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RESUMO 

 

O câncer colorretal (CCR) é uma das neoplasias mais prevalentes em todo o mundo, sendo 

uma das principais causas de óbito por câncer. Dentre as drogas utilizadas como primeira 

linha no tratamento do CCR e do CCR metastático hepático, o irinotecano apresenta destaque 

pelo impacto sobre o aumento da sobrevida dos pacientes. Contudo, o surgimento de efeitos 

colaterais associados ao irinotecano (IRI), como a mucosite intestinal (MI), tem impactado 

negativamente no curso terapêutico do paciente, observando-se atrasos nos ciclos 

subsequentes de quimioterapia, redução de doses e, por vezes, interrupção do tratamento. A 

MI e a diarréia grave são efeitos colaterais frequentes que pode atingir de 15-25% dos 

pacientes em quimioterapia. Objetivos: Estudar os parâmetros funcionais da barreira 

intestinal e os mecanismos envolvidos na mucosite intestinal induzida pelo Irinotecano e seu 

metabólito ativo, SN-38. Métodos: Camundongos C57BL/6 machos (WT), 20-25g, foram 

divididos em grupos (n=6-8), administrados por 4 dias com salina (5 mL/Kg, i.p) ou com 

irinotecano (IRI, 75 mg/Kg, i.p). Os animais foram analisados no 5º dia [D5] ou 7º dia [D7] 

quanto ao peso corpóreo, escores de diarreia, contagem de leucócitos. Após sacrifício, uma 

amostra de intestino foi coletada para dosagem de mieloperoxidase, análise histopatológica, 

morfométrica, e imunohistoquímica para TLR4. Adicionalmente, realizou-se o teste de 

permeabilidade e perfusão intestinal in vivo. Avaliou-se também a bacteremia e a translocação 

bacteriana em linfonodo mesentérico e fígado. Em adição, a participação de receptores Toll-

like 2 (TLR2), 4 (TLR4) e 9 (TLR9) da proteína adaptadora MyD88 e NOD1 na mucosite 

intestinal foi verificada pelo uso de camundongos knockout com deleção gênica específica 

para aqueles receptores e seus respectivos camundongos selvagens (WT). Adicionalmente, 

realizou-se a avaliação dos efeitos in vivo e in vitro do SN-38. Os dados foram analisados com 

ANOVA/teste de Bonferroni ou Kruskal Wallis/teste de Dunn. P<0,05 foi aceito. (Protocolo 

CEPA 99/10). Resultados: A injeção de IRI causou uma significativa (P<0,05) perda 

ponderal, leucopenia e diarreia, associada a um aumento da infiltração de neutrófilos no 

jejuno, íleo e pulmão, com alterações morfométricas e uma intensa destruição da arquitetura 

dos vilos e criptas, apoptose celular em camundongos WT versus animais injetados com 

salina. Além disso, o IRI induz uma alteração da barreira intestinal evidenciada pela 

diminuição da excreção de lactulose, aliado a um aumento significativo (P<0,05) da secreção 

intestinal de sódio, potássio e cloreto. Os camundongos injetados com Irinotecano 

apresentaram bacteremia e translocação bacteriana (P<0,05) no linfonodo mesentérico e 

fígado, quando comparados ao grupo salina. A identificação bioquímica das bactérias 

translocadas evidenciou a presença de Escherichia coli (75%), Citrobacter sp. (17,2%), 

Bactérias Gram-Negativas Não-Fermentadoras e Pseudomona aeruginosa (18%) no grupo 

injetado com Irinotecano, aliado a um significativo aumento (P<0,05) da imunomarcação para 

TLR4 no intestino de animais injetados com IRI D5 (4[3-4]) e D7 (4[3-4]) versus o grupo 

salina (1,5[1-4]). Observamos que a deleção gênica para o receptor TLR2 e a proteína 

adaptadora MyD88, mas não para TLR4 ou TLR9, preveniram a perda ponderal e o dano 

funcional, relacionado aos eventos de diarreia, bem como as alterações morfométricas, 



 

 
 
 

histopatológicas, infiltração de neutrófilos e bacteremia induzida pelo Irinotecano versus o 

grupo WT injetado com IRI (P<0,05). Entretanto, a deficiência genética de NOD1 conferiu 

uma reduzida diarreia, sem reverter o dano pró-inflamatório induzido pelo IRI. 

Adicionalmente, o SN-38 causou um aumento da atividade de mieloperoxidase (P<0,05), sem 

alterar a secreção intestinal na alça isolada de camundongos (P>0.05) versus o grupo injetado 

com salina. O SN38 foi capaz de induzir alterações morfológicas nas células intestinais de 

ratos (IEC-6). Conclusão: O IRI induziu alteração dos parâmetros funcionais, detectadas pelo 

teste de permeabilidade e de perfusão intestinal. O IRI induziu uma bacteremia e translocação 

bacteriana para órgãos periféricos. Além disso, a deficiência do receptor Toll-like do tipo 2, e 

da proteína MyD88 previniu o dano intestinal e a diarreia induzida pelo IRI. Contudo, a 

deficiência de receptores NOD1 somente melhorou a diarreia. Adicionalmente, o SN38 foi 

associado a um aumento da infiltração de neutrófilo, sem alteração da secreção intestinal no 

modelo de alça isolada.  

Palavras-chave: Camptotecina, Mucosite, Receptores Toll-like, Proteína adaptadora de 

sinalização NOD1. 



 
 

ABSTRACT 

The Colorectal Cancer (CRC) is one of the most prevalent neoplastic diseases in the world 

and is one leading cause of death. Irinotecan is a drug used as first line treatment for CRC and 

its liver metastases and has markedly improved the overall survival of patients. However, 

irinotecan-related side-effects, which include intestinal mucositis (IM), have impacted 

negatively on therapeutic outcome, leading to delayed chemotherapy cycles, dose reductions 

and treatment interruption. IM and life-threatening diarrhea may affect up to 15-25% of 

patients under irinotecan-based cancer chemotherapy regimens. Aims: To study the intestinal 

barrier function and the mechanisms involved in the IM induced by irinotecan and its active 

metabolite, SN-38. Methods: Male C57BL/6 mice (WT, n=6-8) were divided into groups and 

injected with saline (5 mL/kg, i.p.) or irinotecan (IRI, 75 mg/kg, i.p.) for 4 days. Body weight, 

diarrhea and blood leukocyte count were assessed on days 5 [D5] and 7 [D7]. Following 

euthanasia, intestinal samples were collected for histopathology, morphometry, 

mieloperoxidase and imunohistochemistry assays. In addition, in vivo intestinal permeability 

and perfusion tests were performed. Bacteremia and bacterial translocation to mesenteric 

lymph node and liver were further carried out. Additionally, the participation of toll-like 

receptors 2 (TLR2), 4 (TLR4) and 9 (TLR9), the adaptor protein MyD88 and NOD1 receptor 

in the pathogenesis of IM were investigated by the use of WT mice and knockout with target 

gene disruptions. Furthermore, the in vivo and in vitro effects of SN-38 were studied. Data 

analysis was performed with ANOVA/Bonferroni’s test or Kruskal Wallis/Dunn’s test. 

P<0,05 was accepted. (CEPA 99/10). Results. IRI-injected WT mice presented a marked 

(P<0.05) weight loss, leukopenia, diarrhea, increased neutrophil infiltration in lung, jejunum, 

ileum associated with villi and crypt morphologic alteration and apoptotic cell death versus 

saline-administered mice. Besides, reduced lactulose renal excretion, gut secretion of sodium, 

potassium and chloride evidenced intestinal barrier dysfunction in IRI-injected WT mice 

versus saline-administered control mice (P<0.05). Bacterermia and bacterial translocation to 

mesenteric lymph node and liver were also observed in the IRI group. Biochemical 

identification of translocating bacteria revealed the presence of Escherichia coli (75%), 

Citrobacter sp. (17.2%), non-fermenting gram-negative bactéria and Pseudomona aeruginosa 

(18%) in blood samples of IRI-injected mice. In addition, an increased TLR4 

imunoexpression was detected in that group (IRI D5: 4[3-4] and D7: 4[3-4]) when compared 

with saline control (1.5[1-4]). Gene deletion to TLR2 and MyD88, but not to TLR4 or TLR9, 

prevented weight loss, diarrhea, intestinal morphometric alterations, neutrophil infiltration in 

the gut and bacteremia development versus the IRI-injeted WT group (P<0.05). However, 

NOD1 deletion was protective only against IRI-induced diarrhea without affecting the 

inflammatory infiltration. Furthermore, SN-38 promoted a marked neutrophil infiltration in 

ileum loops (P<0.05) but did not induce intestinal secretion of liquids (P>0.05) versus saline 

injected mice. Besides, cultured intestinal cells (IEC-6) incubated with SN-38 presented 

morphological changes in comparison to DMEN-cultured cells. Conclusions:  IRI induced 

functional alterations in the gut and also bacteremia and bacterial translocation to peripheral 

organs. TLR2 and MyD88 deficiency prevented IRI-related intestinal damage and the 

diarrhea. However, NOD1 deficiency was protective only against diarrhea development. In 



 

 
 
 

addition, SN-38 might be responsible for the intestinal inflammatory reaction without 

affecting gut secretion of liquids. 

Keywords: Camptothecin, Mucositis, Toll-like Receptors, Nod1 Signaling adaptor protein.    
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é um conjunto de mais de cem doenças que tem em comum um crescimento 

desordenado de células malignas, sendo no momento, a segunda causa de óbito no mundo. A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) estima 27 milhões de casos novos de câncer no mundo 

em 2030, com uma expectativa de 17 milhões de mortes e 75 milhões de sobreviventes a esta 

doença. Assim, nas últimas décadas, esta doença tornou-se um problema de saúde pública 

mundial. Estima-se, ainda, que o câncer, já a partir de 2020, tornar-se-á a doença com a maior 

taxa de mortalidade, superando as doenças cardiovasculares (WHO, 2013). No Brasil, as 

estimativas para o ano de 2013, prevêem uma incidência aproximada de 518.510 casos de 

câncer, sendo 260.640 casos novos para o sexo feminino e 257.870 para o sexo masculino 

(INCA, 2013).   

Dentre os tipos de câncer, o câncer colorretal (CCR) é a terceira neoplasia mais 

prevalente em todo o mundo, com mais de 1,2 milhões de novos casos diagnosticados a cada 

ano, sendo responsável por cerca de 8% das mortes relacionadas ao câncer (FERLAY et al., 

2011). 

O impacto destas estatísticas é parcialmente amenizado quando ressaltamos os 

importantes avanços terapêuticos na última década que prolongaram substancialmente a 

sobrevida dos pacientes portadores desta grave neoplasia. Como por exemplo, a quimioterapia 

paliativa aumenta a sobrevida global, a sobrevida livre de progressão e a qualidade de vida 

nos pacientes com CCR metastático (CCRm) (PESSINO, SOBRERO, 2006).  

Por mais de 40 anos, a quimioterapia baseada em 5-fluorouracil (5-FU) era o único 

tratamento com atividade no CCRm. No entanto, durante os últimos 10 anos, uma série de 

drogas tem demonstrado atividade para o CCR metastático. Oxaliplatina combinada com 5-

FU/leucovorin bimensal mostrou ser superior a 5-FU/leucovorin em termos de taxa de 

resposta, sem ter um impacto negativo sobre a qualidade de vida dos pacientes (De 

GRAMONT et al., 2000). Os benefícios da incorporação do irinotecano ao tratamento 

sistêmico dos pacientes com CCR metastático foram recebidos com entusiasmo pelos 

oncologistas na década de 90.  O estudo de SALTZ et al. (2000) mostrou taxas de resposta e 
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sobrevida inéditas até então, para estes pacientes com CCR metastático. O estudo mostrou que 

a combinação de 5-FU com o irinotecano apresentou taxas de resposta de aproximadamente 

55% com uma sobrevida mediana de 22 meses. No entanto, no mesmo estudo, a mortalidade 

associada ao regime com fluorouracil em bolus, exigia cautela e motivou a investigação por 

um comitê independente para identificar os motivos que teriam causado este problema. A 

investigação se debruçou sobre os resultados dos estudos de Saltz et al. (2000) e de Goldberg 

e Gill (2004) e suas conclusões foram publicadas em outro artigo (ROTHENBERG et al. 

2001). Estas conclusões apontaram para a alta frequência de uma síndrome de toxicidade 

gastrintestinal, sobretudo com diarreia severa.  

A incontestável melhora das taxas de resposta e sobrevida global obtidas com 

esquemas de drogas quimioterápicas baseados em irinotecano tornou-se um grande estímulo 

ao uso cada vez mais frequente desse agente, inclusive antecedendo o tratamento cirúrgico. 

No entanto, o sinergismo destas vertentes terapêuticas tem sido limitado por importantes 

toxicidades, como a diarreia associada à mucosite intestinal e em menor escala a 

esteatohepatite (SALTZ et al, 2000; MABRO et al, 2003), que em certas situações podem 

determinar desde a redução do esquema terapêutico até a sua total interrupção, assim, 

podendo trazer grande prejuízo na eficácia do tratamento oncológico.   

1.1 IRINOTECANO 

 

O Irinotecano é um derivado semi-sintético da camptotecina. Esta substância foi 

inicialmente isolada nos Estados Unidos, por WALL et al., em 1966, de uma planta nativa na 

China e no Tibet, Camptotheca acuminata, onde é conhecida como xi shu (árvore feliz). Este 

composto consiste de um alcaloide tipo quinolona que, por sua vez, tem sido modificado para 

dar origem a muitos compostos com atividade antineoplásica, incluindo o topotecano e o 

irinotecano (Figura 1).  

A camptotecina não se mostrou adequada para o desenvolvimento farmacêutico, 

principalmente por sua reduzida solubilidade. Estudos envolvendo a triagem clínica do sal 

sódico não foram bem sucedidos, pois se evidenciou que a abertura do anel lactônico para a 

preparação do sódio inativa a substância. Esta descoberta abriu caminho para a primeira 

geração de fármacos análogos da camptotecina, como o topotecano e o irinotecano (CPT-11), 

ambos solúveis em água, na forma de sais, preservando-se a subunidade farmacofórica 
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iridoídica, representada pelo anel lactônico hidroxilado. O topotecano e o irinotecano foram 

inicialmente aprovados pela Food and Drug Association (FDA) para o tratamento de câncer 

de ovário recorrente e câncer de cólon, respectivamente (Revisto por CHEN et al, 2012). Nos 

últimos anos, o irinotecano tem sido utilizado como agente único ou combinado com outros 

quimioterápicos em protocolos para tratamento de primeira e segunda linha do câncer 

colorretal (SALTZ et al., 2001), e também utilizado no câncer de ovário (FUJII et al., 200), 

linfoma de Hodgkin (RIBRAG et al., 2003), câncer de pulmão de células pequenas e não 

pequenas (LANGER, 2004), pâncreas (ROCHA-LIMA et al., 2004), mama (PEREZ et al., 

2004) e de estômago (ENZINGER et al., 2005). 

 

FIGURA 1 – Estruturas químicas da Camptotecina, Topotecano, Irinotecano e SN38. 

 

 

Nome  R
7 

R
9 

R
10 

Camptotecina H H H 

Topotecano H (CH2)-N
+
(CH3)2H OH 

Irinotecano H H 
 

SN-38 H H OH 

 

Fonte: Modificado de CHEN et al., 2012. 

 

O irinotecano é uma pró-droga que é convertida em seu metabólito ativo, SN-38 (7-

etil-10-hidroxicamptotecina), pela enzima carboxilesterase (CE) hepática (Figura 2) 
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(KAWATO et al. 1991). A CE se encontra presente abundantemente no fígado e em menor 

quantidade no duodeno, jejuno, íleo, cólon e reto. O SN-38 é formado a partir do irinotecano, 

por clivagem da ligação de carbamato entre a fração camptotecina e a cadeia lateral 

dipiperidina (Figura 3) mediada por uma carboxilesterase (GUICHARD et al., 1999; 

ALIMONTI et al., 2003). Posteriormente, o SN-38 sofre glucoronização pela enzima uridina 

difosfato glucoronil-transferase – 1A1 (UDP-GT 1A1) ao SN38 glucoronídeo (SN38G). O 

SN38 e o SN38G são excretados por via biliar respondendo por 63,7% da eliminação da 

droga (SLATTER et al. 2000). A expressão da enzima UDP-GT1A1 parece estar 

inversamente relacionada à prevalência dos efeitos tóxicos (CÔTÉ et al. 2007; SCHULZ et al. 

2009; FERRALDESCHI et al. 2009; SHULMAN et al. 2011). 
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FIGURA 2 – Metabolismo do Irinotecano 

 

O fígado, a enzima CYP3A4 atua sobre o CPT-11 gerando dois compostos inativos, APC (7-etil-10-[4-N-(5-

ácido aminopentanóico)-1-piperidino]-carboniloxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-[4-amino-1-piperidino]-

carboniloxicamptotecina). O NPC pode ser metabolizado pela carboxilesterase (CE) em SN-38. A depuração do 

SN-38 é feita no fígado pelo polipeptídio A1 da família da uridina difosfato glicosiltransferase 1 (UGT1A1), 

gerando glicuronídios de SN-38 (SN-38G), que são desprovidos de atividade biológica.  CPT-11, SN-38 e SN-

38G são excretados na bile e chegam ao intestino delgado. No intestino delgado, o CPT-11 pode ser clivado pela 

CE intestinal, formando mais SN-38. Além disso, o SN-38G pode ser desconjugado pela ação de bactérias 

intestinais produtoras de β-glicuronidase, transformando-se novamente em SN-38. Este, por sua vez, é 

reabsorvido iniciando um processo de recirculação êntero-hepática (TAKASUNA et. al., 1996; CHESTER et. 

al., 2003; TALLMAN, 2005). 

 

Os estudos bioquímicos e análises de citotoxicidade realizados in vitro em células 

tumorais humanas e de roedores indicam, de forma consistente, que o SN-38 é, pelo menos, 

1000 vezes mais potente como um inibidor de topoisomerase I do que o irinotecano 

(RIVORY et al., 1996; CHESTER et al., 2003; TAKIMOTO, ARBUCK, apud KOIZUMI et 

al., 2006). 
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FIGURA 3 – Detalhes estruturais de produtos do metabolito do irinotecano 

 

Glicuronização do composto SN-38 precedida da clivagem do irinotecano pela carboxil esterase. A Figura 

descreve as formas lactona e carboxilato de cada composto. (TALLMAN et al., 2005). 

 

O irinotecano e seu metabólito ativo (SN-38) são inibidores seletivos da 

topoisomerase I, uma enzima nuclear essencial que atua sobre a dupla fita de DNA, relaxando 

a supertorção gerada durante a fase de transcrição e replicação do DNA (WANG, 1996). 

Devido ao tamanho do cromossomo eucariótico, a remoção da supertorção se faz necessária e 

é realizada através da introdução de quebras transitórias em uma das cadeias da dupla fita de 

DNA, o que permite que a cadeia quebrada gire em torno da fita complementar intacta e a 

supertorção, consequentemente, seja removida. Após o relaxamento, a ligação intermediária 

covalente entre a topoisomerase I e o DNA se desfaz, sendo a taxa de religação da fita clivada 

normalmente mais rápida que a taxa de clivagem (CHAMPOUX, 2001).  

 

Lactona Irinotecano Carboxilato Irinotecano 

Lactona SN38 Carboxilato SN38 

Carboxilato SN38G Lactona SN38G 

Carboxilesterase Carboxilesterase 

UGT UGT 
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Acredita-se que a acumulação intestinal dos metabólitos do irinotecano, em especial o 

SN-38, seja responsável pela mucosite decorrente do tratamento quimioterápico à base deste 

agente (GUPTA et al., 1994). Gupta e colaboradores (1994) estabeleceram uma relação linear 

entre o índice de concentração biliar de metabólitos do irinotecano e a toxicidade 

gastrintestinal. Contudo, até o momento, nenhum estudo efetivamente identificou o papel 

individual dos metabólitos sobre a mucosite intestinal decorrente do tratamento com 

irinotecano. Os principais efeitos colaterais relacionados ao tratamento com irinotecano são 

neutropenia, mucosite e diarreia, que frequentemente ocorrem simultaneamente.  

 

1.2 MUCOSITE: DEFINIÇÃO E EPIDEMIOLOGIA 

Mucosite alimentar ou gastrintestinal é o termo clínico usado para descrever as 

alterações provocadas pela quimioterapia e radioterapia antineoplásicas sobre as mucosas, 

podendo acometer o trato alimentar de maneira global ou localizada (cavidade oral ou mucosa 

intestinal). A alta prevalência de manifestações clínicas adversas como disfagia, dispepsia, 

diarreia, náuseas e vômitos, dor abdominal, úlceras orais e anorretais, entre outras, são 

resultado da pouca seletividade dos agentes antineoplásicos e da alta taxa de proliferação do 

epitélio do trato gastrintestinal (GIBSON & KEEFE, 2006). Qualquer região da mucosa 

digestiva (desde a boca ao ânus) pode ser afetada, e por esta razão, o termo mucosite 

gastrintestinal, mais abrangente, tem sido considerado o mais adequado para descrever o 

processo (SONIS et al., 2004; SCULLY & SONIS, 2006).   

A mucosite induzida por drogas antineoplásicas é um importante, dose-limitante e 

dispendioso efeito colateral da terapia do câncer (SONIS et al. 2004, RUBENSTEIN et al. 

2004). De forma geral, cerca de 15 a 40% dos pacientes em quimioterapia antineoplásica 

apresentam algum grau de mucosite (ELTING et al, 2003 e 2007; RUBENSTEIN et al. 

2004), podendo modificar a intensidade, duração e eficácia do tratamento em cerca de 50% 

dos casos (SCULLY; SONIS; DIZ, 2006). Quando se associa irradiação à quimioterapia em 

altas doses, no transplante de células tronco hematopoiéticas, a prevalência de mucosite atinge 

quase 100% dos pacientes, afetando mais de dois milhões de pessoas no mundo a cada ano 

(GIBSON et al, 2013).  
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A diarreia, o sintoma mais marcante na mucosite intestinal, é observada em 

aproximadamente 70% dos pacientes em quimioterapia, sendo maior nos primeiros ciclos de 

tratamento, quando se observa diarréia de grau 3-4 (Quadro 1) em até 25% dos pacientes 

(KEEFE et al. 2007). 

Cerca de 5-15% dos pacientes com mucosite podem ser acometidos com a forma mais 

grave desta doença (graus 3 e 4 - Quadro 1). Destes, 35% sofrerão um atraso nos ciclos 

subsequentes de quimioterapia, 60% irão requerer redução nas doses aplicadas e 30%, a 

descontinuação do regime de tratamento. Em geral, 60% apresentam febre e requerem 

hospitalização (KEEFE et al, 2007). Além disso, em pacientes neutropênicos, muito em 

consequência da quimioterapia, a presença de mucosite representa um aumento de quatro 

vezes no risco de sepse (RUBENSTEIN et al. 2004). O reflexo desses dados envolve o 

aumento da morbidade e mortalidade de pacientes com câncer. Portanto, esse efeito adverso 

tem o potencial de interferir diretamente na eficácia do tratamento, aumentando os custos com 

da terapia e apresentando um grande impacto sobre a qualidade de vida dos pacientes.  
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QUADRO 1- Escores associados à mucosite oral e intestinal 

Escore para 

Lesão 

Efeito Colateral 

Mucosite Oral Mucosite oral por radiação Mucosite 

intestinal à 

quimioterapia 

(Diarreia) 

OMS NCI -CTC RTOG NCI -CTC 

Grau 0 

(nenhum) 

Sem achados 

objetivos 

Sem achados 

objetivos 

Sem achados 

objetivos 

Sem diarreia 

Grau 1 

(Leve) 

Descamação 

associada ou não 

com eritema e dor 

Eritema da mucosa Irritação, possível 

quadro de dor leve 

que não requer 

analgesia 

< 4 episódios/dia 

Grau 2 

(Moderado) 

Ulceração com ou 

sem eritema. 

Capacidade de 

ingestão de sólidos 

Com manchas, 

reação 

pseudomembranosa 

(manchas de 

maiores 

dimensões>1,5cm, 

não contíguas) 

Mucosite com 

manchas que podem 

produzir um exudato 

inflamatório, dor 

moderada que requer 

analgesia 

4-6 episódios/dia 

Hidratação < 24h 

Grau 3 

(Grave) 

Ulceração com ou 

sem eritema 

extenso. 

Capacidade de 

ingestão de 

líquidos somente 

Reação 

pseudomembranosa 

(manchas contíguas 

às de maiores 

dimensões >1,5 cm 

não contíguas) 

Mucosite confluente 

fibrinosa; dor grave 

que requer 

narcóticos 

> 7 episódios/dia 

Hidratação > 24h 

Grau 4 

(Risco à 

vida) 

Ulceração, 

alimentação não é 

possível. Líquidos 

apenas na forma 

de suspensão para 

medicação. NPT 

requerida 

Úlceras ou 

sangramentos 

ocasionais, não 

causados por 

traumas menores 

ou abrasões 

Úlceras 

hemorrágicas ou 

necróticas 

Risco à vida 

Grau 5 

(Morte) 

- Morte devido à 

toxicidade 

- Morte 

 

Fonte: Graus para mucosite definidos pela Organização Mundial da Saúde (OMS), Radiation Therapy Oncology 

Group (RTOG) e National Cancer Institute - Common Toxicity Criteria for Adverse Events v3.0 (NCI-CTC). 

NPT: Nutrição Parenteral. 

 

A incidência e a gravidade da mucosite, assim como a sua localização, variam em 

função do tipo de quimioterapia, se mono ou poliquimioterapia, do regime empregado e, 

consequentemente, da localização do tumor. De acordo com uma revisão de Keefe et al 

(2007) e evidenciado no quadro 2, observa-se uma maior incidência de mucosite intestinal 

em relação à oral, nos pacientes em tratamento para câncer de cólon, uma baixa incidência de 
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mucosite oral e intestinal em pacientes submetidos ao tratamento de câncer de pulmão, e uma 

alta incidência de mucosite oral em relação à intestinal, nos regimes para tratamento de câncer 

de mama e linfoma.  

 

QUADRO 2 – Risco de mucosite oral (MO) e Diarréia graus 3 e 4 por regime de QT e 

tipo de tumor  

Tipo de 

Câncer 

Regime de 

QT 

Numero Risco MO 

(Graus 3-4) 

Risco diarreia 

(Graus 3-4) 

Estudos Pacientes % 95% IC % 95% IC 

Linfoma CHOP-DI-14 4 231 7,8 5,28-11,32 2,36 1,32-4,65 

CHO EP-14 2 346 10,4 7,23-13,44 0,29 0,29-1,01 

Mama AC (semanal) 1 22 13,6 2,27-27,27 2,27 2,27-9,09 

AC-T 1 36 8,33 1,39-19,44 1,39 1,39-5,56 

Pulmão Gemcitabina+ 

Paclitaxel 

2 109 1,84 1,02-5,33 3,69 2,05-6,97 

Platina+ 

Paclitaxel+ 

outro 

7 451 1,47 1,20-3,07 2,80 2,17-4,54 

Coloretal FOLFIRI 2 79 4,43 1,90-9,49 10,13 4,43-16,46 

IROX 3 337 1,48 0,59-2,97 24,33 19,59-29,08 

 

Fonte: Adaptado de Keefe et al., 2007 

95% IC: Intervalo de confiança de 95%. QT: Quimioterapia. MO: mucosite oral. CHOP: 

Ciclofosfamida/Doxorrubicina/Vincristina/Prednisona. AC: Doxorrubicina/Ciclofosfamida. AC-T: AC seguido 

de PlaclitaxelFOLFIRI: 5-FU/Irinotecano/ Leucovorin. IROX: Irinotecano/Oxaliplatina injetável.  

 

1.1.1 Diarrea induzida pela Quimioterapia 

O intestino exerce funções importantes para a saúde do organismo, como: digestão e 

absorção de macro e micronutrientes, produção de importantes hormônios reguladores, pode 

funcionar como órgão imune e agir como barreira contra agentes nocivos (DUNCAN; 

GRANT, 2003). O intestino é formado por três camadas básicas, a camada epitelial, a lâmina 
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própria e a muscular da mucosa. A monocamada epitelial intestinal é composta de tipos 

celulares variados, como, por exemplo, epitélio colunar (enterócitos e colonócitos), células 

caliciformes, células entero-endócrinas e de Paneth. A camada mucosa de mamíferos em geral 

apresenta uma alta capacidade de renovação, ocorrendo uma troca completa dos tipos 

celulares de revestimento a cada 24 a 96 horas (Figura 4) (LIPKIN et al, 1963 apud GOKE, 

PODOLSKY, 1996).  

 

FIGURA 4 – Estrutura do intestino. 

 

Fonte: Adaptado de SANCHO, BATTLE, CLEVERS, 2004. Nat Rev Cell Dev Biol, 20:695-723, 2004. Painel 

Painel A: Estrutuira do intestino delgado. Painel B: Estrutura intestino grosso.  

 

O uso de quimioterápicos pode levar a defeitos na divisão celular e na renovação 

epitelial, isso ocasiona perda rápida da estrutura e função do intestino (DUNCAN & GRANT, 

2003). A destruição celular gastrointestinal observada na mucosite por uso de quimioterápicos 

é resultado de hipoproliferação celular, com atrofia das vilosidades, aprofundamento das 

criptas que resulta de disfunção absortiva, alteração na secreção de eletrólitos, principalmente 
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Na
+
 e K

+
, que pode resultar em diarréia (KEEFE et al., 1997; CARNEIRO-FILHO et al., 

2003). 

A diarreia é um dos eventos mais comumente observados no curso da mucosite 

intestinal associada à quimioterapia do Câncer (ARNOLD et al, 2005). Aproximadamente 

10% dos pacientes com câncer avançado apresentam diarreia aguda ou persistente induzida 

pela quimioterapia, com grau de severidade de moderada a fatal. Alguns agentes 

quimioterápicos, incluindo fluouropirimidinas (BUROKER et al, 1994) e Irinotecano 

(SALTZ et al, 2000), são associados com um elevado risco de diarreia induzida pela 

quimioterapia. Assim, 80% dos pacientes tratados com esses agentes, sozinhos ou em 

combinação, apresentam diarreia, e 30% dos pacientes apresentam quadros graves de diarréia 

e desequilíbrio hidroeletrolítico com sério risco de vida (BENSON et al, 2004; CROWN et al, 

2008). A diarreia pode atrasar o tratamento ou reduzir a doses da medicação, isso reduz a 

eficácia do tratamento quimioterápico. O manejo dos eventos de diarreia também aumenta o 

custo do tratamento do Câncer. 

Alguns agentes quimioterápicos exercem efeitos citotóxicos nas células das criptas que 

se dividem rapidamente no epitélio intestinal, que pode levar a uma perda relativa da 

capacidade absortiva intestinal em comparação com a capacidade secretória. Além disso, a 

destruição citotóxica ou o aumento de enzimas envolvidas na digestão de proteínas e 

carboidratos podem alterar o gradiente osmótico no intestino e contribuir para a diminuição da 

reabsorção e aumentar a secreção de líquidos e eletrólitos nas fezes, resultando em diarreia 

(WADLER & SCHWARTZ, 1995).  

A diarreia pode ser classificada em 4 tipos de acordo com os mecanismos subjacentes: 

Diarreia osmótica, secretória, exsudativa ou por distúrbio de motilidade. No entanto, muitas 

vezes a diarreia é uma combinação desses mecanismos (Revisto por RICHARDSON & 

DOBISH, 2007). A diarreia osmótica pode ser causada pela execessiva ingestão ou absorção 

diminuída de solutos hidrossolúveis, os quais retêm água e eletrólitos no lúmen intestinal 

(FIELD, 2003). Este tipo de diarreia pode ocorrer após a ingestão de solutos pouco 

absorvíveis, tais como, lactulose, sorbitol ou magnésio, ou como resultado de um déficit 

absortivo, como em pacientes com intolerância a lactose ou aqueles com doença celíaca. A 

diarreia secretória resulta de uma sobre estimulação da capacidade secretória intestinal. Certos 

estímulos tais como, enterotóxinas bacterianas, ácido biliar, mediadores inflamatórios, e 
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hormônios gerados pelos tumores neuroendócrinos, podem causar a diarreia secretória 

(FIELD, 2003).  A diarreia exsudativa é causada pelo rompimento do epitélio intestinal, 

levando à perda de água e eletrólitos, muco, proteínas, e algumas vezes perdas células 

incluindo hemácias e leucócitos, de vasos sanguíneos e linfáticos. O distúrbio da motilidade 

pode também resultar em diarreia. O aumento da motilidade intestinal reduz o tempo para 

absorção e aumenta o volume das fezes. Em relação à diarreia induzida pela quimioterapia, 

incluindo o irinotecano, parece ter um componente primariamente secretório, e um 

componente exsudativo (VIELE, 2003).  

A diarréia induzida pelo Irinotecano é constituída de duas fases: uma fase inicial, que 

ocorre até 24h após o tratamento com o antineoplásico Irinotecano, estando relacionado com 

uma estimulação colinérgica, o que permite o manejo profilático com atropina, e uma fase 

tardia, que aparece entre o segundo e o vigésimo primeiro dia após o início do tratamento, 

mas principalmente entre o sexto e o décimo dia após a administração da droga (Figura 5) 

(TRIFAN et al, 2002).  

Diversos trabalhos investigaram a fase tardia da diarreia induzida por irinotecano e 

têm sugerido mecanismos diversos como citotoxidade direta (IKUNO et al., 1995) ou 

interferência direta com a microbiota intestinal através do aumento da atividade da enzima β-

glicuronidase (TAKASUNA et al., 1996). Mais recentemente, tem se demonstrado o papel 

das citocinas TNF-α, IL-1 β, KC (MELO et al., 2008) e IL-18, além de uma importante 

participação do óxido nítrico (LIMA-JÚNIOR, 2008) no desenvolvimento da mucosite 

intestinal e diarreia induzida por irinotecano. Contudo, o mecanismo preciso através do qual o 

irinotecano induz mucosite intestinal e, consequentemente, diarreia é ainda desconhecido. 
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FIGURA 5 – Fases da diarreia associada ao Irinotecano 

 

Irinotecano induz diarreia precoce e tardia. Ratos Sprague Dawley receberam duas administrações diárias de 

irinotecano na dose de 150 mg/kg, via endovenosa. A diarreia foi avaliada duas vezes ao dia, através de escores: 

0=nornal; 1 = leve, 2 = moderado e 3 = grave.   Fonte: TRIFAN et al 2002. Cancer Res, 62: 5778-5784, 2002. 

CPT-11: irinotecano.  

 

A importância clínica se torna evidente se considerarmos que a diarréia pode, muitas 

vezes, requerer alterações no esquema de tratamento antineoplásico adotado ou, até mesmo, 

comprometer a viabilização do tratamento. A diarréia é geralmente controlada com 

loperamida, porém nos casos mais graves do evento adverso (graus 3 e 4) o tratamento se 

mostra ineficaz. Outras estratégias têm sido sugeridas para o manejo clínico da diarreia, tais 

como octreotida, acetorfan, antibióticos, glutamina, budesonida, IL-15, talidomida, inibidores 

da enzima cicloxigenase-2, ciclosporina e alcalinização do lúmen intestinal (GIBSON & 

KEEFE, 2006). 
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1.1.2. Alterações funcionais na mucosite intestinal 

 

A barreira funcional intestinal representa uma barreira seletiva ao transporte 

transepitelial de íons, solutos e água. As propriedades da barreira intestinal variam ao longo 

do epitélio sob influência de fatores fisiológicos e mais severamente por estímulos 

fisiopatológicos. (DIAMOND, 1978; MENZIES, 1974). 

O teste de permeabilidade intestinal com açucares inertes surge como ferramenta 

experimental de grande relevância para quantificar alterações de permeabilidade em processos 

patológicos intestinais, essas alterações de permeabilidade podem ser quantificadas de 

maneira simples e não invasiva. A medição por cromatografia líquida de alto desempenho 

(HPLC) da excreção urinária de monossacarídeos como a D-xilose ou o Manitol e de 

dissacarídeos como a celobiose ou a lactulose.  

A lactulose e o manitol se firmaram como sondas ideais, pois não sofrem interferência 

com mecanismos de transporte ativo e não sofrem metabolização no organismo. Em sua 

estrutura morfológica, o epitélio intestinal apresenta diferentes propriedades para absorver 

estas moléculas. À medida que as células se reproduzem nas criptas intestinais e vão 

amadurecendo em seu percurso rumo ao ápice dos vilos, as junções intercelulares vão se 

tornando menos permeáveis e a dimensão dos poros protéicos celulares diminui.  O manitol é 

absorvido passivamente por via transcelular e por poros de pequenas dimensões (6 Ǻ) 

presentes no ápice dos vilos, refletindo a área absortiva, a lactulose exige à presença de 

grandes poros (50-60 Ǻ), que são restritas as criptas localizadas na base dos vilos. A lactulose 

permeia as junções intercelulares e espaços intervilosos mensurando áreas de lesão e ruptura 

de barreira (via paracelular) (Figura 6) (Revisto por MELICHAR & ZEZULOVA 2011). 
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FIGURA 6 – Transporte através do epitélio intestinal 

 

O transporte de moléculas através do trato gastrintestinal pode ocorrer por via paracelular e transcelular. O 

manitol (monossacarídeo) atravessa o epeitelio pela via transcelular e a lactulose (dissacarídeo) por via 

paracelular através das proteínas de junção (Tight junction). Fonte: Adaptado de TURNER (2009). Nat Rev 

Immunol, 9: 799-809. 

 

O teste de permabilidade intestinal tem sido amplamente utilizada em estudos clínicos 

com crianças portadores de síndromes diarréicas (LIMA et al. 2002), e pacientes portadores 

da síndrome da imunodeficiência adquirida por vírus da imunodeficiência humana (HIV-

SIDA) (TEPPER et al. 1994; LIMA et al. 1997), doença celíaca ou doença inflamatória 

intestinal (VOGELSANG et al. 1998; JOHNSTON, SMYE, WATSON, 2001) e alergia à 

proteína do leite materno (DE BOISSIEU et al. 1994). Adicionalmente, alterações da 

permeabilidade foram observadas em pacientes com câncer, mesmo em ausência da 

quimioterapia, terapias alvos ou radioterpia (MELICHAR & ZEZULOVA 2011). 

Carneiro-filho e colaboradores (2004) demonstraram que ratos tratados com o agente 

antineoplásico metotrexato apresentavam perda de peso associado a uma diminuição da 

absorção e da atividade enzimática do epitélio, além da destruição da mucosa do duodeno, 

jejuno e íleo, com presença de infiltrado celular, reforçando a hipótese da fase inflamatória da 
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mucosite. Ademais, foi demonstrada uma redução da excreção de manitol e um aumento da 

secreção intestinal de sódio e potássio, quando os ratos foram injetados com metotrexato, 

mostrando que a permeabilidade do intestino estava alterada. Essas alterações da 

permeabilidade intestinal a vários açúcares e aumento da secreção intestinal de íons sugerem 

que os efeitos deletérios sistêmicos, como desnutrição e desidratação, advêm principalmente 

dos danos causados à capacidade absortiva da mucosa intestinal (KEEFE et al, 1997).  

Outro aspecto funcional avaliado na mucosite intestinal foi a motilidade 

gastrintestinal.  Nesse sentido, Soares e colaboradores (2008) demonstraram que os efeitos da 

mucosite intestinal induzida por 5-FU, esta associada a desordens da motilidade 

gastrointestinal (retardo no esvaziamento gástrico e hipercontratilidade do músculo liso 

gastrointestinal) tanto na fase inflamatória como na fase pós-inflamatória da mucosite. 

Adicionalmente, Belarmino-filho (2010) evidenciou que a administração de irinotecano em 

camundongos promoveu alteração da motilidade digestória. Ademais, o autor demonstrou que 

a dexametasona reverte a dismotilidade associada à mucosite por irinotecano (BELARMINO-

FILHO, 2010). Essas observações sugerem claramente que a inflamação do trato 

gastrointestinal pode causar significativas alterações funcionais, e que os possíveis 

mecanismos ainda precisam ser elucidados. 

 

1.3 PATOGÊNESE DA MUCOSITE INTESTINAL POR ANTINEOPLÁSICOS 

 

Muito tem se descoberto, em parte com a contribuição do Laboratório de 

Farmacologia da Inflamação e do Câncer – LAFICA, que nos últimos anos vem 

desenvolvendo modelos experimentais de mucosite intestinal com antineoplásicos (Figura 7). 

Um dos diferenciais do modelo de Mucosite intestinal (MI) induzida por irinotecano é a 

existência de uma intensa diarréia, quando comparado a outros fármacos, além dos eventos 

inflamatórios intestinais.  

Nesse contexto, foi observado que o tratamento com irinotecano em camundongos 

causou uma significativa diarreia nos animais, com diminuição dos vilos intestinais e perda da 

arquitetura das criptas. Em nossos estudos verificamos que citocinas, como o TNF-α, IL-1 e 

KC, a quimiocina análoga da IL-8 humana no camundongo, tiveram seus níveis elevados 
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devido ao irinotecano, e a modulação farmacológica com talidomida ou pentoxifilina, 

preveniu significativamente o desenvolvimento das lesões intestinais (MELO et al, 2008). 

Outro estudo experimental (LOGAN et al. 2008b) caracterizou as alterações morfológicas 

induzidas pelo irinotecano em mucosa oral (atrofia epitelial), jejuno (achatamento dos vilos e 

criptas) e cólon (encurtamento de criptas) de ratos, com expressão imunohistoquímica 

aumentada de NFκB, IL-1β, TNF-α e IL-6 na mucosa do trato gastrintestinal sobretudo nas 

horas seguintes à administração do irinotecano.  

Adicionalmente, foi estudado o papel de diversas citocinas e do óxido nítrico (NO) na 

patogênese da mucosite intestinal induzida diferencialmente por diversos qumioterápicos, tais 

como Metotrexato (LEITÃO et al., 2011), Irinotecano (LIMA-JÚNIOR, 2008; LIMA-

JÚNIOR et al., 2012) e 5-fluoruracil (SOARES, 2008). Dessa forma, demonstou-se que na 

mucosite intestinal por irinotecano citocinas, como a interleucina 18 (IL-18) e o TNF-α, 

parecem aumentar a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzida com consequente 

formação de NO, o qual parece gerar intermediários reativos tipo o radical peroxinitrito, que 

possivelmente é o mediador final da lesão da mucosa observada em camundongos injetados 

com irinotecano.  

Tal demonstração foi possível mediante bloqueio farmacológico da ação da IL-18, por 

meio da administração sistêmica da proteína ligante da IL-18 (IL-18bp) e por meio da deleção 

gênica em camundongos para a IL-18 (LIMA-JÚNIOR, 2008). Nesses animais, verificou-se 

que a atividade de óxido nítrico sintase induzida (iNOS) é reduzida, portanto, com menor 

síntese de NO. A repercussão da modulação da ação da IL-18 envolveu a redução de danos 

funcionais (diarreia e hipercontratilidade intestinal), inflamatórios (detectado pelo aumento de 

infiltrado neutrofílico) e estruturais no intestino (redução da altura de vilos, hiperplasia de 

criptas, apoptose e vacuolização celular) (LIMA-JÚNIOR, 2008; LIMA-JÚNIOR et al., 

2012). Adicionalmente, o uso do infliximabe, um anticorpo monoclonal para TNF-α, reduziu 

de maneira importante a expressão de iNOS, detectada por western blot (FIGUEIREDO, 

2011). De maneira complementar, a participação do NO, neste modelo de toxicidade, foi 

investigada em animais knockout para iNOS ou tratados com aminoguanidina, um inibidor de 

iNOS, os quais apresentaram reduzidos danos intestinais de modo similar aos achados 

experimentais descritos para a modulação da ação da IL-18 (LIMA-JÚNIOR, 2008; LIMA-

JÚNIOR et al., 2012). 
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Outras citocinas da família da IL-1 parecem estar relacionadas à mediação da mucosite 

intestinal. O envolvimento da Caspase-1, enzima que converte a pró-IL-1, a pró-interleucina 

18 (IL-18) e a pró-interleucina 33 (IL-33) em suas formas ativas, na patogênese da mucosite 

intestinal induzida por irinotecano, foi demonstrada em camundongos, visto que há atenuação 

dessa toxicidade em animais knockout para caspase-1 (LIMA-JUNIOR, 2008).  

A IL-18 parece desempenhar um papel mais seletivo, desde que a proteína ligante, IL-

18bp, que a inativa, quando administrada em camundongos com mucosite induzida por 

irinotecano, previne a migração de neutrófilos, o desenvolvimento de alterações morfológicas 

intestinais e funcionais (diarreia e motilidade) (FREITAS, 2007; LIMA-JUNIOR, 2008). A 

IL-33, descrita como membro da família de IL-1 (SCHMITZ et al. 2005), parece estar 

relacionada com o desenvolvimento de uma resposta biológica moduladora, via sinalização do 

receptor ST2, mas sua participação como mediador na mucosite intestinal ainda não está 

plenamente estabelecida. 

Curiosamente, foi ainda demonstrado que a lesão intestinal relacionada a outro 

quimioterápico antineoplásico, o 5-Fluorouracil, leva à ativação de outro perfil de mediadores 

inflamatórios, como Fator Ativador de Plaquetas (SOARES et al, 2011) e IL-1 (SOARES, 

2008). O uso de animais knockout para o receptor do PAF (Fator de Ativação de Plaquetas) ou 

do antagonista de receptores de IL-1 (IL-1ra) preveniram o dano e os distúrbios de motilidade 

intestinais associados a este quimioterápico. Adicionalmente, Wu e colaboradores (2011), 

demonstraram que o uso do antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) foi capaz de diminuir a 

apoptose nas criptas jejunais, de atenuar as alterações histopatológicas e de reduzir a 

gravidade da diarreia, em camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil. 

Entretanto, o mesmo não ocorreu quando da administração de irinotecano (LIMA-JÚNIOR, 

2008). Tal observação parece ser um forte indicativo de que o curso de desenvolvimento da 

mucosite parece ser dependente do tipo de quimioterápico antineoplásico usado.  

Com relação às alterações histopatológicas foram realizados estudos em amostras de 

mucosa duodenal, obtida por endoscopia seriada em pacientes em quimioterapia a base de 

Irinotecano. Keefe e colaboradores (2000) demonstraram que corpos apoptóticos são visíveis 

nos vilos intestinais a partir das primeiras 24 horas após a quimioterapia, o que precede o 

subsequente achatamento dos vilos e diminuição da área absortiva com diminuição do índice 

mitótico nas criptas.  Adicionalmente, a análise temporal feita pelos experimentos de um 
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grupo australiano comandado por Dorothy Keefe (2010), também mostrou alterações tardias 

de perda de fibras de colágeno tipo IV em mucosa jejunal e colônica nas fases tardias (96h e 

144h) do tratamento com irinotecano (AL-DASOOQI  et al. 2011). Não há, até este momento, 

certeza se as alterações da função intestinal são plenamente recuperadas ou se há alterações de 

longo prazo. O tratamento padrão para mucosite induzida por antineoplásicos é 

essencialmente paliativo, com suportes analgésico e nutricional.  

  Tem-se demonstrado que a mudança no microbiota intestinal tem correlação com a 

toxicidade do Irinotecano. Brandi e colaboradores (2006) mostraram que camundongos germ-

free foram mais resistentes à toxicidade do irinotecano que o grupo holoxenico (BRANDI et 

al, 2006). Nesse contexto, Stringer e colaboradores (2007) evidenciaram que o irinotecano 

causou mudanças na flora do estomago, jejuno, cólon e fezes de ratos, e essas mudanças 

foram associados ao desenvolvimento de diarrea. Essas alterações na flora podem favorecer 

uma infecção sistêmica e, em particular, podem contribuir para o desenvolvimento da 

mucosite intestinal. Além disso, os autores evidenciaram que as bactérias produtoras de β-

glucoronidase encontraram-se aumentadas após a quimioterapia do irinotecano, reativando o 

SN38 apartir do glicuronideo de SN-38 (SN38G), causando um dano na mucosa intestinal e 

diarreia (STRINGER et al, 2007b).  Estudos com a combinação dos antibióticos Neomicina e 

Bacitracina têm demonstrado potencial efeito protetor na mucosite induzida por irinotecano 

(SCHMITTEL et al. 2004) e Fluorouracil associado com Irinotecano (ALIMONTI et al. 

2003).  

Assim, o conhecimento adequado da patogênese da mucosite intestinal é fundamental 

para a busca de meios preventivos e terapêuticos que permitam melhoria significativa da 

qualidade de vida dos pacientes acometidos, evitando a redução das doses dos 

quimioterápicos, ou até mesmo a interrupção temporária ou definitiva do tratamento. 
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FIGURA 7 – Mediadores inflamatórios envolvidos na patogênese da mucosite intestinal 

por Irinotecano 

 

Fonte: Ribeiro RA (2011), Memorial Professor Titular em Farmacologia.  

CPT-11: Irinotecano; TNF-: Fator de Necrose Tumoral ; IL-1β: Interleucina-1β; NO – Óxido Nítrico; IL-18: 

Interleucina-18; IL-33: Interleucina-33; iNOS: Óxido Nítrico Sintase induzida. 
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1.4 RECEPTORES TOLL-LIKE 

Os receptores Toll-like (TLRs) funcionam como receptores de reconhecimento padrão 

(PRR) presentes nos macrófagos, células dendríticas, neutrófilos e monócitos/macrófagos. Em 

geral, reconhecem padrões moleculares associados ao dano (DAMPs), que são moléculas 

endógenas liberadas nos processos de morte celular ou necrose, e padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), como flagelina, DNA bacteriano, peptidoglicano, RNA 

viral ou LPS (Figura 8 e Quadro 3) (KAWAI & AKIRA, 2009; 2010; TAKEUCHI & 

AKIRA, 2010). Este processo de reconhecimento dará início à resposta imune inata 

caracterizada pela secreção de citocinas e quimiocinas e aumento da expressão de moléculas 

de adesão. A ação conjunta desses fatores irá estimular e facilitar a migração de células 

especializadas responsáveis por desencadear a resposta imune adaptativa (AKIRA & 

TAKEDA, 2004; LIEW et al, 2005; ARANCIBIA et al, 2007).  

Os TLRs são encontrados na membrana citoplasmática ou em compartimentos 

endossomais intracelulares, estruturalmente os TLRs são classificados como receptores 

transmembrana e possuem três características comuns; um domínio extra-celular contendo 

repetições ricas em leucina (LRR), uma região transmembranar curta, e um domínio 

intracelular homologo ao do receptor para IL-1 conhecido como TIR (Receptor Toll/IL-1) 

essencial para a transdução dos sinais (AKIRA & TAKEDA, 2004) 
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FIGURA 8 – Ligantes específicos para receptores Toll like 

 

Os receptores Toll-like (TLR) reconhecem uma variedeade de Padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs). O reconhecimento do TLR4 requer duas proteínas acessórias: CD14 e MD2. O TLR2 reconhece uma 

ampla quantidade de ligantes não relacionados estruturalmente e funciona em combinação com outros (mas não 

todos) receptoes Toll, incluidno TLR1 and TLR6. TLR3 está envolvida no reconhecimento de fita-dupla 

(dsRNA). TLR5 é especifico para flagelin bacteriano, enquanto TLR9 é o receptor para CpG não metilado, que 

são abundantes no DNA bacterianao. LPS: Lipopolisacarideo. G-: Gram negativa. G+: gram positivas. Proteína 

F RSV: Proteína F do vírus sincicial respiratório. CpG DNA: DNA bacteriano. Fonte: Adapatado de 

MEDZHITOV, 2003. Nature Reviews Immunology, 1: 135-145, 2003. 

 

Esses receptores foram inicialmente identificados em moscas Drosophila 

melanogaster, nas quais tem um papel na embriogênese e na imunidade contra infecções 

fúngicas (HASHIMOTO et al, 1988; MEDZHITOW, 2001). O primeiro relato de receptores 

semelhantes à Toll (Toll like receptors, TLR) em humanos foi em 1994 por Nomura e 

colaboradores. A família dos receptores do tipo Toll compreende, até o momento, treze 

proteínas identificadas em mamíferos (13 receptores identificados em camundongos e 11 

receptores em humanos) (KAWAI & AKIRA, 2009).  

 Os receptores Toll-like e a família dos receptores da interleucina 1 (IL-1Rs), incluindo 

IL-1R e IL-18R, apresentam homologia em sua região citoplasmática, conhecida como 
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domínio Toll/IL-1R (TIR) (Figura 9) (SLACK et al, 2000; AKIRA & TAKEDA, 2004). 

Apesar desta similaridade, a porção extracelular de ambos receptores é estruturalmente 

diferente. Os TLRs 1, 2, 4, 5, 6 estão presentes na membrana plasmática, de modo que eles 

contêm um domínio intracelular, constituído de proteínas do tipo TIR (MyD88, TIRAP, TRIF 

e TRAM), e um extracelular (repetições ricas em leucina, LRR). Entretanto, os TLRs 3, 7, 8, 

9 e 10 estão localizados intracelularmente (AHMAD-NEJAD et al, 2002).  

 O domínio TIR é requerido para iniciar a geração dos sinais intracelulares, sendo que a 

proteína MyD88 está presente em todos os receptores, exceto no TLR3 (AKIRA & 

TAKEDA, 2004; McGETTRICK & O´NEILL, 2010). Este domínio inicia o recrutamento do 

gene adaptador primário da resposta mieloide (MyD88) e a consequente ativação da família 

de receptores de IL-1 associado a quinases (IRAK). A ativação da IRAK induz a liberação de 

serina e treonina quinases responsáveis pela degradação do IκBα (inibidor de NF-κB). A 

diminuição das concentrações citoplasmáticas IκBα permite que o fator de transcrição NF-κB, 

se desloque do citoplasma para o núcleo, uma vez no núcleo da célula, o NF- κB interage com 

genes κB dependentes, induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias e outros 

mediadores inflamatórios importantes para a resposta imune (Figura 9) (TAKEDA et al, 

2003; AKIRA & TAKEDA, 2004). 
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QUADRO 3 – Receptores Toll-like e seus principais ligantes 

Receptor Ligante Origem do ligante 

TLR1 Triacil Lipopeptídeos  

Fator solúvel  

Bactérias e micobactérias 

Neisseria meningitidis 

TLR2 Lipoproteínas/Lipopeptídeos 

Peptidoglicano 

Ácido lipoteicóico 

Lipoarabinoman 

Modulin fenol solúvel  

Fosfolipídios glico Inositol 

Glicolipídeo 

Lipopolissacarídeo atípica 

Lipopolissacarídeo atípica 

Zimosan 

Proteína de choque térmico 70 

Vários patógenos 

Bactéria gram positiva 

Bactéria gram positiva 

Micobactéria 

Staphylococcus epidermidis 

Trypanosoma cruzi 

Treponema maltophilum 

Leptospira interrogans 

Porphyromonas gingivalis 

Fungos 

Hospedeiro 

TLR3 RNA de dupla hélice Virus 

TLR4 Lipopolissacarídeo 

Taxol 

Proteína de Fusão 

Proteína de choque térmico 60 

Proteína de choque térmico 70 

Oligossacarídeos de ácido 

hialurônico 

Fibrinogênio 

Bactéria gram negativa 

Plantas 

Vírus sincicial respiratório 

Chlamydia pneumoniae 

Hospedeiro 

Hospedeiro 

 

Hospedeiro 

TLR5 Flagelina Bactéria 

TLR6 Diacil lipopeptídeos 

Ácido lipoteicóico 

Zimosan 

Micoplasma 

Bactéria gram positiva 

Fungos 

TLR7 Imidazoquinolina 

Loxoribina 

RNA de dupla hélice 

Compostos sintéticos 

Compostos sintéticos 

Virus 

TLR8 Imidazoquinolina 

RNA de dupla hélice 

Compostos sintéticos 

Virus 

TLR9 DNA contendo CpG Bactérias e vírus 

TLR10 N.D N.D 

TLR11 N.D Bactérias uropatogênicas 
 

Fonte: AKIRA & TAKEDA, 2004. Nat Rev Immunol, 4: 499-511, 2004. TLR: Receptores Toll-like. N.D: não 

determinado 
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FIGURA 9 – Via de Sinalização dos Receptores Toll-like 

 

Os Receptotes Toll Like (TLR) e a família de Receptores da IL-1 apresentam diversos componentes da 

sinalização, incluindo o adaptador MyD88, proteína de interação do Toll (TOLLIP), a proteína quinase IRAK e 

TRAF6 (fator 6 associado ao receptor de TNF). TRAF6 pode ativar o fator nuclear-κb (NFκB) através de TAK1 

e JNK e p38 MAP quinase através de MKK6 (Proteina quinase 6 ativada por mitógenos). TLR4 sinaliza através 

de outra proteína adaptadora além do MyD88. TIRAP (Dominio de homologia dos receptores Toll/Interleucina-1 

que contem a proteína adaptadora) que ativa a sinalização do TLR4 independente de MyD88.  TLR: Receptor 

Toll-like, MyD88: Fator de diferenciação mieloide 88, IRAK: Kinase associado ao receptor da IL-1, TRAF6: 

fator 6 associado ao receptor de TNF, JNK: Proteína kinase c-Jun NH2-terminal. Fonte: Adaptado de 

MEDZHITOV, 2003. Nature Reviews Immunology, 1: 135-145, 2003.    

  



54 
 

 
Introdução 

 
 

 O TLR2 reconhece componentes de uma grande variedade de microorganismos. Estes 

incluem lipoproteínas de patógenos, tais como bactérias gram-negativas, Mycoplasma e 

Shigella, peptidoglicano e ácido lipoteicóico de bactérias gram positivas, entre outros 

(Quadro 3). Assim como o TLR4, o TLR2 também reconhece LPS, no entanto este último 

reconhece LPS atípicos, os quais não são identificados por TLR4 (NETEA et al, 2003)  

 O receptor Toll-like tipo 4 (TLR4), o qual forma um complexo membranar com as 

proteínas CD14 e MD-2, é ativado pelo PAMP, Lipopolissacarídeo (PARK et al., 2009), 

iniciando uma sinalização de um domínio intracelular TIR (Toll/Receptor IL-1) via moléculas 

adaptadoras, predominantemente MyD88 (Fator de diferenciação mieloide 88) (O’NEIL & 

BOWIE, 2007). Cinco das seis cadeias lipídicas do LPS se ligam a MD2 e a cadeia lipídica 

remanescente associa-se ao TLR4 a homodimerização e a fase inicial da ativação (KAWAI et 

al, 2010). 

 O TLR9 é responsável pelo reconhecimento de dinucleotideo CG não metilados de 

DNA bacterianos (CpG DNA). O DNA bacteriano é bem conhecido como estimulador de 

resposta imune e esta atividade imunoestimulatória é atribuída à presença de CpG não 

metilados. Estes CpG são reconhecidos pelo TLR9 na superfície celular estimulando a 

maturação de células dendríticas, a produção de macrófagos e células NK bem como um 

aumento na expressão gênica do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) classe II, 

CD40, CD80, CD86, os quais são marcadores de superfície de células dendríticas maduras 

(ASHKAR & ROSENTHAL, 2002). O uso de oligodesoxinucleotídeos sintéticos (ODNs) que 

contém CpG não metilados, em modelos animais mostrou que estes componentes também 

ativam células imunes e estimulam potentes respostas por parte do sistema imune Th1, o qual 

protege o organismo contra uma variedade de doenças de natureza imunológica. Por isso, o 

CpG DNA pode ser clinicamente útil como um adjuvante em uma grande variedade de 

vacinas contra doenças infecciosas, câncer e doenças alérgicas (WAGNER, 2002). 

Sugere-se que os mecanismos regulados por TLRs possam ter participação 

fisiopatológica em uma gama de desordens, incluindo doenças autoimunes, alérgicas ou 

infecciosas (MEDZHITOV & JANEWAY, 2000). Estudos mostram,  que os receptores Toll-

like estão envolvidos em vários distúrbios gastrintestinais, tais como doença celiaca 

(THOMAS et al, 2006), doença inflamatória intestinal (FRANCHIMONT et al, 2004), câncer 

de cólon (CLEVERS, 2004) e colite infecciosa (UEMATSU et al, 2006). 
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O MyD88 (do inglês “myeloid differentiation factor 88”) é uma molécula adaptadora 

utilizada pela maioria dos TLRs, com exceção do TLR3 que utiliza a TRIF, assim como 

utilizada pela família de receptores da IL-1 (IL-1R).  

Existem duas cascatas de sinalização, uma dependente de MyD88 e outra MyD88 

independente. Na primeira via, o domínio TICAM (do inglês “Toll Interleukin-1 receptor-

containing adapter molecule”) se associa à molécula adaptadora MyD88, comum a quase 

todos os TLR, que leva à ativação da expressão de centenas de genes da resposta inflamatória 

induzidos pelo fator de transcrição NFκB (KAWAI et al, 1999; TAKEUCHI et al, 2000).  

Os receptores TLR3 e TLR4, entretanto, são capazes de ativar a via de sinalização 

independente do adaptador MyD88, que é mediada pelas moléculas adaptadoras TRIF e 

TRAM, com resultados dististos. Esta via é capaz de induzir a fosforilação de elementos 

reguladores de interferon (IRFs), como IRF-3 e IRF-7, culminando na síntese de interferons 

do tipo I, tais como IFN- e β. Outra característica desta via é a indução de NFκB 

tardiamente, em um processo mediado pela proteína cinase RIP-1(YAMAMOTO et al, 2000; 

UEMATSU & AKIRA, 2007). 

A proteína adaptora, MyD88 tem sido descrita ter um papel importante na fisiopatologia 

de varias doenças, tais como a colite induzida por Clostridium difficile (JARCHUM et al, 

2012) e sepse (CASTOLDI et al, 2012). 

 

 

1.5 RECEPTORES NOD-LIKE 

Os Receptores Nod-Like (NLRs) são sensores intracelulares importantes para o 

desenvolvimento da imunidade inata. Os receptores NLRs têm como característica peculiar 

sua localização citosólica, a presença destes receptores no interior das células sugere a 

existência de uma segunda linha de defesa capaz de ativar a resposta imune inata caso haja a 

passagem de um agente patogênico através das barreiras primárias localizadas no meio 

extracelular e pelos receptores TLRs localizados na membrana citoplasmática dos enterócitos 

(INOHARA et al, 2003; INOHARA & NUNEZ, 2003) 

Os receptores NLRs compreendem uma grande família de PRRs intracelulares 

caracterizada pela presença de um NOD (Nucleotide binding and Oligomerization Domain) 
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conservado. Estudos recentes demonstraram a existência de 23 genes de NLRs diferentes no 

genoma humano. Em ratos, até o momento, foram descobertos 34 NLRs diferentes (Revisto 

por KANNEGANTI, LAMKANFI, NÚNEZ, 2007) 

Os primeiros receptores NOD identificados foram NOD1 e NOD2.  Ambos receptores 

reconhecem muropeptideos derivados de peptideoglicana, um dos principais componentes da 

parede celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas (CHAMAILLARD et al, 2003; 

INOHARA et al, 2003). Enquanto, NOD2 detecta muramyl dipeptideo (MDP), o 

reconhecimento de peptideoglicano bacteriano por NOD1 é dependente da presença do 

dipeptídeo iE-DAP (Ácido γ-D-glutamil-meso-dia-minopimelico), um aminoácido 

característico presente na parede celular principalmente de bactérias Gram negativas (por 

exemplo, Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa) (FRANCHI et al, 2009) 

A ativação resultante do contato dos receptores NOD-1 e NOD-2 com o iE-DAP ou 

MDP provoca uma rápida resposta envolvendo a ativação de fatores de transcrição pró-

inflamatórios como o NF-κB, MAPK ou Caspase-1 e consequente expressão de mediadores 

inflamatórios que estimularam a resposta imune inata e adaptativa (Figura 10) (INOHARA et 

al, 2003; INOHARA & NUNEZ, 2003).  

Entre esses receptores, destacam-se um conjunto de proteínas que regulam a ativação 

de caspase-1, entre elas, Cryopyrin, ASC, IPAF e NAIP 1. Tais proteínas são capazes de se 

ligar a caspase-1 induzindo a formação de uma plataforma molecular, denominada de 

inflamossoma, que é fundamental para induzir a produção de citocinas através da clivagem 

das pró-IL-1β e IL-18 na sua forma ativa. A IL-1β promove ativação endotelial com 

consequente recrutamento celular, enquanto que a IL-18 promove amplificação da resposta 

TH-1 estimulando a ativação de uma resposta inflamatória mais intensa (Revisto por 

KANNEGANTI, LAMKANFI, NÚNEZ, 2007). 

Os TLRs e NLRs apresentam semelhanças na sua estrutura e componentes, e 

interagem a nivel de sinalização. Por exemplo, após ativação da caspase-1 pela via do 

inflammassoma, as citocinas IL-1β e IL-18 atuam através dos seus receptores. Estes, tal como 

os TLRs, possuem um domínio TIR e usam a via MyD88. Há, assim, uma coorperação entre 

as vias dos TLRs e os inflamassomas.  



57 
 

 
Introdução 

 
 

 

FIGURA 10 – Via de Sinalização dos Receptores NOD1 e NOD2 

 

As proteínas dos receptores Nod-like (NLR), NOD1 e NOD2 são ativados por sensores intracelulares iE-DAP 

and MDP, respectivamente, levando ao recrutamento de proteínas adaptadoras RICK e CARD9. PAMPs 

intracelulares são reconhecidos pelos receptores Toll-like (TLRs), que sinaliza através de MyD88, IRAK e 

TRAF. Subsequente ativação de NF-κB e MAP quinase resulta na transcrição de genes proinflamatorios. Fonte: 

Modificado de KANNEGANTI et al, 2007.   
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JUSTIFICATIVA  

O câncer é uma das doenças mais incidentes no mundo, sendo a segunda causa de 

óbito. Estima-se que em 2030 existam 75 milhões de sobreviventes a esta doença, muitos 

sofrendo os efeitos colaterais da terapia antitumoral. Dentre os tipos de câncer, o câncer 

colorretal (CCR) é a terceira neoplasia mais prevalente em todo o mundo e responsável por 

cerca de 8% das mortes relacionadas ao câncer. O irinotecano, utilizado nos protocolos de 

primeira e segunda linha terapêutica para o CCR metastático, pode causar, como efeito 

colateral relavante, mucosite intestinal e diarreia. Este último apresenta-se clinicamente na 

forma mais grave em um quarto dos pacientes, comprometendo a eficácia do tratamento, 

aumentando os custos com da terapia e apresentando um grande impacto sobre a qualidade de 

vida dos pacientes. Uma importante repercussão da mucosite e da diarreia é que os pacientes 

podem evoluir para um quadro clínico de sepse e risco à vida do paciente. Assim, sabendo-se 

que a sepse cursa com uma translocação bacteriana e desenvolvimento de uma síndrome da 

resposta inflamatória sistêmica, no presente trabalho objetivamos investigar o papel de 

receptores envolvidos no reconhecimento de padrões moleculares associados a esses 

microorganismos no desenvolvimento da mucosite intestinal. Acredita-se que, por meio do 

conhecimento da patogênese dessa doença, ações preventivas e terapêuticas mais adequadas 

possam ser implementadas. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Geral: 

 

 Estudar os mecanismos envolvidos na patogênese da mucosite intestinal induzida pelo 

Irinotecano e seu metabólito ativo, SN38.  

 

2.2 Específicos: 

 

 Avaliar a excreção de açúcares e eletrólitos em camundongos com mucosite intestinal 

induzida por irinotecano.  

 

 Avaliar a translocação bacteriana e identificar os possíveis micro-organismos 

traslocados aos órgãos periféricos tais como Linfonodo mesentérico e Fígado na 

mucosite induzida por irinotecano 

 

 Avaliar a participação da proteína adaptadora MyD88, Receptores Toll-like tipo 2, 4 e 

9 e receptores NOD1 na mucosite induzida pelo irinotecano. 

 

 Avaliar o potencial lesivo da injeção local do SN-38 sobre o intestino de 

camundongos. Assim como avaliar as alterações morfológica do SN38 em células 

Epiteliais Intestinais de rato (IEC-6).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

“O que vale na vida não é o ponto de partida e 

sim a caminhada”. (Cora Coralina) 
 

3.1 ANIMAIS 

 Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, pesando entre 20 e 25g. Estes 

animais eram provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará (UFC). 

Adicionalmente, utilizaram-se camundongos knockout para receptor Toll-like tipo 4 (TLR4
-/-

); 

TLR9
-/-

, TLR2
-/-

, assim como para a proteína adaptadora MyD88
-/-

 e NOD1
-/-

 machos, 

pesando entre 20 e 25 g, originalmente obtidos pelo Jackson Laboratories (Bar Harbor, 

Maine, USA), criados e fornecidos pelo Biotério de Camundongos Isogênicos do 

Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de 

São Paulo (FMRP-USP). 

Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno, medindo 40 

centímetros (cm) de comprimento, 31 cm de largura e 17 cm de altura, forradas com raspa de 

madeira, trocadas duas vezes por semana. Os animais permaneceram em um ambiente com 

temperatura de 22 ± 2 
o
C; com exaustão de ar, ciclo de 12h claro/12h escuro, com livre acesso 

a água e ração padrão ad libitum.  

 

3.2 ASPECTOS ÉTICOS 

Os protocolos desenvolvidos foram de acordo com os Padrões de Uso de Animais de 

Laboratório da UFC. A pesquisa foi previamente submetida à Comissão de Ética em Pesquisa 

Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceará e aprovado de acordo com o protocolo 

CEPA nº 99/10. 
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3.3 APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORAIS 

- Agitador Vortex – Cetomart MV 

- Autoclave 

- Balança Analítica Ohaus AS2600 

- Balança Analítica Marte AI200 

- Banho-Maria BM100, Fanem 

- Bomba Perfusora 900, Holter Holler. Extracorporeal Medical Specialties, King of 

Prussia, PA, EUA 

- Câmera de contagem Neubauer 

- Centrífuga refrigerada Eppendorf 5804R 

- Contador Automático de Células - Colter 

- Deonizador de água Mili-Q, Millipore 

- Espectrofotômetro de placas - ELISA ELX800, Biotek 

- Espectrofotômetro UV-VIS, 

- Fotômetro de chama 443, Instrumentation laboratory, Lexington, EUA  

- Freezer -80ºC, Thermo Scientific 

- Fluxo Laminar 

- Gaiola metabólica em inox 

- HPLC c/coluna de troca iônica com software analisador de Carboidrato BioLC, 

Dionex 

- Homogeneizador de tecidos Ultra-turrax T8 

- Estufa Incubadora de CO2 

- Lâmina lisa para microscopia 26 x 76 mm 

- Lamínula 24 x 32 mm 

- Lamínula circular 13 mm 

- Material cirúrgico 

- Medidor de pH, Hanna Instruments HI 8519N 

- Microscópio Óptico binocular Nikon Alphaphot 2 VS2 

- Microscópio Óptico binocular acoplado à câmera fotográfica Olympus 

- Microscópio óptico de invertido Nikon Diaphot 

- Microscópio Confocal, Olympus 

- Micropipetas Gilson de 2, 20, 200 e 1000 µL 
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- Micropipeta Multicanal Gilson 200 µL 

- Pipetas sorológicas de 1, 5 e 10 mL 

- Placa estéril de 24 e 96 poços 

- Tubos de Falcon 15 e 50 mL 

 

3.4 DROGAS, SOLUÇÕES E CORANTES 

 

3.4.1 DROGAS 

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

- Cloridrato de Doxorrubicina (Evorubicin®, ampola 10 mg de pó liofilizado, Evolabis) 

- SN38 Metabólito átivo do Irinotecano (TOCRIS®, pó liofilizado diluído em DMSO- 

100Mm) 

- 5-Fluouracil  

- Tóxina da Cólera (0,5µg/µL) foi gentilmente cedido pelo Prof. Aldo Lima.  

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

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

- Tribromoetanol 2,5% 

 

3.4.2 SOLUÇÕES 

- Avidina-Peroxidase (Dako) 

- Água destilada 

- Água Mili-Q 

- Álcool 70% 

- Anticorpo primário policlonal anti-TLR4 (Santa Cruz) 

- Caldo BHI (Brain Heart Infusion) 

- Diaminobenzidina –DAB (Dako) 

- Dimetil Sulfóxido (DMSO) a 100% (Merck) 

- Fenolsultaleina (PSP) 

- Kit Bioquímico para Enterobacterias (Probac®) 

- Meio de cultura DMEM (Sigma) 

- Meio Agar BHI 
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- Meio Agar Muller Hinton 

- MTT 5mg/mL (Sigma) 

- o-dianisidina (Sigma) 

- Paraformaldeído 4% (PFA) 

- Peróxido de Hidrogênio 30% (Sigma) 

- Salina tamponada com fosfato (PBS) 

- Solução salina estéril (NaCl 0,9%).  

- Solução de Açúcares contendo 250 mg/L de Lactulose e 50 mg/L de manitol 

(IBIMED) 

- Soro Bovino fetal (Sigma) 

- Tampão fosfato de potássio 

- Tampão de brometo de hexadeciltrimetilamônio (HTAB) 

- Tripsina-EDTA 0,25% (Sigma) 

3.4.3 CORANTES 

- Azul de tripan 0,04%, (Sigma) 

- Hematoxilina (Merck) 

- Eosina (Merck) 

 

3.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.5.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Os animais C57BL/6 foram divididos em grupos (n=6-7). 

Grupo I: controle negativo injetado com salina (NaCl 0,9%, i.p.);  

Grupo II: animais injetadoscom Irinotecano (75 mg/kg, i.p.) sacrificados no 5 dia;  

Grupo III: animais injetados com Irinotecano (75 mg/kg, i.p.) sacrificados no 7 dia;  

 

3.5.2 INDUÇÃO DA MUCOSITE INTESTINAL 

A mucosite foi induzida de acordo com protocolo desenvolvido por Ikuno et al., 

(1995) e adaptado por Melo et al, (2007) e Lima-Júnior et al, (2012) para as condições 

experimentais do laboratório. Os animais C57BL/6 receberam quatro injeções, por via 

intraperitoneal, de Irinotecano (Evoterin
®
 - Evolabis), na dose de 75 mg/kg, ou salina (5 
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mL/kg), uma injeção por dia e avaliados no 5º e 7º dia após a primeira administração (Figura 

11). 

FIGURA 11 – Esquema de indução da mucosite intestinal 

 

Camundongos C57BL/6 receberam quatro injeções, por via intraperitoneal, de Irinotecano, na dose de 

75  mg/kg, ou salina (5 mL/kg), uma injeção por dia e avaliados no 5º  (Lima-Júnior et al, 2012) e 7º 

(Melo et al, 2007) dia após a primeira administração do antineoplásico. X: sacrifício. i.p: 

intraperitoneal. 

 

3.5.3 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS GERAIS DE INDUÇÃO DA MUCOSITE POR 

IRINOTECANO  

 

a) Avaliação Ponderal 

Os animais foram pesados diariamente durante todo o período experimental. Os 

valores encontrados foram expressos em % de variação da massa corpórea. 

 

b) Avaliação do Grau de Diarreia 

Aos eventos de diarréia, apresentados no quinto e sétimo dia após o início do 

tratamento dos animais com Irinotecano, foram atribuídos escores (segundo proposta de 

Kurita et al., 2000), como discutido no Quadro 4. Esse parâmetro representou um indicativo 

de indução da mucosite, tendo em vista a associação do sinal diarreia à mucosite, observada 

na prática clínica (Figura 12). 
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Quadro 4 – Escores de avaliação da Diarreia em camundongos 

 

Escore Avaliação da diarreia 

Escore 0 Fezes com aspecto normal 

Escore 1 Fezes levemente alteradas, pouco umedecidas. 

Escore 2 Fezes úmidas com pouca sujidade perianal 

Escore 3 
Fezes úmidas com bastante sujidade perianal. 

         Fonte: Kurita et al., 2000 

 

FIGURA 12 - Avaliação dos escores de diarréia pós-injeção do Irinotecano em 

camundongos C57BL/6 

 

 

A avaliação da diarréia foi realizada através de escores atribuídos de acordo com a intensidade. Grau 

0: fezes com aspecto normal; Grau 1: fezes levemente alteradas, pouco umedecidas; Grau 2: fezes 

úmidas com pouca sujidade perianal; Grau 3: fezes úmidas com bastante sujidade perianal. 

Grau 0 Grau 1 

Grau 2 Grau 3 
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c) Contagem de Leucócitos Totais 

O número total de leucócitos plasmáticos foi determinado para verificar o efeito do 

irinotecano na indução da leucopenia. Os animais foram levemente anestesiados com 

tribromoetanol para coleta do sangue do plexo retro-orbital, e em seguida realizou-se a 

contagem de leucócitos totais no contador automático de células (Coulter Ac.T).  Os 

resultados foram expressos como número de células x 10
3
/ µL. Adicionamente, a contagem 

do numero total de leucócitos foi realizada em todos os experimentos com o auxilio da câmera 

de neubauer. Essa observação serviu como controle do efeito imunossupressor do irinotecano 

sobre o animal.  

 

d) Histopatologia e Morfometria do Intestino Delgado e Colón 

Após o sacrifício dos animais por deslocamento cervical, foi removido um segmento 

de 0,5 cm do duodeno, jejuno, íleo e colón do camundongo. A seguir, as amostras foram 

fixadas em formol tamponado 10% e processadas para coloração pelo método H&E 

(Hematoxilina-Eosina).  

A análise histopatológica do intestino delgado envolveu a observação do aspecto dos 

vilos e criptas, bem como presença e intensidade do infiltrado inflamatório (microscopia 

óptica 400x). O grau e a severidade da mucosite foi determinado de acordo com o sistema de 

escores proposto por Woo et al. (2000), descrito no Quadro 5. 
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Quadro 5 – Escore de Análise histopatológica para Intestino delgado 

Escore Análise Histopatológica 

Escore 0 Ausência de lesão 

Escore 1 Menos de 10% das criptas contém células necróticas. 

Escore 2 Mais de 10% das criptas contêm células necróticas, mas 

a arquitetura permanece intacta. 

Escore 3 
Mais de 10% das criptas contêm células necróticas com 

perda da arquitetura das criptas (<20%), os vilos 

encontram-se encurtados e ocorre variável hipertrofia e 

hiperbasofilia nas criptas remanescentes; 

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

arquitetura das criptas e encurtamento dos vilos. 

         Fonte: Woo et al, 2000 

 

Para análise morfométrica, objetivou-se obter a medida de vilos, considerada desde o 

ponto de encontro entre dois vilos até o topo do vilo em questão (altura do vilo), e criptas 

intestinais (definida como o ponto de encontro entre dois vilos medidas até a o início da 

camada submucosa) para correlação com a capacidade absortiva (razão altura dos 

vilos/profundidade das criptas e área do Vilo). A razão entre o comprimento dos vilos 

intestinais e as criptas de Lieberkühn, assim, como área do vilo foi calculada em µm 

utilizando-se o software ImageJ versão 1.36b, sendo medidos entre 5 e 10 vilos e criptas por 

corte histológico, em microscopia óptica 100x (Microscópio Nikon com objetiva 10x e lente 

ocular micrométrica Leitz Wetzlar 10x). 

Na avaliação histológica do colón utilizou-se escores proposto por Wu et al. (2010) 

descritos no Quadro 6. 
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Quadro 6 – Escore de Análise histopatológica para cólon 

 

Escore Escores Histopatológicos 

Escore 0 Ausência de inflamação 

Escore 1 Baixo grau de infiltração de leucócitos  

Escore 2 Moderado grau de infiltração de leucócitos  

Escore 3 
Elevado grau de infiltração de leucócitos  

Escore 4 
Semelhante a 3, porém com maior perda das criptas de 

Lieberkühn 

         Fonte: Wu et al. 2010 

 

e) Determinação da infiltração de neutrófilo através da atividade da Enzima 

Mieloperoxidase (MPO) 

A quantificação do acúmulo de neutrófilos no intestino (jejuno, íleo e colón) e pulmão 

de animais após a indução da mucosite por Irinotecano foi determinada pelo ensaio da 

atividade de MPO, uma enzima encontrada nos grânulos azurófilos de neutrófilos, utilizada 

como marcador da presença de neutrófilos no tecido inflamado. Uma porção de intestino e 

pulmão (previamente perfundido com salina) foram coletadas e incubadas em 200μL de 

tampão gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,012 M; pH 4,7), posteriormente, os 

tecidos foram homogeneizados com o auxílio de um triturador (Pollytron). O material 

homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos a 4ºC. Realizou-se, um choque 

hipotônico no sedimento celular (pellet) com 1000 μl de NaCl 0,2%.  Após nova 

centrifugação a 3000 rpm por 15 minutos a 4ºC, o “pellet” foi ressuspenso em tampão NaPO4 

0,05M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e novamente 

homogeneizado. A seguir, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 

4ºC. Após centrifugação, 50 μL do sobrenadante do intestino foram colocados em placa de 96 

poços para o ensaio. Em cada poço, adicionaram-se 25 μL de TMB (3, 3’, 3, 3-

tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 μL de H2O2 (0,5 mM) e posteriormente a placa foi 

incubada por 5 min a 37 ºC. A seguir, a reação foi interrompida com ácido sulfúrico 4 M. 
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Realizou-se a quantificação dos neutrófilos a partir de uma curva padrão de neutrófilos (1 x 

10
5
 neutrófilos/ poço/ 50 μL). Determinou-se a absorbância em leitor de ELISA no 

comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos como número de 

neutrófilos/mg de tecido (ALVES-FILHO et al, 2006). 

 

f) Mensuração da temperatura retal (ºC) em camundongos 

Realizou-se a mensuração da temperatura retal com o auxilio de um termometro 

digital, previamente calibrado, em camundongos injetados com salina ou irinotecano no 

quinto e sétimo dia experimentais.  

  

3.5.4 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS FUNCIONAIS DA BARREIRA 

INTESTINAL APÓS A INDUÇÃO DA MUCOSITE POR IRINOTECANO  

 

a) Avaliação da Permeabilidade Intestinal 

Para este estudo, a função da barreira intestinal foi avaliada através do teste de 

permeabilidade intestinal utilizando à taxa de excreção urinária dos açúcares lactulose/manitol 

(L/M), a mesma tem sido usada com segurança na prática clínica e experimental (LIMA et al., 

2005; CARNEIRO-FILHO et al., 2004). A lactulose é um dissacarídeo sintético, o qual 

atravessa a mucosa intestinal quando a mesma encontra-se lesada. Já o manitol, difunde-se 

através dos poros hidrofílicos da mucosa intestinal. Após absorção ambos os açúcares são 

eliminados por via renal sem alterações, possibilitando a mensuração destes na urina. 

Inicialmente, os camundongos C57BL/6 foram acondicionados em gaiolas 

metabólicas durante 72 h antes da primeira injeção do Irinotecano, com o objetivo de adaptar 

os animais ao sistema da gaiola metabólica. Em seguida, os camundongos receberam salina (5 

mL/kg, i.p.) ou Irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e realizou-se a coleta de Urina no 

quinto e sétimo dia experimental. Os animais receberam ração pobre em carboidratos durante 

72h antes da gavagem de Lactulose/manitol. No quarto (Protocolo 5 dia) e sexto (Protocolo 7 

dia) dia experimental realizou-se a gavagem de 0,25 mL/camundongo da solução contendo 

lactulose (250 mg/L) e manitol (50 mg/L). Após 24 horas da gavagem, coletaram-se amostras 



71 
 

 
Material e Métodos 

 
 

de urina, e uma alíquota (50 µl de urina) foi utilizada para quantificação dos açúcares através 

de cromatografia líquida de alta resolução (HPLC - PAD), para obtenção dos cromatogramas 

e da taxa de excreção de lactulose/manitol. 

 

b) Perfusão Intestinal 

Os animais foram divididos em grupos (n=6) e mantidos em jejum de 12 horas, com 

livre acesso à água antes do experimento. A perfusão intestinal foi realizada em alças ileais, as 

quais foram ligadas quando da anestesia com quetamina (35 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) para 

abertura (3-5 cm) do abdômen e visualização do intestino delgado. O segmento terminal do 

íleo foi lavado com 1 mL de PBS. Ambas as terminações proximal e distal do segmento 

isolado foram canuladas para infusão da solução perfusora e coleta do perfusato, 

respectivamente. As cânulas foram de polivinil, com diâmetros interno de 0,0892 cm, externo 

de 0,2619 cm, de parede de 0,8636 cm (ColePalmer, Niles, IL, EUA). A soluções perfusora 

Ringer modificada (pH=7,4) foram aquecidas a 37ºC, em banho-maria, e infundidas (0,11 

mL/min) com o auxílio de uma bomba peristáltica perfusora (900 Holter Roller). A perfusão 

intestinal foi realizada durante 60 min e com coleta do perfusato a cada 15 min, contendo 

fenolsultaleína (PSP, 50 mg/ml) como marcador não absorvível. Ao final do experimento, os 

camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, e coletadas as alças perfundidas, 

as quais foram pesadas para obtenção do peso úmido e posteriormente secadas em estufa 

(90ºC/72 horas). Após secagem as alças foram novamente pesadas para obtenção do peso 

seco, para os cálculos de fluxos, com determinações eletrólitos e concentrações de PSP. A 

PSP foi determinada em espectrofotômetro. As concentrações de sódio, potássio e cloreto 

foram determinadas em fotômetro de chama (LIMA et al, 2002; BRAGA-NETO et al, 2010). 

 

c) Avaliação da Função renal 

Para avaliar a função renal dos animais tratados com Irinotecano realizou-se a 

dosagem de creatinina e ureia plasmática. Os camundongos C57BL/6 foram anestesiados com 

tribromoetanol e amostras de sangue foram coletadas por punção do plexo retro-orbital com 

auxilio de capilar de vidro. Em seguida, o sangue total, sem anticoagulante, foi centrifugado a 
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2500 rpm por 10 min e obteve-se o soro. As amostras de soro foram usadas para a dosagem 

da ureia e creatinina, utilizando os kits bioquímicos (Labtest®) e a leitura em 

espectrofotômetro UV-VIS. 

 

3.5.5 AVALIAÇÃO DA BACTEREMIA, TRANSLOCAÇÃO BACTERIANA E 

EXPRESSÃO DE RECEPTORES TOLL LIKE 4 APÓS A INDUÇÃO DA 

MUCOSITE POR IRINOTECANO 

  

a) Bacteremia e Ensaio de Translocação Bacteriana 

Para avaliar a bacteremia, os animais foram anestesiados com tribromoetanol e 

realizados a coleta do sangue do plexo retro-orbital, em condições estéreis. Em seguida, foi 

adicionado 100 µL de sangue em 5 mL de caldo enriquecido de Infusão de cérebro e coração 

(BHI) e incubados em estufa bacteriológica a 37ºC. Após 24 e 48 h, avaliou-se o crescimento 

bacteriano, indicada pela turvação do caldo BHI. A identificação de micro-organismos 

presentes foi realizada pela coloração de Gram. Os resultados foram expressos como negativo 

(-), sem crescimento bacteriano ou como positivo (+). Posteriormente, foi semeada 10 L do 

hemocultivo nas placas contendo meio Agar BHI. Os meios foram semeados a 37ºC, por 48 

horas. Realizou-se a contagem das Unidades Formadoras de Colônias (UFC). Os resultados 

foram expressos como Log UFC/mL.  

No ensaio de Translocação bacteriana empregaram-se técnicas de assepsia para 

remover órgãos estéreis tais como Linfonodo Mesentérico (LFM) e fígado. Os animais foram 

sacrificados por deslocamento cervical no quinto e sétimo dia do inicio da administração do 

Irinotecano para a coleta de LFM e fígado. Os órgãos foram pesados e homogeneizadas em 1 

mL de salina estéril e 100 µL do homogenato foram semeados em meio de enriquecimento de 

Infusão de Cérebro e Coração (BHI).  Os meios foram incubados aerobicamente em estufa 

bacteriológica a 37ºC. Após 48 horas de incubação, realizou-se a contagem das Unidades 

Formadoras de Colônias. As colônias crescidas no meio foram observadas 

macroscópicamente e foi realizada bacterioscopia pelo método de Gram de cada morfotipo 

colonial. As que apresentaram características morfo-tintorial de bacilos gram negativos, 
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procedeu-se a identificação bioquímica. Utilizaram-se probas bioquímicas da Probac do 

Brasil® (Enterokit B) para identificação de enterobactérias (produção de gás, H2S, urease, 

citrato, L-triptofano desaminase, motilidade, indol, lisina descarboxilase, fermentação da 

lactose) e teste de oxidase para à confirmação de Bactérias gram negativas não fermentadoras 

(BGNNF).  

Adicionalmente, foi coletado o exsudado peritoneal ao final da remoção do linfonodo 

mesentérico e semeado em caldo BHI, com o objetivo de descartar possível contaminação do 

peritônio por microperforação do intestino. Os animais que apresentem crescimento 

bacteriano do exsudado peritoneal foram excluídos do ensaio de Translocação bacteriana. Os 

resultados foram expressos como Log UFC/g. de tecido (TSUJI et al, 2003; STRINGER et al, 

2007a). 

 

b) Imunohistoquímica para o Receptor Toll-Like 4 (TLR4) no intestino da 

camundongos C57BL/6 

Os animais receberam salina ou Irinotecano e sacrificados por deslocamento cervical 

no quinto e sétimo dia experimental. Amostras de Íleo foram retiradas e fixadas em formol 

tamponado a 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados do formol e colocados 

em álcool 70%. Posteriormente foram desidratas em álcool e xilol, e então parafinizadas. Os 

tecidos foram cortados em 5 µm de espessura com o auxilio de um micrótomo. As seções de 

tecidos foram montadas em lâminas silinizadas especiais para imunohistoquímica.  

 As peças histológicas foram desparafinizadas e em seguida hidratadas. Após a 

hidratação as peças foram imersas em tampão citrato 0,1 M (pH 6.0), seguida da ativação 

antigênica (~100 ºC por 18 min). Realizou-se o bloqueio da peroxidase endógena com solução 

de peróxido de hidrogênio (H2O2) a 3% por 15 min. Em seguida, as secções foram incubados 

o anticorpo primário policlonal goat anti-TLR4 (1:400, Santa Cruz Biotechnology) diluído em 

PBS – BSA 5%, overnight a 4ºC. O controle negativo (background) não recebeu anticorpo 

primário. No dia seguinte, as lâminas foram incubadas (30 min) com o anticorpo secundário 

biotinilado Donkey Anti-goat diluído em PBS-BSA 5% na proporção de 1:400. Após a 

remoção do anticorpo biotinilado, com lavagem em PBS as lâminas foram incubadas por 30 

min com o complexo ABC (Horseradish Peroxidase Standard). Realizou-se a coloração com 
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diaminobenzidina-peróxido (DAB-H2O2) por 1 min. Removeu-se o DAB/ H2O2 com H2O 

destilada e realizada a contra-coloração com hematoxilina de Mayer. Finalmente, foi realizada 

a desidratação e montagem das lâminas (RIBEIRO et al, 2002).  

 

 

3.5.6 AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DA PROTEÍNA ADAPTADORA MYD88, 

RECEPTORES TOLL LIKE E NOD1 NA MUCOSITE INDUZIDA PELO 

IRINOTECANO EM CAMUNDONGOS 

 

Na avaliação do papel da proteína adaptadora MyD88, receptores Toll-like e NOD1 

foram avaliados os parâmetros gerais de indução da mucosite, descrita na seção 3.5.3. Assim 

como, a contagem de bactérias no sangue e no fígado nos animais knockout e seus respectivos 

camundongos selvagens (WT), descritos na seção 3.5.5.  

 

 

3.5.7 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS IN VIVO DO METABÓLITO ATIVO DO 

IRINOTECANO, O SN38. 

  

a) Modelo de Alça Intestinal Isolada de Camundongos 

O protocolo seguiu o modelo descrito por Kirkwood et al. (2001) e adaptado para 

nossas condições (CAVALCANTE et al, 2006). Os camundongos C57BL/6, previamente 

colocados em jejum por 12h, foram anestesiados com ketamina (35 mg/kg) e xilazina (10 

mg/kg) injetados por via intramuscular. Em seguida, realizou-se uma laparatomia mediana de 

2-3cm, incidindo, em primeira instância, sobre a pele, seguido do peritônio, para a 

visualização do intestino delgado. Após exposição do ceco e identificação do jejuno, uma 

porção aproximadamente de 4-5 cm do jejuno foi lavada com PBS, em um volume de 1 mL, 

para remoção do excesso de fezes remanescente do jejum. Durante este procedimento, teve-se 

o cuidado de não traumatizar o intestino e preservar a vascularização entérica. Então a uma 

distância de cerca de 10 cm do ceco, uma alça de aproximadamente 4 cm de jejuno foi isolado 
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por meio de uma dupla ligadura obstrutiva, com linha de algodão estéril. Posteriormente, 

injetou-se na alça isolada 200 µL de salina estéril (Controle), DMSO 2% (veículo), SN38 nas 

doses de 30, 100 e 300 µg/alça, irinotecano 473 µg/alça ou toxina da cólera 10µg/mL 

(controle positivo). Em seguida, as alças intestinais foram reposicionadas dentro da cavidade 

abdominal e suturou-se a incisão cirúrgica com fio de nylon 4-0.  

Após 3 horas da injeção das drogas nas alças isoladas (KIRKWOORD et al, 2001; 

CAVALCANTE et al, 2006), os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. 

Realizou-se a reabertura da cavidade abdominal dos animais para coleta das alças. Mensurou-

se o comprimento (cm), o peso (mg) e o volume do conteúdo intestinal (µL). O edema e a 

secreção foram calculados dividindo-se o peso da alça pelo seu comprimento (mg/cm), e pelo 

volume do conteúdo intestinal pelo comprimento da alça (µL/cm).   

 

b) Histopatologia na Alça Isolada 

Após o sacrifício dos animais por deslocamento cervical, foi removido um segmento 

de 0,5 cm da alça intestinal isolada (jejuno) do camundongo. A seguir, as amostras foram 

fixadas em formol tamponado 10% (6-24h) e processadas para coloração pelo método H&E 

(Hematoxilina-Eosina).  

 Realizou-se avaliação histológica onde foram atribuídos escores variando de escore 0 

(ausência de alteração), escore 1 (alterações brandas), escore 2 (alterações moderadas) e 

escore 3 (alteração severa), de acordo com o dano epitelial, edema e infiltração de neutrófilo, 

conforme descrito por Cavalcante et al, (2006).  

 

c) Determinação da atividade de Mieloperoxidase (MPO) 

Após o experimento de alça isolada foram colhidos segmentos da alça do jejuno para 

posterior dosagem da atividade de MPO. As amostras foram incubadas em solução de HTAB 

0,5% (Brometo de hexadeciltrimetilamonio), na proporção de 50mg de tecido por mL, e 

homogeneizada e centrifugada (1500 g/15 min a 4
o
C). O sobrenadante foi transferido para um 

epperdorf e novamente centrifugado (10min) para melhor remoção de contaminantes. Após 

plaqueamento de 7µL do sobrenadante (placas de 96 wells), 200 µL da solução de leitura (5 



76 
 

 
Material e Métodos 

 
 

mg O-dianisidine; 15 µL H2O2 1%; 3 mL tampão fosfato; 27 mL H2O) foram adicionados e 

lidos a 450nm (to=0 min e t1=1 min). Os valores foram expressos em termos de atividade de 

MPO (U/mg de tecido) (BRADLEY et. al., 1982). 

 

3.5.8 AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DO METABÓLITO ATIVO DO IRINOTECANO, 

O SN38 NAS ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS IN VITRO 

 

a) Cultura de Células 

Foram utilizadas células epiteliais intestinais de rato (IEC-6), derivada da cripta do 

jejuno de ratos normais, adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, 

MD). Essa reconhecida linhagem de célula foi desenvolvida e caracterizada por Quaroni et al, 

(1979), que caracterizaram as células IEC-6 por critérios morfológicos e imunológicos, como 

células não diferenciadas da cripta de intestino. Estudo Ultraestrutural revelou a presença de 

microvilosidade cobrindo a superfície da célula, proteínas de junção (Tight junction), um 

extenso complexo de Golgi, e a presença de material amorfo extracelular similar em aparência 

ao isolado na membrana basal (QUARONI et al, 1979).  

 O meio de cultura para a manutenção da IEC-6 foi composto de DMEN (Dulbecco´s 

Modified Eagle Medium) contendo 4.5 g/mL de glicose e L-glutamina e acrescido de Soro 

Bovino Fetal 5% (SFB), insulina bovina 0,1 U/mL, piruvato de sódio com concentração final 

de 1mM e penicilina/estreptomicina 50 µg/mL. Ás células foram mantidas em incubadora 

com atmosfera de 5% de CO2 a 37º C e cultivadas em frascos de 75 cm
2
. Diariamente 

acompanhava-se o crescimento celular com a utilização de microscópio invertido, o meio de 

cultura era trocado sempre que o crescimento celular atingia confluência necessária para 

renovação de nutrientes (3 vezes por semana). 

 

b) Tripsinização e Contagem das Células 

Antes da realização da contagem, ás células aderidas (IEC-6) na placa de cultura 

confluente foram liberadas da superfície em que se encontravam aderidas. Utilizou-se 
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Tripsina-EDTA, a tripsina age digerindo e clivando as proteínas de adesão; e o EDTA, por 

sua vez, quela os cátions divalentes livres (CURI & PERES, 2005). 

Para iniciar o processo de tripsinização, verificou-se a confluência das células com o 

auxilio do Microscópio invertido, em seguida o frasco foi devolvido à incubadora até o 

momento do uso. É feito então o processo de limpeza do fluxo laminar ligando-se a luz 

ultravioleta durante 30 minutos, colocaram-se no fluxo todo o material a ser utilizado. 

Adicionou-se 1 mL de Tripsina-EDTA ao frasco com as células a fim de desprendê-las 

durante 5 minutos na estufa. As células já tripsinizadas adicionaram-se 4 a 5 mL de meio com 

soro bovino fetal misturando suavemente a solução. As proteínas do soro são clivadas pela 

tripsina e competem com as moléculas de adesão das células, permanecendo-as viáveis. Após 

o recolhimento da solução (células, meio, tripsina-EDTA) para um tubo falcon de 15 mL 

foram centrifugadas a 1500 rpm por 8 min sob refrigeração a 4ºC. Removeu-se 

cuidadosamente o sobrenadante do tubo falcon, e em seguida adicionaram-se ao pellet 5 mL 

de meio com glutamina e resuspendido. Depois, retirou-se 100 µL da suspensão de células e 

colocados em tubo de 2 mL contendo 900 µL de meio DMEM, fazendo uma diluição de 1:10 

para a realização da contagem de células. 

A contagem de células foi realizada na câmara de Neubauer com auxilio de 

microscópio óptico (100X), foram contados os quatro quadrantes e feita a média para 

obtenção do resultado. As células sobre as linhas inferiores e da direita ou superiores e da 

esquerda foram excluídas da contagem. A concentração total de células na suspensão original 

foi calculada da seguinte forma: 

 

A = Nº total de células contadas x 10
4
 x fator de diluição (10) 

                                          Nº de quadrados contados 

 

Sendo a seguinte fórmula utilizada para o plaqueamento das células: 

A x 10
5
 x V1 = C2 x V2 
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A – concentração contada na câmara de Neubauer 

V1 – volume a ser retirado das células 

C – concentração de células desejada para o experimento 

V2 – volume total para preenchimento das placas.  

Após o preparo da nova solução, os poços foram plaqueados para os experimentos.  

Foi verificada ao microscópio invertido a quantidade de células adicionadas aos poços e em 

seguida levados a incubadora de CO2. 

 

c) Teste de Citotoxicidade In Vitro – Ensaio do MTT 

O ensaio de MTT tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabólico da 

célula, sendo, bastante útil para avaliar a citotoxicidade. O teste baseia-se na redução do sal 3-

(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazólio (MTT) de cor amarela em cristais 

insolúveis de cor púrpura, formazan. Portanto, quanto maior a intensidade da coloração 

púrpura maior o número de células metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983). 

As células foram tripsinizadas e cultivadas em placas de 96 poços numa densidade de 

2 x 10
5
 células/mL em meio de cultura DMEM completo, e incubadas na estufa de CO2 até 

atingir de 50 a 80% de confluência. Posteriormente, foram incubadas o veiculo (DMSO 

0,4%), SN38 (0,04 a 4000 µM) e irinotecano (0,04 a 4000 µM) durante 3, 6, 12 e 24 horas 

juntamente com a suspensão de células. Após o período de incubação, as placas foram 

centrifugadas (1500 rpm/10min), e o sobrenadante foi aspirado e descartado. Foi adicionado 

200 μL da solução de MTT 10 % na placa de 96 poços, e reincubada por 3 horas em estufa a 

5% de CO2 a 37ºC. Após esse período, as placas foram novamente centrifugadas (1500 

rpm/10 min), o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150 μL de 

DMSO concentrado. Para a quantificação do sal reduzido nas células vivas, as substâncias 

foram lidas no Leitor de placa, no comprimento de onda de 570 nm.  

O SN38 e irinotecano foram testadas em diluição seriada. Foi registrado o gráfico de 

absorbância x concentração. Os valores de IC50 (concentração inibitória capaz de provocar 

50% do efeito máximo) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 95%) foram 

determinados através de uma curva concentração-resposta sigmoidal não linear. 
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d) Viabilidade Celular – Exclusão por Azul de Tripan 

O teste de exclusão por azul de tripan permitiu quantificar separadamente as células 

viáveis das células mortas. O corante azul de tripan penetra em todas as células, porém 

somente as células viáveis conseguem bombear o tripan para fora, sendo possível dessa 

maneira, observar uma coloração azulada nas células metabolicamente inativas. 

As células foram tripsinizadas e cultivadas em placas de 24 poços numa densidade de 

2 x 10
5
 células/mL em meio de cultura DMEM completo, e incubadas na estufa de CO2 até 

atingir de 50 a 80% de confluência. Posteriormente, foram incubadas o veiculo (DMSO 

0,4%), SN38 (4, 40 e 400 µM) e irinotecano (400 µM) durante 3, 6, 12 e 24 horas juntamente 

com a suspensão de células. Utilizou-se Doxorrubicina (0,5 µM) como controle positivo. 

Após o período de incubação, coletaram-se alíquotas de 50 μL da suspensão de células as 

quais foram adicionadas 50 μL do azul de tripan (0,04%) e incubadas por 10 min a 

temperatura ambiente. As células viáveis e não viáveis foram diferenciadas e contadas nos 4 

quadrantes da câmara de Neubauer (100x). Foi calculada a concentração de células e 

percentagem de células viáveis seguindo as formulas descrita abaixo: 

 Concentração de células = Nº de células viáveis x fator de diluição x 10
4 

            Nº de quadrantes 

 

       % de células viáveis = Nº de células viáveis x 100
 

           Nº total de células
 

 

 

e) Análise Morfológica 

A análise morfológica foi realizada pela coloração das células com Hematoxilina-

Eosina (H&E). A hematoxilina é um corante alcalino que tem afinidade por ácidos e pelas 

proteínas nucleares, conferindo ao núcleo uma coloração azul e a eosina por sua vez, é um 

corante basofílico e liga-se ao citoplasma conferindo-lhe uma coloração rósea. Realizou-se no 

microscópio óptico (aumento de 100x) a contagem do número de células por cada 10 campos. 

Adicionalmente, realizou-se a contagem da percentagem de células picnóticas, indicativo de 

morte celular nas IEC-6 incubadas com o SN38. 
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3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram expressos como média ± E.P.M (Erro padrão da média), para as 

variáveis com distribuição normal ou pela mediana (mínimo-máximo) para as variáveis sem 

distribuição normal.  

A análise estatística entre os grupos realizou-se empregando o teste de análise de 

variância (ANOVA), seguido pelo teste de comparações múltiplas de Bonferroni ou Kruskal 

Wallis, seguido pelo teste de Dunn, conforme propriedade respectivamente para dados 

paramétricos e não-paramétricos, baseando-se na continuidade das variáveis em análise, 

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

No teste de MTT, os valores de IC50 (concentração inibitória capaz de provocar 50% 

do efeito máximo) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 95%) foram determinados 

através de uma curva concentração-resposta sigmoidal não linear 

Para a realização dos testes estatísticos utilizou-se o Software GraphPad Prism
®
, 

versão 5.0 
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4 RESULTADOS 

 

 

 

4.1 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS GERAIS DA INDUÇÃO DA MUCOSITE 

INTESTINAL POR IRINOTECANO 

  

Inicialmente, induziu-se a mucosite intestinal através da administração de irinotecano 

na dose de 75 mg/kg durante 4 dias. Ao longo do período de indução da mucosite, realizou-se 

a análise da curva ponderal. No quinto ou sétimo dia após a primeira dose de irinotecano, 

analisou-se a diarreia e a contagem sanguínea de leucócitos, os animais foram sacrificados 

para análise dos parâmetros gerais de mucosite, incluindo análise histopatológica e 

morfométrica intestinal (duodeno, jejuno, íleo e cólon) e dosagem de mieloperoxidase. 

A Figura 13 ilustra que o irinotecano promoveu uma significativa (P<0,05) perda 

ponderal de forma tempo dependente quando comparado ao grupo controle injetado apenas 

com salina. Adicionalmente, verificou-se (Figura 14) que o irinotecano induziu significativa 

diarreia (P<0,05) de grau moderado a grave no quinto e sétimo dia experimental (1,5[0-2] e 

2,5[1-3], respectivamente) quando comparado ao grupo salina (0[0-0]). Na Figura 15 

observa-se que o irinotecano induziu uma significativa (P<0,05) leucopenia no quinto 

(43,5%) e no sétimo dia (66,2%) quando comparado ao grupo salina. 

Após o sacrifício, as amostras de intestino foram utilizadas para análise morfométrica. 

Observa-se que no quinto e no sétimo dia experimental o irinotecano promoveu uma marcante 

redução (P<0,05) da razão vilo/cripta (Figura 16A) e da área do vilo (Figura 16B) em todos 

os segmentos intestinais avaliados quando comparado ao grupo salina. As referidas alterações 

estão evidenciadas nas fotomicrografias do duodeno (Figura 17), jejuno (Figura 18) e íleo 

(Figura 19) em que se verificaram uma destruição da arquitetura dos vilos e criptas, presença 

de células polimorfonucleares e necrose de células da cripta versus o grupo salina. Tais 

observações são corroboradas pela análise das lesões histopatológicas, a qual está 

representada na Tabela 1. Conforme apresentado na Figura 20, a arquitetura do cólon 

também foi afetada pela administração do irinotecano, verificando-se uma destruição das 

criptas de Lieberkün e infiltração de neutrófilos, analisado, adicionalmente, por meio de 

escores histopatológicos (Figura 21).  
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A Figura 22 demonstra que a administração de irinotecano induz um aumento 

significativo (P<0,05) do infiltrado de neutrófilos no jejuno (5º dia: 3782 ± 776; 7º dia: 2409 

± 485), íleo (5º dia: 5246 ± 289; 7º dia: 4267 ± 608) e pulmão (7º dia: 812 ± 26) versus o 

grupo salina (jejuno: 313 ± 105; íleo: 246 ± 70 e pulmão: 113 ± 43). No entanto, o irinotecano 

não induz aumento (P>0,05) da atividade de MPO em amostras de cólon em camundongos 

C57BL/6, quando comparado ao grupo salina (Figura 22D). 

A Tabela 2 mostra a injeção do irinotecano induz uma diminuição significativa 

(P<0,05) da temperatura retal no 5 e no 7 dia após a primeira adminsitração do antineoplásico, 

quando comparado com o grupo injetado com salina.  

 

FIGURA 13- Efeito da injeção do irinotecano sobre a percentagem de massa corpórea 

em função do tempo 
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e pesados diariamente 

até o sétimo dia experimental. O estudo revela que animais injetados com irinotecano na dose de 75 mg/kg 

apresentam perda ponderal quando comparado aos animais que receberam apenas salina. Os pontos representam 

a média ± E.P.M do percentual de variação da massa corpórea comparado ao peso inicial. 
a
P<0,05 vs grupo 

salina. Para análise estatística foi utilizado o teste Two-Way ANOVA. 
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FIGURA 14 – Efeito da injeção do irinotecano sobre os escores de diarreia em 

camundongos C57BL/6  
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e avaliados a diarreia 

no quinto e sétimo dia experimental. A diarréia foi avaliada através de escores propostos por Kurita et al, (2000). 

O gráfico mostra que animais injetados com irinotecano apresentaram um aumento na mediana dos escores 

atribuídos ao parâmetro diarréia quando comparado aos animais injetados com salina. Os valores representam à 

mediana e variação dos escores de diarreia. 
*
P<0,05; 

***
P<0,001 vs grupo salina. Para análise estatística utilizou-

se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 

Grupo  Mediana 

 (min-max) 

Salina 0 (0-0) 

IRI, 5 dia  1,5 (0-2)* 

IRI, 7 dia  2,5 (1-3) *** 
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FIGURA 15 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de leucócitos em 

camundongos C57BL/6  
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e sacrificados no 

quinto e sétimo dia experimental. Amostra de sangue foi coletada do plexo retroorbital, e em seguida foi 

realizada a contagem do número total de Leucócitos no contador Automático de células - Colter. A figura 

apresenta o efeito do irinotecano em diminuir o número total de leucócitos circulantes, verificou-se a leucopenia 

no 5 e 7 dia após a primeira aplicação do antineoplásico. Os valores representam a média ± EPM do número de 

Leucocitos totais por 10
3
/µL.  P<0,05 vs animal tratado com salina. Para análise estatística utilizou-se o teste 

ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 16 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a análise morfométrica em 

segmentos inestinais  
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. Segmentos de duodeno, jejuno e íleo foram removidos e 

processados para a técnica de coloração pelo método H&E (400x) para posterior análise morfométrica. O 

Gráfico revela que o IRI induz redução da razão vilo/cripta (Painel A) e área do vilo (Painel B) quando 

comparada com camundongos injetados apenas com salina. Os valores representam a média ± EPM. 
a
P<0,001; 

vs grupo salina; 
b
P<0,001 vs IRI 5dia. Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de 

Bonferroni. 

A 

B 
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FIGURA 17 – Fotomicrografias de amostras de duodeno após a injeção do irinotecano 

camundongos C57BL/6  

 

 

Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. Segmento de duodeno foi removido e corado pelo método de 

H&E para posterior análise histopatológica. A figura mostra as fotomicrografias de duodeno de camundongos 
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vilos estão encurtados, há achatamento e vacuolização de enterócitos, infiltração de neutrófilos. Painel A: 
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FIGURA 18 – Fotomicrografias de amostras de jejuno após a injeção do irinotecano em 

camundongos C57BL/6 

 

Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/Kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. Segmento de jejuno foi removido e corado pelo método de 

H&E para posterior análise histopatológica. A figura mostra as fotomicrografias de jejuno de camundongos 

C57BL/6 injetados com irinotecano ou com salina. Na mucosa dos animais que receberam IRI (75 mg/kg), os 

vilos estão encurtados, há achatamento e vacuolização de enterócitos, infiltração de neutrófilos. Painel A: 

Salina, 100x; Painel B-C: salina, 400x (cripta-vilosidade, respectivamente). Painel D: IRI 5dia, 100x; Painel E-

F: IRI 5dia, 400x (cripta-vilosidade, respectivamente). Painel G: IRI 7dia, 100x; Painel H-I: IRI 7dia, 400x 

(cripta-vilo, respectivamente). 
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FIGURA 19 – Fotomicrografias de amostras de íleo após a injeção do irinotecano em 

camundongos C57BL/6 

 

Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.)  ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. Segmento de íleo foi removido e corado pelo método de H&E 

para posterior análise histopatológica. A figura mostra as fotomicrografias de íleo de camundongos C57BL/6 

injetados com irinotecano ou com salina. Na mucosa dos animais que receberam IRI (75 mg/kg), os vilos estão 

encurtados, há achatamento e vacuolização de enterócitos, infiltração de neutrófilos. Painel A: Salina, 100x; 

Painel B-C: salina, 400x (cripta-vilo, respectivamente). Painel D: IRI 5dia, 100x; Painel E-F: IRI 5dia, 400x 

(cripta-vilo, respectivamente). Painel G: IRI 7dia, 100x; Painel H-I: IRI 7dia, 400x (cripta-vilo, 

respectivamente).  

A B C 

E F D 

G H I 



90 
 

 
Resultados 

 
 

 

 

TABELA 1 – Mediana dos escores histopatológicos de segmentos intestinais após a 

indução da mucosite induzida pelo irinotecano  

 

Grupo 

Escores histopatológicos 

Mediana (Min-Max) 

Duodeno Jejuno Íleo 

Salina 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 

IRI-5dia 3 (1-4)
a 

3 (1-4)
a
 3.5 (3-4)

a
 

IRI-7dia 3.5 (2-4)
a 

3 (2-4)
a
 3 (2-4)

a
 

 

A tabela mostra que o IRI 75 mg/kg, induziu aumento dos escores histopatológicos em duodeno, 

jejuno e íleo quando comparados com os camundongos injetados apenas com salina. Os dados 

mostram à mediana (mínimo e máximo) dos escores histopatológicos. 
a
P<0,05 vs grupo salina. Para 

análise estatística utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 
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FIGURA 20 – Fotomicrografias de amostras de cólon após a injeção do irinotecano em 

camundongos C57BL/6 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. O cólon foi removido e processado para a técnica de coloração 

pelo método H&E para posterior análise histopatológica. A figura mostra as fotomicrografias de cólon de 

camundongos C57BL/6 injetados com irinotecano ou com salina. Na mucosa dos animais que receberam IRI (75 

mg/kg) apresentaram vacuolização das criptas de Lieberkühn, infiltração de neutrófilos. Salina 100x (Painel A) 

e 400x (Painel B); IRI 5dia, 100x (Painel C) e 400x (Painel D); IRI 7dia, 100X (Painel E) e 400x (Painel F). 
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FIGURA 21 – Efeito da injeção do irinotecano sobre os escores histopatológicos do cólon 

em camundongos C57BL/6 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. O cólon foi removido e processado para a técnica de coloração 

pelo método H&E (100x) para posterior análise histopatológica. O gráfico mostra que animais injetados com 

irinotecano apresentaram um aumento na mediana dos escores histopatológico de cólon quando comparado aos 

animais injetados apenas com salina. P<0,001 vs grupo salina. Para análise estatística utilizou-se o teste Kruskal 

Wallis seguido do teste de Dunn. 
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FIGURA 22 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a infiltração de neutrófilos em 

segmentos intestinais e pulmão de camundongos C57BL/6 
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) e sacrificados no quinto e sétimo dia 

experimental. Amostras de jejuno (Painel A), íleo (Painel B), pulmão (Painel C) e colón (Painel D) foram 

coletados para a determinação do infiltrado neutrofílico através da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO). 

O gráfico mostra que animais injetados com irinotecano apresentaram aumento da atividade de MPO nos 

segmentos intestinais e pulmão quando comparado com o grupo salina. Os valores representam a média ± EPM 

do número de neutrófilos por mg de tecido. P<0,05 vs grupo tratado com salina. Para análise estatística utilizou-

se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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TABELA 2 – Mensuração da temperatura retal (ºC) em camundongos 5 e 7 dias após a 

injeção com irinotecano  

  

Grupo 

Temperatura retal 

(ºC) 

Média ± EPM 

Salina (n=11) 36,95 ± 0,19 

IRI 5 dia (n=7) 35,16
 
± 0,13

 a
 

IRI 7 dia (n=7) 34,93
 
± 0,3

 a
 

 

A tabela revela que animais (C57BL/6) apresentaram uma diminuição da temperatura retal (ºC) no 5 e 7 dias 

após a injeção com irinotecano na dose de 75 mg/kg, quando comparado aos animais injetados apenas com 

salina. 
a
P<0,05 vs grupo salina. Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de 

Bonferroni. 
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4.2 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS FUNCIONAIS DA BARREIRA INTESTINAL 

APÓS A INDUÇÃO DA MUCOSITE POR IRINOTECANO 

 

 Após a indução da Mucosite induzida pelo irinotecano, realizou-se a avaliação 

funcional da barreira intestinal através do teste de permeabilidade e perfusão intestinais para 

avaliar o transporte de íons, assim como a função renal para correlacionar com os dados de 

excreção urinária de açúcares. 

 A Figura 23B ilustra que o irinotecano diminui significativamente (P<0,05) a 

excreção urinária de Lactulose (0,3221 ±0,12) no sétimo dia experimental, quando comparado 

ao grupo salina (0,837 ± 0,2). Neste teste, utilizou-se como controle positivo o antineoplásico 

5-FU, evidenciando o aumento da excreção de Lactulose (3,293±0,98) em camundongos 

C57BL/6. Por outro lado, o irinotecano não foi capaz de alterar a excreção urinária de Manitol 

versus o grupo salina (Figura 23A). Adicionalmente, o irinotecano evidenciou uma 

significativa diminuição (P<0,05) da razão Lactulose/Manitol no quinto dia experimental, 

como mostra a Figura 24. 

 Na avaliação da perfusão intestinal, observou-se que o irinotecano promoveu o 

aumento (P<0,05) da secreção intestinal de Sódio (5dia: -12,60±1,5; 7dia: -8,4± 1,2), potássio 

(5dia: -1,28±0,09; 7dia: -1,24±0,1) e cloreto (5dia: -12,18±1,37) quando comparado ao grupo 

salina (Na
+
: 21,19±13,6; K

+
: -0,8±0,1; Cl

-
: -4,65±1,6) (Figura 25). Adicionalmente, 

empregou-se a Toxina da Cólera (1µg/mL) como controle positivo da secreção intestinal de 

íons (Na
+
:-12,96±1,4; K

+
: -2,1±0,2; Cl

-
: -14,39±1,4). 

 Os resultados mostram que o irinotecano não altera (P>0,05) a dosagem sérica de 

Creatinina (5dia: 0,39±0,04; 7dia: 0,51±0,03) e Ureia (5dia: 55,23±3,45; 7dia: 53,63±11,8), 

quando comparado ao grupo salina (Creatinina: 0,40±0,04; ureia: 64,43±2,2) (Figura 26A e 

Figura 26B, respectivamente) 
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FIGURA 23 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a excreção urinária de lactulose e 

manitol em camundongos C57BL/6  
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. A urina foi coletada após a gavagem de 0,25 mL solução de 

Lactulose/Manitol, e uma alíquota de 50 µL de urina foi utilizada para determinar a excreção dos açúcares por 

HPLC. Utilizou-se 5-fluorouracil (5-FU) como controle positivo. Painel A: Excreção urinária de manitol. Painel 

B: Excreção urinária de lactulose. Os valores são apresentados como media e variação do % de excreção dos 

açúcares. P<0,05 vs grupo tratado com salina. Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do 

teste de Bonferroni.  
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FIGURA 24 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a razão lactulose/manitol em 

camundongos C57BL/6  
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. A urina foi coletada após a gavagem de 0,25 mL solução de 

Lactulose/Manitol, e uma alíquota de 50 µL de urina foi utilizada para determinar a excreção dos açúcares por 

HPLC. Utilizou-se 5-fluorouracil (5-FU) como controle positivo. Os valores são apresentados media e variação. 

P<0,05 vs grupo tratado com salina. Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de 

Bonferroni.   
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FIGURA 25 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a secreção intestinal de sódio, 

potássio e cloreto em camundongos submetidos à perfusão intestinal 
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. O gráfico mostra o transporte intestinal de sódio (Painel A), 

potássio (Painel B) e cloreto (Painel C) em camundongos C57BL/6 injetados com irinotecano 75mg/kg ou salina 

submetida à perfusão intestinal (60 min) com solução perfusora de ringer modificada a 37ºC. Utilizou-se como 

controle positivo a toxina da cólera (1µg/mL). Os valores são apresentados como media e E.P.M do transporte 

intestinal de ións. IRI: irinotecano, TOX: toxina da cólera. *P<0,05; ***P<0,001 vs grupo salina. Para análise 

estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.  
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FIGURA 26 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a concentração plasmática de ureia 

e creatinina  
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. O sangue foi coletado pelo plexo retroorbital e obtida o plasma 

para a dosagem colorimétrica de ureia (Painel A) e creatinina (Painel B). Os valores são apresentados como 

media e EPM das concentrações séricas de ureia e creatinina. P<0,05 vs grupo tratado com salina. Para análise 

estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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4.3 AVALIAÇÃO DA BACTEREMIA, TRANSLOCAÇÃO BACTERIANA E 

EXPRESSÃO DE RECEPTORES TOLL LIKE 4 APÓS A INDUÇÃO DA 

MUCOSITE POR IRINOTECANO 

 

  A Tabela 3 apresenta o crescimento qualitativo de bactérias circulantes após a indução 

da mucosite por irinotecano. Houve um aumento da bacteremia nos animais injetados com 

irinotecano no quinto (25%) e sétimo (42,85%) dia experimental, em relação ao grupo salina. 

A Figura 27 mostra o aumento significativo (P<0,05) do crescimento quantitativo de 

bactérias circulantes após a indução da mucosite por Irinotecano quando comparado ao grupo 

salina. 

Na avaliação da translocação bacteriana, o irinotecano evidenciou um aumento 

significativo (P<0,05) do crescimento de bactérias no linfonodo mesentérico (Figura 28A) e 

fígado (Figura 28B) quando comparado com o grupo salina.  A identificação bioquímica de 

bacilos gram negativos que translocaram evidenciou a presença de Escherichia coli, 

Citrobacter sp., bactérias gram-negativas não-fermentadoras e Pseudomona aeruginosa nos 

camundongos C57BL/6 injetados com Irinotecano (Tabela 4).  

Na análise de imunohistoquímica para TLR4, nas fotomicrografias (Figura 29) e nos 

escores de imunomarcação (Figura 30), observaram-se um significativo aumento (P<0,05) da 

imunomarcação para TLR4 no intestino de animais injetados com Irinotecano quando 

comparados ao grupo salina. 
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TABELA 3 - Percentagem de bacteremia em camundongos C57BL/6 injetados com 

Irinotecano 75mg/kg 

 

 

 

 

 

 

Camundongos injetados com IRI apresentaram crescimento bacteriano em amostras de sangue do 

plexo retro-orbital semeados em caldo BHI. Os dados representam a percentagem de bacteremia.  

 

FIGURA 27 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de bactérias no sangue  
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O número de bactérias foi avaliado no sangue, no quinto e sétimo dia após da indução da mucosite. O número 

total de bactérias foi estimado pelo cultivo das amostras em placas contendo meio BHI.  Os resultados são 

expressos como Log do número de unidades formadoras de colônia (UFC) por ml de sangue. P<0,05 vs grupo 

salina. Para análise estatística utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 

Grupo Bacteremia Percentagem 

Salina 0/8 0% 

Irinotecano, 5 dia  2/8 25% 

Irinotecano, 7 dia  3/7 42,85% 
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FIGURA 28 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de bactérias no 

linfonodo mesentérico e fígado  
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. Após o sacrificio, realizou-se o ensaio de translocação 

bacteriana, e semearam-se amostras de linfonodo mesentérico (A) e fígado (B) em meio BHI (Brain Heart 

Infusion). A figura ilustra o aumento da translocação bacteriana em linfonodo mesentérico e fígado após a 

indução da mucosite por irinotecano. Os valores são apresentados como media e E.P.M das Unidades 

Formadoras de colônias (UFC) por g. de tecido. *P<0,05 vs grupo salina. Para análise estatística utilizou-se o 

teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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TABELA 4- Identificação bioquímica de bacilos Gram negativos translocadas em órgãos 

estéreis após a injeção de Irinotecano 

BACTERIA SALINA IRI, 5dia IRI, 7dia 

MLN Fígado MLN Fígado MLN Fígado 

Escherichia 

coli 

 

0% 

(0/8) 

 

0% 

(0/8) 

75% 

(6/8) 

 

62,5% 

(5/8) 

 

 

71,42% 

(5/7) 

 

 

42,86% 

(3/7) 

 

Citrobacter 

sp. 

 

 

0% 

(0/8) 

 

12,5% 

(1/8) 

25% 

(2/8) 

 

12,5% 

(1/8) 

 

 

0% 

(0/7) 

 

 

14,35% 

(1/7) 

 

BGNNF 

 

 

50% 

(4/8) 

 

37,5% 

(3/8) 

50% 

(4/8) 

 

75% 

(6/8) 

 

 

42,86% 

(3/7) 

 

28,6% 

(2/7) 

Pseudomona 

aeruginosa 

 

0% 

(0/8) 

 

0% 

(0/8) 

12,5% 

(1/8) 

25% 

(2/8) 

 

14,35% 

(1/7) 

 

14,35% 

(1/7) 

 

MLN: Linfonodo mesentérico. BGNNF: Bactérias gram negativas não fermentadoras. A tabela ilustra 

a percentagem de enterobácterias identificadas através do Kit bioquimico da Probac.  
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FIGURA 29 – Imunomarcação do receptor Toll-like-4 (TLR4) em amostras de intestino 

de camundongos injetados com irinotecano 

 

 

 

Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou Irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. Segmento de íleo foi coletado e processado para a realização 

da imunohistoquímica para receptor Toll-like tipo 4 (TLR4) (aumento de 400x). Painel A: Controle negativo 

(Background). Painel B: Salina. Painel C: Irinotecano, 5 dia. Painel D: Irinotecano, 7 dia. 

A B 

C D 
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FIGURA 30 – Efeito da injeção do irinotecano sobre os escores de imunomarcação do 

receptor Toll-like 4 (TLR4) em amostras intestinais de camundongos 
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Os animais receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram 

sacrificados no quinto e sétimo dia experimental. O íleo foi coletado para a realização da imunohistoquímica 

para receptor Toll-like tipo 4 (TLR4). Os valores são apresentados como mediana dos escores de 

imunomarcação para TLR4. P<0,05 vs grupo tratado com salina. Para análise estatística utilizou-se o teste 

Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 
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4.4 AVALIAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO DA PROTEÍNA ADAPTADORA MYD88, 

RECEPTORES TOLL LIKE E NOD1 NA MUCOSITE INDUZIDA PELO 

IRINOTECANO EM CAMUNDONGOS 

 

  

4.4.1  Avaliação da participação da Proteína Adaptadora MyD88 na mucosite 

intestinal induzida pelo Irinotecano 

 

A Figura 31 ilustra que o irinotecano promoveu uma significativa (P<0,05) perda 

ponderal de forma tempo dependente em camundongos selvagens (WT) quando comparado 

ao grupo controle injetado apenas com salina (WT). Em animais knockout para MyD88 

(MyD88
-/-

), aos quais foi administrado IRI, observou-se um aumento parcial significativo 

(P<0,05) da massa corpórea  no sétimo dia após a primeira administração do antineoplásico 

quando comparado com os animais selvagens que receberam IRI. 

 Adicionalmente, como mostrado na Figura 32, verificou-se que o irinotecano induziu 

significativa diarreia (P<0,05) em camundongos selvagens, de grau moderado a grave (2 [1-

3]) quando comparado ao grupo salina WT (0[0-0]). A Figura 31 apresenta também que a 

deficiência gênica da proteína adaptadora MyD88 não apresentaram (P<0,05) eventos de 

diarreia (0 [0-1]) após a injeção de irinotecano quando comparado com o grupo WT que 

receberam irinotecano. 

A análise morfométrica (Figura 33) revelou que animais selvagens injetados com 

irinotecano (75 mg/kg, i.p.) apresentaram uma significativa redução (P<0,05) na altura do vilo 

e razão vilo/cripta quando comparados com animais selvagens administrados somente com 

salina. A Figura 33 apresenta também que animais MyD88
-/-

, que receberam IRI, mostraram 

uma tenuação das alterações morfometricas em comparação com animais selvagens injetados 

com irinotecano.  As fotomicrografias do jejuno (Figura 34) e íleo (Figura 35) indicam que o 

irinotecano na dose de 75 mg/kg/dia, em comparação com animais WT (C57BL/6) injetados 

apenas com salina, induziu acentuado achatamento dos vilos intestinais, necrose e apoptose de 

células da cripta com intensa vacuolização de cripta e vilo e infiltração inflamatória na 
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mucosa. Adicionalmente, houve perda significante da continuidade do epitélio de 

revestimento. Em animais knockout para MyD88, aos quais foi administrado irinotecano, 

observou-se preservação da arquitetura de criptas e vilos, poucas células apoptóticas, bem 

como manutenção da continuidade do epitélio de revestimento quando comparado aos 

correspondentes knockout administrados apenas com salina e/ou camundongos WT injetados 

com irinotecano. 

Na Figura 36 observa-se que o irinotecano induziu uma significativa (P<0,05) 

leucopenia nos animais selvagens (39%) e knockout para MyD88 (29,5%) quando comparado 

com o controle injetado apenas com salina. O efeito pro-inflamatório do IRI (75 mg/kg, i.p.) 

sobre o jejuno (Figura 37A) e íleo (Figura 37B) foi detectado pelo aumento significativo 

(P<0,05) da infiltração de neutrófilos através da determinação da atividade de MPO versus 

salina WT. Esse efeito não foi observado em animais MyD88
-/-

 injetados com irinotecano 

(P<0,05), quando comparado com os animais selvagens que receberam IRI.  

A Tabela 5 e Figura 38A apresentam respectivamente o crescimento qualitativo e 

quantitativo de bactérias circulantes após a indução da mucosite por irinotecano em animais 

selvagens e knockout para MyD88. Os resultados evidenciam um menor crescimento de 

bactérias (P<0,05) no sangue em animais MyD88
-/-

 quando comparado com os animais 

selvagens que receberam irinotecano. Adicionalmente, a Figura 38B ilustra o aumento 

significativo (P<0,05) de bactérias no fígado em animais WT injetados com IRI, versus o 

grupo salina. Os animais deficientes da proteína MyD88 apresentaram crescimento de 

bactérias no fígado induzido pelo irinotecano. 
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FIGURA 31 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a percentagem de variação de peso 

em camundongos MyD88
-/- 

em função do tempo 
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Os animais wild type (WT) e knockout para MyD88 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, 

i.p.) durante 4 dias. Os camundongos foram pesados diariamente até o sétimo dia experimental. Os pontos 

representam a média ± EPM (Erro padrão da média) do percentual de variação do peso comparado ao peso 

inicial. 
a
P<0,05 vs salina wt. 

b
P<0,05 vs salina MyD88

-/-
. 

c
P<0,05 vs IRI MyD88

-/-
. Para análise estatística foi 

utilizado o teste Two-Way ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 32 – Efeito da injeção do irinotecano sobre os escores de diarreia em 

camundongos Myd88
-/-
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Os animais selvagens e knockout para MyD88 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) 

durante 4 dias e avaliados a diarreia através de escores no sétimo dia experimental. Os valores representam à 

mediana e variação dos escores de diarreia.  
a
P<0,05 vs grupo salina, WT.  

c
P<0,05 vs grupo Irinotecano, WT. 

Para análise estatística utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 

 

Grupo  Mediana 

 (min-max) 

Salina, WT 0 (0-0) 

IRI, WT 2 (1-3)
a 

Salina, MyD88
-/-

  0 (0-0) 

IRI, MyD88
-/- 0 (0-1)

c 
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FIGURA 33 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a análise morfométrica em 

amostras de jejuno de camundongos Myd88
-/-
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Os animais WT e Myd88

-/-
 receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias 

consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Segmentos de jejuno foram removidos e 

processados para a técnica de coloração pelo método H&E (100x) para posterior análise morfométrica. O gráfico 

mostra o efeito de irinotecano sobre a altura do vilo (Painel A), profundidade da cripta (Painel B) e razão 

vilo/cripta (Painel C) em camundongos MyD88
-/-

. Os valores representam a média ± EPM. P<0,05. Para análise 

estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 34 – Fotomicrografias de amostras de jejuno de camundongos Myd88
-/-

 após a 

injeção de irinotecano  

 

Os animais WT e MyD88
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias 

consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Segmentos de jejuno foram removidos e 

processados para a técnica de coloração H&E para posterior análise histopatológica. Na mucosa dos animais WT 

que receberam IRI, os vilos estão encurtados, há achatamento e vacuolização de enterócitos, necrose de criptas. 

Nos animais MyD88
-/-

 há maior preservação da arquitetura tecidual. Painel A: Salina WT, 100x; Painel B-C: 

salina WT, 400x (cripta-vilo). Painel D: IRI WT, 100x; Painel E-F: IRI WT, 400x (cripta-vilo). Painel G: 

salina MyD88
-/-

, 100x; Painel H-I: salina MyD88
-/-

, 400x (cripta-vilo). Painel J: IRI MyD88
-/-

, 100x; Painel K-

L: IRI MyD88
-/-

, 400x (cripta-vilo). 
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FIGURA 35 – Fotomicrografias de amostras de íleo de camundongos Myd88
-/-

 após a 

injeção do irinotecano  

 
Os animais WT e MyD88

-/-
 receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias 

consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Segmentos de íleo foram removidos e processados 

para a técnica de coloração H&E para posterior análise histopatológica. Na mucosa dos animais WT que 

receberam IRI, os vilos estão encurtados, há achatamento e vacuolização de enterócitos, necrose de criptas. Nos 

animais MyD88
-/-

 há maior preservação da arquitetura tecidual. Painel A: Salina WT, 100x; Painel B-C: salina 

WT, 400x (cripta-vilo). Painel D: IRI WT, 100x; Painel E-F: IRI WT, 400x (cripta-vilo). Painel G: salina 

MyD88
-/-

, 100x; Painel H-I: salina MyD88
-/-

, 400x (cripta-vilo). Painel J: IRI MyD88
-/-

, 100x; Painel K-L: IRI 

MyD88
-/-

, 400x (cripta-vilo). 
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FIGURA 36 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de leucócitos em 

camundongos Myd88
-/-
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Os animais WT e MyD88
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

sacrificados no sétimo dia experimental. Amostra de sangue foi coletada do plexo retroorbital e realizou-se a 

contagem dos leucócitos totais no contador automático de células - Coulter. Os valores representam a média ± 

E.P.M do numero de leucócitos totais x 10
3
/µL.  P<0,05. Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA 

seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 37 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a infiltração de neutrófilos em 

segmento de jejuno e íleo de camundongos MyD88
-/- 
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Os animais WT e Myd88
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

sacrificados no sétimo dia experimental. Amostras de jejuno e íleo foram coletadas para a determinação do 

infiltrado de neutrófilos através da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). O gráfico mostra o efeito do 

irinotecano sobre à infiltração de neutrófilos no jejuno (A) e íleo (B) de camundongos MyD88
-/-

. Os valores 

representam a média ± E.P.M do numero de neutrófilos por mg. de tecido. P<0,05. Para análise estatística 

utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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TABELA 5 – Percentagem de bacteremia em camundongos MyD88
-/- 

após a injeção de 

irinotecano 

 

 

 

 

 

O crescimento de bactérias foi avaliado no sangue, após sete dias da indução da mucosite nos camundongos WT 

e MyD88
-/-

. O crescimento bacteriano foi estimado pela turvação do caldo BHI contendo o sangue das amostras 

durante 48 h de incubação na estufa bacteriológica. Os resultados foram expressos como percentagem de 

crescimento bacteriano.  

Grupo 

Bacteremia 

48h 

% 

Salina, WT  1/7 14,28%  

IRI, WT  6/7 85,71%  

Salina, MyD88 -/-  1/7 14,28%  

IRI, MyD88 -/-  3/7 42,87%  
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FIGURA 38 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de bactérias no sangue 

e fígado de camundongos MyD88
-/-
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Os animais WT e Myd88
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias. O 

número de bactérias no sangue e fígado foi avaliado após sete dias da indução da mucosite nos camundongos 

WT e MyD88
-/-

. O número total de bactérias foi estimado pelo cultivo das amostras em placas contendo meio 

Mueller-Hinton por 48 h de incubação na estufa bacteriológica. Os resultados foram expressos como Log do 

número de unidades formadoras de colônia (UFC) por ml de sangue (Painel A) e como Log UFC por g. de 

tecido (Painel B). P<0,05. Para análise estatística utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 
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4.4.2   Avaliação da participação do Receptor Toll like tipo 2 (TLR2) na mucosite 

intestinal induzida pelo irinotecano 

 

Na Figura 39 observa-se que o irinotecano causou uma significativa (P<0,05) perda 

ponderal de forma tempo dependente em camundongos selvagens (WT) quando comparado 

ao grupo controle injetado somente com salina (WT). Porém, animais knockout para TLR2 

(TLR2
-/-

), aos quais foi administrado irinotecano, observou-se um aumento significativo 

(P<0,05) da massa corpórea quando comparado com os animais WT que receberam 

irinotecano. 

 Adicionalmente, como ilustra a Figura 40, verificou-se que o irinotecano induziu 

significativa diarreia (P<0,05) em camundongos selvagens, de grau moderado a grave (2 [2-

3]) quando comparado ao grupo salina WT (0[0-0]). A Figura 40 mostra também a deleção 

gênica para o receptor TLR2 não apresentaram (P<0,05) desenvolvimento de diarreia (0 [0-

1]) após a injeção de IRI quando comparado com os animais WT que receberam irinotecano. 

A análise morfométrica intestinal (Figura 41) revelou que animais selvagens injetados 

com irinotecano (75 mg/kg, i.p.) induziram uma significativa redução (P<0,05) na altura do 

vilo e razão vilo/cripta quando comparados com animais selvagens tratados somente com 

salina. A Figura 41 apresenta também que animais TLR2
-/-

, que receberam irinotecano, não 

desenvolveram alterações nesses parâmetros morfométricos em comparação com animais WT 

injetados com IRI. As fotomicrografias do jejuno (Figura 42) e íleo (Figura 43) indicam que 

o irinotecano na dose de 75 mg/kg/dia, em comparação com animais WT injetados apenas 

com salina, induziram acentuado achatamento dos vilos intestinais, necrose e apoptose de 

células da cripta com intensa vacuolização de cripta e vilo e infiltração inflamatória na 

mucosa. Adicionalmente, houve perda significante da continuidade do epitélio de 

revestimento. Em animais TLR2
-/-

, aos quais foi administrado irinotecano, observou-se 

preservação da arquitetura de criptas e vilos, poucas células apoptóticas, bem como 

manutenção da continuidade do epitelio de revestimento quando comparado aos 

correspondentes knockout tratados apenas com salina e/ou camundongos WT injetados com 

irinotecano. 
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Na Figura 44 observa-se que o irinotecano induziu uma significativa (P<0,05) 

leucopenia nos animais selvagens (49,6%) quando comparado com o controle injetado apenas 

com salina. Entretanto, camundongos TLR2
-/- 

não apresentaram (P<0,05) leucopenia 

relacionada ao tratamento com irinotecano. O efeito pró-inflamatório do IRI (75 mg/kg, i.p.) 

sobre o jejuno (Figura 45A) e íleo (Figura 45B) foi detectado pelo aumento significativo 

(P<0,05) da infiltração de neutrófilos através da determinação da atividade de MPO em 

animais selvagens versus salina WT. Esse efeito não foi observado em animais TLR2
-/-

, após 

a injeção de irinotecano (P<0,05), quando comparado com os animais WT que receberam IRI.  

Na avaliação microbiológica, a Figura 46A ilustra uma importante bacteremia após a 

indução da mucosite por irinotecano em animais selvagens. Em animais knockout para TLR2 

injetados com irinotecano, os resultados demonstram uma menor bacteremia (P<0,05) quando 

comparados com os animais selvagens que receberam Irinotecano. Adicionalmente, a Figura 

46B mostra o aumento de bactérias no fígado em animais WT injetados com IRI, versus o 

grupo salina. Porém, animais TLR2
-/- 

que receberam irinotecano não apresentaram redução 

significativa do crescimento de bactérias naquele órgão (P>0,05). 
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FIGURA 39 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a percentagem de variação de peso 

em camundongos TLR2
-/- 

em função do tempo 
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Os camundongos selvagens (WT) e knockout para TLR2 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 

mg/kg, i.p.) durante 4 dias. Os animais foram pesados diariamente até o sétimo dia experimental. Os pontos 

representam a média ± EPM (Erro padrão da média) do percentual de variação do peso comparado ao peso 

inicial. 
a
P<0,05 vs grupo salina WT. 

c
P<0,05 vs grupo IRI WT. Para análise estatística foi utilizado o teste Two-

Way ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 40 – Efeito da injeção do irinotecano sobre os escores de diarreia em 

camundongos TLR2
-/-

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os animais selvagens e TLR2
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

avaliados a diarreia através de escores no sétimo dia experimental. Os valores representam à mediana e variação 

dos escores de diarreia. 
a
P<0,05 vs grupo salina, WT. 

c
P<0,05 vs grupo IRI, WT. Para análise estatística 

utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 
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FIGURA 41 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a análise morfométrica em 

amostras de jejuno de camundongos TLR2
-/-
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Os animais WT e TLR2
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias 

consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Segmentos de jejuno foram removidos e 

processados para a técnica de coloração pelo método H&E (100x) para posterior análise morfométrica. O gráfico 

mostra o efeito do irinotecano sobre a altura do vilo (Painel A), profundidade na cripta (Painel B) e razão 

vilo/cripta (Painel C) em camundongos TLR2
-/-

. Os valores representam a média ± EPM. P<0,05. Para análise 

estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 42 – Fotomicrografias de amostras de jejuno em camundongos TLR2
-/-

 após a 

injeção de irinotecano  

Os animais WT e TLR2
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias 

consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Segmentos de jejuno foram removidos e 

processados para a técnica de coloração H&E para posterior análise histopatológica. Na mucosa dos animais WT 

que receberam IRI, os vilos estão encurtados, há achatamento e vacuolização de enterócitos, necrose de criptas. 

Nos animais TLR2
-/-

 há maior preservação da arquitetura tecidual. Painel A: salina WT, 100x; Painel B-C: 

salina WT, 400x (cripta-vilo). Painel D: IRI WT, 100x; Painel E-F: IRI WT, 400x (cripta-vilo). Painel G: 

salina TLR2
-/-

, 100x; Painel H-I: salina TLR2
-/-

, 400x (cripta-vilo). Painel J: IRI TLR2
-/-

, 100x; Painel K-L: 

IRI TLR2
-/-

, 400x (cripta-vilo). 
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FIGURA 43 – Fotomicrografias de amostras de íleo em camundongos TLR2
-/-

 após a 

injeção de irinotecano 

Os animais WT e TLR2
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou 

irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. 

Segmentos de íleo foram removidos e processados para a técnica de coloração H&E para posterior análise 

histopatológica. Na mucosa dos animais WT que receberam IRI, os vilos estão encurtados, há achatamento e 

vacuolização de enterócitos, necrose de criptas. Nos animais TLR2
-/-

 há maior preservação da arquitetura 

tecidual. Painel A: salina WT, 100x; Painel B-C: salina WT, 400x (cripta-vilo). Painel D: IRI WT, 100x; 

Painel E-F: IRI WT, 400x (cripta-vilo). Painel G: salina TLR2
-/-

, 100x; Painel H-I: salina TLR2
-/-

, 400x 

(cripta-vilo). Painel J: IRI TLR2
-/-

, 100x; Painel K-L: IRI TLR2
-/-

, 400x (cripta-vilo). 
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FIGURA 44 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de leucócitos em 

camundongos TLR2
-/- 
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Os animais WT e TLR2
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

sacrificados no sétimo dia experimental. Amostra de sangue foi coletada do plexo retroorbital e realizou-se a 

contagem dos leucócitos totais no contador automático de células - Coulter. Os valores representam a média ± 

E.P.M do numero de leucócitos totais x 10
3
/µL.  P<0,05. Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA 

seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 45 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a infiltração de neutrófilos em 

segmento de jejuno e íleo de camundongos TLR2
-/- 
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Os animais WT e TLR2
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

sacrificados no sétimo dia experimental. Amostras de jejuno e íleo foram coletadas para a determinação do 

infiltrado de neutrófilos através da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). O gráfico mostra o efeito do 

irinotecano sobre à infiltração de neutrófilos no jejuno (A) e íleo (B) de camundongos TLR2
-/-

. Os valores 

representam a média ± E.P.M do numero de neutrófilos por mg. de tecido. P<0,05. Para análise estatística 

utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 46 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de bactérias no sangue 

e fígado de camundongos TLR2
-/-

  

Salina IRI Salina IRI

0

2

4

6

8

10

P < 0,05

WT TLR2
-/-

P < 0,05

B
a
ct

ér
ia

s 
n

o
 s

a
n

g
u

e

(L
o
g
 U

F
C

/m
L

)

Salina IRI Salina IRI

0

1

2

3

4

WT TLR2
-/-

P < 0,05

B
a

ct
ér

ia
s 

n
o

 F
íg

a
d

o

(L
o

g
 U

F
C

/g
 t

ec
id

o
)

A

B

 

Os animais WT e TLR2
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias. O 

número de bactérias no sangue e fígado foi avaliado  após sete dias da indução da mucosite nos camundongos 

WT e TLR2
-/-

. O número total de bactérias foi estimado pelo cultivo das amostras em placas contendo meio 

Mueller-Hinton por 48 h de incubação na estufa bacteriológica. Os resultados são expressos como Log do 

número de unidades formadoras de colônia (UFC) por ml de sangue (A) e como Log UFC por g. de tecido (B). 

P<0,05. Para análise estatística utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 
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4.4.3     Avaliação da participação do Receptor Toll like tipo 4 (TLR4) na mucosite 

intestinal induzida pelo Irinotecano 

 

Na Figura 47 observa-se que o irinotecano causou uma significativa (P<0,05) perda 

ponderal de forma tempo dependente em camundongos WT quando comparado ao grupo 

controle injetado somente com salina (WT). Além disso, animais knockout para TLR4 (TLR4
-

/-
), que receberam IRI, apresentaram perda ponderal significativa (P>0,05) quando comparado 

com os animais TLR2
-/- 

 injetados com salina. Adicionalmente, como mostra a Figura 48, 

verificou-se que o irinotecano induziu significativa diarreia (P<0,05) tanto em camundongos 

selvagens (1 [1-3]), como em animais knockout para TLR4 (2 [0-3]), quando comparado ao 

grupo salina (0[0-0]).  

Adicionalmente, o irinotecano induziu uma significativa (P<0,05) leucopenia nos 

animais selvagens (54,5%) e TLR4
-/-

 (64,4%) quando comparado aos respectivos controles 

injetados apenas com salina (Figura 49). O efeito pró-inflamatório do IRI (75 mg/kg, i.p.) 

sobre o jejuno (Figura 50A) e íleo (Figura 50B) foi detectado pelo aumento significativo 

(P<0,05) da infiltração de neutrófilos através da determinação da atividade de MPO, tanto em 

animais selvagens como em TLR4
-/-

 versus controle salina WT e knockout, respectivamente.  

Na Tabela 6 evidenciou-se uma importante bacteremia em animais selvagens e 

knockout para TLR4 após a injeção de irinotecano quando comparado com seus recpetivos 

controle salina. 
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FIGURA 47 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a percentagem de variação de peso 

em camundongos TLR4
-/- 

em função do tempo 
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Os animais wild type (WT) e knockout para TLR4 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, 

i.p.) durante 4 dias. Os camundongos foram pesados diariamente até o sexto dia experimental. Os pontos 

representam a média ± EPM (Erro padrão da média) do percentual de variação do peso comparado ao peso 

inicial. 
a
P<0,05 vs salina WT. 

b
P<0,05 vs salina TLR4

-/-
. Para análise estatística foi utilizado o teste Two-Way 

ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 48 – Efeito da injeção do irinotecano sobre os escores de diarreia em 

camundongos TLR4
-/- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Os animais wild type e TLR4
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

avaliados a diarreia através de escores no sexto dia experimental. Os valores representam à media e variação dos 

escores de diarreia. 
a
P<0,05 vs grupo salina, WT. 

b
P<0,05 vs Salina TLR4

-/-
. Para análise estatística utilizou-se o 

teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 
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FIGURA 49 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de leucócitos em 

camundongos TLR4
-/- 
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Os animais wild type e TLR4
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou Irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias  e 

sacrificados no sexto dia experimental. Amostra de sangue foi coletada do plexo retroorbital e realizou-se a 

contagem dos leucócitos totais no contador automático de células - Coulter. Os valores representam a média ± 

E.P.M do numero de leucócitos totais x 10
3
/µL.  P<0,05. Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA 

seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 50 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a infiltração de neutrófilos em 

segmentos intestinais de camundongos TLR4
-/-
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Os animais WT e TLR4
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

sacrificados no sexto dia experimental. Amostras de jejuno e íleo foram coletadas para a determinação do 

infiltrado de neutrófilos através da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). O gráfico mostra o efeito do 

irinotecano sobre a infiltração de neutrófilos no jejuno (A) e íleo (B) de camundongos TLR4
-/-

. Os valores 

representam a média ± E.P.M do numero de neutrófilos por mg. de tecido. P<0,05. Para análise estatística 

utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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TABELA 6 – Percentagem de bacteremia em camundongos TLR4
-/- 

após a injeção de 

irinotecano 

 

Grupo Bacteremia 

48% 

Percentagem 

Salina, WT 0/6 0% 

Irinotecano, WT 5/6 83,3 % 

Salina, TLR4
-/-

 0/6 0% 

Irinotecano, TLR4
-/-

 5/7 71,42% 

 

O crescimento de bactérias foi avaliado no sangue, após sete dias da indução da mucosite nos camundongos WT 

e TLR4
-/-

. O crescimento bacteriano foi estimado pela turvação do caldo BHI contendo o sangue das amostras 

durante 48 h de incubação na estufa bacteriológica. Os resultados foram expressos como percentagem de 

crescimento bacteriano.  
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4.4.4      Avaliação da participação do Receptor Toll like tipo 9 (TLR9) na mucosite 

intestinal induzida pelo irinotecano 

 

A Figura 51 ilustra que o irinotecano causou uma significativa (P<0,05) perda 

ponderal de forma tempo dependente, tanto em camundongos WT, como animais knockout 

para TLR9 (TLR9
-/-

) quando comparados aos respectivos controles injetados com salina. 

Adicionalmente, a Figura 52 evidencia que o irinotecano induziu significativa diarreia 

(P<0,05) em camundongos selvagens (2 [1-3]) e TLR9
-/-

 (2 [0-3]) quando comparado ao 

grupo salina (0[0-0]). Desta forma, verificou-se que a deficiência do receptor para TLR9 não 

previne as alterações anteriormente descritas. 

Adicionalmente, o irinotecano induziu uma significativa (P<0,05) leucopenia nos 

animais selvagens (42,6%) e animais knockout para TLR9 (50,2%) quando comparado com os 

controles injetados apenas com salina (Figura 53). O efeito pró-inflamatório do IRI (75 

mg/kg, i.p.) sobre o jejuno (Figura 54A) e íleo (Figura 54B) foi detectado pelo aumento 

significativo (P<0,05) da infiltração de neutrófilos através da determinação da atividade de 

MPO em animais selvagens quando comparados com o controle salina WT. Esse efeito não 

foram aobservados nos animais TLR9
-/-

 

Na avaliação microbiológica, a Figura 55A ilustra uma importante bacteremia 

(P<0,05) após a indução da mucosite pelo irinotecano em animais selvagens. Adicionalmente, 

a Figura 55B mostra o aumento de bactérias no fígado em animais WT injetados com IRI, 

versus o grupo salina. Além disso, animais deficientes do receptor TLR9 apresentaram 

crescimento não significativo (P>0,05) de bactérias no sangue e no fígado após a injeção de 

irinotecano, quando comparado com o controle knockout salina.  
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FIGURA 51 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a percentagem de variação de pesso 

de camundongos TLR9
-/- 

em função do tempo 
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Os animais selvagens (WT) e knockout para TLR9 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, 

i.p.) durante 4 dias. Os camundongos foram pesados diariamente até o sétimo dia experimental. Os pontos 

representam a média ± EPM (Erro padrão da média) do percentual de variação do peso comparado ao peso 

inicial. 
a
P<0,05 vs salina WT. 

b
P<0,05 vs salina TLR9

-/-
. Para análise estatística foi utilizado o teste Two-Way 

ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 52 – Efeito da injeção do irinotecano sobre os escores de diarreia de 

camundongos TLR9
-/-
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Os animais selvagens e TLR9
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

avaliados a diarreia através de escores no sétimo dia experimental. Os valores epresentam a mediana e variação 

de escores de diarreia.
 a
P<0,05 vs grupo salina, WT. 

b
P<0,05 vs salina TLR9

-/-
.  Para análise estatística utilizou-

se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 

Grupo  Mediana 

 (min-max) 

Salina, WT 0 (0-0) 

IRI, WT 2 (1-3)
 a

 

Salina, TLR9
-/-

  0 (0-1) 

IRI, TLR9
-/- 2 (0-3)

 b
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FIGURA 53 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de leucócitos em 

camundongos TLR9
-/- 
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Os animais selvagens e TLR9
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias  e 

sacrificados no sétimo dia experimental. Amostra de sangue foi coletada do plexo retroorbital e realizou-se a 

contagem dos leucócitos totais no contador automático de células - Coulter. Os valores representam a média ± 

E.P.M do numero de leucócitos totais x 10
3
/µL.  P<0,05. Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA 

seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 54 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a infiltração de neutrófilos em 

segmentos intestinais de camundongos TLR9
-/-
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Os animais WT e TLR9
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

sacrificados no sexto dia experimental. Amostras de jejuno e íleo foram coletadas para a determinação do 

infiltrado de neutrófilos através da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). O gráfico mostra o efeito do 

irinotecano sobre a infiltração de neutrófilos no jejuno (A) e íleo (B) de camundongos TLR9
-/-

. Os valores 

representam a média ± E.P.M do numero de neutrófilos por mg. de tecido. P<0,05. Para análise estatística 

utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 55 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de bactérias no sangue 

e fígado de camundongos TLR9
-/-
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Os animais WT e TLR9
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou Irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias. O 

número de bactérias no sangue e fígado foi avaliado após sete dias da indução da mucosite nos camundongos 

WT e TLR9
-/-

. O número total de bactérias foi estimado pelo cultivo das amostras em placas contendo meio 

Mueller-Hinton por 48 h de incubação na estufa bacteriológica. Os resultados foram expressos como Log do 

número de unidades formadoras de colônia (UFC) por ml de sangue (A) e como Log UFC por g. de tecido (B). 

P<0,05. Para análise estatística utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 
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4.4.5     Avaliação da participação do receptor NOD1 na mucosite intestinal induzida 

pelo irinotecano 

 

Na Figura 56 observa-se que o irinotecano causou uma significativa (P<0,05) perda 

ponderal de forma tempo dependente, tanto em camundongos WT, como em animais 

knockout para NOD1 (NOD1
-/-

) quando comparado aos respectivos controles injetados 

somente com salina. Adicionalmente, como ilustra a Figura 57 verificou-se que o irinotecano 

induziu significativa diarreia (P<0,05) em camundongos selvagens (2[1-3]) quando 

comparado ao grupo salina WT (0[0-0]). Contudo, a Figura 57 apresenta também que 

animais deficientes do receptor NOD1 injetados irinotecano não apresentam (P<0,05) quadros 

de diarreia (0 [0-1]) quando comparado com os animais WT que receberam IRI (2[1-3]) . 

A análise morfométrica (Figura 58) revelou que animais selvagens (WT) injetados 

com irinotecano (75 mg/kg, i.p.) apresentaram uma significativa redução (P<0,05) na altura 

do vilo (Figura 58A) e razão vilo/cripta (Figura 58C) e aumento da profundidade das criptas 

(Figura 58B) quando comparados com animais selvagens injetados somente com salina. 

Entretanto, verificou-se que camundongos NOD1-/- apresentaram um aumento significativo 

da altura do vilo e razão vilo/cripta quando comparados com animais WT que receberam IRI 

(Figura 58). As fotomicrografias do jejuno (Figura 59) e íleo (Figura 60) indicam que o 

irinotecano induziu acentuado achatamento dos vilos intestinais, necrose e apoptose de células 

da cripta com intensa vacuolização de cripta e vilo e infiltração inflamatória na mucosa, com 

perda significativa da continuidade do epitélio de revestimento em comparação com animais 

WT (C57BL/6) injetados apenas com salina. Adicionalmente, em animais NOD1
-/-

, aos quais 

foi administrado irinotecano, observou-se preservação da arquitetura de criptas e vilos, poucas 

células apoptóticas, bem como manutenção da continuidade do epitélio de revestimento 

quando comparado aos camundongos WT injetados com irinotecano. 

Na Figura 61 observa-se que o irinotecano induziu uma significativa (P<0,05) 

leucopenia nos animais selvagens (44%) quando comparado com o controle injetado apenas 

com salina. Entretanto, camundongos NOD1
-/- 

não apresentaram (P<0,05) leucopenia 

relacionada ao tratamento com irinotecano. O efeito pró-inflamatório do IRI (75 mg/kg, i.p.) 

sobre o jejuno (Figura 62A) e íleo (Figura 62B) foi detectado pelo aumento significativo 

(P<0,05) da infiltração de neutrófilos, através da determinação da atividade de MPO, tanto em 
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animais selvagens como em animais NOD1
-/-

 comparados com os respectivos animais 

controles injetados somente com salina.  

Na avaliação microbiológica, a Figura 63A ilustra uma importante bacteremia 

(P<0,05) após a indução da mucosite com o irinotecano em animais selvagens, quando 

comparado com seu respectivo controle salina. Em relação aos animais knockout para NOD1 

injetados com irinotecano, se observou um crescimento moderado (P=0,073) de bactérias no 

sangue versus o grupo WT injetado com irinotecano. Adicionalmente, a Figura 63B mostra o 

aumento (P<0,05) de bactérias no fígado em animais WT injetados com IRI versus o grupo 

salina. Porém, animais deficientes do receptor NOD1 injetados com irinotecano não 

apresentaram reversão do crescimento de bactérias no fígado quando comparado com o grupo 

selvagem que recebeu irinotecano (P>0,05). 
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FIGURA 56 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a percentagem de variação de peso 

de camundongos NOD1
-/-

 em função do tempo 
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Os animais selvagens (WT) e knockout para NOD1 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, 

i.p.) durante 4 dias. Os camundongos foram pesados diariamente até o sétimo dia experimental. Os pontos 

representam a média ± EPM (Erro padrão da média) do percentual de variação do peso comparado ao peso 

inicial. 
a
P<0,05 vs salina WT. 

b
P<0,05 vs salina NOD1

-/-
. Para análise estatística foi utilizado o teste Two-Way 

ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 57 – Efeito da injeção do irinotecano sobre os escores de diarreia de 

camundongos NOD1
-/-
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Os animais selvagens (WT) e knockout para NOD1 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, 

i.p.) durante 4 dias e avaliados a diarreia através de escores no sétimo dia experimental. Os valores representam a 

mediana e a variação dos escores de diarreia.  
a
P<0,05 vs grupo salina, WT.  

c
P<0,05 vs grupo Irinotecano, WT. 

Para análise estatística utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. 

Grupo  Mediana 

 (min-max) 

Salina, WT 0 (0-0) 

IRI, WT 2 (1-3)
a 

Salina, NOD1
-/-

  0 (0-0) 

IRI, NOD1
-/- 0 (0-1)

c 
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FIGURA 58 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a análise morfométrica de 

camundongos NOD1
-/-
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Os animais selvagens (WT) e knockout para NOD1 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, 

i.p.) durante 4 dias. Segmentos de jejuno foram obtidos para a mensuração da altura dos vilos (A), profundidade 

da cripta (B) e razão vilo/cripta (C). Os valores foram expressos como média ± E.P.M. P<0,05. Para análise 

estatística foi utilizado o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 59 – Fotomicrografias de amostras de jejuno de camundongos NOD1
-/-

 após a 

injeção de irinotecano  

 

Os animais WT e NOD1
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias 

consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Segmentos de jejuno foram removidos e 

processados para a técnica de coloração H&E para posterior análise histopatológica. Na mucosa dos animais WT 

que receberam IRI, os vilos estão encurtados, há achatamento e vacuolização de enterócitos, necrose de criptas. 

Nos animais NOD1
-/-

 há maior preservação da arquitetura tecidual. Painel A: salina WT, 100x; Painel B-C: 

salina WT, 400x (cripta-vilo). Painel D: IRI WT, 100x; Painel E-F: IRI WT, 400x (cripta-vilo). Painel G: 
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FIGURA 60 – Fotomicrografias de amostras de íleo de camundongos NOD1
-/-

 após a 

injeção de irinotecano  

 

 

Os animais WT e NOD1
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias 

consecutivos e foram sacrificados no sétimo dia experimental. Segmentos de íleo foram removidos e processados 

para a técnica de coloração H&E para posterior análise histopatológica. Na mucosa dos animais WT que 

receberam IRI, os vilos estão encurtados, há achatamento e vacuolização de enterócitos, necrose de criptas. Nos 

animais NOD1
-/-

 há maior preservação da arquitetura tecidual. Painel A: salina WT, 100x; Painel B-C: salina 

WT, 400x (cripta-vilo). Painel D: IRI WT, 100x; Painel E-F: IRI WT, 400x (cripta-vilo). Painel G: salina 

NOD1
-/-

, 100x; Painel H-I: salina NOD1
-/-

, 400x (cripta-vilo). Painel J: IRI NOD1
-/-

, 100x; Painel K-L: IRI 

NOD1
-/-

, 400x (cripta-vilo). 
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FIGURA 61 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de leucócitos em 

camundongos NOD1
-/-
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Os animais selvagens e NOD1
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

sacrificados no sétimo dia experimental. Amostra de sangue foi coletada do plexo retroorbital e realizou-se a 

contagem dos leucócitos totais no contador automático de células - Coulter. Os valores representam a média ± 

E.P.M do numero de leucócitos totais x 10
3
/µL.  P<0,05. Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA 

seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 62 – Efeito da injeção do irinotecano sobre a infiltração de neutrófilos em 

segmento de jejuno e íleo de camundongos NOD
-/- 
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Os animais WT e NOD1
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias e 

sacrificados no sétimo dia experimental. Amostras de jejuno e íleo foram coletadas para a determinação do 

infiltrado de neutrófilos através da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). O gráfico mostra o efeito do 

irinotecano sobre a infiltração de neutrófilos no jejuno (A) e íleo (B) de camundongos NOD1
-/-

. Os valores 

representam a média ± E.P.M do numero de neutrófilos por mg. de tecido. P<0,05. Para análise estatística 

utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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FIGURA 63 - Efeito da injeção do irinotecano sobre a contagem de bactérias no sangue 

e fígado de camundongos NOD1
-/-
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Os animais WT e NOD1
-/-

 receberam salina (5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias. O 

número de bactérias no sangue e fígado foi avaliado após sete dias da indução da mucosite nos camundongos 

WT e NOD1
-/-

. O número total de bactérias foi estimado pelo cultivo das amostras em placas contendo meio 

Mueller-Hinton por 48 h de incubação na estufa bacteriológica. Os resultados foram expressos como Log do 

número de unidades formadoras de colônia (UFC) por ml de sangue (A) e como Log UFC por g. de tecido (B). 

P<0,05. Para análise estatística utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn
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4.5. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS IN VIVO DO METABÓLITO ATIVO DO 

IRINOTECANO, O SN38 

 

Observou-se que a injeção local de SN-38 não causou um aumento significativo 

(P>0,05) na relação do peso/comprimento da alça ligada (Figura 64) em comparação ao 

grupo salina. Contudo, a toxina da cólera, a qual foi utilizada como controle positivo 

experimental, e o irinotecano aumentaram significativamente (P<0,05) esta relação (90,29 ± 

18,18 e 74,08 ± 4,54, respectivamente) quando comparado ao grupo salina (50,75 ± 4,47).  

Ao se avaliar a secreção intestinal, verificou-se que o SN-38 não foi capaz de induzir 

secreção apreciável versus o grupo salina (P>0,05). Contudo, a toxina da cólera e o 

irinotecano induziram um significativo aumento (P<0,05) da secreção intestinal (39,88 ± 

13,45 e 10,34 ± 4,7, respectivamente) quando comparado ao grupo salina (0,00 ± 0,00). 

(Figura 65).  

A Figura 66 apresenta os achados histopatológicos de animais que receberam injeções 

locais de salina, de SN-38 ou de irinotecano. Os resultados evidenciaram que o SN-38 causou 

uma leve alteração na arquitetura celular de vilos. A análise morfométrica, observada na 

Figura 67, confirmou esse achado visto que houve uma redução (P<0,05) tanto da altura dos 

vilos como da razão vilo/cripta nos grupos SN-38 e irinotecano quando comparado ao grupo 

salina. 

Com relação à atividade da mieloperoxidase, observou-se, também, que o SN-38 na 

concentração de 100 e 300 μg aumentou significativamente (P<0,05) este parâmetro no jejuno 

(4,24 ± 0,69 e 4,57 ± 0,88, respectivamente), quando comparado ao grupo salina (2,09 ± 

0,48). Entretanto, a toxina da cólera não induziu aumento significativo de MPO no intestino 

(P<0,05) versus o grupo salina (Figura 68). 
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FIGURA 64 – Efeito da injeção local do SN-38 sobre a relação peso/comprimento de 

alça intestinal isolada 

 

 

Salina Veículo 30 g 100 g 300 g 473 g 10 g/mL

0

20

40

60

80

100

120

140

SN-38
Tox ColeraIRI

a

a

P
e
s
o

/c
o

m
p

r
im

e
n

to
 d

a
 a

lç
a

 (
m

g
/c

m
)

 

Animais previamente anestesiados com ketamina (35 mg/kg, i.m) e xilazina (10 mg/kg, i.m) receberam uma 

injeção local dentro da alça de salina (200 µL/alça), veículo (DMSO 2%, 200 µL/alça), SN-38 (30, 100 ou 300 

µg /alça), irinotecano (IRI, 473 µg /alça) ou toxina da cólera (10 μg/mL, 200 μL/alça. controle positivo). Após 3 

horas, os animais foram sacrificados, as alças foram coletadas, pesadas e tiveram o comprimento medido. 

Observou-se que a injeção local de SN-38 não causou um aumento significativo (P>0,05) na relação do 

peso/comprimento (mg/cm) da alça isolada em nenhuma concentração testada em comparação ao grupo salina. 

Contudo, O irinotecano e a toxina da cólera aumentaram significativamente (P<0,05) esta relação quando 

comparado ao grupo salina e/ou veículo. Realizou-se a análise estatística pelo método ANOVA seguido do teste 

de Bonferroni. 
a
P<0,05 vs salina e veículo. 
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FIGURA 65 – Efeito da injeção local do SN-38 sobre o volume secretório de alça 

intestinal isolada 
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Animais previamente anestesiados com ketamina (35 mg/kg, i.m) e xilazina (10 mg/kg, i.m) receberam uma 

injeção local dentro da alça de salina (200 µL/alça), veículo (DMSO 2%, 200 µL/alça), SN-38 (30, 100 ou 300 

µg /alça), IRI (473 µg /alça) ou toxina da cólera (10 μg/mL, 200 μL/alça. controle positivo). Após 3 horas, os 

animais foram sacrificados, as alças foram coletadas, e tiveram o volume de secreção e comprimento intestinais 

medidos. Observou-se que a injeção local de SN-38 não causou um aumento significativo (P>0,05) na secreção 

intestinal (µL/cm) em nenhuma concentração testada em comparação ao grupo salina. Contudo, o irinotecano e a 

toxina da cólera aumentaram significativamente (P<0,05) esta relação quando comparado ao grupo salina e/ou 

veículo. Realizou-se a análise estatística pelo método ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
a
P<0,05 vs salina 

e veículo. 
b
P<0,05 vs SN300 µg/alça. 
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FIGURA 66 – Fotomicrografias de cortes histológicos de alça intestinal isolada após a 

injeção local de SN38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Animais previamente anestesiados com ketamina (35 mg/kg, i.m) e xilazina (10 mg/kg, i.m) receberam uma 

injeção dentro da alça isolada 200 µL de salina, SN-38 (100 ou 300 µg /alça) ou irinotecano (IRI 473 µg/alça). 

Após 3 horas, sacrificaram-se os animais e as alças foram coletadas e processadas para a técnica de coloração 

pelo método H&E (400x) para posterior análise histopatológica. Painel A-B: salina (cripta-vilo). Painel C-D: 

SN38, 100 µg /alça (cripta-vilo). Painel E-F: SN38, 300 µg /alça (cripta-vilo). Painel G-H: irinotecano, 473 

µg/alça (cripta-vilo). 
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FIGURA 67 – Efeito da injeção local do SN-38 sobre a análise morfométrica de alça 

intestinal isolada 
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Animais previamente anestesiados com ketamina (35 mg/kg, i.m) e xilazina (10 mg/kg, i.m) receberam uma 

injeção dentro da alça isolada 200 µL de Salina, SN-38 (30, 100 ou 300 µg /alça) ou irinotecano (IRI 473 

µg/alça). Após 3 horas, sacrificaram-se os animais e as alças foram coletadas para análise morfométrica tais 

como mensuração da altura dos vilos (A), profundidade das criptas (B) e razão vilo/cripta (C). Observou-se que 

a injeção local de SN-38 na dose de 100 µg/alça reduziu significativamente (P<0,05) a altura dos vilos e a 

profundidade das criptas em alças isoladas quando comparado ao grupo salina. Os dados foram expressos em 

termos de Média ± EPM. Realizou-se a análise estatística pelo método ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
a
P<0,05 vs salina. 
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FIGURA 68 – Efeito da injeção local do SN-38 sobre a atividade de MPO em alça 

intestinal isolada 
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Animais previamente anestesiados com ketamina (35 mg/kg, i.m) e xilazina (10 mg/kg, i.m) receberam uma 

injeção dentro da alça 200 µL de salina, veículo (DMSO 2%), SN-38 (30, 100 ou 300 µg /alça) ou toxina da 

cólera (10 μg/mL). Após 3 horas, sacrificaram-se os animais e as alças foram coletadas para determinação da 

atividade de mieloperoxidase. Observou-se que a injeção local de SN-38 nas doses de 100 e 300 µg/alça 

aumentaram significativamente (P<0,05) a atividade de mieloperoxidase em alça isolada quando comparado ao 

grupo salina. Contudo, a toxina colérica não alterou a atividade desta enzima (P>0,05) quando comparada ao 

grupo salina. Os dados foram expressos em termos de Média ± EPM. Realizou-se a análise estatística pelo 

método ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
a
P<0,05 vs salina e veículo.
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4.6. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS IN VITRO DO METABÓLITO ATIVO DO 

IRINOTECANO, O SN38 

 

Os experimentos in vitro foram realizados em células intestinais de rato (IEC-6) para 

avaliar os efeitos do metabolito ativo do Irinotecano, o SN38 nas alterações morfológicas 

nessa linhagem celular.  

A atividade citotóxica do SN38 e irinotecano foi avaliada pelo método do MTT e os 

resultados estão representados na Figura 69. O SN38 mostrou uma atividade citotóxica, com 

IC50 de 1,43 µM após 24 horas de incubação. Porém, o irinotecano evidenciou um IC50 de 

120,8 µM. 

No ensaio de viabilidade celular através do teste de exclusão por azul de tripan, 

observou-se que a incubação de SN38 (4, 40 e 400µM) nas células IEC-6 após 12 e 24 horas 

de incubação, reduziu a viabilidade celular (P<0,05) de forma concentração dependente, 

quando comparado ao grupo controle negativo. Adicionalmente, a pró-droga irinotecano 

(400µM) e a doxorrubicina (0,5µM, controle positivo) reduziram (P<0,05) a viabilidade 

celular (Figura 70). Esses achados foram corroborados na contagem do numero de células 

apresentada na Figura 72, evidenciou-se que a incubação do SN38 diminui 

significativamente (P<0,05) o número de células após 3, 6, 12 e 24 horas, versus o grupo 

controle negativo. A Figura 73 ilustra que o SN38 induz um aumento significativo (P<0,05) 

na percentagem de células picnóticas, indicadoras de morte celular, após 3, 6, 12 e 24 horas 

de incubação, quando comparado ao grupo controle negativo. Adicionalmente, a Figura 71 

mostra as alterações morfológicas do metabólito ativo do irinotecano nas células intestinais de 

rato (IEC-6) após 3, 6, 12 e 24 de incubação.  
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FIGURA 69 – Efeito do SN-38 sobre a citotoxicidade in vitro em células IEC-6 

determinado pelo método do MTT 
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A atividade citotóxica do SN38 foi avaliada pelo método do MTT. As células foram tripsinizadas e cultivadas 

em placas de 96 poços (2 x 10
5
 células/mL). Em seguida, as células IEC-6 foram incubadas com DMSO 0,4% 

(veiculo), SN38 (0,04 a 4000 µM) e irinotecano (0,04 a 4000 µM) durante 3, 6, 12 e 24 horas. Logo as células 

foram incubadas com solução de MTT 10% por 3h e lidas no comprimento de 570 nm. Os dados foram 

apresentados como valor das médias ± E.P.M (n=4). Os valores de IC50 (concentração inibitória capaz de 

provocar 50% do efeito máximo) e seus respectivos intervalos de confiança (IC 95%) foram determinados 

através de uma curva concentração-resposta sigmoidal não linear. 
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FIGURA 70 – Efeito do SN38 sobre a viabilidade celular em células IEC-6 determinado 

pelo teste de exclusão de azul de tripan após 3, 6, 12 e 24 horas de incubação 
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A figura mostra a determinação da viabilidade celular analisada pelo ensaio de exclusão de azul de tripan. As 

células foram tripsinizadas e cultivadas em placas de 96 poços (2 x 10
5
 células/mL) e em seguida as células IEC-

6 foram incubadas com SN38 (4, 40 e 400 M)  e irinotecano (400 M, IRI) durante 3, 6, 12 e 24 h. O controle 

negativo (CN) foi incubado com o veículo DMS0 0,4%. Doxorrubicina (0,5 M) foi usada como controle 

positivo (DOX). Os dados foram apresentados como valor das médias ± EPM (n=6). 
a
P<0,001 quando 

comparado ao controle negativo; 
b
P<0,001 vs irinotecano.  Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA 

seguido do teste de Bonferroni 
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FIGURA 71 – Fotomicrografias de células intestinais de rato (IEC-6) após 24 h de 

incubação com SN38 

 

 

 

As células IEC-6 foram tripsinizadas e semeadas em placas de 24 poços na concentração de 2 x 10
5
 células/mL 

até atingir a confluência. Em seguida, as células foram incubadas com SN38 na concentração de 4, 40 e 400 µM 

ou veículo (DMSO 0,4%) durante 3, 6, 12 e 24 horas e em seguida coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E) e 

observadas ao microscópio óptico (400x). Painel A: Controle negativo, Painel B: veículo, Painel C: SN38, 

4µM. Painel D: SN38, 40µM. Painel E: SN38, 400µM. 
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FIGURA 72 – Efeito do SN38 sobre a contagem do número de células IEC-6 após 3, 6, 

12 e 24 horas de incubação 
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 As células IEC-6 foram tripsinizadas e semeadas em placas de 24 poços na concentração de 2 x 10
5
 células/mL 

até atingir a confluência. Em seguida, as células foram incubadas com SN38 na concentração de 4, 40 e 400 µM 

ou veículo (DMSO 0,4%, controle negativo) durante 3, 6, 12 e 24 horas e em seguida coradas com 

Hematoxilina-Eosina (H&E) e observadas ao microscópio óptico (100x) para a contagem do numero de células 

por 10 campos. Os dados foram apresentados como valor das médias ± EPM (n=6). 
a
P<0,001 quando comparado 

ao controle negativo.  Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni 
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FIGURA 73 – Efeito do SN38 sobre a percentagem de células picnóticas após 3, 6, 12 e 

24 horas de incubação 
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As células IEC-6 foram tripsinizadas e semeadas em placas de 24 poços na concentração de 2 x 10
5
 células/mL 

até atingir a confluência. Em seguida, as células foram incubadas com SN38 na concentração de 4, 40 e 400 µM 

ou veículo (DMSO 0,4%, controle negativo) durante 3, 6, 12 e 24 horas e em seguida coradas com 

Hematoxilina-Eosina (H&E) e observadas ao microscópio óptico (100x) para a contagem de células picnóticas. 

Os dados foram apresentados como valor das médias ± EPM (n=6). 
a
P<0,001 quando comparado ao controle 

negativo.  Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 No presente trabalho verificou-se que o irinotecano foi capaz de induzir um 

significativo dano sobre o trato gastrintestinal, que se correlacionou diretamente com as 

alterações funcionais, detectadas pelo teste de permeabilidade e de perfusão intestinal de 

açúcares e íons. Verificou-se, também, a presença de translocação bacteriana para órgãos 

periféricos como, por exemplo, o fígado, no curso da lesão intestinal induzida pelo 

irinotecano. Ao que se observou no estudo, a deficiência de receptores Toll-like do tipo 2, 

assim como da proteína adaptadora MyD88 envolvida na sinalização de receptores Toll, 

previniu o desenvolvimento do dano intestinal e da diarreia. Contudo, a deficiência dos 

receptores NOD1 somente melhorou a diarreia, sem atenuar a inflamação induzida pelo 

irinotecano. Adicionalmente, os dados deste trabalho mostraram a presença do infiltrado 

neutrofilico intestinal causado pelo efeito direto do metabólito do irinotecano, SN38, no 

modelo de alça isolada, o que pode reforçar a ideia de que o SN-38 possa, além de ser o 

agente indutor do efeito citotóxico antitumoral, ser também, o indutor das alterações lesivas 

intestinais, muito embora não tenha provocado secreção intestinal.  

 No intuito de se estudar a patogênese da mucosite intestinal provocada pelo 

irinotecano, à busca por um modelo experimental que mimetizasse com fidedignidade as 

alterações observadas na prática clinica. Nesse sentido, em 2008 Melo e colaboradores no 

LAFICA (Laboratório de Farmacologia da Inflamação e do Câncer), modificaram o modelo 

descrito na literatura em ratos, utlizando camundongos Swiss e esquema de doses e cinética 

distintos. Dessa forma, as análises experimentais foram realizadas no sétimo dia após a 

primeira, das quatro injeções diárias de irinotecano. Lima-Júnior e colaboradores (2012), 

entretanto, utilizando camundongos C57BL/6 obtidos da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto, onde os experimentos foram realizados, observaram que o melhor tempo para o 

sacrifício dos animais seria o quinto dia experimental, a partir do qual a incidencia de 

mortalidade dos animais aumentava demasiadamente. Considerando os resultados 

apresentados nesses estudos, optamos pelo sacrificio dos camundongos C57BL/6 obtidos no 

nosso biotério do Departamento de Farmacologia da UFC, no quinto e o sétimo dia 
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experimental, de modo a caracterizar as diferenças em termos fisiopatológicos da mucosite 

em cada momento experimental. 

Melo e colaboradores (2008), haviam demonstrado que o dano de mucosa foi 

evidenciado por áreas intestinais desnudas, com perda da altura de vilos e de células epiteliais 

intestinais, vacuolização e necrose celular. Associado a esse dano estrutural, verificou-se um 

intenso infiltrado inflamatório na lâmina própria. Os dados do presente trabalho corroboram 

com tais achados. Além disso, verificou-se que o irinotecano induz uma marcante perda de 

peso dos animais, desenvolvimento de diarreia grave, infiltração neutrofílica e dano 

histopatológico no intestino. Tais dados corroboram outros prévios relativos à ação lesiva do 

irinotecano sobre a mucosa intestinal, descrita por pesquisadores do LAFICA (MELO et al, 

2008; LIMA-JÚNIOR et al, 2012), bem como pesquisadores de outros grupos (IKUNO et al, 

1995; KURITA et al, 2000; GIBSON et al, 2003, 2007; LOGAN et al, 2008 a,b; STRINGER 

et al, 2007b, 2009a).  

A literaura pouco tem mencionado o cólon como um sitio de desenvolvimento de 

mucosite pós injeção de agentes antineoplásicos. A bem da verdade só encontramos o registro 

dos trabalhos de Gibson e colaboradores (2003) e de Stringer e colaboradores (2009). No 

presente estudo foi mostrado que o dano induzido pelo Irinotecano em camundongos não se 

restringe ao intestino delgado, mas extende-se também ao intestino grosso. Dessa forma foi 

evidenciado um extenso infiltrado neutrófilo acompanhado de vacuolização das criptas de 

Lieberkün. Gibson e colaboradores (2003) descreveram que a injeção de Irinotecano em ratos 

inoculados previamente com células de adenocarcinoma mamário, provocava um grave dano 

no intestino delgado, assim como dano no cólon, evidenciado pela presença de celulas 

apoptóticas na cripta do cólon, assim como hiperplasia do colon. Stringer e colaboradores 

(2009) evidenciaram também um considerável dano no cólon de ratos injetados com 

Irinotecano (200mg/kg i.p, injeção única), com degeneração da cripta e infiltração de células 

polimorfonucleares na luz intestinal, acompanhada de hiperplasia e corpos mitóticos.  

A diarreia é uma das manifestações mais comuns da mucosite intestinal relacionada à 

quimioterapia do Câncer (ARNOLD et al, 2005). A diarreia associada ao Irinotecano 

apresenta-se em duas fases, uma inicial que acomete 43 a 51% dos pacientes e dentre eles, 7 a 

22% dos pacientes com grau severo. A fase tardia, a diarreia apresenta-se de 83 a 88% dos 

pacientes, e 14 a 31% nos graus 3/4 (KRISHNAMURTHI, DREWS, SAVARESE, 2013).  
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Em assím sendo, tornou-se relevante estudar a patogênese da mucosite intestinal, 

partindo de um modelo experimental, no qual a diarreia cursasse como um evento que 

acompanhasse as demais alterações de caráter inflamatório clássicas da mucosite intestinal.  

Os resultados aqui apresentados, utilizando um modelo murino de injeção 

intraperitoneal diária de Irinotecano 75 mg/kg durante 4 dias, mostraram que a mucosite 

experimental induzida pelo irinotecano cursou com importante diarreia de grau moderado no 

quinto dia e grau severo no sétimo dia experimental. Essa manifestação está de acordo com os 

dados anteriores obtidos por Lima-Junior (2008), que, ao utilizar também camundongos 

C57BL/6 e duas doses distintas, 60 e 75 mg/kg, evidenciou uma lesão intestinal precoce 

acompanhada de diarréia já a partir do quinto dia. Por outro lado, tais dados contrastam com 

aqueles encontrados por Melo e colaboradores em experimentos com camundongos Swiss, 

onde os eventos de diarreia severa foram observados somente a partir do sexto dia 

experimental (MELO, 2007). A diarreia induzida pelo Irinotecano está descrita também em 

outros trabalhos da literatura (Gibson et al, 2007; Logan et al, 2008; Stringer et al, 2009), 

utilizando o modelo de uma única injeção endovenosa de 200 mg/kg de Irinotecano em ratos. 

Neste caso os autores mostraram que a diarreia apresenta-se no terceiro dia experimental, 

sendo de grau moderado a severo, porém com um curso temporal mais curto, vindo a cessar já 

a partir do quinto dia experimental. O modelo de dose única, entretanto, diferente daquele 

aqui apresentado, mimetiza pouco o que de fato acontece na prática clínica em que na maioria 

dos regimes que utiliza irinotecano este é administrado, em doses subseqüentes. 

Considerando que os mecanismos associados à diarreia induzida pelo irinotecano não 

estão completamente compreendidos, optou-se por avaliar o funcionamento da barreira 

intestinal por meio do teste de permeabilidade intestinal aos açúcares lactulose e manitol, bem 

como o transporte intestinal de íons, pelo teste de perfusão intestinal. 

Os dados do presente trabalho, surpreendentemente, evidenciaram uma redução da 

excreção urinária de lactulose no sétimo dia experimental, sem qualquer alteração da excreção 

de manitol. É importante ressaltar que um aumento da excreção urinária de lactulose tem sido 

correlacionado com um dano nas proteínas envolvidas nas junções firmes (tight junctions), 

aumentando o transporte paracelular desse açúcar (LIMA et al, 2005). Assim, duas 

possibilidades foram postuladas na tentativa de prover uma explicação para a diminuição da 

excreção de lactulose aqui apresentada: 1) um dano renal causado pelo irinotecano poderia 
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alterar a taxa de excreção da lactulose para menos ou alternativamente, 2) a resistência 

transepitelial das proteínas de junção estariam aumentadas, favprecendo uma dimunuição da 

passagem do açúcar. 

Com o intutito de avaliar a primeira possibilidade, realizou-se a dosagem sérica de 

creatinina e ureia em animais injetados com irinotecano. Os resultados do presente trabalho, 

evidenciaram que ambos os marcadores de lesão renal estavam em concentrações séricas 

idênticas às do grupo controle salina. A segunda possibilidade ainda não foi por nós testada, 

mas, em um estudo recente publicado por Nakao e colaboradores (2012), observou-se que a 

expressão de ocludina e claudina-1 encontra-se atenuada após administração de Irinotecano. 

Em contrapartida, esses autores verificaram um aumento da resistência transepitelial no 

intestino delgado mesmo com reduzida expressão de proteínas de junção. Uma das 

justificativas dos autores, foi quanto ao edema tecidual intestinal, o qual pode afetar 

negativamente a funcionalidade da barreira intestinal  por aumentar a resistência desta 

(NAKAO et al, 2012). Estudos in vitro posteriores utilizando a camera de Ussing serão 

necessários, com o objetivo de corroborar nossos achados in vivo. Por meio desse teste, 

podem ser avaliados os efeitos direto do Irinotecano e seu metabolíto ativo, o SN38 sobre o 

transporte de Lactulose e manitol in vitro, assim como mensurar a resistência transepitelial. 

Em estudo realizado por Gifoni no LAFICA utilizando uma amostragem de 20 

pacientes portadores de cancer colorretal metastático tratados no Hospital Haroldo Juaçaba do 

Instituto do Câncer do Ceará, com o regime quimioterápico IFL (Irinotecano, 5-FU e 

Leucovorin) e avaliados antes e após cada ciclo de quimioterapia, foi evidenciada uma clara e 

significativa diminuição da excreção urinária de manitol, sem contudo, observar-se alteração 

da excreção de lactulose. Observou-se ainda nesses pacientes uma redução da razão 

lactulose/manitol (GIFONI, 2012). Esses dados, sugerem que regimes de  quimioterapia à 

base de Irinotecano podem causar  uma  lesão sobre à área absortiva do epitelio  intestinal de 

revestimento, levando a uma menor absorção de manitol a partir do intestino. Esses achados 

aparentemente conflitantes com os obtidos no presente trabalho, podem ser decorrentes da 

ação combinada do Irinotecano com o 5-FU, o que não aconteceu nos  experimentos cá 

apresentados nos quais o irinotecano foi usado isoladamente. 

  No presente trabalho, o  5-FU isolado foi utilizado como controle de referência e 

notou-se que a sua injeção promoveu  um aumento nas taxas  de excreção tanto de lactulose 
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como de manitol, o que diferiu dos dados com irinotecano, onde como já discutido 

anteriormente as alterações se deram apenas sobre a taxa de lactulose. Sukkar e colaboradores 

(2004) demonstraram que o tratamento adjuvante do cancer colorretal com 5-FU e Levamisol 

em 12 pacientes, promoveu aumento da excreção urinária de lactulose. Adicionalmente, 

Carneiro-Filho e colaboradores (2004) demostraram que outro agente quimioterápico, 

bastante utilizado  no passado no tratamento do cancer de mama,  o metotrexato , foi capaz de 

induzir uma lesão da barreira intestinal, evidenciada pela diminuiçao da excreção urinária de 

Manitol e aumento significativo da secreção intestinal de sódio e potássio.   

Com relação ao estudo do transporte intestinal de íons por meio do teste da perfusão 

intestinal, os resultados deste trabalho mostraram que o Irinotecano,  a exemplo do 

metotrexato, parece induzir  um aumento da secreção intestinal de sódio, potássio e cloreto, os 

quais foram mensurados no perfusato intestinal. De modo complementar, Stringer e 

colaboradores (2009) evidenciaram que o irinotecano induz uma diminuição sérica de sódio 

em ratos, corroborando com o aumento da secreçao intestinal deste íon.   

Em conjunto,  os resultados ora mostrados aliados aos da literatura fazem crer que o 

teste de lactulose e manitol pode ser útil na definição do padrão de alteração de barreira 

secundária aos quimioterapicos antineoplásicos, e que este dano, parece ser  diferente para 

cada quimioterápico utilizado , isoladamente ou em associação. Portanto, o manejo clinico 

desses pacientes deve levar em consideração o efeito diferenciado de quimioterapicos sobre a 

barreira do trato gastrintestinal. 

È bem sabido que pacientes em tratamento quimioterápico com regimes à base de 

irinitecano experimentam cólicas abdominais, muitas vezes severas e em grande freqüência, 

associadas à diarréia. De forma inédita, Lima-Júnior e colaboradores (2012) mostraram, de 

forma bastante elegante, que tiras de duodeno obtidas de camundongos previamente injetados 

com irinotecano, quando avaliadas in vitro apresentam hipercontratilidade frente ao estímulo 

com acetilcolina, fazendo supor que pode ser esta a causa da cólica abdominal apresentada na 

prática clínica nos pacientes tratados com irinotecano.  Adicionalmente, Belarmino-filho 

(2010) evidenciou que a resposta inflamatória associada à mucosite por irinotecano 

desencadeia alterações da motilidade digestória como retardo do esvaziamento gástrico e 

aceleração do trânsito intestinal, que podem também estar associados à fisiopatologia da 
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gênese dos sintomas dispépticos, da diarréia e da cólica que normalmente podem acompanhar 

o curso da mucosite por irinotecano. 

Os resultados aqui apresentados, evidenciaram também, que a injeção de irinotecano 

em camundongos promoveu um aumento do crescimento de bactérias no sangue, assim como 

o aumento da translocação bacteriana para orgãos estéreis tais como linfonodo mesentérico e 

fígado. Corroborando esses achados, Nakao e colaboradores (2012) detectaram bactérias no 

linfonodo mesentérico em 80% dos ratos injetados com uma única dose de irinotecano (200 

mg/kg i.p) (NAKAO et al, 2012). 

A esta altura do trabalho nos perguntamos se, de fato , estávamos  diante  de um 

modelo de mucosite com evolução para sepse. Tal sugestão se deveu aos dados 

supramencionados e também à observação  da presença de um acúmulo pulmonar de 

neutrófilos e de uma reduzida temperatura retal.  

Dados da literatura dão conta de que o infiltrado de células pró-inflamatórias está 

associado a um curso clínico de pior prognóstico na sepse, pois culmina com disfunção 

sistêmica de órgãos, um dos achados típicos de uma Síndrome da Resposta Inflamatória 

Sistêmica (SIRS) que ocorre durante essa doença (ABRAHAM, 2005).  Modelos 

experimentais clássicos de sepse, tais como o modelo de ligação e punção do ceco (CLP) 

utilizam exatamente esse parâmetro como uma das referências para a demonstração da 

progressão  do estado septicêmico (ALVES-FILHO et al, 2008; SPILLER et al, 2010).  

Segundo a American College of Chest Physicians e a Society of Critical Care 

Medicine, define-se sepse como uma síndrome clínica que resulta de uma resposta 

inflamatória à infecção, tendo como critérios a presença de pelo menos duas das seguintes 

condições, além de uma infecção: 1) temperatura > 38ºC ou < 36ºC; 2) frequência cardíaca > 

90 bpm; 3) frequência respiratória > 20 ipm ou pCO2 < 32 mmHg; 4) contagem de glóbulos 

brancos > 12.000/mm
3 

ou < 4000/mm
3 

(NEVIERE, PARSONS, HOLLINGSWORTH, 2013).  

No presente trabalho, foi evidenciada, adicionalmente à bacteremia e à leucopenia, uma 

diminuição da temperatura retal nos camundongos após a injeção do Irinotecano, achado 

similar evidenciado no modelo clássico de sepse por CLP (Tao et al, 2004). Tao e 

colaboradores (2004) mostraram uma diminuição significativa da temperatura retal de 

camundongos após 6, 12 e 18 horas de indução da sepse por CLP. 
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A interação de Padrões Moleculares Associados aos Patógenos (PAMPs) com 

Receptores Toll-Like (TLRs) é capaz de ativar vários fatores de transcrição, particularmente 

NF-kB e MAP quinases, e aumentar a produção de citocinas pró-inflamatórias (KAWAI & 

AKIRA, 2006). A desregulação da sinalização de TLRs em células epiteliais intestinais 

parece ser um importante fator patogênico no estabelecimento de inflamações intestinais 

(PODOLSKY, 2002), incluindo a mucosite.  

No presente trabalho, investigou-se o papel de TLRs na patogenêse da mucosite 

intestinal por Irinotecano. Dentre eles foram estudados os receptores Toll-like do tipo 2, 4 e 9, 

receptores NOD1 e a proteina adaptadora MyD88. Um dos motivos principais que nos 

motivou à realização dessa investigação, foram os achados iniciais da análise 

imunoistoquímica para TLR4 em amostras de intestino obtidas de animais injetados com 

Iriotecano, a qual revelou um aumento da immunomarcação para esse receptor. Aliado a isso, 

a identificação bioquímica de bacilos gram negativos translocados para o linfonodo 

mesentérico e fígado, revelou a presença de bactérias gram negativas, como Escherichia coli e 

bactérias gram negativas não fermentadoras, como a Pseudomona aeruginosa. Somado a isso, 

dados da literatura mostram que o crescimento de Enterobacterias foi observado em pacientes 

sob tratamento quimioterápico (STRINGER et al, 2009b; RAM et al, 2012), em colite (LUPP 

et al, 2007; DE SOUZA et al, 2012) e no  câncer colorretal (AZCÁRATE-PERIL et al, 2011; 

WANG et al, 2012), como resultado de uma alteração funcional da mucosa intestinal e do 

sistema imune assoaciado ao intestino.       

 Especificamente, evidenciamos neste estudo a participação dos receptores Toll-like 

do tipo 2 (TLR2), assim como, da proteína adaptadora MyD88 na patogênese da mucosite 

intestinal induzida pelo Irinotecano. Nossos resultados mostraram que em animais knockout 

para TLR2 ou knockout para MyD88, não foram observadas a perda ponderal e o dano 

funcional relacionado à diarreia, bem como as alterações morfométricas e histopatológicas 

claramente observadas nos animais selvagens tratados com Irinotecano. 

 Kaczmarek e colaboradores (2012) evidenciaram que camundongos geneticamente 

deficientes em TLR2
-/-

 ou em MyD88, quando expostos ao tratamento com doxorrubicina, 

outro agente antineoplásico, não apresentaram aquelas alterações histopatológicas, a 

infiltração de neutrófilos no íleo, bem como o aumento de células apoptóticas nas criptas do 

íleo, observadas nos respectivos animais selvagens injetados com doxorrubicina. Os autores 
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então sugeriram que a deficiencia do receptor TLR2 ou de MyD88, previne a mucosite 

intestinal induzida pela doxorrubicina. Coerentemente o mesmo grupo de pesquisa havia 

previamente demonstrado que a via de sinalização TLR2/TLR9-MyD88 tem um papel 

fundamental na deflagração da resposta inflamatória aguda associada com apoptose, que se 

segue ao tratamento com doxorrubicina. Para tal os autores utilizaram camundongos knockout 

para TLR2, TLR9 ou MyD88, assim como seus respevtivos controles selvagens. (Kryosko et 

al, 2011) 

 Em referência ao papel do receptor TLR9 na mucosite induzida por agentes 

antineoplásicos, os resultados do presente trabalho, em que se utilizou o irinotecano como 

agente indutor, frontalmente diferem daqueles observados quando o agente antineoplásico era 

a doxorrubicina, uma vez  que mostraram que camundongos geneticamente deficientes do 

receptor Toll-like tipo 9 apresentaram sinais de diarréia, perda de peso, leucopenia e 

bacteremia.Tais dados nos permitem concluir que TLR9 pode exercer diferentes  papeis 

moduladores  em função do tipo de agente antineoplásico na indução de mucosite.   

Curiosamente, Trevelin e colaboradores (2012) muito recentemente demonstraram que 

camundongos geneticamente deficientes para o receptor Toll-like 9, nos quais induziu-se 

sepse experimental pelo CLP, não apresentaram falência na migração de neutrófilos, assim 

como menor taxa de resposta inflamatória sistêmica e dessa forma tiveram uma melhora na  

sobrevida. Esses autores sugeriram que o mecanismo pelo qual esse fenômeno ocorre parece 

envolver o aumento da expressão de receptores para quimiocinas, como o CXCR2, e reduzida 

expressão da proteína GRK2, a qual tem papel na internalização de receptores acoplados à 

proteína G, como o de quimiocinas (TREVELIN et al, 2012). Portanto, a ativação de TLR9 

seria de pior prognóstico na sepse.  

Adicionalmente, Alves-Filho et al (2009) demonstraram que camundongos knockout 

para TLR2 apresentaram melhor capacidade de conter o crescimento bacteriano sistêmico, 

além de apresentarem melhores taxas de sobrevida e baixa resposta inflamatória sistêmica, 

por um mecanismo regulador similar ao descrito por Trevelin et al (2012) para o receptor 

TLR9, envolvendo a modulação de receptores de quimiocinas. Em nosso trabalho, não 

sabemos ainda explicar a razão de observarmos uma proteção contra o desenvolvimento de 

mucosite somente para o grupo de camundongos knockout para TLR2.  
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Entretanto, é claro que, apesar do nosso modelo apresentar alguns sinais sugestivos de 

sepse, o padrão de resposta fisiopatológico da mucosite parece distinto daquele estudado no 

modelo experimental de sepse por CLP, em que , pelo menos do nosso ponto de vista, parece 

ser muito mais drástico que o de mucosite intestinal induzido por irinotecano. Outra diferença 

relevante é que no modelo de CLP há perfuração do ceco com a liberação, na cavidade 

peritoneal, de bactérias com características muito diversas (sepse polimicrobiana). Em nosso 

modelo, o perfil de bactérias em translocação parece ser bem distindo daquele observado no 

modelo de CLP, justificando um padrão de resposta fisiopatológica diferenciado. 

O papel de TLRs tem sido investigado também em outras lesões do trato 

gastrintestinal.  Nas doenças inflamatórias intestinais, por exemplo, a ativação de receptores 

TLR2 e TLR4 parece ter um papel relevante para o desenvolvimento do dano no intestino 

grosso e delgado desses pacientes (CARIO & PODOLSKY, 2000). Adicionalmente, em 

pacientes com colite ulcerativa ou com Doença de Crohn, tanto TLR2 como TLR4 

apresentam-se marcantemente expressos no epitélio intestinal desses pacientes (CARIO & 

PODOLSKY, 2000; FROLOVA et al, 2008). De forma similar ao encontrado neste estudo, 

foi evidenciado um aumento da imunomarcação para TLR4 nas amostras intestinais obtidas 

de animais tratados com irinotecano. 

Entretanto, a expressão e o papel de diferentes TLR, bem como das vias de sinalização 

reguladas por estes receptores, em relação às doenças intestinais parecem variar a depender da 

condição patológica em questão (GAO et al, 2012 a,b). Gao e colaboradores (2012 a,b) 

sugeriram que o Clostridium butyricum, utilizado como probiótico no tratamento da diarreia, 

ativa, via TLR2, a síntese de citocinas de padrão anti-inflamatório, como IL-10, por um 

mecanismo  outro , independente de MyD88. Contudo, a sinalização de TLRs, via MyD88, 

parece ter papel relevante no desenvolvimento da inflamação intestinal, visto que a deleção 

gênica para esta proteína adaptadora é capaz de prevenir o desenvolvimento de colite 

espontânea induzida pela microbiota comensal em camundongos knockout para IL-10 e 

MyD88 (camundongos duplo knockout, MyD88-/-,IL-10-/-) (RAKOFF-NAHOUM et al, 

2006; HOSHI et al, 2012). 

 De fato, a mudança no perfil de bactérias intestinais secundária ao tratamento com 

Irinotecano foi descrito por Stringer e colaboradores (2008). De acordo com essses autores, a 

diarréia promovida pelo Irinotecano pode ser causada pelo aumento de bactérias, como 
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Escherichia coli, produtoras de beta-glicuronidases no intestino, o que pode levar à 

possibilidade de modulação terapêutica desse desequilíbrio da microbiota intestinal através do 

tratamento com antibióticos e/ou probióticos (STRINGER et al, 2008). 

Considerando que o Irinotecano é capaz de modificar o equilíbrio da microbiota 

comensal intestinal, contribuindo para o desenvolvimento da mucosite, e que a proteína 

MyD88 tem papel sinalizador importante para muitos receptores de produtos dessas bactérias, 

optou-se por investigar se animais knockout para MyD88 apresentariam modificação no curso 

da mucosite intestinal. De fato observou-se que a deleção gênica para esta proteína conferiu 

uma menor perda ponderal, reduzida diarréia, infiltração neutrofílica e danos histopatológicos 

intestinais significativamente atenuados, bem como reduzida bacteremia. 

É importante destacar que a proteína MyD88 sinaliza não somente receptores Toll-

like, mas também tem função adaptadora para receptores de citocinas pró-inflamatórias da 

família da interleucina-1, como IL-1β e IL-18. Lima-Júnior (2008) e Freitas (2007) 

demonstraram que animais knockout para a citocina IL-18 e que receberam Irinotecano 

apresentam melhora nos parâmetros funcionais intestinais (diarreia e hipercontratilidade de 

tiras isoladas de intestino), além de apresentarem reduzida alteração histopatológica e menor 

infiltração de neutrófilos no intestino quando comparado ao grupo selvagem injetado com 

Irinotecano. De modo mais importante, a administração da proteína ligante para IL-18 (IL-

18bp), que bloqueia a função biológica pró-inflamatória da IL-18, apresentou resultados 

similares à deleção gênica para IL-18 (LIMA-JÚNIOR, 2008; FREITAS, 2007). Ressalta-se, 

ainda, que o bloqueio farmacológico ou gênico da sinalização de IL-18 preveniu a ativação de 

óxido nítrico, detectada pela redução da atividade da óxido nítrico sintase induzida (LIMA-

JÚNIOR, 2008; FREITAS, 2007). Possivelmente, a marcante resposta protetora encontrada 

no trabalho aqui mostrado, com relação ao efeito da proteína MyD88 reflete não somente a 

modulação da sinalização de receptores Toll-like, mas também a modulação mais ampla da 

ação das citocinas da família da IL-1, que inclui além da IL-1β, a IL-1α, a IL-1Ra e a IL-18. 

Sabe-se, ainda, que a ativação de receptores TLR pode promover a síntese de citocinas 

pró-inflamatórias, tais como TNF-, IL-1β e KC, cuja participação na mucosite intestinal 

induzida por irinotecano foi previamente descrita pelos pesquisadores do LAFICA (Melo et 

al, 2008), assim como a síntese de IL-6 por Logan e colaboradores (2008).  Nesse sentido, o 

grupo do LAFICA (Melo et al, 2008)  demonstrou que a modulação inspecífica de citocinas 



172 
 

 
Discussão 

 
 

pro-inflamatórias por drogas como a  pentoxifilina, parece promove uma melhora 

significativa do dano histopatológico intestinal, assim como uma melhora nos parâmetros 

inflamatórios promovidos pela injeção de irinotecano em camundongos.  Por outro lado, a 

inibição específica de TNF-, com o uso de anticorpo monoclonal anti-TNF, infliximabe, não 

foi capaz de reverter a perda ponderal, nem os parâmetros funcionais (diarreia), apesar de 

prevenir o desenvolvimento da resposta inflamatória, todos  descritos na mucosite intestinal 

que se segue à injeção de irinotecano (FIGUEIREDO, 2012).  

Assim, a constatação de que a ativação da resposta imune via TLR à microbiota 

intestinal parece ser relevante também no contexto da mucosite, sugere que a modulação 

farmacológica desses receptores teria um impacto terapêutico clinicamente relevante por 

regular a ativação de importantes citocinas envolvidas na lesão intestinal.  

É realmente curioso o fato, de camundongos Knockout para o receptor TLR4 não 

terem apresentado uma melhora da mucosite intestinal induzida pelo irinotecano. 

Clinicamente, como descrito anteriormente, o maior grau de ameaça à vida em pacientes que 

desenvolvem mucosite por quimioterapia está francamente associado ao desenvolvimento de 

sepse. Em uma revisão publicada por Barochia e colaboradores (2011), avaliou-se o racional 

para o uso do Eritoram tetrasódico, um antagonista do LPS, no tratamento da sepse.  Nessa 

revisão, relata-se o atual desenvolvimento de um estudo clínico Fase III do Eritoram, 

revelando um possível benefício terapêutico deste antagonista em pacientes sépticos com alto 

risco de morte, entretanto uma potencial resposta deletérea foi observada naqueles pacientes 

sépticos com baixo risco de morte (BAROCHIA et al, 2011). Possivelmente, no modelo 

experimental de mucosite, a sepse ainda não atingiu o perfil de mais alta gravidade. Desta 

forma, o bloqueio da sinalização do TLR4, pela deleção gênica, não seria vantajosa nesse 

modelo experimental.  

Os mecanismos moleculares da interação entre TLRs e outros receptores de 

reconhecimento padrão (PRRs) do sistema imune inato estão começando a emergir, 

envolvendo principalmente os receptores NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain). 

Uma função na homeostase imunológica tem sido atribuída à interação entre os receptores 

Toll-like e NOD.  
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Sabe-se que o LPS bacteriano pode ter ação tanto em receptores de membrana celular, 

como TLR4, como atuar em nível citoplasmático. Esse movimento intracelular parece ser 

necessário para certas respostas celulares, visto que substâncias que bloqueiam o transporte 

vesicular, como a Wortmannin, bloqueiam a adesão de neutrófilos, mediada por integrinas, 

desencadeada pelo LPS (Revisto por TAKEDA et al, 2003). O principal candidado a receptor 

para o LPS no citoplasma é o NOD1, cuja ação leva à ativação de NF-kB e sintese de 

citocinas pró-inflamatórias (Revisto por TAKEDA et al, 2003), muitas das quais observadas 

na mucosite intestinal (MELO et al, 2008).  

Uehara e Takada (2008) demonstraram que a ação sinérgica de NOD1 e 2 com 

agonistas de TLR3, TLR4, TLR7, TLR9, assim como de TLR2, induz uma resposta 

antibacteriana, com síntese de β-defensinas 2, na cavidade oral, sugerindo que a contribuição 

do epitélio oral para o desenvolvimeto da imunidade inata é intensificada em processos 

inflamatórios. Em outro estudo, Tada e colaboradores (2005) investigaram o papel de células 

dendríticas humanas na ativação de resposta Th1 induzidas por agonistas de NOD1 e NOD2 

em combinação com agonistas de receptores Toll-like no contexto da hipersensibilidade 

tardia. Nesse estudo, demonstrou-se que agonistas de receptores NOD e de TLR3, TLR4 e 

TLR9, mas não de TLR2, foram capazes de, sinergisticamente, promover a ativação de 

interleucina 12 (IL-12), uma citocina responsável pela ativação da via Th1, com sintese de 

IFN-, uma citocina efetora desta via (TADA et al, 2005). 

Freitas (2007) e Lima-Júnior (2008) já haviam demonstrado o papel deletério da IL-18 

na mucosite intestinal induzida por irinotecano. Ao que se sabe esta citocina atua de modo 

sinérgico com a IL-12 na ativação da via Th1, que parece ser fundamental para o curso 

deletério observado na mucosite. Assim, com base nos estudos de Uehara e Takada (2008) e 

de Tada et al (2005) supramencionados, percebe-se que ainda não há clareza quanto à forma 

de interação entre a sinalização de receptores TLR e NOD e como essas vias se comunicam 

para gerar efeitos sinérgicos, nem como estas participariam na evolução da mucosite 

intestinal. Contudo, no trabalho cá apresentado ficou evidente uma significativa proteção 

apenas da diarreia em animais NOD1-/-, sem, contudo, haver atenuação dos parâmetros 

inflamatórios. Isso contrasta com o observado em animais TLR2-/-, que apresentaram 

proteção contra a resposta inflamatória e contra a diarreia e a perda ponderal. Portanto, há 
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clara necessidade de se investigar esse aspecto envolvendo TLRs e receptores NOD na 

mucosite. 

Tendo em conta, que o modelo experimental de mucosite intestinal induzida pelo 

irinotecano cursa com um importante dano funcional, relacionado à diarreia, hipotetizamos se 

o metabólito ativo do Irinotecano, o SN-38, seria o deflagrador do dano funcional, assim 

como o é da inflamação associada à mucosite.  

O SN-38 é gerado a partir do Irinotecano por carboxilesterases e subsequentemente 

conjugado a SN-38G por UDP-glicuroniltransferases hepáticas. A forma glicuronizada do 

SN-38 é inativa e excretada no intestino e eliminada nas fezes (RIVORY et al, 1997). Alguns 

estudos apontam para o papel de β-glucoronidases microbianas intestinais como um fator 

relevante na reativação do SN-38 no intestino, o que causaria o dano à mucosa (GUPTA et al, 

1994).  

Diversos trabalhos mostram a utillização do modelo de alça intestinal isolada, dentre 

eles, podemos citar os estudos de enterite induzida pelo Clostridium difficillle (LIMA AA et 

al, 1988; ROCHA et al, 2001; CAVALCANTE et al, 2006; BARRETO et al, 2008;  

MEDEIROS et al, 2011; DE ARAUJO JUNQUEIRA et al, 2011; WARREN et al, 2012), 

assim como, os estudos de secreção intestinal induzido pela Tóxina da Cólera (GUERRANT 

et al, 1994; ROCHA et al, 2003). Nesse modelo, é possível avaliar de forma direta o efeito de 

substâncias tóxicas/toxinas sobre o epitélio de revestimento intestinal por meio da mensuração 

de parâmetros secretórios e inflamatórios.  

Lima e colaboradores (1988) demonstraram que a injeção de toxina A do Clostridium 

difficile, em alça intestinal de coelho, provocou uma significativa infiltração de células 

mononucleares e uma potente secreção intestinal semelhante àquela produzida pela toxina do 

Vibrio cholerae. Já é relatado na literatura que a resposta da toxina da cólera tem efeito direto 

sobre a ativação de adenilato ciclase na mucosa intestinal, com ativação de AMP cíclico e 

estimulação de proteínas quinase dependentes de AMP cíclico e secreção de cloreto (GILL & 

WOOLKALIS, 1985). Assím, depreende-se que a tóxina da cólera parece causar uma 

marcante secreção (ROCHA et al, 2003), sem resposta inflamatória subjacente (VIANA et al, 

2002). Portanto, se o SN-38 é o responsável pelo dano à mucosa, se tem potencial secretório 
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e/ou inflamatório, o modelo de alça isolada in vivo teria, pelo menos potencialmente, como 

responder a este questionamento. 

A dúvida quanto à participação ou não do SN-38 no dano intestinal associado ao 

Irinotecano decorre da observação da toxicidade de outros quimioterápicos antineoplásicos 

também considerados pró-drogas, como a ciclofosfamida e ifosfamida. Sabe-se que a 

metabolização hepática desses agentes gera um metabólito que responde pela atividade 

citotóxica antitumoral (mostarda de fosforamida e mostarda de isofosforamida) e um que está 

relacionado à toxicidade vesical, a acroleína (causando cistite hemorrágica), absolutamente 

destituído de atividade antitumoral (Revisto por RIBEIRO et al, 2012). 

Curiosamente, nossos resultados evidenciaram que o SN-38 não causou secreção 

intestinal na alça isolada de camundongos. Contudo, o metabólito ativo SN3-8 foi capaz de 

induzir aumento da atividade de mieloperoxidase, um indicador da infiltração de neutrófilos, 

evidenciando assim um claro componente pró-inflamatório. Entretanto, o Irinotecano 

utilizado como controle experimental, foi capaz de induzir um aumento da secreção intestinal 

na alça isolada. Estes achados sugerem duas informações relevantes: 1) O SN-38, pelo menos 

sob as condições experimentais aqui observadas, não seria o responsável pelo componente 

secretor associado à diarreia, porém, responderia pelos achados inflamatórios referidos para a 

mucosite intestinal induzida pela quimioterapia. 2) O potencial secretório da administração 

aguda do Irinotecano, observado nesse modelo, já é descrito na literatura como um efeito 

colinérgico direto desse fármaco, que foi aqui corroborado (HYATT et al, 2005).  

Hyatt e colaboradores (2005) demonstraram que a porção 4-piperidino-piperidina do 

Irinotecano é a responsável pela inibição da acetilcolinesterase. Contudo, o SN-38, que 

representa a molécula do Irinotecano sem a porção 4-piperidino-piperidina, não teve efeito 

inibitório sobre a acetilcolinesterase humana, corroborando nossos achados. Compreendemos 

que a prova do conceito ainda deve ser realizada, possivelmente tratando-se os animais com 

um agente anticolinérgico clássico como a atropina, previamente à injeção na alça isolada de 

irinotecano. 

Adicionalmente, avaliou-se a ação in vitro, do SN38 sobre uma monocultura de 

células epiteliais intestinais de rato (IEC-6). Nesse contexto, evidenciou-se que o SN38 

apresentou uma elevada citotoxicidade nas IEC-6 (10 vezes mais que o irinotecano), bem 
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como promoveu alterações morfológicas, associadas a um aumento de células com núcleos 

picnóticos. Tais sinais são indicativos de morte celular, o que já era de se esperar de um 

fármaco antineoplásico. 

 Um efeito inédito, demonstrado no presente trabalho, foi a descrição das alterações 

morfológicas in vitro e inflamatórias e histopatológicas in vivo induzidas pelo SN-38. Há 

agora a necessidade, de se explorar os mecanismos atrvés dos quais o SN-38 causa essas 

alterações descritas, ao exemplo do que foi demonstrado, por exemplo para a toxina A do 

Clostridium difficile (SANTOS et al, 2013). De forma bastante elegante, recentemente, 

Santos e colaboradores (2013) descreveram através do uso de microscopia de força atômica, 

microscopia eletrônica de varredura e microscopia de fluorescência, as alterações 

morfológicas celulares decorrentes da incubação de células IEC-6 com toxina A do C. 

difficile. Descreveram, também, o colapso da F-actina do citoesqueleto celular, e ainda que a 

monoglicosilação da proteína Rho, que está envolvida na formação de filamentos de actina, 

leva a esse colapso do citoesqueleto (SANTOS et al, 2013). Destaca-se, ainda neste trabalho, 

o efeito protetor da glutamina e da L-alanil glutamina contra essas alterações (SANTOS et al, 

2013). Dessa forma, pretende-se num futuro bem próximo estudarem-se os efeitos do SN-38 

assim como os mecanismos, em cultura de células IEC-6 através dessa mesma abodagem 

experimental. 

O manejo dos eventos de diarreia aumenta o custo do tratamento do Câncer. Nesse 

sentido, muitas terapias farmacológicas têm sido propostas com o objetivo de melhorar a 

qualidade de vida dos pacientes, tendo como base diversas evidências experimentais e clínicas 

(GIBSON et al, 2013). 

Bowen e colaboradores (2007) mostraram que o uso de probiótico VSL#3 previne a 

diarreia e a perda ponderal em ratos induzido pelo irinotecano. Em adição, dados do nosso 

laboratório evidenciaram que o Saccharomyces boulardii reverte as alterações na motilidade 

gastrintestinal associada a mucosite por 5-FU em camundongos (JUSTINO, 2011). Sezer e 

colaboradores (2009), também demonstraram que esses probióticos reduzem a mucosite 

intestinal e a diarreia relacionadas ao irinotecano em ratos.  

Adicionalmente, alguns estudos sugerem que o uso de antibióticos para o tratamento 

de bactérias intestinais possa reduzir a toxicidade do irinotecano (TAKASUNA et al, 1998). 
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Nesse sentido, Alimonte et al (2003) propuseram o tratamento da toxicidade do Irinotecano 

(protocolo Saltz (Irinotecano 180 mg/m2) com neomicina e bacitracina. Nesse estudo, foi 

demosntrado a combinação desses dois antibióticos, conferiu uma melhora nos quadros 

clínicos dos pacientes, reduzindo a diarreia, quando comparado aos pacientes que receberam 

somente neomicina (ALIMONTE et al, 2003). Contudo, o estudo de Jong et al (2006) indicou 

que, antes da instituição da terapia preventiva com neomicina em pacientes recebendo 

protocolos à base de Irinotecano, seja realizada a identificação genotípica para UGT1A1*28 

(que tem uma repetição TA adicional na região promotora do gene da Uridina difosfato-

glicuroniltransferase 1A1), de forma a garantir a eficácia da neomicina.   

Recentemente, Gibson e colaboradores (2013) publicaram uma revisão sistemática 

sobre o uso de agentes no manejo clínico de mucosite intestinal. Estes consistem nas 

Diretrizes da Associação Multinacional dos Cuidados de Suporte em Câncer/ Sociedade 

Internacional de Oncologia Oral (MASCC/ISOO). As diretrizes sugerem o uso de probióticos 

contendo Lactobacillus spp. para a prevenção da diarreia induzida pela quimioterapia e 

radioterapia em pacientes com neoplasias pélvicas.  

Assim, baseado no painel de diretrizes apresentado pela MASCC/ISOO 

compreendemos que o adequado manejo clínico da mucosite intestinal ainda não está 

claramente estabelecido. Somente através de pesquisas relativas ao melhor conhecimento 

fisiopatológico dessa doença é que esse sucesso possivelmente pode ser alcançado. Portanto, é 

exatamente nesse sentido que acreditamos que esta tese possa contribuir apontando novas 

perspectivas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 Com base nos resultados encontrados no presente estudo, sugere-se que o irinotecano 

altera a permeabilidade de barreira intestinal a eletrólitos, além de contribuir para o 

estabelecimento de translocação bacteriana e bacteremia. Adicionalmente, sugere-se 

que a diarreia associada ao irinotecano esteja relacionada à ativação de receptores 

NOD1 e TLR2. Este último atuando via proteína adaptadora MyD88 parece regular 

também o processo inflamatório subjacente. Por fim, sugere-se que o dano 

morfológico e infiltrado neutrófilo intestinal em animais injetados com irinotecano 

seja causado pelo metabólito ativo SN38 (Fig. 74).  
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Figura 74 - Modelo Hipotetico proposto da patogênese da mucosite intestinal. 
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