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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é um dos mais comuns tumores malignos atualmente. Regimes a
base de irinotecano (IR1) tém sido utilizados no tratamento do CCR e do CCR metastatico.
Contudo, tais regimes estdo associados ao surgimento de mucosite intestinal (MI), muitas
vezes limitante do tratamento. A MI e a diarréia grave sdo efeitos colaterais frequentes que
podem atingir de 15-25% dos pacientes em quimioterapia. No entanto, 0 manejo clinico
destes efeitos secundarios ainda é parcialmente ineficaz. O estudo dos mecanismos e
mediadores envolvidos na resposta imune no estado de pos sepse vem evidenciando que nesta
condicdo parece haver uma inibicdo de eventos inflamatorios entre 0s quais a migracdo de
neutrdfilos. Dessa forma, o estado de pds-sepse poderia interferir no curso da Ml induzida por
IRI. Pretende-se avaliar os efeitos da imunomodulacdo em animais sobreviventes de sepse
grave no desenvolvimento das alteracBes inflamatérias da MI induzida pelo IRI.
Camundongos C57BL/6 machos, 20-25¢g, foram divididos em 4 grupos (n=5-8), submetidos
ao modelo de ligagéo e perfuracdo do ceco (CLP) e tratados com ertapenem 20mg/Kg i.p. 6h
depois da CLP e de 12/12h por trés dias, para induzir aproximadamente 50% de sobrevida.
Animais submetidos a cirurgia mas ndo a perfuracdo do ceco (SHAM) receberam solugédo
salina (Sal, 5 mL/Kg, i.p.). Quinze dias apds CLP, os animais sobreviventes e animais do
grupo SHAM receberam solugéo salina (Sal, 5 ml/Kg, i.p.) durante 4 dias ou IRI (75mg/Kkg,
i.p.). A massa corpdrea (g) foi mensurada diariamente. No 5° ou 7 ° dia, foi avaliada a
contagem total de leucécitos (x10%/uL) e a diarreia (escores). Apds a morte, 0 jejuno e o ileo
foram recolhidos para a dosagem da mieloperoxidase (MPO), IL-1f e IL-10 (pg/mL) e anélise
histopatologica, ANOVA/Bonferroni ou Kruskal Wallis/Dunn foram usados como testes
estatisticos. P <0,05 foi aceito. Protocolo CEPA 84 2014. Animais pos-sépticos por CLP
tratados com IRI apresentaram reducgéo dos escores de diarreia e atividade da MPO no 5° e 7°
dia (diarreia 5D: [0(0-0)]; 7D: [0(0-2) / MPO do jejuno e ileo, 5D: 2,96+1,01; 2,35+0,76 e
7D:0,42+0,14; 0,92+0,19, respectivamente) quando comparados com os animais SHAM
tratados com IRI (diarreia 5D: 1[0-1]; 7D:[2,5(1-3)] /MPO do jejuno e ileo, 5D: 8,16+1,48;
7,96+£0,96; 7D: 2,51+0,67; 2,87+0,65, respectivamente). Além disso, animais pds-sépticos
tratados com IRI apresentaram reducdo nos danos histopatoldgicos no 5° e 7° dia (5D no
jejuno e ileo: [1(1-3)] e [1(0-1)]; e 7D no ileo: [2(1-3)] em relacdo a IRI (5D no jejuno e
ileo: [4(2-4)] e [4(1-4)] / 7D: ileo [4(3-4)]) e aumento dos niveis da citocina IL-10 (5D no
jejuno e ileo: 55,80+ 3,42; 34,45+1,87; 7D: lleo: 133,00+20,25) em comparacdo com SHAM
+ IRI (5D no jejuno e ileo: 34,45+1,87; 6,91+ 3,05; 7D no ileo: 63,67+ 9,08). No entanto,
animais CLP + IRI ndo tiveram alteracdo da leucopenia induzida por IRI. Animais C57BL/6
pos-sépticos apresentaram reducdo da lesdo da mucosa intestinal e infiltragdo de neutréfilos
na MI induzida por IRI. Tal efeito pode ser consequente, entre outros, ao aumento de 1L-10.
Apoio: CNPq, CAPES, FUNCAP.

Palavras-chave: Irinotecano. Mucosite. Sepse grave. Imunomodulacao.



ABSTRACT

Nowadays the colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignant tumors.
Irinotecan have been used in the treatment of CRC and metastatic CRC. However, the
treatment protocols are associated with the development of intestinal mucositis (IM), reaction
that affects the therapy. The IM and severe diarrhea are common side effects that may reach
15-25% of the patients undergoing chemotherapy and the clinical management of these
effects is still partly ineffective. The study of the mechanisms and mediators involved in
Immune response in post-sepsis has provided evidences that in this condition seems to be an
inhibition of inflammatory events including neutrophil migration. Thus, the post-sepsis could
influence the course of Ml induced by IRI. The aim of this study is to evaluate the effects of
immunomodulation in the development of inflammatory changes of IM induced by Irinotecan
in severe sepsis surviving animals. C57BL / 6 male mice, 20-25g, were divided into 4 groups
(n = 5-8) were subjected to the model of cecal ligation and puncture (CLP) and treated with
ertapenem 20mg/kg i.p. 6 h after CLP and 12/12h for three days to induce approximately 50%
of survival. Animals underwent surgery but not to puncture the cecum (SHAM) received
saline (NaCl, 5 mL / kg, ip). Fifteen days after CLP, the surviving animals and animals of the
SHAM group received saline (NaCl, 5 ml / kg, ip) for 4 days or Irinotecan (75mg/kg, ip). The
body mass (g) was measured every day. On the 5th or 7th day, total leukocyte count
(x10%/uL) and diarrhea (scores) were evaluated. After the death, the jejunum and the ileum
were collected for determination of myeloperoxidase (MPO), IL-1B and IL-10 (pg / ml) and
histopathological analysis. ANOVA / Kruskal Wallis test or Bonferroni / Dunn were used as
statistical tests. P <0.05 was accepted. CEPA 84/2014 protocol. Post-septic animal by CLP
treated with Irinotecan decreased scores of diarrhea and MPO activity in the 5™ and 7™ day
(diarrhea 5D: [0 (0-0)]; 7D: [0 (0-2) / MPO jejunum and ileum 5D: 2.96 + 1.08, 2.35 + 0.76
and 7D: 0.42 + 0.14, 0.92 + 0.19, respectively) compared against the SHAM animals treated
with Irinotecan (diarrhea 5D: [1(0-1)]; 7D: [2.5 (1-3)] / MPO jejunum and ileum 5D: 8.15 +
1.48, 7.96 + 0.96; 7D: 2.51 + 0.67, 2.87 + 0.65, respectively). Furthermore, post-septic mice
treated with Irinotecan decreased histopathological damage in the 5™ and 7" day (5D jejunum
and ileum: [1(1-3)] and [1(0-1)], and 7D in the ileum: [2 (1-3)] for Irinotecan (jejunum and
ileum 5D: [4 (2-4)] and [4 (1-4)] / 7D: ileum [4 (3-4)]) and increased levels of 1L-10 (jejunum
and ileum 5D: 55.80 + 3.42; 34.45 + 1.87; 7D: lleum: 133.00 + 20.25) compared against the
SHAM + IRI1 (5D in jejunum and ileum: 34.45 £+ 1.87; 6.91 + 3.05; 7D ileum:. 63.67 + 9.08).
However, IRI + CLP animals had no change of IRI-induced leukopenia. C57BL/6 post-septic
animals had reduced intestinal mucosal injury and neutrophil infiltration in IM induced by
Irinotecan, this effect can be consequential, among others, of the increase in IL-10. Support:
CNPq, CAPES, FUNCAP.

Keywords: Irinotecan. Mucositis. Severe sepsis. Immunomodulation.
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1 INTRODUCAO

Céncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tem como
caracteristica o crescimento desordenado de células causado pelo mau funcionamento dos
mecanismos bioquimicos de sinalizacdo que dirigem o ciclo celular. Ao longo do tempo as
células vdo acumulando mutacbes genéticas nao reparadas que levam a transformacdo
carcinogénica, desta forma elas passam a apresentar-se muito agressivas e incontrolaveis,
podendo formar tumores ou neoplasias malignas. Além disso, essas células alteradas
geneticamente sdo capazes de invadir outros tecidos e o6rgdos, podendo espalhar-se para
diversas regides do corpo, fendmeno conhecido como metastase (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER, 2013; LEVITZKI; KLEIN, 2010).

A incidéncia de cancer no mundo, excluindo-se pele ndo melanoma, é de mais de 14
milhdes de casos por ano, sendo 52,7% em homens e 47,3% em mulheres, e a mortalidade
chega a 8.201.030 de pessoas. O cancer colorretal é o terceiro com maior incidéncia no
mundo e também a terceira causa de mortes quando comparado a outros tipos de tumores,
atingindo 1.360.602 de pessoas e causando 693.881 mortes por ano (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2012).

No Brasil a estimativa para 0 ano de 2014 é de que surjam mais de 390.000 novos casos
de cancer (excetuando-se pele ndo melanoma), sendo 52% em homens e 48% entre as
mulheres. O cancer de col6n e reto é o quarto mais incidente, respondendo por mais de 32.000
casos, sendo 15.070 casos em homens e 17.530 em mulheres. Para esse tipo de cancer, 0s
fatores de risco estdo diretamente ligados a alimentacdo inadequada, ao envelhecimento,
histérico da doenca em parentes proximos e descontrole do peso. A mortalidade é bastante
alta, estima-se cerca de 14.000 mortes por ano no pais (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2014).

O aumento nas estatisticas de incidéncia e mortalidade relacionadas ao céncer tem
impulsionado as pesquisas em todo 0 mundo no sentido de se estudar novos farmacos e alvos
moleculares da quimioterapia antineoplasica para que se consiga chegar a tratamentos mais
eficazes e com menos efeitos colaterais.

A terapéutica antineoplasica por quimioterapia, forma mais comum de terapia
oncoldgica, é empregada fundamentalmente no tratamento de tumores ndo curaveis por
cirurgia ou por radioterapia. A quimioterapia também é utilizada naqueles casos em que se

deseja reduzir a dimensao e a agressividade de cirurgias oncologicas através de um tratamento
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pré-operatorio (quimioterapia neoadjuvante) ou ap6s um tratamento principal, como por
exemplo, a cirurgia, para diminuir a incidéncia de disseminacdo a distancia de células
neoplasicas (quimioterapia adjuvante).

O objetivo primario da quimioterapia € destruir as células neoplasicas, preservando as
células normais. Entretanto, a maioria dos agentes antineoplasicos atua de forma néo
especifica, lesando tanto as celulas neoplasicas, quanto as células normais. Tal abordagem
terapéutica embora possa aumentar 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 células normais sdo comprometidas, estas substancias podem
provocar efeitos toxicos graves (CALABRESI; CHABNER, 2003). Dentre os efeitos
colaterais relacionados ao uso de antineoplasicos, destacam-se nadusea, vomitos, diarreia,
mielossupressdo, alopécia, cardiotoxicidade, cistite hemorragica, esteatohepatite, mucosite
oral, mucosite intestinal, dentre outros (COSTA et al., 2013; LEITAO et al., 2007; MACEDO
et al., 2012; MELO et al., 2008). No entanto, existem poucas abordagens de como prevenir e
controlar esses sintomas (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999).

Um dos sistemas mais afetados pela quimioterapia do cancer é o gastrintestinal
(BOKEMEYER; HARTMANN, 1999). Em relacdo & mucosite intestinal, varios autores
demonstraram o aparecimento dessa patologia apds o uso de metotrexato (LEITAO et al.,
2011; SOARES et al., 2011a; CARNEIRO-FILHO et al., 2004a; GIBSON et al., 2002), 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 (PISANO et al., 2009; BOEHMER; JAEGER
2002) e mucosite intestinal induzida por irinotecano (IR1) (ALIMONTI et al., 2004; GIBSON
et al., 2003; LIMA-JUNIOR et al., 2012; LOGAN et al., 2008; MELO et al., 2008; WONG,
2013). Recentemente, nosso laboratério LAFICA — (Laboratério de Farmacologia da
Inflamagdo e do Céncer) desenvolveu um modelo experimental de mucosite intestinal
induzida pela associacdo de 5-FU e IRl em camundongos C57BL/6. Neste trabalho, foi
observados alteracGes dos parametros histopatologicos e na participagdo de mediadores
inflamatorios (TNF- a e IL-6) (PEREIRA, 2013).

Por mais de trés décadas o tratamento de pacientes com cancer colorretal avancado
baseava-se na utilizacdo do quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU), no entanto, os resultados
obtidos mostravam-se insatisfatérios (GUICHARD et al., 1998). A partir de entdo novos

esquemas quimioterdpicos passaram a ser utilizados. Saltz (2000) demonstrou que a



16

combinagédo de 5-FU com irinotecano (IRI) apresentou taxas de resposta de aproximadamente
55% com uma sobrevida de 22 meses. Ainda nesse contexto, estudos clinicos com o
antineoplasico irinotecano demonstraram efeitos adversos toleraveis e um largo espectro de
eficacia contra tumores solidos. De especial interesse foi a demonstracdo de consideravel
atividade contra o cancer colorretal 5-FU-refratario, levando a um programa de avaliagdo
abrangente de irinotecano como agente Unico e como parte de terapias combinadas. Os
resultados destes estudos estabeleceram o irinotecano como uma das mais ativas drogas de
primeira e segunda linha de tratamento de cancer colorretal (BLEIBERG, 1999; O’LEARY;
MUGGIA, 1998; ROTHENBERG, 1997; VAN CUTSEM et al., 1997).

O irinotecano é um derivado semi-sintético da camptotecina, um alcaldide natural
isolado da madeira e casca da arvore chinesa Camptotheca acuminata (Nyssaceae). Wall et al.
(1966) isolaram a camptotecina durante os anos 60, sendo o irinotecano introduzido na clinica
no final de 1980.

A Topoisomerase | € uma enzima que altera e modifica a topologia da cadeia dupla do
DNA sem alterar a sequéncia de unidades estruturais deste, ou seja, 0s nucleotideos. Sua
funcdo é essencial durante a fase de replicacdo e transcricdo do DNA e é realizada através de
quebras transitorias em uma das cadeias de dupla fita, o que permite que a cadeia que foi
quebrada gire em torno da fita complementar intacta e a supertorcdo consequentemente seja
removida. Ap6s o relaxamento, a ligacdo intermediaria covalente entre a topoisomerase | e 0
DNA se desfaz, sendo a fita de DNA religada normalmente, permitindo a continuacdo da
replicacdo e facilitando a funcdo de outras enzimas, tais como DNA e RNA polimerases. O
irinotecano tem como alvo a topoisomerase | e atua estabilizando o intermediario covalente
topoisomerase | — DNA, desta forma causa uma quebra irreversivel na cadeia de DNA e
impede a sua duplicacdo. A topoisomerase | parece ser expressa em todas as células, mesmo
aquelas que ndo se dividem, no entanto, os niveis da enzima sdo mais elevados em tecidos
com cancer, principalmente em tumores de 6rgdos como célon, préstata, ovario, eséfago e
cérebro em comparagdo com os tecidos normais adjacentes. Este fato torna a topoisomerase |
um alvo atraente para a quimioterapia do cancer (CHAMPOUX, 2001; WANG, 1996).

O irinotecano é um pré-farmaco que exige a clivagem pela enzima carboxilesterase da
cadeia lateral dipiperidino na posicdo 10 para formar metabolito com maior atividade
citotoxica, o 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (SN-38). O metabdlito SN - 38 € 1000 vezes mais
potente em inibir a topoisomerase | do que o irinotecano (KAWATO et al., 1991).

Nos seres humanos, elevados niveis de atividade da carboxilesterase sdo encontrados

em microssomas do figado, embora quantidades menores de atividade enzimatica também
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sejam encontradas em outros tecidos, tais como a mucosa gastrointestinal e em células de
tumor. O SN-38 é metabolizado pela enzima UDP-glucuronosiltransferase 1Al (UGT1A1)
para forma inativa SN-38 glicuronideo (SN-38-Glu), que é excretada no Iimen
gastrointestinal por via biliar. Acredita-se que as bactérias intestinais produzem -
glucuronidase, que hidrolisa SN-38-Glu para a forma ativa SN-38, danificando células do
epitélio intestinal e provocando lesdo da mucosa (KEHRER et al., 2001; TAKASUNA et al.,
1996) (Figura 1).

Figura 1: Metabolismo e representacéo estrutural do irinotecano e SN-38
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Fonte: Mullangi et al. (2010).

Os principais efeitos toxicos observados com o irinotecano sdo sindrome colinérgica
aguda, neutropenia, diarreia de inicio tardio, nauseas e vomitos, fadiga e alopecia. Os efeitos
toxicos mais severos e que limitam o uso do irinotecano sdo a mielossupressao
(principalmente neutropenia) e a diarreia tardia (ALIMONTI et al., 2004; ARBUCK, 2001,
SALIBA etal., 1998; TAKIMOTO, 1998).

A neutropenia de grau 3 ou 4 ocorre em 23% a 44% dos pacientes, é reversivel, ndo
cumulativa, e de curta duragdo. Apesar de alta incidéncia, 23% (ENZINGER et al., 2005) a
44% dos pacientes (ROSATI et al., 2002), pode ser facilmente tratada com a administracdo de
G-CSF (fator estimulante da colénia de granulécitos) (ALIMONTI et al., 2004).
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Dois tipos de diarreia sdo associados com 0 uso do irinotecano: diarreia aguda ou
precoce e diarreia cronica ou tardia (RUBEINSTEIN et al., 2004). O primeiro tipo, de curso
geralmente leve, ocorre durante ou logo apds administracdo do irinotecano pelo aumento da
atividade colinérgica, pois o irinotecano inibe acetilcolinesterase (AChE) (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 administracdo da droga (ALIMONTI et al., 2004; DUNCAN; GRANT, 2003;
IKEGAMI et al., 2002). Estes efeitos colaterais descritos como a diarreia associada a
mucosite intestinal sdo de grande importancia, pois podem determinar desde a reducdo dos
novos esquemas antineoplasicos até levar a cessacdo desta terapia levando prejuizo na
eficacia do tratamento oncolégico (BLEIBERG; CVITKOVIC, 1996; SALTZ et al., 2000).

1.1 Mucosite intestinal

Muitos tipos de tumores podem ser tratados com quimioterapia e radioterapia, no
entanto, esses tratamentos tem uma toxicidade dose limitante. Embora o tratamento
quimioterapico tenha como alvo células neoplasicas de rapida divisdo celular, inevitavelmente
pode atingir células progenitoras saudaveis do organismo, que compartilham da mesma
caracteristica, resultando em disfuncdo. O epitélio do trato alimentar €, em particular, afetado
negativamente (SONIS, 1998, 2004; SYMONDS, 1998).

Mucosite alimentar ou gastrintestinal é o termo clinico usado para descrever as alteraces
provocadas pela quimioterapia e radioterapia antineoplasicas sobre as mucosas, podendo
acometer o trato alimentar de maneira global ou localizada (cavidade oral ou mucosa
intestinal) (GIBSON; KEEFE, 2006). Esta sindrome caracteriza-se por ulceracdo da mucosa
do trato digestivo, podendo resultar em dor intensa, disfagia, diarreia, cdlicas, nauseas,
disfungdo e hemorragia, dependendo do tecido afetado. Um dos principais problemas
relacionado ao tratamento com irinotecano é a diarreia grave que limita a dose de
administracdo. Uma sindrome colinérgica precoce e imprevisivel tem sido relatada em mais
de 80% dos pacientes logo apds receber terapia com irinotecano ou até mesmo durante a
administracdo e parece ser causada pela inibicdo da atividade da colinesterase pelo
irinotecano, podendo ser controlada pela administracdo de atropina. A sindrome colinérgica

aguda transitoria grave pode ocorrer em 9% dos pacientes, os sintomas incluem além de
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diarreia, diaforese, calafrios, mal-estar, tonturas, distdrbios visuais, lacrimejamento, salivacéo,
bradicardia e cdlicas abdominais (VANHOEFER et al, 2001).

A fase tardia da diarreia ocorre em 87 % dos casos, destes, 16% tem sintomas graves
necessitando de internacdo hospitalar. Normalmente os sintomas desta fase se iniciam 7-10
dias apds o inicio do tratamento quimioterapico, sendo esta a toxicidade limitante da dose de
irinotecano, que pode ser fatal quando associado com neutropenia, outro efeito colateral
frequente. O tratamento de suporte com altas doses de loperamida pode substancialmente
reduzir a incidéncia de diarreia grave de cerca de 30 % para menos de 10%, tornando possivel
0 aumento de dose deste quimioterapico (ABIGERGES et al., 1994). A ingestdo de alimentos
e liquidos pode ser prejudicada, a capacidade reduzida de absorver os nutrientes e o individuo
pode ter um aumento de susceptibilidade as infecces (HERRSTEDT, 2000; JANSMAN et
al., 2001).

O progresso da mucosite envolve quatro fases: (I) o influxo de células inflamatorias
para a lamina propria bem antes das alteracbes no numero de células epiteliais serem
evidentes; (11) perda de células epiteliais e da estrutura da mucosa; (l11) ablacdo de areas de
epitélio e (IV) cura da mucosa. Esta sequéncia completa de eventos pode ndo ocorrer em
todos os casos, e € dependente dos protocolos terapéuticos utilizados. Na fase inicial, a
quimioterapia ou a radioterapia desencadeia a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e um
influxo de células inflamatérias para a submucosa, interferindo na integridade epitelial
(DUNCAN; GRANT, 2003).

Na segunda fase, ocorre a perda de células progenitoras entre outras por apoptose,
como resultado do dano ao DNA e outros componentes celulares, isto induz a restituicdo
epitelial e colapso da estrutura. Em situacOes extremas, este evento pode conduzir a
desnudacdo de grandes areas do epitélio, perda completa da estrutura e ulceracdo. Nesta fase,
patdgenos oportunistas podem colonizar e invadir o tecido, provocando assim maiores
respostas inflamatorias. A mucosite é, portanto, uma doenca multi-fatorial. Além disso,
embora a maioria dos seus efeitos sejam manifestados na camada epitelial, é evidente que
alteracdes dentro da submucosa tém um impacto importante sobre a natureza e gravidade da
mucosite e na subsequente recuperacdo (DUNCAN; GRANT, 2003) .

Ha mais de 10 anos o grupo LAFICA vem se dedicando ao estudo da toxicidade da
quimioterapia do Cancer em especial a mucosite intestinal induzida por quimioterapicos.

No que diz respeito a mucosite intestinal, foi primeiramente demonstrado por Carneiro-
Filho et al. (2004a) que o antineoplésico metrotexato foi capaz de causar grandes mudancas

na funcdo do intestino delgado por perturbar a permeabilidade intestinal e a inducdo da
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secrecdo de eletrolitos em paralelo com danos histologicos 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 protegdo da mucosa intestinal contra a agressdo por 5-Fluorouracil
(CARNEIRO-FILHO et al.,, 2004b) e que este quimioterapico € capaz de induzir
dismotilidade gastrintestinal através do estudo das variagbes funcionais decorrentes do
tratamento quimioterapico (SOARES et al., 2008) e que o fator de ativacdo de plaquetas
(PAF) estd envolvido na mucosite induzida por este agente (SOARES et al., 2011b).
Recentemente, evidenciou-se que a citocina IL-4 participa como uma citocina pro-
inflamatdria na mucosite induzida por 5-fluorouracil, sugerindo que o antagonista de IL-4
pode ser um novo alvo terapéutico para esta condi¢cdo (SOARES et al., 2013).

Melo et al. (2008) demonstraram que o irinotecano é capaz de provocar diarreia grave,
perda acentuada de massa corpérea, leucopenia e aumento da mortalidade em camundongos.
A avaliacdo histopatoldgica do tecido intestinal evidenciou um extenso infiltrado de células
inflamatdrias na lamina prépria de duodeno, perda da arquitetura das criptas e achatamento
dos vilos. A participacdo de citocinas, Oxido nitrico e prostaglandinas também foram
estudados, ficando demonstrado um aumento das citocinas TNF-a, IL-13 ¢ KC (quimiocina
analoga da I1L-8 de humanos), e da expressdo de iINOS e COX-2 no intestino. A Pentoxifilina
e Talidomida (inibidores da sintese e liberacdo de citocinas) mostraram-se eficazes em
reverter parte dos efeitos observados.

No intuito de aprofundar os estudos em relacdo a participacdo de TNF-a na mucosite
intestinal, o pré-tratamento com anticorpo monoclonal anti-TNF-a foi proposto. Para tanto, o
Infliximab foi utilizado em administracdo Unica antes da inducdo da mucosite, e este
apresentou uma inibicdo nos parametros inflamatorios estudados, tais como atividade de
mieloperoxidase, nivel tecidual de IL-1 e empressao de iNOS, sem, contudo proteger contra
as alteragdes funcionais e parametro de sobrevida (FIGUEIREDO, 2011).

Em estudo recente, foi demonstrado o papel da via caspase-1/IL-18 como parte do
processo desencadeador de mucosite intestinal associado ao irinotecano. A progressdao dos
danos no duodeno de animais foi inibida através da utilizacdo de animais knockout para IL-18
e da modulacdo farmacologica com IL-18bp (proteina ligante da IL-18), administrada
imediatamente antes da primeira injecgdo de irinotecano, as quais se mostraram capazes de
impedir a progressao da mucosite intestinal relacionada ao irinotecano por prevenir alteragdes

na morfologia da mucosa, nos parametros inflamatorios (atividade de MPO), diarreia,
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disfuncdo intestinal, além de uma melhora em termos de sobrevida. A delecdo de genes para
IL-18 e administragdo de IL-18bp foram criticamente envolvidas na redugdo da atividade da
INOS, enquanto a imunoexpressdo iINOS foi marcadamente aumentada em animais tratados
com irinotecano e reduzida em camundongos knockout para IL-18 (LIMA-JUNIOR et al.,
2014).

Analisados em conjunto, estes resultados confirmam a IL-18 como um importante
regulador da ativacdo de iNOS. Ficou evidenciado, ainda, que macrofagos na lamina prépria
constituem-se como fonte de IL-18 durante a mucosite intestinal. Parte das alteracdes
relacionadas & adminsitragdo de irinotecano foram prevenidas ao se utilizar animais knockout
para caspase-1, sendo observadas preservacdo da arquitetura, reduzida infiltracdo de
neutrdfilos, atividade de iNOS e dismotilidade. Neste estudo, A IL-18 mostrou-se uma
citocina reguladora chave no contexto da mucosite intestinal por irinotecano, confirmando-se
como um importante regulador da sintese de NO (LIMA-JUNIOR et al., 2014).

O papel da IL-33 foi estudado por Lima-Junior (2008), onde camundongos que
receberam irinotecano e foram pré-tratados com 1L-33 demonstraram menor atividade
inflamatdria, diarreia e contratilidade intestinal, provavelmente por essa citocina atuar
promovendo um fenétipo Th2 anti-inflamatdrio. Contrario a esse estudo, utilizando doses
diferentes de irinotecano, Guabiraba et al. (2013) mostraram que a IL-33 medeia a mucosite
intestinal induzida por irinotecano, onde a mucosite intestinal foi marcadamente reduzida em
animais deficientes para IL-33R (ST2"). Além disso, a IL-33 recombinante exacerbou a
mucosite intestinal induzida por irinotecano, ao passo que o blogueio com o anticorpo anti-IL-
33 ou ST2 soltvel apresentou uma atenuacao da doenga.

Mais recentemente, um estudo demonstrou que o irinotecano € capaz de induzir um
significativo dano sobre o trato gastrintestinal, que se correlacionou diretamente com as
alteracdes funcionais, detectadas pelo teste de permeabilidade e de perfusdo intestinal de
acucares e ions, onde se evidencia uma reducdo da excrecdo de lactulose e um aumento da
secrecao intestinal de sodio, potassio e cloreto (WONG, 2013).

Outro parametro avaliado foi o aumento de bactérias no sangue e translocacdo de
bacilos gram-negativos (Escherichia coli) para 6rgdos periféricos e estéreis como figado e
linfonodo mesentérico no curso das alteragdes causados pelo irinotecano, alem de diminuigéo
na temperatura retal de camundongos, achados esses semelhantes aos encontrados no contexto
da septicemia. Houve prevencgdo do dano intestinal e da diarreia quando se utiliza delecdo
génica para o receptor Toll-like do tipo 2 e proteina adaptadora MyD88 (envolvida na

sinalizacdo de receptores Toll), sugerindo um importante papel da flora bacteriana na



22

mucosite intestinal. Contudo, a delecdo génica do receptor intracelular NOD-1 causou
melhora apenas no parametro da diarreia (WONG, 2013).

Os tratamentos clinicos atualmente disponiveis ndo sdo capazes de prevenir a
mucosite, mas podem limitar a sua gravidade e duragdo, principalmente se usados em
combinacdo. Vérias estratégias, incluindo analgesia, tratamento com antibioticos e nutrigéo
parenteral total sdo usados para neutralizar os efeitos adversos da mucosite em pacientes. No
entanto, a modulacdo do regime de tratamento (uso de doses mais baixas ou intervalos de
recuperacdo longos entre as doses) continua a ser o0 meio mais eficaz para limitar a incidéncia
e gravidade real (FILICKO et al., 2003).

1.2 Aspectos Gerais da Sepse

O termo sepse e definido como sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SRIS)
decorrente de infecgdo principalmente por bactérias, embora também possa ser consequéncia
de infeccdo por fungos, virus e protozoarios (HOTCHKISS et al., 2003; RIEDEMANN et al.,
2003). Esta resposta se manifesta por duas ou mais das seguintes condi¢des: 1) hipertermia
(temperatura maior que 38°C) ou hipotermia (temperatura menor que 36°C); 2) taquicardia
(frequéncia cardiaca maior que 90 batimentos por min); 3) taquipnéia (frequéncia respiratéria
maior que 20 respiracbes por min ou PaCO, menor que 32 mmHg); 4) contagem dos
leucécitos totais no sangue maior que 12.000/mm?® ou menor que 4.000/mm?®, ou mais de 10%
de formas imaturas (bastdes) (BONE et al., 1992).

A pneumonia é a causa mais comum, respondendo por cerca de metade de todos 0s
casos, seguido por infec¢des intra-abdominais e do trato urinario. Staphylococcus aureus e
Streptococcus pneumoniae Sa0 0S microorganismos gram-positivos isolados mais comuns,
enquanto Escherichia coli, Klebsiella e Pseudomonas aeruginosa predominam entre 0s
isolados gram-negativos. Em um estudo envolvendo 14.000 pacientes de UTI em 75 paises,
bactérias gram-negativas foram isoladas em 62% de pacientes com sepse grave que tiveram
hemoculturas positivas, bactérias gram-positivas em 47% e fungos em 19% (VICENT et al,
2009).

O termo "sepse grave" foi proposto para descrever casos em que a sepse € complicada
por disfuncdo organica aguda, como hipotensdo, hipoxemia, oligdria, acidose metabolica,
trombocitopenia ou obnubilacdo e o termo "choque séptico” como sendo uma sepse
complicada por hipotensdo refrataria a reposicdo volémica (ANGUS; VAN DER POLL,

2013). Esta hipotensdo acentuada acarreta ma perfusdo tecidual que, juntamente com o
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intenso infiltrado inflamatorio em 6&rgdos alvos leva a disfuncdo dos mesmos com
consequente morte do individuo ( DAVIES et al., 1997; HOTCHKISS et al., 2003).

A incidéncia de sepse tem aumentado, sendo considerada a principal causa de morte
em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), superando até mesmo doencas cardiovasculares
(OSUCHOWSKI et al., 2006). Acredita-se que o aumento na incidéncia desta patologia seja
devido ao crescente numero de pacientes imunodeprimidos, ao uso frequente de
procedimentos invasivos, a frequéncia no uso de antibioticos (geracdo de microrganismos
resistentes), além do aumento da expectativa de vida (RANGEL-FRAUSTO, 2005).

Anualmente, em todo 0 mundo, ocorrem cerca de 18 milhdes de casos de sepse grave

(RICTTIRSCH et al., 2007). Na Europa, 35% dos pacientes internados em UTI’s
apresentam quadro séptico em algum momento de sua estadia, sendo que 27% morrem de
sepse, valor este que aumenta para 50% em pacientes com choque séptico (VINCENT et al.,
2009). Nos Estados Unidos, estima-se que a cada ano, cerca de 750.000 hospitalizacGes,
570.000 ocorréncias em emergéncias e 215.000 mortes sejam atribuidas a sepse (JEAN-
BAPTISTE et al., 2007).

No Brasil, entre os pacientes internados em UTI’s de hospitais publicos, a taxa de
mortalidade relacionada a sepse chega a 32,8%, a 49,9% quando ocorre sepse grave e 72,7%
quando ocorre 0 cheque séptico, sugerindo que a sepse € um grande problema de salde
publica em UTI’s no pais (KAUSS et al., 2010). Dados do estudo BASES (Brazilian Sepsis
Epidemiological Study) também demonstraram que a sepse € a doenca que gera maiores
custos aos setores publicos e privados (SILVA et al., 2004).

Apesar dos grandes avangos na compreensdo da fisiopatologia da doenga, pouco se
avancou em relacdo ao seu tratamento. S0 mais de 20 anos de extensas pesquisas e
desenvolvimento de numerosas terapéuticas usadas em ensaios clinicos, porém os indices

epidemiolégicos continuam piorando.

1.2.1 Fisiopatologia da Sepse

O processo inflamatorio € a resposta inicial do hospedeiro que ocorre quando um
tecido integro sofre algum tipo de agressdo, seja invasao microbiana, trauma fisico ou
gueimadura. Quando a resposta inflamatoria sobrepuja 0s mecanismos normais disponiveis de
protecdo do hospedeiro, ela se torna a causa da lesdo tecidual. E o que ocorre na sepse, que

embora a ativagdo do sistema imune durante uma invasdo microbiana seja geralmente
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protetora, esta doenca se desenvolve em um grande numero de pacientes como consequéncia
de uma resposta imune excessiva ou mal regulada (BONE, 1997).

A sepse inicia uma resposta inflamatoria rapida que, direta e indiretamente, provoca lesao
tecidual generalizada. Bactérias gram-positivas e gram-negativas, virus e fungos expressam
padr6es moleculares associados a patdégenos (PAMPS) que sdo reconhecidos por receptores
Toll-like (TLRs). Estes funcionam como receptores de reconhecimento padréo (PRR)
presentes na superficie de macrdfagos, células dendriticas e neutréfilos (RUSSEL, 2006).

O peptidoglicano de bactérias gram-positivas e o lipopolissacarideo de bactérias gram-
negativas sdo reconhecidos pelo TLR-2 (Toll-like 2) e TLR-4 (Toll-like 4), respectivamente.
A ativacdo de TLR-2 e TLR-4 ativam a via intracelular de transducéo de sinal que leva a
ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), que move-se do citoplasma para o
nucleo, promovendo a transcri¢do de citocinas, tais como fator de necrose tumoral o (TNF-a),
interleucina-1p (IL-1pB) e interleucina-10 (IL-10) (RUSSEL, 2006).

Além disso, a sepse aumenta a atividade da Oxido nitrico sintase induzida (iNOS),
aumentando a sintese de 6xido nitrico (NO), um potente vasodilatador. As citocinas ativam as
células endoteliais que expressam moleculas de adesdo e causam dano a estas por ativar
células como neutrdfilos, mondcitos, macrdéfagos e plaquetas. Estas células efetoras ativadas
podem libertar mediadores, tais como proteases, espécies reativas de oxigénio,
prostaglandinas e leucotrienos, que causam danos as células endoteliais, conduzindo a um
aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacdo. As citocinas também ativam a cascata
de coagulacao, alterando o equilibrio pro/anticoagulante (RUSSEL, 2006) (Figura 2).

O mecanismo que leva ao combate da infeccdo por neutrofilos também é responsavel por
causar danos ao endotélio através da liberacdo de mediadores (como enzimas proteoliticas e
metabolitos de oxigénio) que aumentam permeabilidade vascular com consequente edema nos
pulmdes e outros tecidos. As células endoteliais ativadas liberam 6xido nitrico, um potente
vasodilatador que age como mediador de choque séptico (FUJISHIMA; AIKAWA, 1995).
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Figura 2 - Ativacéo de receptores Toll-like induzem resposta inflamatdria na sepse.
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Fonte: Adaptado de Russel (2006).

TLR-4: Receptor Toll-like 4. TLR-2: Receptor Toll-like 2. NF-KB: Fator de transcri¢do nuclear kappa B. CD-
14: Clusterof differentiation 14. TNF-a: Fator de necrose tumoral o. IL-1f: Interleucina 1B. IL-10: Interleucina
10. iNOS: Oxido nitrico sintase induzida. NO: Oxido nitrico.

Em relacdo a coagulacdo, evidencia-se um aumento dos fatores prd-coagulantes e
diminuicdo de fatores anticoagulantes. Os lipopolissacarideos estimulam as células endoteliais
para supra regularem o fator tecidual, ativando a cascata de coagulacdo. O fibrinogénio é em
seguida, convertido em fibrina, o que leva a formacdo de trombos microvasculares. Em
contrapartida, a sepse reduz os niveis de proteina C, proteina S, antitrombina Il e inibidor da
via fator tecidual, que sdo fatores anticoagulantes. Em acréscimo, diminui a sintese de
trombomodulina e do receptor endotelial de proteina C, prejudicando a sua ativacdo e
aumenta a sintese do inibidor do ativador plasminogénio tecidual, prejudicando, assim, a
fibrindlise (LIAW et al., 2004).

Os microorganismos estimulam a resposta imune humoral e adaptativa mediada por
células. Nesse contexto, células B sdo responsaveis por liberar imunoglobulinas que
promovem a reconhecimento de microorganismos por fagocitos e células NK (natural
killers). A sepse pode alterar o subgrupo de células T presentes, variando de um perfil Thl ou
Th2, onde ha a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatdrias respectivamente,

que varia de acordo com o organismo, a carga infectante dentre outros fatores. Ressalta-se que


http://en.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation
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alguns pacientes evoluem para o0 Obito precocemente em decorréncia de uma reacao
inflamatoria sistémica intensa (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

Citocinas anti-inflamatorias, tais como as interleucinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-11 e IL-
13, sdo igualmente produzidas no contexto da sepse, desta forma possibilitam o
desenvolvimento de anergia e alentecimento da resposta aos agentes etioldgicos, contexto
tipico de imunossupressdo denominada sindrome da resposta anti-inflamat6ria compensatoria
(CARS) (HOTCHKISS; KARL, 2003) (Figura 3).

Figura 3 - Resposta imunoldgica nas diferentes fases da sepse (SIRS e CARS).
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Fonte: Adaptado de (ALVES-FILHO et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2010).

E complexa a regulacdo do equilibrio pré/anti-inflamatério, podendo-se chegar a uma
situacdo de intensa “dissonancia imunoldgica”, denominada MARS, na qual ocorrem SIRS
(sindrome da resposta inflamatoria sistémica) e CARS (sindrome da resposta anti-inflamatéria
compensatdria) no mesmo paciente e, conforme estas consideracdes, propde-se que o balanco
entre mediadores prd/anti-inflamatorios seria a chave explicativa para a evolugdo dos quadros
de sepse (DOl et al., 2009; SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011; XU et al., 2009).
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1.2.2 Faléncia da migracéo de neutrofilos para o foco infeccioso na sepse.

Entre os leucdcitos, os neutrdfilos sdo as primeiras células recrutadas para o foco
infeccioso, sendo extremamente importantes para o controle local do crescimento bacteriano e
consequente prevencdo da disseminagdo da infeccdo. Varias evidéncias tém demonstrado o
papel fundamental do neutrofilo no controle do processo infeccioso e na progressdo da sepse.
Verdrengh et al. (1997), assim como Nakamura et al. (2001) demonstraram que animais
depletados de neutréfilos apresentaram maior susceptibilidade a infeccdo por Staphylococcus
aureus, apresentando sinais graves de sepse e aumento do indice de mortalidade. Confirmando a
importancia da migracdo de neutrofilos para o sitio infeccioso, estudos tém demonstrado
através de diversos modelos experimentais, tais como ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP) e
administracdo intraperitoneal de Staphylococcus aureus, uma correlacdo positiva entre a
faléncia da migracdo de neutrofilos, bacteremia, aumento dos niveis séricos de citocinas e
reducdo da sobrevida dos animais (BENJAMIM et al., 2000; CROSSARA-ALBERTO et al.,
2002; TAVARES-MURTA et al., 2001).

Os mecanismos envolvidos na faléncia da migracdo de neutréfilos durante a sepse
grave parece ser decorrente da liberacdo excessiva de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias na circulacdo, as quais induzem a expressdo da enzima Oxido nitrico sintase
induzida (iNOS), com consequente aumento da producao de éxido nitrico (NO). Este dado é
suportado por estudos prévios que demonstraram que a administracdo endovenosa de TNF-a e
IL-8 promove uma reducdo da migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal e que as
concentragfes circulantes das citocinas estdo aumentadas nos animais submetidos a sepse
grave, quando comparados com animais submetidos a sepse ndo grave (BENJAMIM et al.,
2002; CROSARA-ALBERTO et al., 2002; TAVARES-MURTA et al., 1998). Além disso, a
faléncia da migracdo de neutrdfilos na sepse grave ou aquela inibida pela administracdo
sistémica de citocinas é revertida pelo tratamento dos animais com aminoguanidina, um
inibidor seletivo da iNOS (BENJAMIM et al., 2000). E importante ressaltar que o tratamento
dos animais com altas doses de inibidor especifico da iNOS ou o uso de camundongos
deficientes para INOS também promove reverséo da faléncia da migracéo, contudo verifica-se
reducdo da atividade microbicida desses neutrdfilos, permitindo a disseminacdo bacteriana
(BENJAMIM et al., 2002; BENJAMIM et al., 2000).

O conjunto de resultados descritos na literatura até o presente momento sugere que 0

reconhecimento dos microrganismos por fagdcitos, ou de seus produtos, induz a sintese e
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liberacdo sistémica de citocinas com resultante producdo de NO. Este NO liberado €
responsdvel pela faléncia da migracdo de neutrofilos observada durante a sepse
grave(BENJAMIM et al., 2002; BENJAMIM et al., 2000).

Benjamim et al. (2002) desenvolveram dois modelos experimentais de sepse com
diferentes graus de severidade, a sepse sub-letal (SL-CLP) e sepse letal (L-CLP) induzida pela
ligadura e puncéo do ceco (CLP). A sepse letal induzida por CLP resultou em uma faléncia da
migracdo de neutrofilos para o local da infeccdo e alta mortalidade dos camundongos
C57BL/6.

Alves-Filho et al. (2010) demonstraram ser o receptor de quimiocina CXCR2 crucial
para o recrutamento de neutrofilos da circulacdo para o sitio infeccioso. Nesse estudo foi
determinado que a ativacdo de receptores Toll-like em neutréfilos seria responsavel pela
down-regulation da expressdo desses receptores, e que a 1L-33 impede a regulacdo negativa
de CXCR2 e inibicdo da quimiotaxia induzida pela ativacdo receptores TLR-4. Além disso, 0s
autores mostraram que o mecanismo pelo qual a citocina IL -33 regula a expressédo de CXCR2
é dependente da inibicdo da expressdo do receptor quinase-2 acoplado a proteina G (GRK-2),
proteina que induz a internalizacdo do receptor. Esses dados mostram o papel da IL-33 como

um potencial novo tratamento para pacientes com sepse.

1.2.3 Mecanismos anti-inflamatorios no estado po6s-sepse grave

A sepse grave pode levar o individuo a morte rapidamente ou desencadear um
processo de imunossupressao. Numerosos estudos sugeriram que 0s pacientes que sobrevivem
a alta hospitalar apds a sepse permanecem em risco aumentado de morte pelos préximos
meses em até 8 anos (PERL et al., 1995). Além disso, Niskanen (1996) foi o primeiro a
analisar a sobrevida de pacientes pos sepse grave a longo prazo, tendo demonstrado através de
uma curva de sobrevida que pacientes que passaram pela UTI sdo mais propensos a morrer
em um periodo de até 5 anos em comparagdo com pacientes internados em geral. Aqueles que
sobrevivem muitas vezes tém o funcionamento fisico ou cognitivo prejudicados, transtornos
do humor e uma baixa qualidade de vida associado a uma maior susceptibilidade de
desenvolver doencas, tais como pneumonia, cancer e doencas cardiacas. (ANGUS, 2003;
PERL et al., 1995). Weycher et al. (2003) demonstraram que a mortalidade e 0s custos
econbmicos sdo extremamente elevados em pacientes com sepse grave tanto durante o

periodo de doenga aguda como posteriormente, onde a porcentagem de mortalidade nesse
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estudo ultrapassou 50% em um ano e mais de 70% em cinco anos apos o periodo agudo da
doenca.

A resposta inflamatdria inicial resultante da sepse d& lugar a uma subsequente
"resposta anti-inflamatoria compensatoria”, contudo, tornou-se evidente que a infeccdo
provoca uma resposta mais complexa, varidvel e prolongada, em que mecanismos pro-
inflamatorios e anti-inflamatorios podem contribuir tanto para a resolugdo da infecgdo e
recuperacdo do tecido quanto para o desenvolvimento de lesdes em oOrgdos e infecgdes
secundarias (VAN DER POLL; OPAL, 2008).

O sistema imunolégico envolve mecanismos humorais e celulares que atenuam o0s
potenciais efeitos nocivos da resposta pro-inflamatoria inicial resultante da sepse (VAN DER
POLL; OPAL, 2008). Macrdfagos e células dendriticas apresentam um fendtipo anti-
inflamatdrio, que promove reparacdo tecidual, e as células T reguladoras supressoras reduzem
a inflamacdo (ANDRESSON; TRACEY, 2012).

A producdo de citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatérias em sepse tem sido
amplamente estudadas. Citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL -looe IL - 1B, IL - 12, IFN-y e
IL-6) sdo necessarias para iniciar um processo inflamatorio eficaz contra a infec¢do, enquanto
que o sua producdo em excesso tem sido associada com a disfuncdo de mdaltiplos 6rgaos,
sistemas e aumento da mortalidade (PARRILLO et al., 1990; PINSKY et al.,1993;
BLACKWELL; CHRISTMAN, 1996). Em contraste, citocinas anti-inflamatorias tais como
IL - 10, IL - 13, IL - 4, TGF-B, IL - 1ra, ou receptores soluveis de IL-1(sIL -1R) parecem ser
um pré-requisito para o controle e regulacdo negativa da resposta inflamatéria, que conduz a
uma depressdao do sistema imunoldgico e estdo aumentadas de forma significativa na
circulacdo de pacientes com sepse (FRIEDMAN et al., 1997; HOTCHKISS; KARL, 2003;
MARCHANT et al, 1995; PRUITT et al, 1996; VAN ZEE et al., 1992).

Estudos de Nascimento et al. (2010) demonstraram um perfil semelhante aos citados
anteriormente. Camundongos sobreviventes de sepse polimicrobiana grave foram inoculados
com a bactéria Legionella pneumophila, que tem como caracteristica causar uma infeccdo ndo
letal em animais higidos. Aqueles animais que sobreviveram a sepse grave e foram infectados
com a bactéria apresentaram uma mortalidade absoluta, sugerindo que em animais que
sobrevivem a sepse grave hd um quadro de alentecimento da resposta imune. A teoria de um
possivel estado de imunossupressdo foi investigada avaliando-se a subpopulagéo de células T
reguladoras, as quais mostraram-se expressas no timo e baco dos animais no periodo pos

sepse. Além disso, a capacidade proliferativa de células T esplénicas encontrava-se suprimida,
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sugerindo que estas células T reguladoras presentes em um periodo pds sepse poderiam ser as
responsaveis pela imunomodulacao.

Diversos tem sido os trabalhos abordados pelo referido grupo de pesquisa no que
concerne a mucosite intestinal experimental onde a mucosite intestinal induzida por
irinotecano tem sido descrita como uma sindrome em que uma inflamacéo acentuada acomete
o0 tecido intestinal, com aumento de citocinas pro-inflamatorias e recrutamento de células
polimorfonucleares e mononucleares, causando perda de integridade da barreira epitelial e
consequente translocacdo de bactérias para a corrente sanguinea e outros 6rgédos. Além disso,
sdo evidenciadas diarreia grave e dismotilidade intestinal, o que leva a acentuada perda de
peso e consequente morte. O manejo clinico destes efeitos secundarios ainda € parcialmente
ineficaz. Assim como na mucosite intestinal, na sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SRIS) ocorre a liberacdo sisttémica de diversos mediadores inflamatorios, os quais séo
responsaveis pela maioria das alteracdes fisiopatolégicas observadas nos pacientes sépticos e em
animais em modelos dessa patologia. Ap6s uma primeira fase de resposta imune excessiva ou
mal regulada, estabelece-se um quadro de imunossupressdo, com mudanca no perfil de
resposta imune através do envolvimento de mediadores anti-inflamatérios. Devido a esses
fatores, a imunomodulacdo advinda da sepse mostra-se como uma ferramenta Util de
reprogramacao imunoldgica para o estudo de eventos inflamatdrios da mucosite intestinal pela
quimioterapia do cancer por irinotecano.

Nesse contexto, o presente estudo propde investigar se o estado pds-sepse grave
poderia interferir no curso da mucosite intestinal induzida por irinotecano, avaliando o papel

de citocinas anti-inflamatdrias e outras vias implicadas nesse processo.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A terapia antineoplasica atua reduzindo a populacdo de células tumorais e reduzindo
sua capacidade de proliferacdo e invasdo tecidual, no entanto, os esquemas terapéuticos
disponiveis ainda causam importantes efeitos colaterais, algumas vezes requerendo
descontinuidade do tratamento, reducdes de doses de fa&rmacos utilizados em quimioterapia e
modificacdes na selecdo de agentes antineoplasicos e do esquema posolédgico (AZEVEDO,
2010; SONIS, 2004).

A literatura mostra que a mucosite intestinal associada a diarreia é um grave efeito
toxico do irinotecano que pode levar & desidratagdo, a mé-absorcdo dos nutrientes e
consequentemente a deterioracdo do estado geral do paciente (DUNCAN; GRANT, 2003;
SONIS, 2004; RUBEINSTEIN et al., 2004; GIBSON; KEEFE, 2006). O tratamento da
mucosite pode requerer a hospitalizacdo do paciente, bem como sua nutricdo parenteral total,
com consequente aumento de custos, podendo ainda provocar atraso ou reducdo da
administracdo do tratamento quimioterapico, interferindo na eficacia do tratamento do cancer.

Apesar do impacto das manifestacdes clinicas e dos avangos na descoberta de alguns
mecanismos fisiopatoldgicos e moleculares responsaveis pelo curso da mucosite intestinal,
ainda ndo se estabeleceu um protocolo padrdo eficaz para a prevencédo e controle da diarreia
(ALIMONTI et al., 2004; GIBSON et al., 2002; GIBSON; KEEFE, 2006).

Assim como na mucosite intestinal, na SRIS ocorre a liberacdo sistémica de diversos
mediadores inflamatérios, o0s quais sdo responsaveis pela maioria das alteracdes
fisiopatoldgicas observadas nos pacientes sépticos e em animais em modelos dessa patologia.
Apds uma primeira etapa de resposta imune excessiva ou mal regulada, estabelece-se um
qguadro de imunossupressdo, com mudanca no perfil de resposta imune através do
envolvimento de mediadores anti-inflamatérios, mudanca no perfil de acdo de células
fagocitérias entre outros. Devido a esses fatores, a chamada imunossupressdo advinda da
sepse mostra-se como uma ferramenta Util de reprogramacdo imunoldgica para o estudo de
eventos inflamato6rios da mucosite intestinal pela quimioterapia do cancer por irinotecano.

O estudo dos mecanismos e mediadores envolvidos na resposta imune no estado de
pos-sepse vem evidenciando que nesta condicdo parece haver uma inibicdo de eventos
inflamatdrios entre os quais a migracdo de neutréfilos. Dessa forma, parece razoavel supor
gue o estado de pos-sepse possa de alguma forma interferir no curso da mucosite intestinal
que se segue a utilizacdo de agentes antitumorais, como o irinotecano. Nessa perspectiva que

este estudo foi delineado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliacédo os efeitos da imunomodulagdo em animais sobreviventes de sepse grave

sobre as alteracBes inflamatdrias observadas na mucosite intestinal induzida por irinotecano

3.2 Objetivos especificos

e Induzir um estado de imunomodulacdo em animais atraves da cirurgia de sepse
grave (CLP), sendo avaliado o éxito do método através da andlise da
sobrevida;

e Avaliar em animais sobreviventes da sepse grave (CLP) as alteragdes nos
parametros da fisiopatologia da mucosite intestinal induzida por irinotecano no
quinto e sétimo dia experimental;

e Estudar as possiveis alteracdes dos mediadores pro-inflamatérios envolvidos na
mucosite intestinal induzida pelo irinotecano no quinto e sétimo dia
experimental, como a citocina IL-1B, bem como possiveis alteracdes dos
mediadores anti-inflamatérios envolvidos no estado de imunossupressdo como
IL-10;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aparelhos e instrumentos laboratoriais

e Agitador Vortex — Cetomart MV
e Autoclave

e Balanca Analitica Ohaus AS2600
e Balanca Analitica Marte Al200

e Contador Automatico de Células — Colter

e Fluxo Laminar

e Microscopio Optico binocular acoplado & camera fotografica Olympus
e Centrifuga refrigerada Eppendorf 5804R

e Deonizador de agua Mili-Q, Millipore

e Espectrofotdmetro de placas - ELISA ELX800, Biotek

e Freezer -80°C, Thermo Scientific

e Lamina lisa para microscopia 26 x 76 mm

e Laminula 24 x 32 mm

e Material cirdrgico

e Medidor de pH, Hanna Instruments HI 8519N

e Microscopio Optico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2

e Micropipetas Gilson de 2, 20, 200 e 1000 pL.
e Micropipeta Multicanal Gilson 200 pL

e Pipetas soroldgicas de 1, 5e 10 mL

e Placa estéril de96 pogos

e Tubos de Falcon 15 e 50 mL

4.2 Farmacos, solugdes e corantes

4.2.1 Farmacos

Cloridrato de Irinotecano (Evoterin®, ampolas 5mL, 100mg/mL, Evolabis)
Ertapenem sadico (Invanz®, frasco-ampola 1g, Merck Sharp & Dohme).

Cloridrato de Xilazina 2% (Kensol®, frasco-ampola 10mL)
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e Cloridrato de Quetamina 10% (Agener®, Frasco -ampola 10mL)

e Tribromoetanol 2,5%

4.2.2 Solugdes

e Agua destilada

e Agua Mili-Q

e Alcool 70%

e Formol tamponado 10%

e Dimetil Sulféxido (DMSO) a 100% (Merck)
e Perdxido de Hidrogénio 30% (Sigma)

e Solucdo salina estéril (NaCl 0,9%)

e Tampao fosfato de potassio

e Tampao de brometo de hexadeciltrimetilamodnio (HTAB)
e O-dianisidina (Sigma)

e lodopovidona 1%

e Salina tamponada com fosfato (PBS)

e Solucdo salina estéril (NaCl 0,9%).

4.2.3 Corantes

e Hematoxilina (Merck)

e Eosina (Merck)

4.3 Animais utilizados nos protocolos experimentais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, com peso entre 20-25g procedentes
do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceara (UFC) e do Biotério de Camundongos Isogénicos do Departamento de Genética da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo- Preto (FMRP-USP).

Os animais permaneceram em gaiolas apropriadas, em macroambiente controlado
(fotoperfodo de 12h claro/escuro, temperatura 23+2°C e umidade 55+10%) com fornecimento

ad libitum de ragéo e agua.
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4.4 Aspectos éticos

Os protocolos desenvolvidos foram de acordo com os Padrdes de Uso de Animais de
Laboratorio da UFC. A pesquisa foi previamente submetida & Comisséo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara e aprovado de acordo com o protocolo
CEPA n° 84/2014.

4.5 Modelos de inducéo e grupos experimentais

4.5.1 Modelo experimental de inducgéo de sepse polimicrobiana grave (CLP).

Para mimetizar o quadro de sepse polimicrobiana grave, utilizamos o modelo de
ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP) originalmente descrito por Baker et al. (1983) com
algumas modificacbes. Para o procedimento cirdrgico, inicialmente, os animais foram
pesados e anestesiados com cloridrato de ketamina 10% associado a cloridrato de xilazina
2% nas doses de 115 mg/Kg e 10 mg/Kg, respectivamente, por via intraperitoneal (i.p.).
Apbs o procedimento anestésico, foi feita uma tricotomia e assepsia utilizando-se
iodopovidona 1%, em cada animal foi feita uma incisdo mediana de aproximadamente 1 cm
no abdome, o ceco foi localizado e completamente exposto. Abaixo da valvula ileocecal foi
feita uma ligadura ndo obstrutiva e, a seguir, o ceco foi perfurado uma Unica vez de maneira
transfixante, com agulha 18 G. Apo0s a perfuracdo, o ceco foi levemente pressionado para
assegurar a saida do conteudo intestinal e recolocado na cavidade abdominal. Apds a sutura
da musculatura e da pele, os animais receberam por via subcutanea (s.c.) 1 mL de solugéo
salina esteéril para reposicao fluidica e foram mantidos em ambiente aquecido até a completa
recuperacdo da anestesia (1 a 2h). Os animais SHAM-operados (controles) foram
submetidos ao mesmo procedimento, porém sem perfuracoes.

Inicialmente, realizou-se um experimento piloto de cirurgia de CLP para avaliar a
inducdo e reprodutibilidade do modelo experimental, através de uma curva de sobrevida dos

animais comparados ao grupo SHAM.
4.5.2 Modelo de tratamento com antibiotico
Para impedir a mortalidade de 100% observada em modelos experimentais de sepse

grave (BENJAMIM et al., 2003), os animais submetidos a cirurgia de ligagéo e perfuracéo do

ceco (CLP) foram tratados, por via intraperitoneal (i.p.) com o antibiético Ertapenem sodico
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na dose de 20mg/Kg de acordo com o descrito por Nascimento (2010), administrados em 6 h,
e posteriormente em intervalos de 12 h até o 3° dia apds a cirurgia de CLP. Os animais

operados foram acompanhados por 15 dias ap0s a cirurgia.

4.5.3 Indugéo da mucosite intestinal

A mucosite intestinal foi induzida de acordo com o protocolo desenvolvido por Ikuno
et al. (1995) e adaptado por Melo et al. (2008) e Lima-Junior et al. (2012) para as condi¢Ges
experimentais do laboratorio. Os animais receberam quatro inje¢fes, por via intraperitoneal,
de irinotecano (Evoterin®- Evolabis), na dose de 75 mg/kg, ou salina (5mL/kg), uma injecéo

por dia por quatro dias e avaliados no 5° e 7° dia ap0s a primeira administracao.

4.5.4 Grupos experimentais
Os animais C57BL/6 foram divididos em grupos.

Grupo SHAM: Animais submetidos ao procedimento cirdrgico, mas nao a

perfuracdo do ceco (SHAM) e tratados com salina (NaCl 0,9%, i.p.) (n=8);

Grupo CLP: Animais submetidos ao procedimento cirargico de perfuragdo do ceco e
tratados com Ertapenem 20mg/Kg (CLP) e com salina (NaCl 0,9%, i.p.)(n=15);

Grupo SHAM+IRI: Animais submetidos ao procedimento cirurgico, mas nao a
perfuracdo do ceco (SHAM) e tratados com irinotecano (75 mg/kg, i.p.)(n=8).

Grupo CLP+IRI: Animais submetidos ao procedimento cirdrgico de perfuracédo do
ceco e tratados com Ertapenem 20mg/Kg (CLP) e com irinotecano (75 mg/kg, i.p.)(n=15).

Grupo ERTAPENEM+IRI: Animais submetidos ao procedimento cirdrgico mas

ndo a perfuracdo do ceco (SHAM) e tratados com Ertapenem 20mg/Kg e com irinotecano (75

mg/kg, i.p.)(n=8).
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4.6 Protocolos experimentais
Figura 4 - Experimento piloto de inducao da sepse letal por CLP (Protocolo 1).
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Camundongos C57BL/6 foram submetidos a cirurgia de CLP (ligadura e puncédo do ceco) para
inducdo de sepse polimicrobiana grave sem posterior tratamento com o antibiético Ertapenem. Um
grupo controle (SHAM) passou pelo mesmo procedimento cirdrgico, mas sem perfuragdo do ceco.
Os animados foram acompanhados diariamente até que houvesse 100% de mortalidade.

Figura 5 - Avaliacdo da mucosite intestinal no quinto dia em animais previamente
submetidos a CLP (Protocolo 2).
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Camundongos C57BL/6 foram submetidos a cirurgia de CLP (ligadura e pungdo do ceco) para
inducdo de sepse polimicrobiana grave com posterior tratamento com o antibiético Ertapenem. Apos
15 dias os animais sobreviventes da sepse receberam quatro injecGes, por via intraperitoneal, de
Irinotecano, na dose de 75 mg/kg, ou salina (5 mL/kg), uma injecdo por dia e avaliados no 5° dia da
mucosite apos a primeira administragio do antineopléasico (LIMA-JUNIOR et al, 2010).

Figura 6 - Avaliagdo da mucosite intestinal no sétimo dia em animais previamente
submetidos a CLP (Protocolo 3).
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Camundongos C57BL/6 foram submetidos a cirurgia de CLP (ligadura e pungdo do ceco) para
inducdo de sepse polimicrobiana grave com posterior tratamento com o antibiético Ertapenem. Apo6s
15 dias os animais sobreviventes da sepse receberam quatro injecdes, por via intraperitoneal, de
Irinotecano, na dose de 75 mg/kg, ou salina (5 mL/kg), uma injecdo por dia e avaliados no 7° dia da
mucosite apds a primeira administracdo do antineoplésico (WONG, 2013).
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4.7 Paréametros avaliados na inducéo de sepse sem tratamento com antibidtico.

4.7.1 Sobrevida

A sobrevida dos animais ap6s a cirurgia de CLP foi avaliada através da observacao
diéria dos animais até que houvesse 100% de mortalidade. Posteriormente os dados foram

plotados em tabelas e gréficos.

4.8 Parametros avaliados na mucosite intestinal no quinto e sétimo dia em
animais previamente submetidos & CLP

4.8.1 Avaliagéo ponderal

A massa corpérea dos animais foi medida em gramas (g) diariamente desde o inicio da
inducdo da mucosite até o dia da morte (quinto e sétimo dia). Os valores encontrados foram
expressos em % de variacdo da massa corporea, em relacdo a massa inicial e plotados em uma
curva ponderal. O 100% é o valor do peso inicial do animal mensurado no primeiro dia de

experimento.

4.8.2 Avaliacdo do grau de diarreia

Aos eventos de diarreia, apresentados no quinto e sétimo dia ap6s o inicio do
tratamento dos animais com Irinotecano, foram atribuidos escores (segundo proposta de
Kurita et al., (2000), como discutido no Tabela 1. Esse parametro representou um indicativo
de inducéo da mucosite, tendo em vista a associagdo do sinal diarreia @ mucosite, observada

na pratica clinica (Figura 7).

Tabela 1 - Escores de avaliacdo da diarreia em camundongos

Escore Avaliacéo da diarreia

Escore 0 Fezes com aspecto normal

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

Fezes Umidas com bastante sujidade perianal.

Fonte: Kurita et al. (2000).
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Figura 7 - Representacdo dos graus de diarreia de acordo com escores de intensidade,
pos-injecdo de Irinotecano em camundongos C57BL/6.

A avaliacdo da diarreia foi realizada através de escores atribuidos 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 imidas com bastante sujidade perianal.

4.8.3 Contagem de leucécitos totais

O numero total de leucdcitos plasmaticos foi determinado para verificar o efeito do
irinotecano na inducdo da leucopenia. Os animais foram levemente anestesiados com
tribromoetanol para coleta do sangue do plexo retro-orbital, e em seguida foi realizada a
contagem de leucdcitos totais no contador automatico de células (Coulter Ac.T). Os
resultados foram expressos como niimero de células x 10%/uL de sangue. Essa observagdo

serviu como controle do efeito imunossupressor do irinotecano sobre o animal.

4.8.4 Avaliacéo histopatoldgica do intestino delgado

Apo6s a morte dos animais por deslocamento cervical, foi removido um segmento de

1,0 cm de cada porc¢éo do intestino delgado (duodeno, jejuno, ileo) do camundongo. A seguir,
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as amostras foram fixadas em formol tamponado 10% e processadas para coloragdo pelo
método H&E (Hematoxilina-Eosina).

A analise histopatoldgica do intestino delgado envolveu a observacdo do aspecto dos
vilos e criptas, bem como presenca e intensidade do infiltrado inflamatdrio (microscopia
Optica 400x). O grau de mucosite foi determinado de acordo com o sistema de escores
proposto por Woo et al. (2000), descrito no Tabela 2.

Tabela 2 - Escore de anélise histopatoldgica para intestino delgado.

Escore Anélise Histopatoldgica

Escore 0 Auséncia de lesao

Escore 1 Menos de 10% das criptas contém células necroticas
Escore 2 Mais de 10% das criptas contém células necréticas, mas

a arquitetura permanece intacta.

Escore 3 Mais de 10% das criptas contém células necréticas com
perda da arquitetura das criptas (<20%), os vilos
encontram-se encurtados e ocorre varidvel hipertrofia e
hiperbasofilia nas criptas remanescentes

Escore 4 Semelhante a 3, entretanto, &€ mais extensa com perda da

arquitetura das criptas e encurtamento dos vilos

Fonte: Woo et al. (2000)

4.8.5 Determinacdo da infiltracdo de neutrdéfilos através da atividade da enzima

mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO), uma enzima encontrada nos granulos azuréfilos dos
neutrdfilos, é utilizada como marcador da presenca de neutréfilos no tecido inflamado. Para
sua determinacdo pelo método colorimétrico ELISA, uma porc¢do do jejuno e ileo foi coletada
e incubada em solucdo de HTAB 0,5% (Brometo de hexadeciltrimetilamonio), na proporc¢éo
de 50mg de tecido por mL, homogeneizada e centrifugada (1500 g /15 min a 4°C). Apos
plagueamento de 7pL do sobrenadante (placas de 96 pogos), 200uL da solucdo de leitura
(5mg O-dianisidine; 15uL H,0, 1%; 3mL tampé&o fosfato; 27mL H,0) foram adicionados e
lidos a 460nm (t,=0Omin e t;=1min). A mudanca na absorbancia obtida foi plotada em curva
padrdo de mieloperoxidase e expressa em termos de atividade de MPO (U/mg de tecido)
(BRADLEY et. al., 1982).
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4.8.6 Dosagem de citocinas

No 5° e 7° dia apds a primeira injecdo de irinotecano, amostras do intestino foram
retiradas de cada animal para dosagem de citocinas e estocadas em freezer -70°C até o
momento do ensaio. O tecido coletado foi homogeneizado e processado como descrito por
Safieh-Garabedian et al. (1995). A deteccédo de IL-1p e IL-10 foram determinadas por método
ELISA. Resumidamente, placas para ELISA de 96 pogos foram incubadas por 12h a 4°C com
anticorpos anti IL-1p e anti IL-10 murinos (2ug/mL). Apds blogueio das placas, as amostras e
a curva padrdo foram adicionadas em duplicata em varias diluicGes e incubadas por 24h a
temperatura de 4°C. As placas foram entdo lavadas trés vezes com solugdo tampéo e
incubadas com anticorpos monoclonais biotinilados anti IL-1p e anti IL-10 diluidos (1:1000
com o tampdo de ensaio com BSA 1%). Apds o periodo de incubacgdo a temperatura ambiente
por 1h, as placas foram lavadas e 50 pL do complexo HRP-avidina diluido 1:5000 foi
adicionado. O reagente de cor 0-phenylenediamine (OPD, 50uL) foi adicionado 15min depois
e as placas incubadas no escuro a 37°C por 15 a 20min. A reagdo enzimatica foi parada com

H,SO, e a absorbéncia medida a 490nm. O resultado foi expresso em pg/mL.
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5 ANALISES ESTATISTICAS

A anélise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism®, verséo 6.0 e 0s
resultados foram expressos como média + E.P.M (Erro padrdo da média), para as variaveis
com distribuicdo normal ou pela mediana (minimo-mé&ximo) para as varidveis sem
distribuigdo normal.

A anélise estatistica entre os grupos realizou-se empregando o teste de andlise de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparacGes multiplas de Bonferroni ou Kruskal
Wallis, seguido pelo teste de Dunn, conforme propriedade respectivamente para dados
paramétricos e ndo paramétricos, baseando-se na continuidade das varidveis em analise,

sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Sobrevida de animais sépticos sem tratamento antibiotico

Com o intuito de mimetizar o que ocorre em termos fisiopatolégicos em pacientes
sépticos graves foi realizado um modelo de sepse polimicrobiana grave (CLP letal)
caracterizado por induzir 100 % de mortalidade em animais (Protocolo 1). Nesse modelo,
apos a perfuracao da parede intestital, ocorre a liberagdo gradativa do conteudo colico para a
cavidade peritoneal, induzindo peritonite, a qual evolui para um quadro de sepse e choque
séptico.

Os animais sépticos ndo tratados com antibidtico apresentaram letargia, piloerecéo,
secrecdo ocular, diarreia, taquipnéia e taquicardia, com 100% de mortalidade ao fim do
segundo dia apo6s a CLP, caracteristicos do quadro de sepse, aspectos revistos por (ALVES-
FILHO et al., 2006). Os animais submetidos a cirurgia mas ndo a perfuracdo do ceco (SHAM)
tiveram uma sobrevida de 100%, sendo significativamente diferentes do grupo CLP(P<0,001)
(Figura 8).
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Figura 8 - Sobrevida de animais ap6s indugdo da sepse polimicrobiana grave sem
tratamento antibiotico.
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A sobrevida dos animais controles e submetidos & sepse grave sem tratamento de antibiético foi determinada
diariamente até 100% de mortalidade. Os animais submetidos & CLP receberam uma perfuragdo transfixante com
agulha 18G. Os animais SHAM ndo tiveram perfuracfes no ceco. Os dados correspondem as porcentagens de
sobrevivéncia de seis a sete animais por grupo. As taxas de mortalidade foram calculadas pela curva de Kaplan-
Meier e a diferenga entre os grupos pelo teste de Log-rank. ***P<0,001 vs grupo Sham.
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6.2 Avaliacdo dos parametros da mucosite intestinal induzida por irinotecano no quinto

dia em animais previamente submetidos a CLP e tratados com antibiotico.

Inicialmente, o protocolo de cirurgia de CLP foi seguido com o intuito de induzir
sepse polimicrobiana em camundongos, contudo, havia a necessidade de que os animais
sobrevivessem a esse episodio para que pudessem chegar ao momento posterior ao quadro de
inflamacdo sistémica. Para tanto, seguiu-se com a utilizacdo do antibidtico de largo espectro
Ertapenem na dose de 20mg/Kg como descrito por Nascimento (2008). A primeira
administracdo desse antibidtico foi feita 6 h apds a cirurgia de CLP, e foi mantido em
intervalos regulares de 12 h durante 3 dias. Dentro de 6 h apds a sepse 0s animais ja estavam
com a maioria dos sinais da resposta sistémica (letargia, piloerecéo, secrecdo ocular, diarreia,
taquipnéia e taquicardia), os quais foram menos intensos ap6s o tratamento com antibidtico
(CLP-Ertapenem) quando comparados com os dados anteriores de animais sépticos sem
tratamento antibidtico. A taxa de sobrevida também foi diferente, sendo de 0% no grupo CLP
apo6s dois dias e aumentada para 53% quando administrado o antibidtico Ertapenem,
permitindo que parte dos animais sobrevivessem (Figuras 8 e 9). Em relagdo ao grupo
controle Sham houve reducdo significativa da sobrevida de animais previamente submetidos a
CLP+ Ertapenem, de 100% para aproximadamente 53% (P<0,05)(Figura 9).
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Figura 9 - Sobrevida de animais ap6s indugdo da sepse polimicrobiana grave com tratamento
antibiotico.
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A sobrevida dos animais controles e submetidos a sepse grave com tratamento de antibiético foi determinada
diariamente por um periodo de 15 dias. Os animais submetidos & CLP receberam uma perfuracdo transfixante
com a agulha 18G. Na 6° h apds a cirurgia, 0s animais sépticos foram tratados com antibidtico Ertapenem sodico
(20mg/ Kg), e a administragdo mantida em intervalos de 12h, durante 3 dias. Os SHAM operados ndo tiveram
perfuracdes no ceco e receberam solugdo salina (5mL/kg, i.p.). Os dados correspondem as porcentagens de
sobrevivéncia de sete a oito animais por grupo. As taxas de mortalidade foram calculadas pela curva de Kaplan-
Meier e a diferenca entre os grupos pelo teste de Log-rank. *P<0,005 vs grupo Sham.
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Com o intuito de estudar as alteragcbes na fisiopatologia da mucosite intestinal no
periodo de imunossupressdo, 0s animais sobreviventes da sepse grave tratados com o
antibiotico Ertapenem foram mantidos sob observacéo por 15 dias, periodo apds o qual se
mostraram recuperados dos sinais e sintomas caracteristicos da sepse. No 15° dia iniciou-se a
indugédo de mucosite intestinal por irinotecano.

Para a inducdo da mucosite intestinal por irinotecano utilizou-se o modelo
previamente estabelecido e utilizado nos estudos de Melo (2007), Lima-Janior (2008) e Wong
(2013), nos quais se administra irinotecano 75mg/Kg por quatro dias consecutivos. A morte
dos animais e coleta de amostras deram-se no quinto dia experimental (Protocolo 2).

A figura 10 mostra a variacdo de massa corpérea avaliada diariamente do primeiro dia
de inducdo da mucosite intestinal até o quinto dia. Os animais do grupo Sham (controle
negativo) e do grupo CLP Mucosite ndo demonstraram perda de massa corpérea significativa
em relacdo a medicdo do primeiro dia experimental e nem diferencas entre si (P>0,05).
Contudo, o grupo Sham Mucosite (controle positivo) teve uma reducdo gradativa de massa
corporea a partir do terceiro dia que manteve-se até o quinto dia experimental. Quando
comparados com o grupo Sham mucosite, 0 grupo Sham teve uma diferenca de 11,6%
(P<0,01), ja o grupo CLP Mucosite teve uma diferenca de 9,6% (P<0,05).
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Figura 10 - Variacdo ponderal em funcdo do tempo de animais até o quinto dia experimental
apos a administracao de irinotecano.
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A avaliagdo ponderal dos animais (n=5) foi mensurada diariamente por todo o periodo experimental de mucosite
intestinal. Os animais sobreviventes da CLP letal e o grupo Sham ndo apresentaram variacdo ponderal
significativa. O grupo Sham mucosite apresentou perda ponderal significativa em relacdo aos grupos CLP
mucosite e Sham. Os pontos representam média + EPM da variagdo percentual de massa corporea, calculada
através das diferencas das massas corpdreas obtidas diariamente e a massa inicial. Os dados foram analisados

pelo teste ANOVA/Bonferroni *p<0,05,**p < 0,01 vs sham, #p<0,05 vs CLP mucosite.
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Os escores propostos por Kurita et al. (2000) foram utilizados para avaliar a gravidade
da diarreia causada por irinotecano. No grupo controle positivo (Sham Mucosite) houve
inducdo de uma diarreia leve no quinto dia [1(0-1)], caracterizada por fezes levemente
alteradas, pouco umedecidas, que foi diferente significativamente dos grupos Sham e CLP

Mucosite, que apresentaram grau zero de diarreia [0(0-0)] (P<0,01) (Figura 11).

Figura 11. Avaliacdo dos escores de diarreia no quinto dia experimental ap6s a administracao
de irinotecano
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Os animais sobreviventes da CLP receberam irinotecano 75mg/kg e Sham receberam irinotecano 75mg/kg ou
salina (5 mL/kg, i.p.) durante 4 dias. Os escores de diarreia foram analisados no quinto dia (n=5). Os animais do
grupo CLP mucosite apresentaram diarreia leve, que foi estatisticamente diferente daquela apresentada nos
demais grupos. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Os valores
foram expressos como mediana (minimo-maximo). **P<0,01 vs grupo sham, *P<0,01 vs grupo sham mucosite.
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A avaliacdo da citotoxicidade do quimioterapico foi feita através da contagem de
leucdcitos totais no sangue periférico dos animais. A coleta de sangue realizada no quinto dia
experimental evidenciou uma acentuada diminuicdo na contagem de leucocitos
principalmente no grupo Sham mucosite (76,5%), mas também no grupo CLP Mucosite

(64,2%) quando comparados ao controle Sham (P<0,05) (Figura 12).

Figura 12 - Irinotecano induz leucopenia em animais no quinto dia experimental apds
administracdo de irinotecano
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Animais tratados com irinotecano (75mg/kg, i.p.) apresentaram significativa leucopenia no quinto dia
experimental tanto no grupo Sham Mucosite quanto no grupo CLP Mucosite quando comparados ao controle
Sham que recebeu salina (5mL/kg i.p.) (n=5). Os valores representam a média £ EPM do nimero de Leucocitos
totais por 10°/uL. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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Porgdes do jejuno e ileo de animais foram retiradas para avaliagdo histopatologica de
acordo com os critérios descritos por Woo et al. (2000). A tabela 3 mostra que no jejuno e no
ileo de animais que receberam irinotecano foram encontrados os critérios caracteristicos da
lesdo intestinal relacionada a mucosite intestinal, sendo essa diferenca estatisticamente
significante quando comparados ao controle Sham. No jejuno a alteragdo histopatolégica
encontrada no grupo Sham Mucosite [4(1-4)] foi estatisticamente maior (P<0,05) daquela
encontrada no grupo CLP Mucosite [1(1-3)]. No ileo também houve reducdo estatistica
(P<0,05) entre o grupo Sham Mucosite [4(1-4)] em relagdo ao grupo CLP Mucosite [1(0-1)].

Tabela 3 - Avaliacdo das alteracdes histopatoldgicas no jejuno e ileo de animais no quinto dia
experimental apds administracéo de irinotecano.

Escores histopatolégicos
Mediana (Min-Max)

GRUPOS Porgdes intestinais
Jejuno ileo
Sham 0(0-0) 0(0-0)
Sham +Iri 42-4" 4(1-4)"
CLP + Iri 1(1-3)7" 1(0-1)"

A tabela mostra reducdo nos parametros histopatoldgicos no jejuno e ileo dos animais do grupo CLP Mucosite
guando comparados aos animais Sham Mucosite. Os dados mostram a mediana (minimo e maximo) dos escores
histopatolégicos (n=5). Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
"P<0,05, “"P<0,01 vs grupo sham, “P<0,05 vs sham mucosite.
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Figura 13 - Fotomicrografias do jejuno no quinto dia experimental de mucosite intestinal
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As figuras mostram a fotomicrografia do jejuno de animais SHAM ou que passaram pela cirurgia de CLP e
receberam Irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram sacrificados no quinto dia
experimental. A esquerda, no aumento de 100x e & direita no aumento de 400x. Painel A e B: SHAM; Painel C
e D: SHAM+IRI, encurtamento dos vilos (seta preta), leucécitos polimorfonucleares (seta amarela); Painel E e
F:CLP+ IRI, células bem preservadas (seta vermelha).
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Figura 14 - Fotomicrografias do ileo no quinto dia experim

As figuras mostram a fotomicrografia do ileo de animais SHAM ou que passaram pela cirurgia de CLP e
receberam lIrinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram sacrificados no quinto dia
experimental. A esquerda, no aumento de 100x e & direita no aumento de 400x. Painel A e B: SHAM; Painel C
e D: SHAM+IRI, necrose, encurtamento dos vilos (seta preta), leucocitos polimorfonucleares (seta amarela);
Painel E e F:CLP+ IRI, células bem preservadas (seta vermelha).
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A intensidade do infiltrado inflamatorio neutrofilico foi mensurada através da
atividade de mieloperoxidase no jejuno e ileo de animais como demonstrado na Figura 15.
Em animais previamente submetidos a cirurgia de CLP que receberam irinotecano houve
reducdo estatistica (P<0,05) da atividade de mieloperoxidase (Jejuno: 2,963+1,017; Ileo:
2,35%0,76) quando comparados aos animais que ndo tiveram perfuracdo no ceco (Sham) e
receberam irinotecano (Jejuno: 8,16+1,48; ileo: 7,96+0,96). Ndo houve reducdo no grupo
ERTAPENEM (Jejuno: 6,67+0,96; lleo: 14,43+3,56) em nenhum dos segmentos quando

comparado ao controle positivo.

Figura 15 - Dosagem de mieloperoxidase no jejuno e ileo de animais no quinto dia
experimental ap6s administracdo de irinotecano.
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A atividade de MPO foi avaliada em amostras do jejuno e ileo de animais previamente submetidos a CLP ou
Sham que receberam irinotecano (75mg/kg i.p.) e controle Sham que recebeu salina (5mL/kg i.p.). O gréfico
mostra que animais previamente submetidos a CLP apresentam redugdo da atividade de MPO no jejuno e ileo
guando comparado com o grupo Sham mucosite. Os valores representam a média + EPM. Para analise estatistica
utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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As figuras 16 e 17 ilustram o efeito da administracdo de irinotecano (75mg/kg, i.p.)
nos diferentes grupos e da administracdo de salina (5mL/kg, i.p.) sobre os niveis das citocinas
IL-1B e IL-10 no tecido intestinal no quinto dia experimental de mucosite intestinal.

Observou-se um aumento significativo (P<0,05) da citocina IL-1p no tecido intestinal
dos animais sobreviventes da cirurgia de CLP (Jejuno: 200,3+ 18,83; ileo: 104,2+14,00) e nos
animais Sham (Jejuno: 188,6+43,27; ileo: 97,37+ 15,88) que receberam irinotecano quando
comparados ao controle Sham (Jejuno: 3,035+1,782; ileo: 1,760+1,245) (Figura 16).

Figura 16 - Irinotecano aumenta os niveis de IL-1B no jejuno e ileo de animais no quinto dia
experimental apds administracéo de irinotecano.
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Os niveis teciduais de IL-1p foram avaliados em amostras do jejuno e ileo de animais. O gréfico mostra aumento
na dosagem dessa citocina em ambos 0s grupos que receberam irinotecano (75mg/kg i.p.) quando comparados
com ao controle Sham (5mL/kg i.p.). Os valores representam a média £ EPM. Para andlise estatistica utilizou-se
o0 teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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A figura 17 demonstra o aumento significativo (P<0,01) da citocina IL-10 no jejuno e ileo de
animais do grupo CLP Mucosite (Jejuno: 55,80+ 3,42; ileo: 34,45+ 1,87) quando comparados
ao grupo Sham Mucosite (Jejuno: 34,45+ 1,87; ileo: 6,91+ 3,05). Houve, ainda, aumento
significativo (P<0,05) no ileo de animais do grupo CLP Mucosite (34,45+ 1,87) quando

comparados ao controle Sham (13,96 + 8,20).

Figura 17 - Irinotecano aumenta os niveis de IL-10 no jejuno e ileo de animais previamente
submetidos a CLP.
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Os niveis teciduais de IL-10 foram avaliados em amostras do jejuno e ileo de animais. O grafico mostra aumento
na dosagem dessa citocina no jejuno do grupo CLP mucosite quando comparado ao grupo Sham mucosite e no
ileo quando comparado aos grupos Sham mucosite e controle Sham. Os valores representam a média £ EPM.
Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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6.3 Avaliacéo dos parametros da mucosite intestinal induzida por irinotecano no

sétimo dia em animais previamente submetidos a CLP e tratados com antibidtico.

As alteracdes nos parametros morfologicos e funcionais observadas na mucosite
intestinal induzida por irinotecano também foram avaliadas no sétimo dia experimental. Para
tanto, foi realizada uma nova cirurgia de sepse letal para inducdo de um quadro de
imunossupressao pos sepse.

O experimento foi realizado como descrito anteriormente, em que animais foram
submetidos a perfuracdo do ceco com consequente extravasamento do conteudo intestinal
para inducdo de sepse polimicrobiana grave e em seguida foi administrado o antibiotico de
largo espectro Ertapenem. A administracdo foi realizada 6 h apo6s a cirurgia de CLP e
mantida em intervalos regulares de 12 h durante 3 dias. Os animais foram observados por 15
dias ap6s o procedimento cirargico e a mortalidade foi avaliada diariamente.

A porcentagem de sobrevida obtida no 15° dia foi significativamente menor (P<0,05)
no grupo CLP tratado com antibidtico (47%) comparado ao grupo controle Sham (100%)
(Figura 18).

Figura 18 - Sobrevida de animais ap6s inducdo da sepse polimicrobiana grave com
tratamento antibidtico (I1).
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A sobrevida dos animais controles e submetidos a sepse grave com tratamento de antibiético foi determinada
diariamente por um periodo de 15 dias. Os animais submetidos a CLP receberam uma perfuragdo transfixante
com a agulha 18G. Na 6° h apds a cirurgia, 0os animais sépticos foram tratados com antibidtico Ertapenem sédico
(20mg/ Kg), e a administragdo mantida em intervalos de 12h, durante 3 dias. Os SHAM operados ndo tiveram
perfuracdes no ceco e receberam solugdo salina (5mL/kg, i.p.). Os dados correspondem as porcentagens de
sobrevivéncia de seis a oito animais por grupo. As taxas de mortalidade foram calculadas pela curva de Kaplan-
Meier e a diferenca entre os grupos pelo teste de Log-rank. *P<0,005 vs grupo Sham.
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Animais previamente submetidos ao modelo de indugdo de sepse letal através da
cirurgia (CLP) ou que passaram pela cirurgia, mas ndo pela perfuracdo do ceco (Sham)
foram tratados com irinotecano (75mg/kg, i.p) ou solucéo salina (5mL/kg, i.p.).

A porcentagem da variacdo da massa corpdrea encontra-se ilustrada na figura 19.
Animais do grupo Sham mucosite apresentaram redug@o ponderal significativa (P<0,05) a
partir do quarto dia experimental quando comparado ao grupo CLP Mucosite, CLP e
controle Sham (reducdo de 19,4%; 34,5% e 29,9% respectivamente). No grupo CLP
Mucosite observou-se reducdo (11%) na massa corpOrea apenas a partir do sexto dia
experimental (P<0,05).

Figura 19 - Variacdo ponderal em fungdo do tempo de animais até o sétimo dia
experimental apds a administracao de irinotecano.
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A avaliacdo ponderal dos animais (n=7-8) foi mensurada diariamente por todo o periodo experimental de
mucosite intestinal. Os animais dos grupos conteole CLP e Sham ndo apresentaram variacdo ponderal
significativa. O grupo Sham mucosite apresentou perda ponderal significativa em relagdo ao grupo CLP
mucosite e aos controles CLP e Sham. Os pontos representam média = EPM da varia¢do percentual de massa
corpoérea, calculada através das diferencas das massas corpéreas obtidas diariamente e a massa inicial. Os dados
foram analisados pelo teste ANOVA/Bonferroni *p<0,05 vs sham, #p<0,05 vs sham mucosite.
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Os escores propostos por Kurita et al. (2000) foram utilizados para avaliar a gravidade
da diarreia causada por irinotecano. No grupo controle positivo (Sham Mucosite) houve
inducdo de uma diarreia moderada a grave no sétimo dia [2,5(1-3)], caracterizada por fezes
umidas com sujidade perianal, que foi diferente significativamente dos grupos Sham [0(0-1)],
CLP [0(0-1)] e CLP Mucosite[0(0-2)], que apresentaram mediana grau zero de diarreia
(P<0,05) (Figura 20).

Figura 20 - Avaliacdo dos escores de diarreia no sétimo dia experimental apés a
administracdo de irinotecano
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Os animais do grupo CLP ou Sham receberam irinotecano 75mg/kg ou salina (5 mL/Kkg, i.p.) durante 4 dias. Os
escores de diarreia foram analisados no sétimo dia (n=5-8). Os animais do grupo CLP mucosite apresentaram
diarreia de grau leve a moderada, que foi estatisticamente diferente daquela apresentada nos demais grupos. Os
dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Os valores foram expressos
como mediana (minimo-maximo). *P<0,05 vs grupo sham, *P<0,01 vs grupo sham mucosite, §§P<0,05 S
grupo CLP.
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A partir da figura 21 é possivel visualizar a reducdo significativa (P<0,01) de
aproximadamente 62,1% no numero de leucdcitos totais no sangue periférico de animais do
grupo Sham sete dias apds a primeira injecéo de irinotecano quando comparados ao controle
Sham que recebeu solugéo salina (Figura 21).

Figura 21 - Irinotecano induz leucopenia em animais no sétimo dia experimental apds

administracdo de irinotecano.
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Animais tratados com irinotecano (75mg/kg, i.p.) apresentaram significativa leucopenia no sétimo dia
experimental no grupo Sham Mucosite quando comparados ao controle Sham que recebeu salina (5mL/kg i.p.)
(n=5-8). Os valores representam a média + EPM do nimero de Leucocitos totais por 10%/pL. Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

A avaliacdo histopatoldgica do jejuno e ileo de animais foi realizada de acordo com 0s
critérios descritos por Woo et al. (2000). A tabela 4 mostra que apenas no ileo houve
reversdo do dano caracteristico de mucosite intestinal em animais do grupo CLP Mucosite
[2(1-3)] em relacdo ao grupo controle positivo Sham Mucosite [4(3-4)], sendo essa diferenca
estatisticamente significante (P<0,05).

. As referidas alteragdes estdo evidenciadas nas fotomicrografias do ileo (Figura 22)
em que se verificaram uma destruicdo da arquitetura dos vilos e criptas, presenca de células
polimorfonucleares e necrose de células da cripta no grupo controle positivo. Tais alteracdes
foram em parte revertidas em animais previamente submetidos a CLP que receberam

irinotecano.
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Tabela 4 - Avaliacdo das alteracGes histopatologicas no jejuno e ileo de animais no sétimo dia
experimental apds administracéo de irinotecano.

Escores histopatoldgicos
Mediana (Min-Max)

GRUPOS Porcoes intestinais
Jejuno ileo
Sham 0(0-1) 0(0-0)
Sham + Iri 4(2- 4)***§§ 4(3- 4)**§
CLP + Iri 2(1-3) 2(1-3)
CLP 1(0-3) 1(1-2)

A tabela mostra reducdo nos parametros histopatoldgicos no ileo dos animais do grupo CLP Mucosite quando
comparados aos animais Sham Mucosite. Os dados mostram a mediana (minimo e maximo) dos escores
histopatolégicos. Para anélise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. “"P<0,01,
""P<0,001 vs grupo sham, *P<0,05 vs sham mucosite, *P<0,05, 5P<0,01 vs grupo CLP.
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Figura 22 - Fotomicrografias do ileo no sétimo dia experimental de mucosite intestinal.

As figuras mostram a fotomicrografia do ileo de animais SHAM ou que passaram pela cirurgia de CLP e
receberam lIrinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia
experimental. A esquerda, no aumento de 100x e & direita no aumento de 400x. Painel A e B: SHAM; Painel C
e D: SHAM+IRI, necrose, encurtamento dos vilos (seta preta), leucdcitos polimorfonucleares (seta amarela);
Painel E e F:CLP+ IRI, células bem preservadas (seta vermelha); Painel G e H: CLP, células bem preservadas
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A atividade de mieloperoxidase foi avaliada como demonstrado na figura 23. Em
animais previamente submetidos a cirurgia de CLP que receberam irinotecano houve reducéao
estatistica (P<0,05) da atividade de mieloperoxidase (Jejuno: 0,4168+0,1441; ileo: 0,923+
0,1949) quando comparados aos animais que ndo tiveram perfuracdo no ceco (Sham) e
receberam irinotecano (Jejuno: 2,506+0,6754; ileo: 2,867+ 0,6494).

Figura 23 - Dosagem de mieloperoxidase no jejuno e ileo de animais no sétimo dia
experimental apds administracéo de irinotecano.
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A atividade de MPO foi avaliada em amostras do jejuno e ileo de animais previamente submetidos & CLP ou
Sham que receberam irinotecano (75mg/kg i.p.) ou salina (5mL/kg i.p.). O grafico mostra que animais
previamente submetidos a CLP apresentam redu¢do da atividade de MPO no ileo quando comparado com o
grupo Sham mucosite. Os valores representam a média + EPM. Para analise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

As figuras 24 e 25 ilustram o efeito nos diferentes grupos da administracdo de
irinotecano (75mg/kg, i.p.) ou solucdo salina (5mL/kg, i.p.) sobre os niveis das citocinas IL-
1B e IL-10 no tecido intestinal no sétimo dia experimental de mucosite intestinal.

Houve reducéo significativa (P<0,05) nos niveis da citocina IL-1p apenas no jejuno de
camundongos sobreviventes da sepse letal (CLP) (215,3+£53,18) que receberam irinotecano
guando comparados ao controle positivo Sham mucosite (361,2+ 29,23) (Figura 24).

Conforme visualizado na figura 25 h& uma diferencga estatistica (P<0,05) nos niveis
de IL-10 entre os grupos apos a administragdo de irinotecano, onde se observa um aumento

apenas no ileo no grupo CLP (133,0+ 20,25) em relac¢do ao grupo Sham (63,67+ 9,078).
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Figura 24 - Efeito da administracdo de Irinotecano nos niveis de IL-1p no jejuno ¢ ileo de
animais no sétimo dia experimental de mucosite intestinal.
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Os niveis teciduais de IL-1p foram avaliados em amostras do jejuno e ileo de animais. O gréfico mostra um
aumento na dosagem dessa citocina em ambas as porg¢des intestinais no grupo Sham mucosite em relagdo ao
controle Sham, e no jejuno em relagdo ao grupo CLP mucosite. Os valores representam a média + EPM. Para
analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

Figura 25 - Efeito da administracdo de Irinotecano nos niveis de IL-10 no jejuno e ileo de
animais no sétimo dia experimental de mucosite intestinal.
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Os niveis teciduais de IL-10 foram avaliados em amostras do jejuno e ileo de animais. O grafico mostra uma
reducdo na dosagem dessa citocina em ambas as porcfes intestinais no grupo Sham mucosite em relagcdo ao
controle Sham, e no ileo em relagdo ao grupo CLP mucosite. Os valores representam a média + EPM. Para
analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, o0 modelo de sepse polimicrobiana grave foi reproduzido com
éxito, uma vez que 0s animais operados apresentaram 100% de mortalidade dois dias apos a
cirurgia de CLP. Ao se administrar o antibiotico de largo espectro Ertapenem na dose de
20mg/kg em animais ap0s a cirurgia de inducdo de sepse obteve-se uma taxa de sobrevida de
aproximadamente 50%. Esse dado foi semelhante ao encontrado nos estudos de Nascimento
et al. (2010), constituindo-se um importante pardmetro para confirmar o éxito na reproducao
do modelo experimental.

Os animais que sobreviveram ao protocolo anterior foram, entdo, submetidos a
inducdo de mucosite intestinal por irinotecano. Para tanto, utilizou-se o protocolo adaptado
por Wong (2013), previamente estabelecido por Melo (2008) e Lima-Junior (2012), em que se
realizam injecBes diérias de irinotecano por quatro dias consecutivos. E importante ressaltar
gue o modelo de inducdo de mucosite intestinal utilizado nesse estudo é capaz de mimetizar
com fidedignidade as alteracGes observadas na pratica clinica.

Os trabalhos supracitados estudaram de maneira detalhada as alteracBes inflamatorias
em porcdes do intestino delgado causadas pelo irinotecano. As alteracGes classicas da
mucosite intestinal reproduzidas naqueles estudos incluem a observacdo da presenca de
extenso infiltrado de células inflamatdrias na mucosa intestinal, perda da integridade da
arquitetura das criptas e achatamento dos vilos, intensa diarreia, além da participacdo de
citocinas pro-inflamatorias (LIMA-JUNIOR, 2012; MELO, 2008; WONG, 2013).

No trabalho de Lima-Junior et al. (2012) foram utilizados camundongos da linhagem
C57BL/6 provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-
USP). Neste trabalho observou-se uma importante diarreia ja a partir do quinto dia
experimental, acompanhada de aumento na mortalidade dos animais. A dose de irinotecano
utilizada foi mais baixa (60mg/kg) do que aquela utilizada nos nossos estudos.

Na tentativa de estabelecer o melhor dia para a eutanasia de camundongos C57BL/6
Wong (2013) avaliou as alteragdes inflamatorias e os eventos relacionados & mucosite
intestinal no quinto dia e no sétimo dia apds a primeira injecdo de irinotecano. Uma diarreia
de grau moderado foi visualizada no quinto dia e de grau severo no sétimo dia experimental,
além das demais alteracdes de carater morfoldgico classicas da mucosite intestinal.

Em nosso estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 provenientes
do Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e do Biotério Setorial do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC. Devido a esse fato, os critérios
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inflamat6rios da mucosite intestinal por irinotecano foram avaliados no quinto dia
experimental quando utilizados camundongos provenientes do Biotério da FMRP-USP e no
sétimo dia quando utilizados camundongos provenientes do Biotério do DFF-UFC. No nosso
trabalho, a diarreia no sétimo dia experimental foi semelhante em relacdo aquela apresentada
por Wong (2013). Curiosamente, a diarreia apresentada em nossos animais no quinto e no
sétimo dia experimental foram mais branda em rela¢do aquela mostrada no trabalho de Lima-
Junior (2012), mesmo com a utilizacdo de uma dose mais elevada de irinotecano (75mg/kg).
N&o sabemos ao certo a real razéo para estas diferencas, entretanto podemos supor que possa
ser consequéncia do uso de diferentes amostras farmacéuticas de irinotecano, um de marca
original (Camptosar®) e um similar (Evoterim®).

Tratando-se, ainda, do trabalho desenvolvido por Wong (2013), foram avaliadas as
alteracdes morfoldgicas causadas pelo irinotecano em todas as porc@es do intestino delgado e
no intestino grosso, embora o estudo mais aprofundado quanto as alteracfes inflamatérias e
envolvimento da participacdo de bactérias no desenvolvimento desta doenca tenha se
concentrado principalmente no jejuno e ileo, sendo esta a razdo que motivou o estudo dessas
porcdes neste trabalho.

Em nossos experimentos foi verificada uma reducéo da atividade de mieloperoxidase
no jejuno e ileo de animais tratados com irinotecano e previamente expostos a sepse
polimicrobiana grave. Esse resultado poderia explicar, pelo menos em parte, que as alteragdes
advindas da utilizacdo de irinotecano, como perda da arquitetura intestinal, seriam prevenidas
por um menor infiltrado inflamatdrio de neutréfilos na mucosa intestinal. Em trabalho recente
desenvolvido em colaboragdo com pesquisadores do grupo LAFICA, Guabiraba et al. (2013),
demonstraram elegantemente a relacdo entre a melhora nos escores clinicos e danos
histopatolégicos da mucosite intestinal induzida por irinotecano mediante a utilizacdo de
anticorpo anti-Ly6G, capaz de depletar neutrdfilos, sugerindo que tais células parecem
desempenhar um papel de destaque na patogénese da mucosite intestinal induzida por
irinotecano.

No mesmo estudo, a relacdo positiva entre 0 aumento dos niveis da citocina IL-33 no
intestino delgado de animais e o recrutamento de neutréfilos para a mucosa intestinal com
consequente dano ao epitélio também ficou demonstrada. Para tanto, os pesquisadores
seguiram com a administracdo desta citocina em camundongos submetidos a mucosite
intestinal por irinotecano. Os resultados demostraram uma piora na avaliacdo dos escores
clinicos, histopatoldgicos, alteraces inflamatdrias, aumento da bacteremia e acentuacdo da

leucopenia.
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Adicionalmente, os parametros citados foram novamente avaliados ao se bloquear a
via IL-33/ST2 através da utilizacdo de camundongos knockout para o receptor de I1L-33 (ST2
"). Os resultados encontrados corroboram com os anteriormente descritos, uma vez que
observou-se uma melhora de todos os parametros citados anteriormente. Esses achados foram
relacionados com a presenca de infiltrado neutrofilico na mucosa intestinal de animais, visto
que a administracdo de IL-33 foi capaz de aumentar 0s danos associados ao uso do
irinotecano, embora ndo tenha sido eficiente em induzir esses mesmos danos quando utilizado
em animais tratados com anticorpo anti-Ly6G. A migracdo de neutrofilos mostrou-se
parcialmente dependente do aumento da producdo de quimiocinas CXCL1, CXCL2, CCL2 e
do aumento da expressdo de CXCR2, receptor presente na superficie de neutréfilos, no
intestino delgado e no sangue de animais (GUABIRABA et al., 2013).

Esses dados mostram que a IL-33 estaria envolvida no aumento do recrutamento de
neutréfilos para o tecido intestinal e que estes seriam responsaveis pelo dano a mucosa em
animais tratados com irinotecano. Adicionalmente, foi demonstrado que esta citocina esta
sendo produzida em células epiteliais intestinais de animais expostos ao irinotecano
(GUABIRABA et al., 2013).

No presente estudo, animais que foram previamente expostos a sepse polimicrobiana
grave e que sobreviveram apds antibioticoterapia adequada, quando tratados com irinotecano
apresentaram uma redugdo significativa do infiltrado neutrofilico na mucosa intestinal quando
comparados aos animais que ndo passaram pelo procedimento cirdrgico para inducdo da
sepse, mas que foram tratados com irinotecano, sugerindo que no cenario de um estado de pds
sepse grave parece haver uma atenuacdo de eventos classicamente associados a resposta
inflamatoria, como € o caso da migracdo de neutréfilos.

Dados semelhantes ao encontrado em nosso trabalho tem sido observados no contexto
da sepse grave, em que esta bem documentada a faléncia na migracdo de neutréfilos para o
foco infeccioso. Uma reducdo dos niveis de IL-33 durante a sepse grave tem sido associada a
uma piora nos escores clinicos, reducdo nas taxas de sobrevida e aumento da bacteremia no
sangue e no peritdnio de animais. A reducdo nos niveis dessa citocina aliado a ativacao de
receptores Toll-like parecem ser 0s responsaveis pelos estimulos envolvidos na internalizacdo
do receptor CXCR2 presente na superficie de neutrofilos. Esses eventos parecem resultar em
faléncia no recrutamento de neutréfilos para o foco infeccioso (ALVES-FILHO, 2010).

O mecanismo responsavel pela reducdo no infiltrado neutrofilico na mucosa de
animais sobreviventes da sepse grave que receberam irinotecano observado em nosso trabalho

ainda ndo foi investigado. Contudo, torna-se licito especular que a diminui¢do dos niveis da
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citocina IL-33, que tem sido associada a faléncia no recrutamento de neutréfilos observada no
contexto da sepse grave, poderia também se manter no estado pds-sepse e, dessa forma,
contribuir para a prevencdo dos danos intestinais no curso da mucosite intestinal induzida pelo
irinotecano.

A essa altura nos perguntavamos se a reducdo na atividade de mieloperoxidase
observada no intestino de animais sobreviventes da sepse grave que receberam
antibioticoterapia e posteriormente irinotecano, se daria ndo por conta da exposicao prévia a
sepse polimicrobiana grave, mas sim como consequéncia da utilizacdo do antibidtico
Ertapenem, possuidor de um amplo espectro de agéo bactericida. Deste modo, questionou-se
se este Ultimo poderia estar causando, entre outros efeitos, uma modificagdo na microbiota
intestinal desses animais, que poderia estar cursando com uma atenuacdo das alteracdes
inflamatdrias e dos eventos associados ao tratamento quimioterapico.

Esse questionamento tornou-se ainda mais relevante ao se analisar o trabalho
desenvolvido por Wong (2013), em que ficou demonstrado que a injecéo de irinotecano em
camundongos € sequencialmente acompanhada de um aumento no crescimento de bactérias
no sangue, assim como de um aumento da translocacdo bacteriana para 6rgaos estéreis tais
como linfonodo mesentérico e figado. Ainda no mesmo trabalho, com a utilizacdo de
ferramentas baseadas em engenharia genética , qual seja animais depletados de genes para o
receptor Toll-like 2 (TLR2 ™) e para a proteina adaptadora MyD88 (MyD88 ™) foi possivel se
verificar uma reversdo e/ou atenuacdo significativa da perda ponderal, do dano funcional
relacionado a diarreia, bem como das alteragdes morfométricas e histopatoldgicas claramente
observadas nos animais controle (wild type ) tratados com irinotecano. Estes dados sugerem
que a presenca de bactérias parece se correlacionar ao desenvolvimento do dano intestinal e
da diarreia associada ao irinotecano. Sendo assim, tornou-se razoavel supor que a utilizacéo
de um antibidtico de largo espectro administrado anteriormente ao irinotecano poderia estar
contribuindo para reduzir as alteragdes inflamatérias observadas no curso da mucosite
intestinal por causar uma modificagdo na microbiota intestinal.

Neste momento, propds-se um experimento em que animais seriam submetidos ao
procedimento cirdrgico, sem, contudo, haver perfuragdo do ceco e extravasamento de
bactérias para a cavidade peritoneal, mas que recebessem o tratamento com o antibidtico
seguindo o mesmo protocolo de administracdo utilizado apos a cirurgia de inducdo de sepse
grave por CLP. O resultado da dosagem de mieloperoxidase nos animais que receberam o
antibiético mas que ndo foram submetidos a cirurgia de CLP foi semelhante aquele

encontrado no grupo controle irinotecano. Este resultado nos levou a concluir que |,
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possivelmente a prevencdo dos danos observados no curso da mucosite intestinal induzida por
irinotecano seria advinda de uma mudanga no padrdo da resposta imune resultante de um
estado pds-sepse grave e ndo da utilizacdo do antibiotico ertapeném, embora sejam
necessarios mais parametros para confirmar tal hipotese.

Ao se mensurar diariamente a variacdo ponderal dos animais durante todo o periodo
experimental de mucosite intestinal, observou-se que em animais sobreviventes da sepse
grave gue receberam irinotecano houve uma importante prevencao da perda ponderal a partir
do quarto dia experimental. Essa prevencdo mostrou-se ainda mais acentuada a partir do sexto
dia experimental, momento em que os animais do grupo controle irinotecano apresentam
maior perda ponderal e os animais sobreviventes da sepse continuaram a apresentar pouca
variacdo ponderal.

Vaérios trabalhos, incluindo aqueles do LAFICA, tem atribuido a reducdo de peso
observada em animais com mucosite induzida por agentes antineoplésicos, entre 0s quais 0
irinotecano, a uma diminuicdo da absor¢do de alimentos devido as alteracdes nas vilosidades
intestinais e a perda de agua e eletrolitos provocada em consequencia da diarreia
(CARNEIRO et al., 2004; DUNCAN; GRANT, 2003; MELO et al., 2008; SOARES et al.,
2013).

E importante salientar que a diarreia induzida pela quimioterapia, incluindo o
irinotecano, parece ter um componente primariamente secretério e um componente exudativo
(VIELE, 2003). A diarreia secretdria resulta de uma estimulacdo da capacidade secretéria
intestinal. Certos estimulos tais como, enterotoxinas bacterianas, &cido biliar, mediadores
inflamatorios e horménios gerados pelos tumores neuroenddcrinos, podem causar a diarreia
secretéria (FIELD, 2003). A diarreia exudativa é causada pelo rompimento do epitélio
intestinal, levando a perda de agua e eletrélitos, muco, proteinas, e algumas vezes perda de
células, incluindo hemacias e leucdcitos, de vasos sanguineos e linfaticos. O distirbio da
motilidade pode também resultar em diarreia. O aumento da motilidade intestinal reduz o
tempo para absor¢do e aumenta o volume das fezes (VIELE, 2003).

De fato, nos animais sobreviventes da sepse grave que receberam irinotecano foi
observada uma atenuacgdo na gravidade do quadro da diarreia bem como uma prevencgédo do
dano a mucosa intestinal no jejuno e no ileo de animais no quinto dia experimental e no ileo
no sétimo dia experimental. A prevencdo do dano epitelial, avaliada através de critérios
histopatoldgicos, parece conferir aos animais uma superficie integra de absorcdo de &gua e
nutrientes, desta forma, contribuindo para uma prevencdo na perda ponderal e na gravidade da

diarreia.
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Ao levantarmos novamente a hipotese de que em nossos animais pos sepse grave
haveria uma possivel redugdo nos niveis da citocina IL-33, acabamos por corroborar
novamente 0s nossos resultados com aqueles descritos por Guabiraba et al. (2013). Em tal
estudo ficou demonstrado que animais knockout para o receptor de IL-33 (ST27) quando
tratados com irinotecano, apresentaram uma reduzida perda de massa corpdrea avaliada até o
quarto dia experimental, reduzidos escores histopatolégicos de dano intestinal, aumento no
tamanho das vilosidades intestinais, aumento da razdo vilo/cripta e reduzida permeabilidade
vascular no intestino delgado, sendo esta ultima visualizada através do extravazamento do
corante Azul de Evans. Esses dados foram corroborados ao se administrar um anticorpo anti-
IL-33 (0-1L-33) assim como seu receptor soltvel (sST2). Desta forma, uma possivel reducao
desta citocina em nossos animais sobreviventes da sepse grave que receberam irinotecano
poderia estar contribuindo para preservacao da arquitetura intestinal, contribuindo para uma
menor diarreia e uma menor perda de massa corporea. Além disso, a reducdo no infiltrado
neutrofilico na mucosa intestinal, discutido anteriormente, também poderia contribuir para a
prevencdo dos parametros supracitados.

Em nossos resultados também foi observada uma leucopenia no quinto dia
experimental tanto em animais sobreviventes da sepse por CLP que recebram irinotecano
guanto em animais que passaram apenas pelo procedimento cirdrgico (SHAM) e receberam
tratamento com irinotecano. Interessantemente, no sétimo dia experimental de mucosite
intestinal uma leucopenia ocorreu apenas no grupo controle irinotecano, demonstrando o
efeito citotdxico do quimioterapico, mas 0 mesmo ndo ocorreu em animais sobreviventes de
sepse grave que receberam irinotecano. De forma coerente com a nossa hipdtese de que haja
uma possivel reducdo nos niveis de IL-33, Guabiraba et al. (2013) observaram que em
animais knockout para o receptor de IL-33 (ST2”) houve um aumento na contagem de
leucdcitos totais no sangue periférico de animais, que coincide com uma reducdo na aderencia
de leucécitos na microvasculatura mesentérica.

A bem verdade, parece intrigante o fato de que apenas no sétimo dia experimental de
mucosite intestinal ndo foi observado leucopenia nos animais sobreviventes da sepse que
receberam tratamento quimioterapico, em detrimento dos animais do mesmo grupo mas que
foram avaliados no quinto dia experimental. Esta observacdo poderia ser explicada pelo fato
de que o protocolo de inducdo de mucosite intestinal utilizado em nossos experimentos
baseia-se na administracdo de doses diarias de irinotecano por quatro dias consecutivos,
periodo a partir do qual cessa-se o tratamento até que a eutanasia seja realizada no quinto e

sétimo dias experimentais. Desta forma, torna-se licito supor que os efeitos citotoxicos do
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irinotecano poderiam estar mais acentuados quando se avaliam os animais no quinto dia
experimental, primeiro dia subsequente a Ultima administragdo de irinotecano. Deste modo,
caso haja algum estimulo envolvido que seja capaz de estar elevando a contagem de
leucdcitos para 0s niveis normais, este possivelmente seria capaz de se sobrepor ao
mecanismo citotoxico do irinotecano apenas no sétimo dia experimental, momento em que
houve maior intervalo entre a tltima administracdo de irinotecano e a eutanasia dos animais.

A participacdo da citocina pro-inflamatoria IL-1B foi também avaliada em nosso
trabalho, no qual demonstrou-se ndo haver diferenca entre os animais sobreviventes da sepse
grave que receberam irinotecano e os animais controle irinotecano. A excec¢éo se deu somente
na seccdo intestinal do jejuno de animais sobreviventes da sepse que foram avaliados no
sétimo dia experimental de mucosite intestinal. Embora tenha sido visualizada essa reducéo
no jejuno de animais no sétimo dia experimental, essa reducdo ndo implicou em protecdo do
dano & mucosa intestinal.

Melo et al. (2008); Lima-Junior (2008) e Wong (2013) demonstraram que a
administracdo i.p de 75 mg/kg de irinotecano, uma vez ao dia, durante 04 dias, provoca dano
a mucosa intestinal dos animais, induzindo uma mucosite intestinal caracterizada por
alteracbes morfofuncionais, diarreia intensa e uma resposta inflamatoria caracterizada pelo
aumento da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1f, avaliados no 7° dia apés a
primeira aplicacdo do Irinotecano.

Tem sido demonstrado que as citocinas regulam e amplificam a resposta imune,
induzem injaria tecidual e intermedeiam complicacbes como a diarréia. Citocinas
inflamatorias, tais como IL-1a, IL-1B e TNF-o estimulam a secre¢do de outras citocinas,
metabdlitos do &cido araquidénico e proteases por macréfagos, neutrofilos, células do
musculo liso, fibroblastos e células epiteliais (SARTOR, 1994). Williams et al. (2001)
mostraram que citocinas inflamatdrias, tais como IL-1, IL-6, TNF-a e IL-2 contribuem para a
severidade e manutencdo da injuria na mucosite intestinal. Conforme ja descrito por Melo et
al. (2008) , ha clara participacéo das citocinas TNF-a, IL-1p e KC (IL-8) na patogénese da
mucosite intestinal experimental induzida por irinotecano, uma vez que Seus niveis
encontram-se aumentados, principalmente no sétimo dia e, por outro lado coerentemente
reduzidos quando os animais s@o pré-tratados com talidomida ou pentoxifilina,, inibidores da
sintese de TNF-o e de TNF-a, IL-1p e KC (IL-8), respectivamente.

Portanto, dando continuidade no nosso trabalho, nossos resultados sdo semelhantes
aqueles apresentados por Melo (2008), Lima-Junior (2008) e Wong (2013). No nosso trabalho

tambem foi observado aumento da citocina IL-1p na grande maioria dos grupos que foram
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submetidos ao irinotecano ndo havendo diferenca entre os animais sobreviventes da sepse
grave que receberam irinotecano e os animais controle irinotecano. Houve diferenca com
relacdo ao controle mucosite somente no jejuno de animais sobreviventes da sepse que foram
avaliados no sétimo dia experimental de mucosite intestinal. Assim, estudos adicionais sdo
necessarios para avaliar a real participagdo da citocina IL-1p na mucosa intestinal dos animais
sobreviventes da sepse submetidos & mucosite por irinotecano.

Em nosso estudo ficou evidenciado um aumento na dosagem da citocina IL-10 no
intestino de animais sobreviventes da sepse grave que receberam irinotecano em detrimento
daqueles que passaram apenas pelo procedimento cirdrgico (controle irinotecano) e pelo
mesmo protocolo de tratamento quimioterdpico. Essa importante diferenca foi observada no
jejuno e no ileo de camundongos avaliados no quinto dia experimental de mucosite intestinal
e no ileo de animais no sétimo dia. Foi observado também que nas porcdes intestinais que
apresentaram aumento dessa citocina anti-inflamatoria também mostraram-se protegidas dos
danos a mucosa intestinal causados pelo irinotecano, demonstrado através dos critérios
histopatoldgicos propostos por WOO et al. (2000).

O papel desempenhado pela citocina IL-10 nas doencas inflamatorias do trato
gastrintestinal vem sendo amplamente estudado (KUHN et al., 1993; MUNOZ et al., 2012;
WIRTZ; NEURATH, 2007). A IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria conhecidamente
supressora de células Thl e da funcdo de macrdfagos efetores, que é capaz de inibir tanto a
apresentacdo de antigenos como a posterior liberacdo de citocinas pré-inflamatorias,
atenuando assim a inflamacdo em doencas inflamatorias intestinais (MUNOZ et al., 2012).
Foi também demonstrado que uma inativacao de IL-10, através da utilizagdo de um anticorpo
anti-1L-10, em animais resulta em um aumento de IL-12 e IFN-y (RENNICK; FORT, 2000).
Além disso, foi também evidenciado que na mucosa intestinal de pacientes com Doenca de
Crohn detectou-se baixos niveis de IL-10 (SCHREIBER et al., 1995).

Em um estudo de Kuhn et al. (1993) foi demonstrado que camundongos com delecéo
do gene da citocina IL-10 (IL-107") desenvolvem espontaneamente a enterocolite cronica e
apresentam crescimento retardado, com infiltracdo massiva de linfocitos, macréfagos e
neutrdfilos ativados na mucosa intestinal e mostram alteragdes no intestino com intensa
hiperplasia da mucosa. O desenvolvimento espontaneo da enterocolite cronica em animais
(1L-107") relaciona-se ao fato de que a superficie da mucosa intestinal estar exposta a elevadas
concentragfes de antigenos derivados dos alimentos e dos microorganismos, conduzindo a
uma continua estimulacdo do sistema imune. Em contraste, os animais com genes deletados

para IL-10 sob as mesmas condi¢des, mas que sdo matidos somente em condi¢des SPF
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(animais livres de patogenos especificos), desenvolveram apenas uma inflamagdo local
limitada ao célon proximal.

Para os autores, estes resultados indicam que a inflamacdo do intestino nos animais
com genes deletados para IL-10 se origina a partir de respostas imunes descontroladas
estimuladas por antigenos entéricos, e que a IL-10 é um elemento essencial imunoregulador
no trato gastrintestinal. Levando-se em conta que a IL-10 é um potente supressor da sintese de
citocinas por macrdfagos, células NK e células T, foi sugerido que o defeito primario na
producdo de IL-10 seja responsavel pela incapacidade de controlar as respostas imunes
intestinais normais contra antigenos entéricos, levando a uma inflamacéo crénica por uma
continua sintese de citocinas pro-inflamatorias tais como TNFa, IL-1, ou IFN-y. Além disso,
foi também demonstrado nesse trabalho que a administracdo continua de IL-10 em
camundongos geneticamente modificados pode transitoriamente curar sua doenca (KUHN et
al., 1993).

Gao et al. (2012) demonstraram o papel da citocina IL-10 em regular a funcdo celular
intestinal. Os autores desse estudo visualizaram um aumento nos niveis da citocina anti-
inflamatdria IL-10 bem como da expressdo do seu mMRNA quando da utilizacdo do probidtico
Clostridium butyricum em cultura de enterdcitos. Ficou demonstrado pelo mesmo trabalho
que a utilizacdo de um anticorpo anti IL-10 nessas culturas resultou em significativa
degradacdo da proteina citoplasmatica IkB, aumento do fator de transcricdo NF-kB e aumento
nos niveis de IL-8 no sobrenadante. Além disso, um aumento significativo de células
apoptoticas e necroticas tratadas com anticorpo anti-1L-10 ficou evidenciado. Estes resultados
indicam que a neutralizacdo de IL-10 pode induzir a uma excessiva resposta imune e até
mesmo a morte celular em enterdcitos.

Como descrito anteriormente, no nosso estudo foi observado um importante aumento
dos niveis teciduais de IL-10 em animais sobreviventes de sepse grave que receberam
irinotecano. Além da importante melhora das alteracbes morfométricas e inflamatorias e da
diarreia associadas a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano nesses animais. Deste
modo, o presente trabalho nos permite sugerir que , possivelmente essa protecdo dos danos a
mucosa causados pelo quimioterapico poderia estar ocorrendo , pelo menos em parte, pela
presenca de niveis aumentados desta citocina anti-inflamatoria.

Os mecanismos que cursam com o desenvolvimento da mucosite intestinal por
irinotecano ainda ndo estdo totalmente elucidados. Deste modo, aprofundar o estudo dos
mecanismos e mediadores envolvidos na patogénese desta € de suma importancia. Neste

trabalho, uma possivel participagdo da IL-10 contribuindo para uma atenuacdo da mucosite
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intestinal ainda merece investigacGes adicionais. A utilizagdo de animais sobreviventes de
sepse grave pode, portanto torna-se uma ferramenta interessante para a demonstragao do papel
de IL-10 e de outras citocinas associadas ao perfil de macréfagos M2, na patogénese da

mucosite intestinal consequente nao uso de irinotecano.
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8 CONCLUSAO

O controle da sepse polimicrobiana grave leva a uma atenuacdo significativa dos
parametros inflamatérios nos animais expostos ao irinotecano, como diarreia, perda de peso,
inflamacéo e perda da integridade da arquitetura no tecido intestinal. Tal efeito parece ser

consequente, entre outros ainda nao estudados, ao aumento de IL-10.
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