autépsia,
observou-se peritonite e perfuragdo duodenal como causa mortis. Alta
mortalidade com o tratamento com CPT-11 também foi observada por Cao et al.
(1998), os quais referiram que 86% dos ratos tratados com 200 mg/kg, durante
trés dias consecutivos, morreram até o 12° dia, sendo que apenas 7% destes
animais recuperaram-se da diarreia e sobreviveram.

Publicagdes recentes demonstraram que LP promoveu aumento de
sobrevida em modelo de sepse letal induzida por Salmonella entérica quando
administrado por via i.p. e previamente (24 antes) a infeccdo (LIMA-FILHO et al.,
2010) e também quando administrado, por via oral, preveniu de forma significativa
a morte dos animais no modelo de sarcoma 180 (OLIVEIRA et al., 2010).

A mieloperoxidase é uma enzima microbicida e representa 2 a 5% do
total de proteinas celulares presente nos granulos azuréfilos dos neutréfilos,
sendo amplamente utilizada como marcador da presenca de neutréfilos no tecido
inflamado (BOS et al.,1978; BRADLEY et al., 1982). Neste estudo, demonstrou-se
o efeito inibidor de LP na resposta inflamatéria induzida pelo CPT-11, através da
diminuigdo da atividade da mieloperoxidase no duodeno dos animais submetidos
a mucosite, pelo tratamento destes com LP nas duas maiores doses testadas.
Este achado é acrescido pelo encontrado na avaliacdo histopatoldégica do
duodeno dos animais, onde se demonstrou uma reducdo da infiltracdo de
neutréfilos no grupo de animais com mucosite e tratados com LP.

A combinagdo da injuria epitelial com a infiltragcdo de neutréfilos na
mucosa intestinal, confirma a hipétese da fase inflamatéria no processo patolégico
da mucosite documentado por Sonis em varios estudos (SONIS, 2004, SONIS et
al., 2004) e descrito por Duncan e Grant (2003), Melo et al. (2008). Assim, a

mucosite induzida por agentes quimioterapicos provoca destruicdo de células
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epiteliais e subsequente inducdo de resposta inflamatéria local (SONIS et al.,
2004; RUBEINSTEIN et al., 2004). Os neutrofilos representam um componente
central da resposta imune, que € importante nos mecanismos como fagocitose,
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo de mediadores
inflamatérios (REAVES et al., 2005).

Desta forma, o efeito de LP aqui demonstrado consiste com varios
estudos que evidenciam efeito anti-inflamatério de LP em diferentes modelos
animais (ALENCAR et al., 2004; KUMAR et al., 2011; RAMOS et al., 2009).

Estudo prévio reporta que a administragéo intravascular de LP e suas
fracdes purificadas significantemente reduzem o influxo de neutrofilos para o sitio
inflamatério por inibir o rolamento e adesao de neutréfilos através de microscopia
intravital (RAMOS et al., 2009) e que parece ser modulada por NO, uma vez que
seus niveis encontram-se elevados nos animais tratados com LP. Varios
mecanismos podem estar envolvidos nesta atividade anti-inflamatéria. Uma
possibilidade é o efeito direto sobre a migracdo de neutrdfilos através da
supressao dos receptores de citocinas (McCOLL; CLARK-LEWIS, 1999). Outra,
descrita por alguns autores, tém sugerido que a migracao de neutréfilos induzida
por IL-1B8 e TNF-a ndo é causada por um efeito direto sobre neutréfilos, mas
ocorre via liberagao de fatores quimiotaticos de macréfagos residentes (FACCIOLI
et al., 1990).

Tem sido demonstrado que as citocinas regulam e amplificam a
resposta imune, induzem injuria tecidual e intermedeiam complicagbes como a
diarréia. Citocinas inflamatérias, tais como IL-1a, IL-18 e TNF-a estimulam a
secrecao de outras citocinas, metabdlitos do acido araquidénico e proteases por
macrofagos, neutrofilos, células do musculo liso, fibroblastos e células epiteliais
(SARTOR, 1994). Williams (2001) reportou que citocinas inflamatérias, tais como
IL-1, IL-6, TNF-a e IL-2 contribuem para a severidade e manutencao da injuria na
mucosite intestinal. Conforme ja descrito por Melo et al (2008) evidenciaram que
TNF-a, IL-1B8 e KC (IL-8) estao envolvidos na patogénese da mucosite intestinal,
pois seus niveis encontram-se aumentados, principalmente no sétimo dia mas
guando os animais sao pré-tratados com talidomida ou pentoxifilina, inibidores da
sintese de TNF-a, seus niveis encontram-se significativamente reduzidos.

Assim, dando continuidade a investigacdo do mecanismo pelo qual LP
diminui a resposta inflamatéria na mucosite intestinal induzida por CPT-11, foi



88

avaliado a correlagcao desta fragdo com a liberagcédo de citocinas pré-inflamataérias.
Foi demonstrado que LP reduz os niveis de TNF-a e IL-1B na mucosa intestinal
dos animais submetidos a mucosite por CPT-11.

Portanto, para confirmarmos a hipétese de que LP modula o processo
inflamatério na mucosite intestinal por inibir/controlar mediadores inflamatorios, foi
investigado também sua acao sobre a expressao de TNF-q, IL-13, COX-2, NF-kB
e INOS por imunohistoquimica no duodeno dos animais submetidos a mucosite
intestinal. Foi demonstrado que LP reduziu significativamente a expressao desses
mediadores. Freitas et al. (2012) demonstraram que LP, na mesma dose utilizada
no presente trabalho (5 mg/kg), foi capaz de diminuir a imuno expressao de TNF-
a, IL-1B8, COX-2 e iINOS no modelo de mucosite oral induzida por 5-fluorouracil em
hamsters.

Na cascata da inflamacéao, IL-18 e TNF-a estimulam a transcricdo do
gene de COX-2 (AKARASEREENONT et al.,, 1995; DIAZ et al., 1998). Alguns
estudos referem que prostaglandinas participam no curso evolutivo da mucosite
oral (SONIS et al., 2004; SONIS, 2004; LOGAN et al., 2007) e mucosite intestinal
(SAKAI et al., 1995 e 1997; YEOH et al., 2005).

O NF-kB é um complexo proteico que desempenha fungcées como fator
de transcricdo. NF-kB pode ser encontrado em quase todos os tipos de células
animais e esta envolvida na resposta celular a estimulos como o estresse,
citocinas, radicais livres, radiagao ultravioleta, oxidacao de LDL e antigénios virais
e bacterianos (GILMORE, 1999). NF-kB desempenha um papel fundamental na
regulacdo da resposta imunitaria a infeccdo. Consistente com este papel, a
regulacao incorrecta de NF-kB tem sido ligada ao cancro, a doengas inflamatérias
e auto-imunes, choque séptico, infeccdo viral e também a desenvolvimento
imunitario impréprio. NF-kB também tem sido implicado em processos de
plasticidade sinaptica e memdéria (ALBENSI; MATTSON, 2000).

NF-kB parece ser o condutor importante no curso da mucosite, pois
modifica a expressao de citocinas e enzimas. Sua ativagdo resulta em
upregulation de uma variedade de genes e subsequente produgcdo de citocinas
pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1B3, IL-6 e IL-8) e de COX-2 (KEIFER et al., 2001;
SONIS et al., 2004; SONIS, 2004; YEOH et al., 2005; LOGAN et al., 2007). Sabe-
se que a inibicdo de NF-kB melhora a inflamacéo (KEIFER et al., 2001).
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Outros estudos também sugerem que a ativacao do NF-kB, tanto pelos
agentes quimioterapicos como pela radioterapia, € um elemento chave na génesis
da mucosite. A regulacdo positiva de outros genes resulta na expressado de
moléculas de adesao, ativacdo da via da COX-2 e, consequente angiogénese
(SONIS et al., 2004, 2006).

Desta forma, LP reduziu consideravelmente a imunomarcacdo de
quatro importantes mediadores (TNF-a, IL-1B, COX-2, NF-kB) envolvidos na
mucosite intestinal.

Esta bem estabelecido que citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF-
a, IL-1B e IL-6 sdo potentes indutores de iINOS em grande variedade de tipos
celulares, com consequente producao de NO.

O efeito de NO sobre a funcao e injuria intestinal varia de benéfico a
prejudicial. A atividade de iNOS tem sido associada com o aumento da apoptose
(MESSMER et al., 1994), e citotoxicidade (BECKMAN, 1996) o que parece ser
dependente da dose, em alta concentracdo o NO promove danos no DNA
(NGUYEN et al., 1992). Além disso, elevados niveis de NO sao associados com
lesdo intestinal e perda de fungdo da barreira intestinal. Xu et al.(2002)
demonstraram que o NO pode diretamente aumentar o dano a membrana da
mucose ileal e permeabilidade na monocamada do enterécito, bem como a
translocagao bacteriana, e que o aumento de NO, via iINOS, sdo associados com
a inducao de citocinas e/ou endotoxinas que levam a perda da fungéo da barreira
intestinal.

Alguns estudos demonstram a participacdo de NO, via iINOS, na
mucosite intestinal. Leitdo et al. (2011) demonstraram o envolvimento de NO na
mucosite intestinal induzida por metrotexato, uma vez que aminoguanidina e L-
NAME, inibidores da sintese de NO, reduziram dano tecidual e parametros
inflamatérios no modelo. Lima-Junior et al. (2012) demonstraram o papel do éxido
nitrico na mucosite intestinal induzida por irinotecano e também forneceu
evidéncia na participacao de citocinas na indugdo de iINOS uma vez que
infliximabe (anticorpo anti-TNF-a) e pentoxifilina significantemente inibiram a
expressao de iINOS induzida por irinotecano.

Assim, LP foi capaz de reduzir a imunoexpresséao de iNOS no duodeno
de animais submetidos a mucosite intestinal por CPT-11 e para confirmar a
participacdo de NO no efeito anti-inflamatério de LP no modelo de mucosite, foi
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investigado a sua expressao por Western Blot. Neste ultimo modelo, como
resultado observou-se que houve tendéncia de LP em reduzir a expressao de
INOS (confirmando o resultado da diminuicdo da imunoexpressao) quando
comparado aos animais que somente receberam CPT-11. Vale ressaltar que o
resultado aqui demonstrado para INOS no modelo de Western Blot néo foi
evidente, e sim sugestivo, uma vez que nao foi possivel obter resultado
satisfatério com o controle B-actina.

Estudo prévio, demonstrou que LP e uma suas subfracées (LPPI), por
via e.v., induziram a producédo de NO no soro de animais no modelo de peritonite
induzido por carragenina e que o tratamento dos animais com aminoguanidina
(inibidor especifico da iINOS) reverteu esse efeito, sugerindo efeito anti-
inflamatério de LP (RAMOS et al., 2009) o que pode corroborar com nossos
resultados, uma vez que LP utilizado nesse trabalho foi administrado por via
endovenosa. Relata-se que o NO é uma molécula envolvida no processo de
migracao celular na resposta inflamatéria, que em alta quantidade no soro,
suprime a expressao de moléculas de adesao no endotélio vascular (DAL SECCO
et al., 2003; KUBES et al., 1991; PENG et al., 1998)

Por fim, sugere-se que LP modula a resposta inflamatéria na mucosite
intestinal induzida por CPT-11, por inibir as alteragbes morfofuncionais,
inflamatérias e funcionais (diarreia) associadas a mucosite intestinal induzida por
irinotecano (CPT-11) em camundongos. Além do mais LP parece modular a
expressao/acdo de importantes mediadores inflamatérios envolvidos nessa

patogénese.
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Figura 24 — Modelo hipotético proposto para a acao de LP na mucosite intestinal. LP atua
inibindo a migragao de neutrdfilos para o sitio inflamatério, corroborando com Ramos et al. (2009),
e parece exercer agao sobre mediadores tais como: TNF-q, IL-13, COX-2, NF-kB e iNOS uma vez
que diminiui a imunoexpressao desses mediadores. Portanto, LP inibe alteracdes morfoldgicas,
inflamatérias e funcionais (diarreia) associadas a mucosite intestinal induzida por irinotecano

(CPT-11) em camundongos.
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6. CONCLUSAO

A fragcdo proteica isolada do latex de Calotropis procera atenuou a
progressao da resposta inflamatéria intestinal no modelo de mucosite intestinal
induzida por irinotecano, por:

» Prevenir as alteragdes morfoldgicas, histolégicas e funcionais, através
da analise morfométrica, histopatoldgica, avaliagdo do grau de diarreia

e motilidade intestinal in vitro.

* Promover aumento de sobrevida dos animais;

» Diminuir os niveis de duas importantes citocinas (TNF-a e IL-1B) no
duodeno;

* Reduzir a expressao de citocinas (TNF-a e IL-1B), enzimas (COX-2 e

INOS) e fator de transcricdo nuclear (NF-kB) envolvidos nessa

patogénese.
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