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RESUMO

INTRODUCAO. O cancer colorretal (CCR) ¢ uma das neoplasias mais prevalentes em todo o
mundo, sendo uma das principais causas de 6bito por cancer. No Brasil, apresenta-se como o
terceiro cancer mais frequente nos homens e segundo nas mulheres. Nas ultimas décadas novas
drogas incorporadas a protocolos clinicos para o tratamento do CCRm tem proporcionado um
aumento significativo na sobrevida de pacientes com esse tipo de malignidade. Dentre estas
drogas o irinotecano ocupa lugar de destaque ¢ ¢ comumente utilizado como primeira linha no
tratamento do CCR metastatico. Entretanto, como todo tratamento quimioterdpico ha um 6nus,
um quarto dos pacientes em tratamento com irinotecano apresentam uma grave mucosite
intestinal como efeito colateral mais notorio. A desregulagdo de vias de sinalizacdao celular
certamente ¢ uma das principais razdes para o desenvolvimento do cancer. A proteina alvo da
rapamicina em mamiferos (mTOR) ¢ responsavel pelo crescimento celular e o eixo
compreendido por PI3K/Akt/mTOR esté frequentemente desregulada em varios tipos de cancer.
Dessa forma, esse trabalho focou em investigar o papel do mTOR durante a mucosite intestinal
experimental induzida pelo irinotecano. METODOS. Camundongos machos CS57BL/6
(n=6/grupo) foram administrados intraperitonialmente com salina ou irinotecano (75 mg/kg ou
45 mg/kg) durante quatro dias consecutivos e tratados com rapamicina ou everolimo (inibidores
de mTOR, 1,5 mg/kg e 3 mg/kg, respectivamente) seguidos da administracdo de irinotecano.
Periodicamente foram avaliados a varia¢do de peso corpdreo e escores para avaliacdo do grau
de diarreia. Apds a eutandsia dos animais, amostras de ileo foram coletadas para determinagao
da atividade de mieloperoxidase (MPO), histopatologia e analise morfométrica e dosagem dos
niveis de citocinas [KC (quimiocina analoga da IL-8 humana), IL-1B, TGF-B e IFN-y]. A
expressao génica do RNAm das proteinas da via PI3K/Akt/mTOR foi realizada por qRT-PCR.
Também foi colhido sangue dos animais para avaliacdo da contagem total de leucocitos. Os
testes de ANOVA/Bonferroni ou Kruskal-Wallis/Dunn foram usados para as analises
estatisticas. P<0,05 foi aceito como significativo. O presente trabalho foi aprovado pelo comité
de ética da UFC (ntimero de protocolo N°100/14). RESULTADOS. Os animais injetados com
irinotecano 75 mg/kg apresentaram um aumento na expressao génica do RNAm de PI3K, Akt
e mTOR evidenciando a participacdo da via na iatrogenia. O irinotecano 75 mg/kg reduziu
significativamente o peso corporeo, contagem total de leucécitos, razao vilo/cripta e promoveu
uma lesdo intestinal que lhe € caracteristico quando comparado ao grupo controle salina. Além
disso, de forma geral, a inibicdo do mTOR com rapamicina ou everolimo agravou a maioria
desses parametros, tais como perda de peso, diarreia, histopatologia, infiltracdo de neutrofilos
e mediadores inflamatérios como TGF-B e IFN-y. CONCLUSAO. A inibi¢io do mTOR agrava
a mucosite intestinal induzida por irinotecano provavelmente pelo aumento da resposta pro-
inflamatoéria via TGF- e IFN-y com participacdo importante das Células de Paneth. Apoio
financeiro: CNPq.

Palavras-chave: Irinotecano, Mucosite Intestinal, mTOR, Rapamicina, Everolimo, Células de
Paneth
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ABSTRACT

mTOR INHIBITION ENHANCES IRINOTECAN-INDUCED INTESTINAL
MUCOSITIS

INTRODUCTION. Colorectal cancer (CRC) is one of the most prevalent cancers worldwide
and is a leading cause of death from cancer. In Brazil, it is the third most frequent cancer in men
and second in women. In the last decades new drugs incorporated into the clinical protocols for
the treatment of mCRC have provided a significant increase in the survival of patients with this
type of malignancy. Among these drugs, irinotecan occupies a prominent place and is
commonly used as the first line in the treatment of metastatic mCRC. However, since all
chemotherapy treatments have a burden, a quarter of patients receiving irinotecan present a
severe intestinal mucositis as a more noticeable side effect. Deregulation of cell signaling
pathways is certainly one of the main reasons for the development of cancer. The mammalian
target of rapamycin (mTOR) is responsible for cell growth and the axis PI3K/Akt/mTOR is
often dysregulated in various cancers. Thus, this work focused on investigating the role of
mTOR during experimental irinotecan-induced intestinal mucositis. METHODS. Male mice
C57BL/6 (n=6/group) were administered intraperitoneally with saline or irinotecan (75 mg/kg
or 45 mg/kg) for four consecutive days and treated with rapamycin or everolimus (mTOR
inhibitors, 1.5 mg/kg and 3 mg/kg, respectively) followed by administration of irinotecan. After
animals's euthanasia, ileum samples were collected for determination of myeloperoxidase
activity (MPO), histopathology and morphometric analysis, cytokine levels [KC (Human IL-8
analogous chemokine), IL-1B, TGF- and IFN-y]. The gene expression of the mRNA of the
proteins of the PI3K/Akt/mTOR was performed by qRT-PCR. Also, animals’s blood samples
was collected for evaluation of total leukocyte blood count. The ANOVA test/Bonferroni or
Kruskal-Wallis/Dunn were used for statistical analysis. P <0.05 was considered significant.
This study was approved by the etics committee of the UFC (number of protocol N°100/14).
RESULTS. Animals injected with irinotecan 75 mg/kg showed an increase in gene mRNA
expression of PI3K, Akt and mTOR showing the participation in this iatrogenia. Irinotecan 75
mg/kg significantly reduced body weight, total leukocyte count, villus/crypt ratio and promoted
an intestinal injury that it is characteristic when compared to the saline control group.
Furthermore, in general, inhibition of mTOR by rapamycin or everolimus worsened most of
these parameters, such as weight loss, diarrhea, histopathology, neutrophil infiltration and
inflammatory mediators such as TGF-f and IFN-y. CONCLUSION. Inhibition of mTOR
aggravates the intestinal mucositis induced by irinotecan likely to increase pro-inflammatory
response by TGF-ff and IFN-y with remarkable participation of Paneth Cells. Financial support:
CNPq.

Keywords: Irinotecan, Intestinal Mucositis, mMTOR, Rapamycin, Everolimus, Paneth cells



4E-BPs

5-FU
Akt

ANOVA
APCs
Anti-EGFR
Anti-VEGF
CEUA
CCR
CCRm
CPT-11
CYP3A4
DAMP
Deptor
DMSO
DNA

DSS

cDNA
elF4E

EVE
ELISA
FDA
FKBP12

FRB

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
Proteinas de ligacdo 4E do fator de alogamento cariotico

5-Fluoruracil

Proteina quinase B

Analise de Variancia

Células Apresentadoras de Antigenos

Anticorpo contra o Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico
Anticorpo contra o Fator de Crescimento Endotelial Vascular
Comité de Etica no Uso de Animais

Cancer Colorretal

Cancer Colorretal Metastatico

Irinotecano

Isoenzima do Citocromo P450

Padrao Molecular Associado ao Dano

DEP domain-containing mTOR-interacting protein
Dimetilsulfoxido

Acido Desoxirribonucléico

Dextrana Sulfato de Sédio

DNA complementar

Fator de Inicia¢ao da Tradugao Eucaridtico 4E
Everolimo

Ensaio Imunoenzimatico

Food and Drug Administration

FK binding protein 12 kDa

FKBPI12-rapamycin binding Domain

13



HE
HIF-1
HTAB
IFN-y
IL-1P
IL-1ra
IL-18bp
IL-33
INCA
iINOS
IRI
ISOO
KC
LAFICA
LPS
mlAS
MASCC
MI

MO
MPO
mLST8
mTOR
mTORCI
mTORC2

MyDg88

Hematoxilina-Eosina

Fator 1-alfa induzido por hipdxia

Brometo de Hexadeciltrimetilamonio

Interferon gama

Interleucina 1-beta

Antagonista do receptor de interleucina 1

Proteina ligante da interleucina 18

Interleucina 33

Instituto Nacional do Cancer

Oxido Nitrico Sintase induzida

Irinotecano

International Society of Oral Oncology

Quimiocina analoga a IL-8 humana em camundongos
Laboratorio de Farmacologia da Inflamagao e do Cancer
Lipopolissacarideo

Estomatite relacionada aos inibidores de mTOR
Multinational Association of Supportive Care in Cancer
Mucosite intestinal

Mucosite Oral

Mieloperoxidase

Mammalian lethal with SEC13 protein 8

Mammalian Target of Rapamycin

Complexo 1 do mTOR

Complexo 2 do mTOR

Mpyeloid Differentiation primary response gene 88

14



NF-«xB
NO
OMS
OPD
PAMP
PIKK
PI3K
PRAS40
PRR
qRT-PCR
QT
RAP
Raptor
Rictor
RNA
RNAm
S6K1
SN-38
SN-38G
TGF-B
Thl
TNF-a
TLR
TSC

UGTIA

15

Fator de Transcricdo Nuclear kappa

Oxido Nitrico

Organizag¢do Mundial de Satide
Orto-fenilenediamina

Padrao Molecular Associado a Patdégeno
Quinases relacionadas ao fosfoinositidio-quinases
Fosfoinositidio-3-quinase

Proline-rich AKTI substrate 1

Receptor de Reconhecimento de Padrao
PCR em Tempo Real Quantitativo
Quimioterapia

Rapamicina

Regulatory-associated protein of mTOR
Rapamycin-insesitive companion of mTOR
Acido Ribonucléico

RNA mensageiro

Quinase beta-1 dos reguladores de tradugdo S6 ribossomico
Metabolito Ativo do Irinotecano

SN-38 conjugado

Fator de Transformagao do Crescimento beta
Linfocitos T helper 1

Fator alfa de necrose tumoral

Receptores Toll-like

Esclerose Tuberosa

Uridina Difosfato Glicosiltransferase 1A



FIGURA 1.

FIGURA 2.
FIGURA 3.
FIGURA 4.

FIGURASS.
FIGURA 6.
FIGURA 7.
FIGURA 8.
FIGURA9.
FIGURA 10.
FIGURA 11.
FIGURA 12.
FIGURA 13.
FIGURA 14.

FIGURA 15.

FIGURA 16A.

FIGURA 16B.

FIGURA 16C.

FIGURA 17.

FIGURA 18.

16

TABELA DE FIGURAS

A incorporagdo de novas drogas nas ultimas 3 décadas tem contribuido

para um aumento na sobrevida dos pacientes com CCRm....................... 24
Estrutura Quimica da camptotecina e derivados..........ccccccveeueerveeenieennnns 26
Metabolismo do Irinotecano (CPT-11)......ccccoeieeiieiiieniieniecie e 27
Mediadores inflamatérios envolvidos na patogé€nese da mucosite

Intestinal POT ITNOLECANO. ........eeeuiieeiiieeieeeiie et 31
Unidades protéicas formadoras do mTORCI e mTORC2......................... 32
Via de sinalizacdo do mTOR ..., 34
Estrutura quimica da Rapamicina € Everolimo..........cccccocceevvieivnieinninenn, 36
Sinalizagao celular via TLR/MyD88/MTOR.........cccccovvviiiiiiiiiiieiene 43
Esquema do Protocolo experimental utilizado...........ccccoeeervrieeenieennnnenne 48
Escores para diarreia........cceeeveeeerieeesiieciiie e seve e e s 50
Esquema da analise morfomeétrica........cccceevueevnieeeniee e 51
Esquema do ensaio de MPO...........ccooouiiiiiiieiieiie e 52
Esquema do ensaio de ELISA.........ccooioiiiiiiieee e 49

Irinotecano aumenta a expressao do RNAm do eixo PI3K/Akt/mTOR
no ileo de camundongos CS7TBL/6..........cccoeeviiieiiiieiiee e, 58
Irinotecano e os inibidores de mTOR induzem perda ponderal em
camundongos CS5TBL/6........coovuiieiiiiee et 60
Irinotecano aumenta os escores de diarreia em camundongos C57BL/6

e a inibi¢ado do mTOR com rapamicina tende a agravar este parametro

Irinotecano aumenta os escores de diarreia em camundongos C57BL/6

e a inibi¢do do mTOR com everolimo tende a agravar este parametro (7

Irinotecano 75 mg/kg promove lesdo intestinal em camundongos
CSTBL Ottt e st e e 67
Irinotecano aumenta os escores histopatologicos no 1ileo de

camundongos CS57BL/6.......cccciiiiiiiiiiiieeee e 69



FIGURA 19.

FIGURA 20.

FIGURA 21.

FIGURA 22.

FIGURA 23.

FIGURA 24.

FIGURA 25.

FIGURA 26.

FIGURA 27.

FIGURA 28.

FIGURA 29.

Irinotecano 75 mg/kg altera a morfometria em ileo de camundongos
C57BL/6 submetidos a mucosite intestinal..........cccccecereereniceneeieniennnn
O everolimo promove uma exacerbacao da lesdo observado na sub-dose
de irinotecano 45 mg/kg no ileo de camundongos C57BL/6....................
Everolimo aumenta os escores histopatologicos na sub-dose de
irinotecano 45 mg/kg no ileo de camundongos C57BL/6.............cccec.....
Everolimo intensifica o dano estrutural na sub-dose de irinotecano 45
mg/kg no ileo de camundongos CS7BL/6.........ccccoevviiieniieneiiieeiieeiene
Everolimo induziu hipertrofia de células de Paneth no ileo de
camundongos C57BL/6 submetidos a mucosite intestinal por
irinotecano 75 ME/Kg €m 7 di@S......cccueeeiuiieiiiieiieeeie e
Everolimo nao alterou os escores histopatologicos na dose padrao de
irinotecano 75 mg/kg no ileo de camundongos C57BL/6 submetidos a
MUCOSIte INEEStINAL......oiiiiiiiiiiiiie e
Everolimo ndo altera o aspecto morfométrico no ileo de camundongos
C57BL/6 submetidos a mucosite intestinal com irinotecano 75 mg/kg.....
Irinotecano e inibidores de mTOR causam leucopenia em camundongos
CS57BL/6 submetidos a mucosite intestinal............cccoooeviienieniciicenicennee.
Irinotecano 75 mg/kg e everolimo numa sub-dose de irinotecano 45
mg/kg aumentam a atividade de MPO no ileo de camundongos C57BL/6
Irinotecano 75 mg/kg em combinacdo com inibidores de mTOR
aumentam o nivel de citocinas inflamatérias no ileo de camundongos
CSTBL Ottt ettt enaeeae s
Modelo hipotético da modulagao farmacoldgica da inibicdo do mTOR

na mucosite intestinal induzida por irinotecano.............cccceeeeveeeeveeennneene

17

71

73

75

77

79

80

82

84

86

88



QUADRO1

TABELA 1.

TABELA 2.

TABELA 3.

TABELA 4.

TABELA S.

TABELA 6.

TABELA 7.

LISTA DE TABELAS E QUADROS

Prevaléncia de lesdo na mucosa oral associada com o uso de inibidores

Avaliacdo da diarreia em animais submetidos a mucosite intestinal por
irinotecano e tratados com rapamicina (5 dias).......c.ccocvrvererieninieniniennnne.
Avaliacdo da diarreia em animais submetidos a mucosite intestinal por
irinotecano e tratados com everolimo na sub-dose de irinotecano 45
MA/KG (TAIAS) et
Avaliacdo da diarreia em animais submetidos a mucosite intestinal na
dose padréo de irinotecano e tratados com everolimo (7 dias)...................
Avaliacdo histopatologica de animais submetidos a mucosite intestinal
com irinotecano 75 mg/kg e tratados com rapamicina (5 dias)..................
Avaliagéo histopatologica de animais submetidos a mucosite intestinal e
tratados com everolimo na sub-dose de irinotecano (7dias)...........cc.cue....
Avaliacdo histopatoldgica de animais submetidos a mucosite intestinal e

tratados com everolimo (7dias).........cceevevveveiieere e e

18

38

54

62

64

65

69

75



19

i SUMARIO
TINTRODUGAQ ... 23
) 01 10 Yo ) 1 Lo TS 25
1.2 Mucosite Intestinal ... 28
L3 MTOR ... 32
1.4 Inibidores de MTOR ..o e e 34
14,1 RABPAIMICING . ....eeiiueietieiiee ettt ettt ettt e sttt et e e st e e nes 34
R Y = o] [ 3T SR 37
1.5 JUSHHICATIVA ..o e e 42
2OBJIETIVOS ..ottt ettt ettt ettt ettt et et et et et et e et ettt e et 45
2.1 ODbJetivo Geral.............oooiiiiiiiiii e 45
2.2 Objetivos eSPECIfICOS ...........ovviiiiiiiii e 45
3MATERIAL E METODOS ...ttt e ettt 47
R0 2N 1111 T2 1 R 47
B2 DPOGAS ..ottt 47
3.3 Protocolo Experimental ...............cccooiiiiiiiii 47
3.3.1 Modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano e tratamento com os
INIDIAOrES de MTOR ... ..ot nree s 47
3.4 Parametros a serem avaliados na Mucosite Intestinal ...........................cooiiin 49
3.4.1 Andlise da variacao de mMasSa CONPOIEA .........eeivrreiivereiriireesiieeesieeesaeeesaeeesnseeeseeeeenns 49
3.4.2 Avaliacéo de parametro hematolOQiCO ........c.evevvireiiiieeiiiie e 49
3.4.3 Avaliacdo do grau da diarréia apreSentada............cccuveivvreiiireiiiie e 49
3.4.4 Andlise histopatoldgica e morfométrica da mucosite intestinal ...............cccceviveiinnnnn, 50
3.4.5 Ensaio de mieloperoXidase (MPO) ........c.cooiiiieiiireciee e 51
3.4.6 DOSAQEM 0B CITOCINGS. ... .eeiviieiitiee ettt et e s tee et e st e e st e e et e e e e e e e e ae e e anteeeanneeeanes 52
3.4.7 Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QRT-PCR) para a via PI3K/Akt/mTOR
............................................................................................................................................ 53
3.5 ANAlise eStatISTICA ..........ooiiviiiiiiii i 55
4 RESULTADOS ...ttt 57
4.1 EXPRESSAO GENICA DO RNAm DA VIA PI3K/Akt/mTOR NA MUCOSITE
INTESTINAL INDUZIDA PELO IRINOTECANO ...t 57
4.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS GERAIS DA MUCOSITE INTESTINAL POR
L0200 2 1 L 7. N O TR 59
4.2.1. ANALISE DA VARIACAO PONDERAL .......ocoovoviviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaene, 59
4.2.2. ANALISE DOS ESCORES PARA DIARREIA ..........cooovoviiiiisieeeeeeeerees 61

4.2.3. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA DO iLEO DE
ANIMAIS SUBMETIDOS A MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR
IRINOTECANO ....cooioiieeeeeee et ee ettt ettt ettt 66



4.2.4. AVALIACAO DA CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS..........c.cooovvveennn. 83
4.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS INFLAMATORIOS DA MUCOSITE
INTESTINAL POR IRINOTECANO .......ooooe et e oo aee e e ee s 85
4.3.1. EFEITO DO IRINOTECANO E INIBIDORES DE mTOR SOBRE A
ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE EM CAMUNDONGOS C57BL/6.................. 85
4.3.1. EFEITO DO IRINOTECANO E INIBIDORES DE mTOR SOBRE CITOCINAS
INFLAMATORIAS EM CAMUNDONGOS CS57BL/6 ..o, 87
S DISCUSSAQD ..o et e, 91
6 CONCLUSAOQ E PERSPECTIVAS .. ..oooe oo 104

TREFERENCIAS ..o oo e e, 106



21



INTRODUCAO

22



23

1 INTRODUCAO

O termo cancer ¢ utilizado para definir um conjunto de doengas nos quais células
anormais se dividem de forma descontrolada e que tem potencial de invadir e se alastrar em
tecidos proximos através da corrente sanguinea e do sistema linfatico (National Cancer
Institute, 2016). Atualmente o cancer ¢ a segunda causa de 6bito no mundo, apenas atras das
doencas cardiovasculares (OMS, 2015). A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima 27
milhdes de novos casos de cancer no mundo em 2030, com uma expectativa de 17 milhdes de
mortes € 75 milhdes de sobreviventes a esta doenga, devido principalmente as mudangas
demograficas e a adogdo crescente de certos aspectos do estilo de vida ocidental, como o
sedentarismo e a alimentagdo industrializada (DENLINGER & ENGSTROM, 2011;
FRANCESCHI & WILD, 2013). Nas ultimas décadas, o cancer tornou-se um problema de
satude publica mundial e seus efeitos vao incidir principalmente em paises de baixa e média
renda. Estima-se, ainda, que o cancer, ja a partir de 2020, tornar-se-a a doenga com a maior taxa
de mortalidade, superando as doengas cardiovasculares (OMS, 2015). No Brasil, as estimativas
para o ano de 2016, preveem uma incidéncia aproximada de 596.070 casos de cancer, sendo

300.870 casos novos para o sexo feminino e 295.200 para o sexo masculino (INCA, 2016).

Estratificando-se o cancer por seus tipos, o cancer colorretal aparece como um dos mais
prevalentes, sendo o segundo cancer mais frequente na Europa (SCARTOZZI et al, 2016) e no
Brasil (INCA, 2016), liderando o nimero de mortes relacionadas ao cancer mundialmente com

aproximadamente mais de um milhdo de novos casos por ano (FERLAY et al., 2011).

Entretanto, nas ultimas décadas, alguns fatores tem contribuido para a melhora na
sobrevida dos pacientes com cancer colorretal (CCR) e cancer colorretal metastatico (CCRm)
como por exemplo, melhora no estadiamento e técnicas cirirgicas além do desenvolvimento e
incorporacdo de novos quimioterdpicos e agentes bioldgicos ou até mesmo de novos protocolos
clinicos (WONG & CUNNINGHAM, 2008; ANDRE et al., 1999; DOUILLARD et al., 2000;
de GRAMONT et al., 2000; GIACCHETTI et al., 2000; VAN CUTSEM et al., 2001;
HURWITZ et al., 2004; GIANTONIO, et al., 2007; VAN CUTSEM et al., 2007, SOBRERO
et al., 2008; CASSIDY et al., 2008; DOUILLARD et al.,2010). Por exemplo, com o uso dos
agentes bioldgicos como os inibidores do receptor do fator de crescimento epidérmico (anti-
EGFR), cetuximabe e panitumumabe, e inibidores do fator de crescimento endotelial vascular

(anti-VEGF), bevacizumabe, houve um aumento na sobrevida dos pacientes que passou de 5-6
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meses com a terapia de suporte para 30 meses e uma taxa de sobrevida que agora ¢ de 60%

(SCARTOZZI et al, 2016) (FIGURA 1).

FIGURA 1. A incorporacio de novas drogas nas ultimas 3 décadas tem contribuido para

um aumento na sobrevida dos pacientes com CCRm
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Aumento significativo da sobrevida de pacientes em tratamento para céncer colorretal metastatico ao longo
dos ultimos 30 anos com a incorporacio de novas drogas como o irinotecano, capecitabina, oxaliplatina e
terapias-alvo como cetuximabe, panitumumabe, aflibercepte e regorafenibe.

Embora o grande avango na terapéutica alcangado nos ultimos anos possibilitou um
prognoéstico melhor em diversos tipos de tumores, os pacientes oncologicos continuam sofrendo
bastante com a toxicidade oriunda da quimioterapia e radioterapia. O numero limitado do
arsenal terapéutico para tratar os efeitos colaterais da quimioterapia e radioterapia se d4 muito
em parte ao escasso conhecimento dos mecanismos patologicos subjacentes a toxicidade do
tratamento oncolégico (BOSSI, 2015). Dessa forma, os efeitos colaterais conduzem, na maioria
das vezes, ao interrompimento do tratamento quimioterapico e radioterdpico, levando ao

comprometimento da eficacia geral do tratamento oncolégico (BOSSI, 2015).
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Durante aproximadamente 50 anos, o tratamento para o cancer colorretal metastatico
era baseado apenas em 5-fluoruracil, pois apresentava uma boa atividade contra este tipo de
neoplasia. Entretanto, a partir do final da década de 90 os oncologistas comegaram a incorporar
uma nova droga que demonstrava ter uma boa atividade contra linhagens de cancer de ovario e
CCRm. Este quimioterapico adicionado a terapéutica oncoldgica para tratar o cancer colorretal

metastatico (CCRm) € o irinotecano.

1.1 Irinotecano

Originario da China e do Tibet de uma planta chamada Camptotheca acuminata, o
irinotecano (FIGURA 2) ¢ um derivado semi-sintético da camptotecina e foi inicialmente
isolada nos Estados Unidos, por Wall ef al., em 1966. O irinotecano e seu metabolito ativo (SN-
38) sdao inibidores seletivos da topoisomerase I, uma enzima envolvida na replicacdo e
transcri¢cao do acido desoxirribonucléico (DNA) responsavel por diminuir a supertor¢ao gerada
na replicacdo do DNA (KAWATO ef al., 1991). O irinotecano foi aprovado nos Estados Unidos
inicialmente como tratamento de segunda linha para os pacientes com CCRm e pacientes com
recidiva de cancer de ovario, mas atualmente tem sido utilizado como agente Unico ou
combinado com outros quimioterapicos como S-fluoruracil, oxaliplatina e bevacizumabe em
protocolos para tratamento de primeira e segunda linha de neoplasias malignas gastrointestinais
(LEE et al, 2016), mas também utilizado no cancer de ovario (FUJII et al., 2002), linfoma de
Hodgking (RIBRAG et al., 2003), cancer de pulmao de células pequenas e nao-pequenas
c¢lulas (LANGER, 2004), pancreas (ROCHA LIMA et al., 2004), mama (PEREZ et al., 2004)
e de estomago (ENZINGER et al., 2006).

Além desta agdo antineoplasica, existem resultados evidenciando que os inibidores de
topoisomerase I podem ser usados para tratar doencas caracterizadas por uma exacerbacao da
resposta imune como nos casos das infecgdes pelos virus Influenza e Ebola além de produtos
bacterianos, isto devido a inibi¢do da topoisomerase I suprimir genes inflamatdrios e proteger

da morte decorrente de um intenso processo inflamatério (RIALDI et al, 2016).



26

FIGURA 2. Estrutura Quimica da camptotecina e derivados
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A camptotecina é um alcaléide extraido da Camptotheca acuminata (originalmente encontrada na China e
no Tibet com o nome de xi shu, que significa arvore feliz). A partir dela é sintetizada outros inibidores de
topoisomerase I, como por exemplo o irinotecano, nogitecano e topotecano (nio apresentado). FONTE:
Kegg pathway.com

O irinotecano encontra-se na forma inativa, sendo na verdade uma pr6-droga que ao
atingir a circulacdo hepéatica por meio da acdo da enzima carboxilesterase hepatica e intestinal
¢ metabolizada ao SN-38 (metabdlito ativo) (KAWATO et al, 1991). Estudos bioquimicos e
analises de citotoxicidade realizados in vitro em células humanas e de roedores mostraram que
o metabolito ativo do irinotecano (SN-38) tem uma agao, pelo menos, 1000 vezes mais potente
sobre a topoisomerase I que o proprio irinotecano (BERG et a/, 2015; TAKIMOTO, ARBUCK
apud KOIZUMI et al, 2006; CHESTER et al., 2003; RIVORY et al, 1997).

Ap0s a conversdo do irinotecano ao seu metabolito ativo por meio da carboxilesterase

hepética e intestinal, a familia da enzima uridina difosfato glicosiltransferase 1A (UGT1A) ¢



27

responsavel por inativar e eliminar o SN-38 principalmente por via biliar (LEE et al/, 2016). No
entanto, enterobactérias produtoras de B-glicuronidases sdo capazes de desconjugar o SN-38G
reativando o SN-38 e disponibizando-o novamente para uma recirculagdo entero-hepatica
dando inicio ao processo novamente e amplificando o efeito (TAKASUNA et al, 1996)
(FIGURA 3).

FIGURA 3. Metabolismo do Irinotecano (CPT-11)

Eliminagao
nas fezes

Ap6s o irinotecano (CPT-11) chegar ao figado duas enzimas agem sobre ele, a primeira é a Carboxilesterase
hepatica (CE-hep) que ira gerar o metabdlito ativo do irinotecano (SN-38). A segunda enzima é a CYP3A4
que gerara dois compostos inativos: APC (7-etil-10-[4-N-(5-4cido aminopentanéico)-1-piperidino]-
carboniloxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-[4-amino-1-piperidino]-carboniloxacamptotecina. O NPC
também pode ser catabolizado pela CE-hep e gerar o SN-38. Por acio do polipeptideo 1A da familia
enzimatica uridina-difosfato-glicosiltransferase 1 ha a formacao dos glicuronideos de SN-38 (SN-38G) que
nao possuem atividade biolégica. O irinotecano (CPT-11) remanescente nao-metabolizado no figado,
juntamente com o seu metabolito ativo (SN-38) e o glicuronideo (SN-38G) sdao excretados na bile e chegam
ao intestino delgado. La o CPT-11 pode ser catalizado pela Carboxilesterase intestinal (CE-int) gerando
mais SN-38. Enterobactérias produtoras de p-glicuronidases presentes no intestino delgado podem
desconjugar o SN-38G tornando o SN-38 novamente disponivel no meio intestinal. O SN-38 pode ser
eliminado nas fezes ou através da veia porta participar da recirculacio enterro-hepatica. Adaptado de
FREITAS, 2007.

A grande problematica do tratamento quimioterdpico estd na inespecificidade da agao

do antineoplasico que ndo se limita exclusivamente as células tumorais, afetando também as
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células normais e dessa forma conduzindo ao surgimento de efeitos colaterais que muitas vezes
sdo determinantes para a reducdo do esquema terapéutico proposto e até mesmo a
descontinuidade do tratamento, levando a um insucesso terapéutico e com sérios riscos de morte
para o paciente. Neste interim, um dos mais proeminentes efeitos colaterais do irinotecano ¢

denominado mucosite.

1.2 Mucosite Intestinal

O termo mucosite ¢ utilizado na clinica para se referir ao dano causado pela terapia do
cancer na mucosa de todo o trato digestorio: cavidade oral, faringe, laringe, es6fago, intestino
e outras areas do trato gastrintestinal. E provocada, principalmente, pela quimioterapia e
radioterapia do cancer. E altamente significante e muitas vezes uma toxicidade dose-limitante
do tratamento oncologico (LALLA et al., 2014). Ocorre em aproximadamente 20% a 40% dos
pacientes que recebem quimioterapia convencional (JONES et al., 2006), 80% dos pacientes
que recebem um alta dose de quimioterdpico como condicionamento para transplante de
c€lulas-tronco hematopoiéticas (VERA-LLONCH et al., 2007) e quase todos os pacientes que
recebem radioterapia de cabeca e pesco¢o (VERA-LLONCH et al., 2006). Pode ser
caracterizada pelo surgimento de sinais iniciais como eritema, podendo evoluir para ulceracao
de toda a mucosa, resultando em dor, disfagia, diarreia e disfun¢ao, dependendo do tecido
afetado (SONIS; FEY, 2002; SONIS ef al., 2004; SCULLY; SONIS, 2006). A mucosite
intestinal ¢ o efeito colateral mais notério observado no tratamento quimioterapico a base de
irinotecano e apresenta sintomas debilitantes como dor, ndusea, vomitos e diarreia (KEEFE,
2007). Na sua forma mais grave a mucosite intestinal pode influenciar negativamente no
prognostico dos pacientes, uma vez que a diminui¢do da dose, bem como a interrupg¢do do
tratamento sdo eventos que ocorrem com certa frequéncia (ELTING et al., 2003; TROTTI et
al., 2003). Além disso, a mucosite tem um impacto econdomico consideravel devido aos custos
associados ao manejo terapé€utico dos sintomas, suporte nutricional, controle das infecgdes

secunddrias e hospitalizacdo que muitas vezes sdo requeridas (ELTING et al., 2003).

De forma a conduzir melhor uma conduta terapéutica, possibilitando melhores
desfechos clinicos, nos ultimos anos surgiu uma pratica que ¢ cada vez mais crescente e que €

conhecida como medicina baseada em evidéncias. Consiste em se valer das evidéncias
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cientificas demonstradas experimentalmente por todo o método cientifico como referéncia para
utilizacdo de novos medicamentos, novas técnicas de exame e manejo terapéutico. Isto
possibilita uma padronizagdo nas condutas médicas e minimiza os erros provenientes da
terapéutica. Dessa maneira, os guidelines, um compilado das evidéncias cientificas para um
determinado assunto, servem para respaldar e orientar a escolha dos medicamentos utilizados.
A Associagdo Multinacional de Cuidados de Suporte em Cancer e Sociedade Internacional de
Oncologia Oral (MASCC/ISOO) em 2014 atualizou uma orientacdo para o tratamento da
mucosite intestinal que recomenda por exemplo, a utilizagdo de amifostina intravenosa para
prevenir retite em pacientes que estdo recebendo radioterapia, ocreotida subcutaneo duas vezes
por dia quando a loperamida for ineficaz para tratar diarreia induzida por doses padrdo ou
elevadas da quimioterapia associada ao transplante de medula 6ssea. Também recomenda-se o
uso de enemas de sucralfato e sulfassalazina para protocolos especificos de tratamento como
por exemplo para tratar a retite cronica induzida por radioterapia (retite actinica). Além desses,
mais recentemente foram incorporadas trés novas orientagdes que sdo: 1) o uso de oxigénio
hiperbarico para tratar a retite por radioterapia (retite actinica); 2) o uso de agentes probidticos
contendo espécies de Lactobacillus spp. para prevencgao da diarreia induzida pela quimioterapia
e radioterapia em pacientes com cancer pélvico e por ultimo 3) a recomendagdo de ndo usar
supositorios de misoprostol (andlogo da prostaglandina E2) para prevengao da retite aguda
induzida pela radioterapia (LALLA, et al., 2014). Dessa forma, o estudo dos mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da mucosite intestinal ¢ de fundamental importancia para a melhor

abordagem terapéutica deste efeito colateral e sucesso terapéutico.

Melo et al., 2008 mostraram o envolvimento das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-
1B e KC (quimiocina andloga da interleucina 8 humana) na mucosite intestinal induzida pelo
irinotecano e que a modula¢do farmacologica com pentoxifilina e talidomida preveniu de
maneira significativa a lesdo intestinal. Adicionalmente, Lima-Jnior ef al, 2011 descreveram
a participagdo do 6xido nitrico (NO) nesta patogénese, revelando o papel das citocinas na
ativagcao do 6xido nitrico sintase (iINOS) e que o uso do infliximabe e pentoxifilina reduziram
a expressdo de iINOS, assim como a aminoguanidina preveniu o dano inflamatorio, a
hipercontratilidade e a diarreia. No trabalho de 2014, Lima-Junior et al., mostraram o
envolvimento da caspase-1 e da IL-18 na patogénese da mucosite intestinal pelo irinotecano e
que o bloqueio desta citocina pro-inflamatoria com a proteina ligante de IL-18 (IL-18bp) foi
capaz de atenuar este processo inflamatorio. Seguindo a elucidagdo dos mecanismos

subjacentes da mucosite intestinal por irinotecano, Guabiraba et al., 2014 mostraram o papel da
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IL-33 nesta patogénese e que a modulagdo com o receptor solivel (ST2) desta interleucina foi
capaz de atenuar a mucosite. Wong et al., 2015 evidenciaram a particapacao do TLR-2, TLR-9
e da proteina adaptadora MyD88 na patogénese da mucosite intestinal, onde percebeu-se que
em animais desprovidos geneticamente (Knock-out) para TLR-2 ¢ MyD88 houve um efeito
protetor no desenvolvimento do processo inflamatério instaurado pela administragdo do
irinotecano além da prevencdo da diarreia e uma melhora na condi¢do clinica observada pelo
aumento na sobrevida. Sugeriu-se entdo que a modulagdo farmacoldgica especifica deste

receptor e desta proteina adaptadora poderia ser clinicamente relevante no impacto terapé€utico.

A FIGURA 4 apresenta resumidamente o envolvimento de diversos mediadores
inflamatorios e elementos que ja foram estudados pelo Laboratorio de Farmacologia da
Inflamagdo e do Cancer e que possibilitaram uma melhor compreensao da patogénese desta
toxicidade importante do irinotecano. O irinotecano (CPT-11) e o seu metabdlito ativo SN-38
podem lesar o epitélio intestinal de forma direta induzindo a morte celular por apoptose através
da geracdo de espécies reativas de oxigénio que ativam o inflamossoma € um processo
dependente de caspase-1 para o desenvolvimento das pro-interleucinas IL-1, IL-18 e IL-33 nas
suas formas maduras e ativas. Estas citocinas por sua vez induzem as células residentes
(macrofagos) a expressarem COX-2 e iINOS, o qual leva a consequente producdo de
prostaglandinas e oOxido nitrico resultando em dano intestinal. Adicionalmente, DAMPs
(provenientes do dano celular direto ou pelo meio reacional) e PAMPs (provenientes das
bacterias) estimulam TLRs para ativar MyD88 e NF-kB que por sua vez ativa a expressao de
citocinas pro-inflamatorias tais como IL-1, IL-18 e IL-33 e estas citocinas, por sua vez,
contribuem para a produgdo de quimiocinas e recrutamento de neutrofilos amplificando, dessa
forma, a geracdo de espécies reativas de oxigénio e consequentemente aumentando o dano

intestinal (RIBEIRO et al., 2016).
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FIGURA 4. Mediadores inflamatérios envolvidos na patogénese da mucosite intestinal por

irinotecano
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Desenvolvimento da mucosite intestinal pelo irinotecano. O irinotecano e o seu metabdlito ativo SN-38 induzem
a morte celular por apoptose através da geracao de espécies reativas de oxigénio que ativam o inflamossoma e
um processo dependente de caspase-1 para o desenvolvimento das pro-interleucinas IL-1, IL-18 e IL-33 nas suas
formas maduras. Estas citocinas por sua vez induzem células residentes a expressarem COX-2 e iNOS, o qual
leva a consequente producio de prostaglandinas e éxido nitrico resultando em dano intestinal. Adicionalmente,
DAMPs (provenientes do dano celular direto ou pelo meio reacional) e PAMPs (provenientes das bacterias)
estimulam TLRs para ativar MyD88 e NF-kB que por sua vez ativa a expressao de citocinas proé-inflamatoérias
tais como IL-1, IL-18 e IL-33. Estas citocinas contribuem para a producio de quimiocinas e recrutamento de
neutroéfilos amplificando a geracio de espécies reativas de oxigénio e consequentemente o dano intestinal.

RIBEIRO, et al. 2016.
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1.3mTOR

A proteina-alvo da rapamicina em mamiferos, mTOR (mammalian target of rapamycin)
é uma serina/treonina quinase intracelular pertencente a familia das quinases relacionadas a
fosfoinositidio-quinases (PIKK) que por sua vez estd intrinsecamente relacionada ao
fosfoinositidio-3-quinase (PI13K) que tem um importante papel regulador do crescimento,
metabolismo, proliferacdo e diferenciacdo celular. O mTOR interage com diversas proteinas
adaptadoras para formar dois distintos e independentes complexos protéicos chamados mTOR
complexo 1 (MTORC1) e mTOR complexo 2 (MTORC2) (GUERTIN et al., 2007). Estes dois
complexos possuem diferentes processos regulatorios e atividades celulares e a montagem
destes complexos € regulada por proteinas de interagdo do mTOR. O complexo mTOR 1
(mTORC1) é composto por cinco proteinas e seis proteinas compdem o mTORC2, sendo o

MTOR a unidade central catalitica em ambos, conforme mostra a FIGURA 5.

FIGURA 5 — Unidades protéicas formadoras do mTORC1 e mTORC?2
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Proteinas componentes do mTORC1: mTOR, Raptor, mLST8, PRAS40 e Deptor. Proteinas componentes do
MTORC2: mTOR, Rictor, MLST8, Protor 1/2, Sinl e Deptor. FONTE: www.
http://jonlieffmd.com/blog/intelligent-protein-mtor.
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Além de ser o nlcleo de vias de sinalizacdo ativadas em resposta a nutrientes e fatores
de crescimento, 0 mTOR é um sensor do equilibrio energético e estresse oxidativo (BRACHO-
VALDES et al., 2011). Seu envolvimento no cancer se dé pelo fato de que o mTOR exerce um
efeito critico na sinalizacdo celular que comumente esta desregulada no cancer. O mTOR
funciona integrando sinais extracelulares (horménios e fatores de crescimento) com
disponibilidade de aminoécidos e status de energia intracelular para controlar taxas de
conversdo e processos metabdlicos adicionais (HAY e SONENBERG, 2004). A iniciacdo da
traducdo ja esta bem implicada na tumorigénese. Nesse caso, 0 mTOR aumenta a iniciacdo da
traducdo, em parte pela fosforilagdo de dois alvos principais, as proteinas de ligacdo ao elFAE
(4E-BPs) e as quinases de proteina ribossomal S6 (S6K1 e S6K2) que cooperam para regular
as taxas de iniciacdo da traducdo (PETROULAKIS et al., 2006). Lorne e colaboradores (2009)
demonstraram a participagdo da via mTOR na ativagéo de neutrofilos e no desenvolvimento da
lesdo pulmonar aguda causada por injecao intratraqueal de LPS. O papel do LPS na ativacédo de
outras células, como monaocitos, macrofagos e células dendriticas também tem sido relacionado
com o envolvimento da sinalizagdo via mTOR (LORNE et al., 2009; OHTANI et al., 2008;
SCHMITZ et al., 2008; WEICHHART et al., 2008), provavelmente envolvendo PI3K e Akt
(THOMSON et al., 2009; DELGOFFE et al., 2009; WEICHHART et al., 2008).

A PI3K (fosfoinositidio-3-quinase) apresenta um papel chave na regulacdo de funcées
efetoras, incluindo o crescimento celular, proliferacéo, sobrevida e transporte celular (DEANE
etal, 2004; KATSO et al., 2001). A PI3K catalisa a fosforilagdo de fosfoinositois de membrana
e ativacdo da Akt (proteina quinase B) via fosforilagdo da Thr3° (DEANE et al, 2004). Com a
inibicdo da Akt, macrofagos e células dendriticas ativadas por receptores Toll-like (TLR)
apresentam um fendtipo de células deficientes em PI3K estimuladas por TLR, sugerindo uma
ativacdo sequencial (PATHAK et al., 2007). Um dos maiores alvos celulares da Akt € a proteina
mTOR como descrito na FIGURA 6.
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FIGURA 6 — Via de sinalizacdo do mTOR
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Diversos ligantes podem ativar o mTOR, mas a ativacao sequencial através da PI3K e Akt representam um
papel-chave na regulacio da homeostase celular. Fatores como stress oxidativo, deficiéncia de energia e
disponibilidade aminoacidos potencializam a atividade da Akt que por sua vez ativa mTOR. O principal
inibidor de mTOR ¢ a rapamicina que bloqueia o complexo mTOR 1 (mTORC1) através da interacio com
a proteina citosélica FKBP12 formando um complexo (rapamicina-FKBP12). Este complexo uma vez
formado se liga a0 mTORCI e inibe a perpetuacio da sinalizacio. FONTE: MADKE, 2013.

1.4 Inibidores de mTOR

1.4.1. Rapamicina

A rapamicina (FIGURA 7) ¢ o principal inibidor do mTOR e ¢ o que d4 nome a esta
proteina (alvo da rapamicina em mamiferos — mTOR). Foi descoberta had mais de 30 anos a
partir de amostras do solo da ilha de Rapa Nui (ilha de Pascoa) e isolada em 1972 em Montreal
no Laboratério de Pesquisa Ayerst pelo Dr. Suren Sehgal que batizou a molécula em

homenagem a ilha onde foi descoberta. Por natureza ¢ um antibidtico trieno macrociclico
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sintetizado por Streptomyces hygroscopicus e foi originalmente isolado como agente
antifingico tendo acdo intensa contra cepas de Candida albicans, mas as pesquisas do Dr.
Suren Sehgal comprovaram possuir atividade imunossupressora e anticancer (SETO, 2012).
Os ultimos achados da agdo imunossupressora com a rapamicina permitiram que ela fosse
utilizada em pacientes transplantados ¢ em 1998 fosse aprovada na agéncia reguladora
americana (FDA) como agente profilatico para a rejei¢do do transplante renal. A companhia
Farmacéutica Wyeth™ comercializou a rapamicina (Rapamune® ou Sirolimo) no final da
década de 90 e atualmente a rapamicina também ¢ comercializada pela Pfizer™ em duas
formulagdes: solugdo oral (60 mg/60mL) e comprimido, disponivel nas doses de 1 mg e 2 mg
(MADKE, 2013). Atualmente, a Uinica indicagdo aprovada pelo FDA para o uso da rapamicina
¢ como imunossupressor juntamente com corticosterdides e ciclosporina para prevenir a
rejeicdo de orgaos apos transplante cirargico (SETO, 2012). Entretanto ha indicagdes off-label
para o tratamento topico de angiofibroma facial (WATAYA-KANEDA et al.,2011; DeKLOTZ
et al., 2011), tratamento sistémico para angiomiolipoma renal (CABRERA et al., 2011),
linfangioleiomiomatose (CASANOVA et al., 2011; McCORMACK et al., 2011), tumor
cerebral associado a esclerose tuberosa (MAJOR, 2011; KOENIG et al., 2008) e para a
quimioterapia de varias malignidades (renal, cancer hepatocelular e linfoma das células do
manto) (VOSS et al., 2011; RIAZ et al., 2012). A rapamicina também ja foi utilizada no
sarcoma de Kaposi (SAGGAR et al., 2008), psoriase (ORMERQOD et al., 2005) e liquen plano
(SORIA et al., 2009) uma doencga rara de natureza cronica que afeta a mucosa e pele. Além
destes ja citados, a rapamicina apresenta acao anticancerigena muito preponderante inibindo
o crescimento de diversos tipos de tumores incluindo-se rabdomiosarcoma, neuroblastoma,
glioblastoma, carcinoma de pulmao de pequenas cé¢lulas, osteossarcoma, cancer de pancreas,

leucemia, linfoma de células B, cancer de mama e de colon (PETROULAKIS et al., 2006).

A rapamicina ¢ um solido cristalino branco a temperatura ambiente, praticamente
insoluvel em 4gua, mas prontamente solivel em etanol, metanol, dimetilsulfoxido (DMSO) e
outros solventes organicos (ABRAHAM e WIEDERRECHT, 1996). O mecanismo de acao
da rapamicina se d4 por meio de uma interagao de alta afinidade com a proteina do receptor
intracelular FKBP12 (proteina 12 kDa ligante do FK506). Intracelularmente a rapamicina se
liga ao FKBP12 formando um complexo (rapamicina-FKBP12). O mTOR possui um dominio
de ligacdao chamado “dominio de ligagdo do complexo rapamicina-FKBP12” (FRB). Apos a
ligacdo ao FRB do mTOR, o complexo rapamicina-FKBP12 inibe a atividade do complexo

mTORCI via autofosforilacdo e dissociacdo do complexo mTORCI1, bloqueando assim o a
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ligagdo do mTOR ao seus substratos (WULLSCHLEGER & LOEWITH, 2006). A sinalizacao
do mTORCI1 (principal complexo do mTOR) ¢ efetuada pela modulacao da fosforilagdo de
efetores downstream que agem sobre a traducdo ou transcrigdo como o S6K1 (quinase de
proteina ribossomica dos reguladores de traducdo S6) e a 4E-BP (proteina de ligagdo 4E do
fator de alongamento caridtico) (ABRAHAM & WIEDERRECHT, 1996). Como
consequéncia da inibicdo do complexo mTOR 1 h4 uma interferéncia no processamento
natural da traducdo dos mRNAs que codificam proteinas chave envolvidas na regulagdo do
ciclo celular, glicolise e adaptacdo a baixas condigdes de oxigénio (hipdxia). Isso inibe o
crescimento do tumor e a expressao de fatores indutores de hipdxia (por exemplo, fatores de
transcrigdo de HIF-1). Basicamente ha duas formas distintas de inibicdo do crescimento
tumoral: a atividade antitumoral direta (capaz de matar c€lulas tumorais, reduzindo assim o
indice de proliferagcdo destas células cancerigenas) e a inibicdo do estroma tumoral
(ABRAHAM & WIEDERRECHT, 1996).

. ... FIGURA 7. Estrutura quimica da Rapamicina e Everolimo
 TOR. inbubitors
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A rapamicina (sirolimus) é um antibiético macrolideo obtido a partir de Streptomyces hygroscopicus. A
estrutura quimica dos andlogos da rapamicina (rapalogs) everolimo e temsirolimo também estio
representados. FONTE: Keggpathway.com
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1.4.2. Everolimo

Os congéneres da rapamicina, que foram desenvolvidos para apresentarem melhores
propriedades farmacocinéticas, sdo conhecidos como rapalogs (andlogos da rapamicina), a
saber: everolimo (RADO001), temsirolimo (CCI-779) e ridaforolimo (AP23573) (MADKE,
2013). Dentre estes, o everolimo (FIGURA 7) configura como o principal destaque devido
sua abrangéncia terap€utica e por esse motivo foi escolhido para este trabalho. O everolimo ¢
um inibidor do mTOR e apresenta 0 mesmo mecanismo de acdo da rapamicina (inibidor do
mTORC1). No entanto, a presenca do grupo hidroxietil no C-40 da estrutura molecular do
everolimo confere a esta droga uma maior biodisponibilidade e distribui¢do tecidual e
subcelular, devido diferentes afinidades com transportadores ativos conferindo assim uma
maior poté€ncia em termos de interagdo com o mTORC2 do que o sirolimus (Rapamune®)
(KLAWITTER et al., 2015). Mas sua a¢ao ainda se da majoritariamente pela inibi¢do do
mTORCI. Este por sua vez ¢ um regulador essencial da sintese protéica downstream do eixo

PI3K/Akt, que estd desregulado na maioria dos cnceres humanos.

Por esse motivo o everolimo ¢ utilizado para tratar mulheres na pos-menopausa com
cancer de mama avangado, pacientes com tumores neuroenddcrinos avancados localizados no
estdmago, intestino, pulmao e pancreas, pacientes com cancer avangado nos rins (carcinoma
avancado de células renais), além de astrocitoma subependimario de células gigantes (um
tumor cerebral especifico) (NOVARTIS, 2014). No entanto, pesquisas mais recentes tem
atribuido uma nova indicagdo terapéutica para o everolimo que tem demonstrado ser bem
promissor no tratamento da esclerose tuberosa. Nesta patologia, ha uma desordem genética
causada pela mutagcdo dos genes TSC1 e TSC2, os quais sdo responsaveis por codificar
proteinas que formam o complexo supressor de tumor hamartina-tuberina, além dos
complexos mMTORC1 e mTORC2 (TRELINSKA ef al., 2016). Nos individuos com esclerose
tuberosa, o mMTORCI1 esta constitutivamente ativado conduzindo a uma excessiva sinalizacao
via mTOR e sendo responsavel por desenvolver anormalidades em muitos processos celulares
incluindo crescimento celular, proliferagdo, sintese protéica e controle metabolico (HUANG
e MANNING, 2008). Os sintomas da esclerose tuberosa refletem todas as fungdes do
mTORC1 e mTORC?2 e se manifestam no cérebro, pele, coracao, pulmdes, rins, 0Ssos € vasos

sanguineos (KOHRMAN, 2012).
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Em relacdo a farmacocinética, o everolimo apresenta um pico de concentracdo apods 1
a 2 horas quando administrado em pacientes com tumores s6lidos numa dose oral de 5 a 70
mg. A taxa de ligacdo plasmatica ¢ de quase 75% em individuos sadios e em pacientes com
insuficiéncia hepatica moderada. E substrato para o citocromo CYP3A4 e gera seis principais
metabdlitos, que apresentam uma atividade 100 vezes menor que o everolimo. Sua excre¢ao

se da principalmente nas fezes (80%) e urina (5%) (NOVARTIS, 2014).

Nos tultimos anos tem aumentado o reconhecimento da relacao existente entre o uso
de inibidores de mTOR e dano na mucosa oral, denominado mIAS (do inglés, mTOR
inhibitors associated-stomatitis - estomatite relacionada aos inibidores de mTOR). Esta
toxicidade ¢ muito notdria em pacientes em tratamento com everolimo para o cancer de mama
invasivo (PETERSON et al., 2016). Multiplos ensaios clinicos com inibidores de mTOR
reportam esta toxicidade no grau maximo (3-4) em até 9% dos pacientes e tem se tornado um
efeito adverso comum da quimioterapia do cancer (SANKHALA et al., 2009; YARDLEY,
2014). Martins et al., 2013 analisaram multiplos estudos clinicos de estomatite relacionada
aos inibidores mTOR (mIAS) em 2.822 pacientes com cancer que foram tratados com
everolimo, temsirolimo ou ridaforolimo e reportaram uma incidéncia de 52,9% de mIAS em
todos os graus, com prevaléncia variando entre os inibidores de mTOR. De acordo com a
avaliacao desses ensaios clinicos, a prevaléncia de todos os graus de estomatite causada pelo
uso dos inibidores de mTOR pode variar consideravelmente de 2% até 78% (MARTINS et
al.,2013). O QUADRO 1 mostra o resultado de forma mais objetiva.

QUADRO 1. Prevaléncia de lesio na mucosa oral associada com o uso de inibidores de mTOR

Prevaléncia da lesdo da mucosa oral

Inibidor de mTOR Todos os graus Graus 3/4
Everolimo 44-78% 4-9%
Temsirolimo 41% 3%
Ridaforolimo 54,6% 8,2%
Sirolimo 2-10% 0-2%

Fonte: Peterson et al., 2016
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A mlAS ocorre precocemente no tratamento com inibidores de mTOR e esta associada
com uma significativa morbidade e prejudicando o andamento do tratamento. Dessa forma,
uma maneira de minimizar a estomatite relacionado aos inibidores de mTOR (mIAS) ¢ através
da prevengdo, incluindo uma boa higiene oral, evitando lesar o epitélio da cavidade oral
(PETERSON et al., 2016). Uma andlise retrospectiva de pacientes com cancer em uso de
inibidores de mTOR relatou uma melhora em 87% dos casos de mIAS com a administragao

topica ou sistémica de corticosterdide (DE OLIVEIRA et al., 2011).

E qual seria o efeito da associagdo de um inibidor de mTOR como o everolimo
(causador de mucosite oral) com o irinotecano (causador de mucosite intestinal) para o

tratamento do cancer?

Bradshaw-Pierce et al., 2013 avaliaram o efeito da combinacdo do everolimo junto
com o irinotecano através de abordagens farmacologicas quantitativas em modelo animal de
xenotransplante de cancer colorretal e encontraram que o everolimo potencializou os efeitos
antitumorais do irinotecano demonstrando efeito sinérgico anti-proliferativo em multiplas
linhagens celulares de cancer colorretal humano (BRADSHAW-PIERCE et al., 2013). De
maneira semelhante, Pencreach et al., 2009, observaram um efeito sinérgico marcante da
rapamicina juntamente com o irinotecano em linhagens de cancer colorretal humano através
de abordagens in vivo e in vitro. Notou-se uma modulagdo cooperativa que se deu através do
eixo mTOR/HIF-1a. O fator alfa-1 induzido por hipoxia (HIF-1a) ¢ um importante fator de
transcricdo com um papel chave no metabolismo da célula tumoral. O HIF-1a por sua vez ¢
inibido tanto pela rapamicina quanto pelo irinotecano. O resultado final foi que, em contraste
com a monoterapia, os tumores xenotransplantados tratados com a combinag¢ao rapamicina
mais irinotecano mostraram uma potente inibi¢do do eixo MTOR/HIF-la que foi
acompanhado por uma dramatica redugdo no volume do tumor. A conclusdo do trabalho ¢ que
identificou-se o HIF-1a como um possivel alvo farmacologico e forneceu dados importantes
para futuros ensaios clinicos considerando a combina¢ao de rapamicina e irinotecano em

baixas doses para o tratamento do cancer colorretal metastatico (PENCREACH et al., 2009).

Ao mesmo tempo que esta combinacdo de inibidores de mTOR (everolimo e
rapamicina) junto com irinotecano vislumbra possibilidades na alternativa para o tratamento
do CCRm pelo efeito sinérgico antitumoral, preocupa pela ocorréncia epidemiologica de seus

efeitos colaterais mais proeminentes, a saber: mucosite oral e mucosite intestinal,
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respectivamente. Desta forma, com o presente trabalho pretende-se obter uma melhor
compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos subjacentes da mucosite intestinal induzida
pelo irinotecano e a sua modulagdo farmacolégica com o uso de inibidores de mTOR,
vislumbrando futuros alvos terapéuticos para um manejo clinico mais apropriado do Cancer

Colorretal Metastatico (CCRm) com eficacia e eficiéncia acurada.
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1.5 Justificativa

Muito ja se avangou no que se refere ao conhecimento da fisiopatologia da mucosite
intestinal induzida por antineoplasicos (5-fluorouracil, metotrexato, irinotecano etc). Contudo,
apesar dos relevantes avangos apresentados, existem lacunas que necessitam ser preenchidas
para a completa elucidagdo dos fendmenos inflamatorios e patoldogicos inerentes ao tratamento
quimioterapico. Agdes preventivas e terapéuticas mais adequadas podem ser implementadas
por meio do conhecimento da patogénese, sendo este o maior objetivo do presente trabalho:
fornecer dados pré-clinicos cientificamente comprovados que possibilitem uma melhor

caracterizacdo e abordagem da mucosite intestinal induzida por irinotecano.

O interesse especial nos aspectos iniciais da mucosite intestinal implica numa eventual
possibilidade de modulagdo farmacologica do processo. Como ainda hoje nao se dispde de
meios efetivos para amenizar os efeitos da mucosite na maioria dos casos (RUBENSTEIN et
al.,2004), os pacientes ainda sofrem com sintomas desconfortaveis, com o maior risco de sepse
e com a possivel reducao da eficacia do tratamento oncoldgico devido a atrasos e reducdes de
doses (PICO et al., 1998; GIBSON et al., 2003; BLIJLEVENS, 2007; KEEFE, 2007).
Recentemente, Wong et al., 2015 verificou que na mucosite intestinal induzida por irinotecano
ha ativagdo de receptores Toll-like com participacdo fundamental da proteina adaptadora
MyD88, responsavel por acoplar receptores 7oll-like e conduzir uma sinalizagao intracelular
onde o mTOR ¢ um dos alvos finais. Observou-se neste trabalho que a deficiéncia de receptores
Toll-like do tipo 2, bem como da proteina adaptadora MyD88, preveniu o desenvolvimento do
dano intestinal e da diarreia causada pela administragdo do irinotecano (WONG et al., 2015).
Adicionalmente, um dado nao publicado do nosso grupo revelou um aumento na expressao
génica do RNAm de mTOR em amostras de intestino de animais com mucosite intestinal

induzida por irinotecano.

Diante desses dados surgiu a pergunta se 0 mTOR seria um dos efetores responsaveis
por conduzir o dano proporcionado pelo irinotecano, visto que existe um elo bem claro
demonstrado na literatura (GARLANDA et al, 2013) entre receptor Toll-like (TLR), proteina
adaptadora MyD88 e mTOR, como pode ser visualizado na FIGURA 8.



FIGURA 8. Sinalizacio celular via TLR/MyD88/mTOR

AKT

Rapamicina — | | mTORC1

y

Proliferacdo de cels. epiteliais
intestinais e Cels. Th17

Os receptores 7oll-like estao intrinsecamente ligados a via do mTOR via proteina
adaptadora MyD88 que comunica a sinalizacio através da PI3K e Akt. O mTOR
desempenha papel fundamental na proliferacao de células epiteliais intestinais e
células Th17. A rapamicina é o principal inibidor do mTOR. FONTE: Adaptado
de GARLANDA et al., 2013.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel do mTOR na patogénese da mucosite intestinal induzidas pelo

antineopldsico irinotecano.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar a expressdo génica do RNAm de cada componente do eixo PI3K/AKt/mTOR no

intestino de camundongos C57BL/6 apds administragdo de irinotecano.

v’ Avaliar o efeito da inibi¢do da proteina mTOR sobre a mucosite intestinal induzida por
irinotecano por meio de parametros funcionais gerais como curva ponderal, diarreia, escores

histopatolégicos de dano tecidual, morfometria e contagem total de leucocitos.

v Avaliar o efeito da proteina mTOR sobre a mucosite intestinal induzida por irinotecano por
meio de parametros inflamatdrios como atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e nivel

tecidual de citocinas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, pesando entre 20 ¢ 26 g. Os animais
foram colocados em caixas, num ambiente com temperatura de 22 + 2°C num ciclo de 12h
claro/12h escuro, com livre acesso a agua e ragdo padrao. Os animais foram fornecidos pelo
biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
UFC.

Os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as diretrizes do Comité de
Etica no Uso de Animais e aprovadas sob o nimero de protocolo (CEUA 100/14) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC para uso de animais experimentais. Todos
os esforgos foram realizados no sentido de reduzir o nimero de animais, bem como a dor, o

sofrimento e o estresse a que eles foram submetidos.

3.2 Drogas

Irinotecano (Evoterin®, ampolas 100mg/5mL, Evolabis), Rapamicina (Sigma-Aldrich

™) Everolimus (Afinitor® 10 mg/kg, Novartis™).

3.3 Protocolo Experimental

3.3.1 Modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano e tratamento com o0s
inibidores de mTOR

A mucosite foi induzida de acordo com protocolo desenvolvido por Melo et al., (2008)
e por Lima-Junior et al, (2014). Os camundongos (n=6/grupo) receberam quatro injegdes, por
via intraperitoneal, de solug¢do salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.) ou irinotecano 75 mg/kg, i.p.
(dose padrdo) ou 45 mg/kg, i.p. (sub-dose) administrados uma vez ao dia durante quatro dias
consecutivos, realizando as aplicagdes sempre no mesmo horario. A rapamicina foi utilizada
apenas no protocolo de 5 dias e a dose foi de 1,5 mg/kg, i.p. dissolvido em DMSO, sempre
administrada uma hora antes da aplicagdo do irinotecano. O everolimo foi utilizado no
protocolo de 7 dias e a dose utilizada foi de 3 mg/kg, v.0, sempre administrado uma hora antes

da aplicacdo de irinotecano, conforme a farmacocinética da droga.
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A eutanasia dos animais foi realizada por deslocamento cervical apds leve anestesia com
tribromo (125 mg/kg) no quinto ou sétimo dia experimental apos a primeira aplicacdo dos
quimioterapicos (dia 1). A FIGURA 9 descreve esquematicamente o protocolo experimental

utilizado.

FIGURA 9. Esquema do Protocolo experimental utilizado.

a) PROTOCOLO 7 DIAS

Irinotecano 75 (dose padriao da mucosite intestinal) ou 45 mg/kg i.p.

Salina 5 mL/kg i.p.
Eutanasia

\ } \ } \ j X

4 4 4 4 4 4

Everolimo 3 mg/kg v.o. (1h antes)

b) PROTOCOLO 5 DIAS

Irinotecano 75 mg/kg i.p.
Salina 5 mL/kg i.p.

Eutanasia
\ \ \ \ X
ESEPEPEDED

Rapamicina 1,5 mg/kg i.p (1h antes)

Foram utilizados dois modelos experimentais: (a) 7 dias e (b) 5 dias. No modelo de 7 dias os animais
receberam salina 0,9% (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p. ou 45 mg/kg, i.p) durante quatro dias
consecutivos e foram tratados com everolimo 3 mg/kg, v.o durante seis dias 1h antes da administracédo de
IRI (75 ou 45) e foram eutanasiados no sétimo dia experimental. No modelo de 5 dias os animais receberam
salina 0,9% (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano 75 mg/kg, i.p. durante quatro dias consecutivos e foram tratados
com rapamicina 1,5 mg/kg i.p também durante quatro dias 1h antes da administracdo de IRl 75 mg/kg e
foram eutanasiados no quinto dia experimental. Fonte: Adaptado de MELO et al., 2008 e LIMA-JUNIOR
etal., 2014
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34 Parametros a serem avaliados na Mucosite Intestinal

3.4.1 Analise da variacdo de massa corporea

Para avaliacdo ponderal, os animais foram pesados diariamente durante todo o
periodo experimental (5 ou 7 dias). Os valores encontrados foram expressos em variagao

percentual de peso em relagdo ao peso inicial (dia 1=100%).

3.4.2 Avaliacdo de parametro hematol6qgico

Para verificacao do efeito do irinotecano sobre os leucocitos circulantes, os animais
foram levemente anestesiados com tribromoetanol (125 mg/kg, i.p.) para coleta de 20uL de
sangue colhidos pelo plexo retro-orbital. A contagem total de leucdcitos foi realizada utilizando
contador hematologico automatico modelo BC-5300Vet (MINDRAY™) ou a amostra foi
diluida imediatamente em 380uL de solucdo de Turk onde foi realizada a contagem manual

utilizando-se uma camara de Neubauer.

3.4.3 Avaliacdo do grau da diarréia apresentada

Ao longo dos dias de protocolo experimental os eventos de diarreia apresentados apos
o inicio do tratamento dos animais com irinotecano foram atribuidos escores como descrito por
Kurita et al., 2000, onde: O=fezes com aspecto normal; 1=fezes levemente alteradas pouco
umedecidas; 2=fezes imidas com pouca sujidade perianal; 3=fezes umidas com bastante
sujidade perianal. (FIGURA 10). Apds constatagdes experimentais observou-se que os animais
que recebiam irinotecano apresentavam uma diarreia tao severa que mais da metade dos animais
do grupo (n=6) morriam em decorréncia desse efeito colateral. Por isso decidiu-se atribuir um
novo escore para contemplar um aspecto importante do tratamento com esse antineoplasico:

4=morte.
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FIGURA 10. Escores para diarreia

Escores atribuidos para os eventos de diarreia: 0=fezes com aspecto normal; 1=fezes levemente alteradas
pouco umedecidas; 2=fezes umidas com pouca sujidade perianal; 3=fezes imidas com bastante sujidade
perianal; 4=morte decorrente da diarreia. Escores propostos por KURITA ez al., 2000 e adaptado por
CARVALHO, 2016. FONTE: WONG, 2013.

3.4.4 Analise histopatoldgica e morfométrica da mucosite intestinal

Apds a eutanasia dos animais, 1 cm do segmento terminal intestinal (ileo) dos
camundongos foram removidos. A seguir, tais amostras foram lavadas e fixadas em formol
tamponado 10% e processados para coloracdo pelo método HE (hematoxilina-eosina) para
exame em microscopia Optica (100 e 400x). Essa andlise tinha como objetivo obter a medida
de vilos e criptas intestinais para correlacdo com a capacidade absortiva (altura dos vilos). A
razao entre o comprimento dos vilos intestinais e as criptas de Lieberkiihn foi calculada em pm
utilizando-se o software ImagelJ versdo 1.36b, sendo medidos entre 5 e 10 vilos e criptas por
corte histologico (FIGURA 11). Ja para a analise histopatologica foi tomada em consideracdo
a escala de Macpherson & Pfeiffer que varia de 0-3, onde: grau 0 (normal); grau 1 — mucosa
(achatamento dos vilos, perda da arquitetura da cripta, infiltragdo de células inflamatorias
esparsas, vacuolizacdo e edema) - muscular (normal); grau 2 — mucosa (achatamento dos vilos
com células vacuolizadas e achatadas, necrose da cripta, intensa infiltragio de células
inflamatorias, vacuolizacdo e edema) — muscular (normal) e grau 3 — mucosa (achatamento dos

vilos com células vacuolizadas e achatadas, necrose da cripta, intensa infiltragdo de células
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inflamatérias, vacuoliza¢do e edema) — muscular (edema, vacuolizacdo e infiltragdo

neutrofilica) (MACPHERSON & PFEIFFER, 1978).

FIGURA 11. Esquema da analise morfométrica
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3.4.5 Ensaio de mieloperoxidase (MPQO)

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima encontrada nos granulos azurofilos de
neutréfilos e utilizada como marcador da presenga de neutrofilos no tecido inflamado, cuja
presenca ¢ determinada pelo método colorimétrico ELISA. Foi realizada utilizando-se a
metodologia descrita por Alves-Filho ef al., 2006. Basicamente, apos a eutanasia uma amostra
de ileo de aproximadamente 1 cm pesando entre 40-60 mg foi homogeneizada em tampao de
NaPOs 0,02M (pH 4,7) contendo 0,1 M de NaCl ¢ 0,015M de EDTA dissodico e entao
centrifugado a 800g durante 15 minutos a 4°C. O pellet obtido foi submetido a choque
hipotonico para lise (solu¢do de NaCl 0,2%, seguido da adicdo de um volume igual da solugdo
30s depois). Apos a lise foi realizado uma nova centrifugacao, onde o pellet foi resuspenso em
300uL de tampao NaPO4 0,05M (pH 5,4) contendo Brometo de Hexadeciltrimetilamonio 0,5%
(HTAB, Sigma). A atividade da enzima mieloperoxidase foi realizada com o reagente

colorimétrico Tetrametilbenzidina 1,6mM (TMB) e H2O> 0,05mM. A reacdo foi interrompida
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com a solugdo de H>SOs 2M e a absorbancia (450nm) foi determinada usando
espectrofotometro. As leituras foram comparadas com uma curva padrdo de neutrofilos
peritoneais de camundongos processados da mesma forma e os resultados obtidos foram
expressos como atividade de MPO (neutrofilos/mg de tecido) (ALVES-FILHO et al., 2006)
(FIGURA 12).

FIGURA 12. Esquema do ensaio de MPO
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ALVES-FILHO e al., 2006

3.4.6 Dosagem de citocinas

As citocinas sao moléculas fundamentais para determinar como se desenvolve um
processo inflamatério. Apos eutanasisa, os animais tiveram uma amostra do ileo retirado para
analise de citocinas e estocados em freezer -80 graus até o momento do ensaio. O tecido
coletado foi homogeneizado em tampao NaPO4 0,02M (pH 4,7) e foi processado. A detecgdo
de KC, IL-1B, TGF-B e IFN-y foi determinada por ELISA, como descrito previamente
(CUNHA et al., 1993). Resumidamente, placas para ELISA de 96 pogos foram incubadas por
12h a 4°C com anticorpo anti-KC, IL-1p, TGF- e IFN-y ou murinos (2pug/mL). Apds bloqueio

das placas com BSA (1%) por 2 h, as amostras foram lavadas e a curva padrao e amostras foram
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adicionadas em duplicata em varias diluigdes e incubadas por 24h a 4°C. As placas foram entao
lavadas trés vezes com solugdo tampao e incubadas com anticorpo de carneiro monoclonal
biotinilado anti-KC, IL-1B, TGF-B e IFN-y diluidos (1:1000 com o tampao de ensaio com BSA
1%). Apos o periodo de incubagdo a temperatura ambiente por 2h, as placas foram lavadas e 50
pL do complexo Streptavidina-HRP diluido 1:5000 foi adicionado. O reagente de cor 0-
fenilenediamina (OPD, 50uL) foi adicionado 15min depois e as placas foram incubadas no
escuro a 37°C por 15 a 20min. A Reagdo enzimatica foi parada com H2SO4 4M e a absorbancia

medida a 490nm. O resultado foi expresso em pg/mg de tecido (FIGURA 13).

FIGURA 13. Esquema do ensaio de ELISA
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3.4.7 Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (JQRT-PCR) para a via PISK/Akt/mTOR

A expressdo génica de proteinas da via PI3K/Akt/mTOR foi realizada usando um
sistema de deteccdo CFX96 Touch™ PCR em tempo real (Bio-Rad, EUA). Os Primers foram
projetados com base em sequéncias de RNAm obtidas a partir do National Center for

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), como mostra a TABELA 1.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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TABELA 1. Sequéncia de primers Mus muscullus obtidos no Banco de dados da NCBI.

Primer Sequéncia

mTOR - F (5°-3’) CCTCTCTCACCACCACACCA
mTOR -R (3°-5’) CGGATGTGGCTCTTCACAAA
PI3K - F (5°-3’) CCATGACGAGAAGACGTGGA
PBK-R@3-5) GCAGCCCTGCTTACTGCTCT
Akt-F (5°-3’) GCCTGCCCTTCTACAACCAG
Akt-R (3°-5’) TGCATGATCTCCTTGGCATC
B-Actina— F (5°-3) AGAGGGAAATCGTGCGTGAC

B-Actina— R (3°-5") CAATAGTGATGACCTGGCCG

- Isolamento de RNA:

Inicialmente, as amostras de intestino (ileo) foram trituradas mediante homogeneizacao
vigorosa em 300 mg de glassbeads de 0,1 mm (BioSpec, Bartlesville, OK, EUA) utilizando
MiniBeadBeater (BioSpec). O RNA total foi isolado em cada uma das amostras utilizando o kit
de extragao Aurum™ Total RNA Fatty and Fibrous Tissue (Bio-Rad, CA, USA). A quantidade
e a qualidade do RNA extraido foram determinadas por espectrofotometria (NanoDrop™ 2000,
ThermoScientific) utilizando 260 nm e a razdo 260/280nm, respectivamente. Em seguida, foi
realizada a sintese do DNA complementar (cDNA) a partir de 1 pg de RNA total por meio da
reacdo da Transcriptase reversa utilizando o kit de sintese iScript™ (Bio-Rad) no termociclador

C1000 Touch™.

- PCR em Tempo Real:

Ensaios de PCR em tempo real foram realizadas em um volume final de 20 pL contendo
10 puL de supermixiQTM SYBR® Green, 2 pL de cada primer (200 nM), 1uL de cDNA das
amostras e 5 uL de agua livre de RN Aase. Controles negativos também foram testados, com o
cDNA sendo substituidos por 4gua livre de RN Aase. Todas as amostras foram processadas em
duplicata. As condi¢cdes de PCR foram as seguintes: um periodo de desnaturagdo inicial a
95°C/7min, seguido por 45 ciclos de amplificacdo génica. Cada ciclo consistiu de uma fase de
desnaturacdo inicial a 95°C/20s, seguida por uma fase de anelamento a 60°C/20s e por fim uma
fase de extensdo a 72°C/45s. As amostras foram entdo submetidas a uma etapa de extensdo a

72°C/3min. Para garantir a especificidade do produto de PCR, foi realizada a curva de Melting,
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apos cada reagdo, em que a temperatura da reagdo foi posteriormente aumentada 0,5°C a cada
15s, com inicio na temperatura de anelamento de um primer e terminando em 95°C. Foi
utilizada como gene de referéncia a B-actina. Todas as amplificagdes foram analisadas pelo
sistema de deteccdo de PCR em tempo real CFX96 Touch™ (Bio-Rad). A expressdo génica

relativa foi determinada usando o método 2-AACt (Livak).

35 Analise estatistica

A anélise estatistica, realizada com o software GraphPad Prism®, versao 6.01, foi
realizada empregando o teste de analise de variancia (ANOVA) ou Kruskal Wallis para dados
paramétricos € nao-paramétricos, respectivamente, seguidos do teste de comparagdes multiplas
de Bonferroni ou teste de Dunn ou ainda Teste T de Student ou Mann-Whitney quando
necessario, baseando-se na continuidade das variaveis em analise. Os resultados foram
expressos como média + E.P.M (varidveis com distribui¢do normal) ou pela mediana (minimo-
maximo) (varidveis sem distribuicdo normal), sendo as diferencas consideradas

estatisticamente significativas quando P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPRESSAO GENICA DO RNAm DA VIA PI3K/Akt/mTOR NA MUCOSITE
INTESTINAL INDUZIDA PELO IRINOTECANO

A administragdo do irinotecano na dose de 75 mg/kg exacerbou a expressao do RNAm do
eixo PI3K/Akt/mTOR (média=2,01+0,29; 4,02+0,72 e 2,03+0,34, respectivamente) de forma
significativa (P<0,05) quando comparado ao grupo controle que recebeu somente veiculo

(salina) (média=1,07+0,22; 1,11+0,28 e 0,84+0,19, respectivamente) (FIGURA 14 A, B ¢ C).
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FIGURA 14. Irinotecano aumenta a expressio do RNAm do eixo PI3K/Akt/mTOR no

ileo de camundongos C57BL/6
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Os animais (n=6/grupo) receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias.
O resultado mostra que animais injetados com irinotecano na dose de 75 mg/kg apresentaram um
aumento na expressio do mRNA de PI3K (A), Akt (B) e mTOR (C) quando comparado aos animais que
receberam apenas salina. Para analise estatistica foi utilizado o teste T de Student.
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4.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS GERAIS DA MUCOSITE INTESTINAL POR
IRINOTECANO

4.2.1. ANALISE DA VARIACAO PONDERAL

A FIGURA 15 mostra que o irinotecano tanto na sub-dose (45 mg/kg) quanto na dose
padronizada para indugdo do modelo de mucosite intestinal (75 mg/kg) induzem uma
significativa (P<0,05) perda ponderal tanto em 5 dias quanto em 7 dias em relacdo ao primeiro
dia do tratamento (dia 1=100%) [média(%)=83 (IRI 75 - FIG. 15 A); 71,7 (IRI 75 - FIG. 15
B); 77,8 (IR145 - FIG. 15B) e 73,7 (IRI 75) - FIG. 15 C] quando comparado ao grupo controle
que recebeu somente salina (média(%)=105,1; 108,2 e 103).

O pré-tratamento com rapamicina nos camundongos que receberam irinotecano 75
mg/kg intensificou significativamente a perda ponderal [média(%)=77,7] quando comparado
ao grupo controle positivo irinotecano 75 mg/kg [média(%)=83]. Esta alteracdo comegou a ficar
evidente a partir do quarto dia (83,1%) (FIG. 15 A). De maneira semelhante, o pré-tratamento
com everolimo nos camundongos que receberam a sub-dose de irinotecano (45 mg/kg) no
protocolo de 7 dias também foi intensificada de maneira significativa [média(%)=69,5] quando
comparado ao grupo que recebeu somente a sub-dose de irinotecano 45 mg/kg [média(%)=77,8]
ou que foi injetado apenas com everolimo [média(%)=102,4] (FIG. 15 B). Nao houve diferenca
no pré-tratamento com everolimo nos camundongos que receberam a dose padrio de

irinotecano 75 mg/kg (FIG. 15 C).

Diante desses resultados comegamos a perceber que a modulagdo farmacoldgica com
os inibidores de mTOR (rapamicina e everolimo) mostrava um tendéncia ao agravamento da
lesao induzida pelo irinotecano. Entdo as analises sucederam de forma a tornar este
agravamento mais evidente. O passo seguinte foi avaliar o aspecto dos escores para diarreia,

parametro fundamental na avaliacdo da mucosite intestinal pelo irinotecano.
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FIGURA 15. Irinotecano e os inibidores de mTOR induzem perda ponderal em
camundongos C57BL/6
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Os animais (n=6/grupo) receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p. ou 45 mg/kg i.p.) durante 4
dias consecutivos. Qutro grupo de animais foram tratados com rapamicina (1,5 mg/kg, i.p) por 4 dias ou everolimo
(3 mg/kg, v.0) por 6 dias de maneira prévia ao irinotecano. Os animais foram pesados diariamente até o quinto ou
sétimo dia experimental. O resultado mostra que animais injetados com irinotecano na dose de 75 mg/kg e 45 mg/kg
apresentaram perda ponderal quando comparado aos animais que receberam apenas salina ou inibidor de mTOR
(rapamicina (A) e everolimo (B e C) separadamente. Os animais pré-tratados com inibidor de mTOR e que
receberam irinotecano em qualquer dose (45 mg/kg e 75 mg/kg) também apresentaram uma perda ponderal
significativa. Os pontos representam a média + E.P.M do percentual de variacio da massa corporea comparado ao
peso inicial. “P<0,05 vs grupo Salina ou RAP 1,5 ou EVE3. #P<0,05 vs IRI 75 ou IRI 45. Para analise estatistica foi
utilizado o teste Two-Way ANOVA com poés-teste de Bonferroni.
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4.2.2. ANALISE DOS ESCORES PARA DIARREIA

No tocante a este aspecto, avaliando-se o quinto dia experimental, o irinotecano na dose
de 75 mg/kg aumentou a mediana dos escores (0,5[0,2]) quando comparado ao grupo controle
que recebeu somente salina (0[0,0]), no entanto essa diferenga nio foi significativa. Quando a
rapamicina foi dada como pré-tratamento nos animais que receberam irinotecano 75 mg/kg,
observou-se um aumento dos escores (1[0,3]), entretanto este aumento também ndo foi
significativo. A rapamicina sozinha nao alterou este parametro (0[0,0]) (FIGURA 16 A ¢
TABELA 2).
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FIGURA 16. Irinotecano aumenta os escores de diarreia em camundongos C57BL/6 e a
inibicido do mTOR com rapamicina tende a agravar este parametro (5 dias).
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Os animais (n=6/grupo) receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias
consecutivos e avaliados quanto ao aspecto da diarreia no quinto dia experimental. A figura mostra que
animais que receberam irinotecano 75 mg/kg apresentaram um aumento nao significativo na mediana dos
escores atribuidos ao parametro diarreia quando comparado aos animais que receberam apenas salina.
Animais que receberam irinotecano mais pré-tratamento com rapamicina também houve aumento da
mediana, mas nao foi significativo. Os valores representam a mediana e variacio dos escores de diarreia.
Para analise estatistica utilizou-se o teste nio-paramétrico de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn.

TABELA 2. Avaliacdo da diarreia em animais submetidos a mucosite intestinal por
irinotecano e tratados com rapamicina (5 dias)

ESCORES PARA DIARREITA

GRUPOS Mediana (min —max)
SALINA 0 (0-0)

RAP 1,5 0 (0-0)

IRI 75 0,5 (0-2)

IRI 75 +RAP 1,5 1 (0-3)

Os dados representam mediana, minima e maxima.
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Quando avaliado o sétimo dia experimental (FIGURA 16 B e C e TABELAS 3¢ 4), 0
irinotecano na dose de 75 mg/kg exacerbou significativamente os escores para diarreia (4[0,4])
quando comparado ao grupo controle que recebeu somente salina (0[0,0]) (FIG. 16 B ¢ C). A
sub-dose de irinotecano 45 mg/kg ndo alterou este parametro (0[0,2]). Quando administrado
um inibidor de mTOR (everolimo 3 mg/kg) antes do irinotecano 45 mg/kg, observou-se que

esse parametro foi alterado (2[0,4]), contudo este aumento nao foi significativo.
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FIGURA 16. Irinotecano aumenta os escores de diarreia em camundongos C57BL/6 e a
inibicio do mTOR com everolimo tende a agravar este parametro (7 dias).
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Os animais (n=6) receberam salina (10 mL/kg, i.p.), irinotecano (75 mg/kg, i.p. ou 45 mg/kg, i.p.) durante 4
dias consecutivos e foram tratados com everolimo (3 mg/kg v.0.) durante 6 dias e avaliados quanto ao aspecto
da diarreia no sétimo dia experimental. A figura mostra que animais que receberam irinotecano 75 mg/kg
apresentaram um aumento significativo na mediana dos escores atribuidos ao parametro diarreia quando
comparado aos animais que receberam apenas salina. A sub-dose de irinotecano 45 mg/kg nio alterou a
mediana. O pré-tratamento com everolimo 3 mg/kg nos camundongos que receberam uma sub-dose de
irinotecano (45 mg/kg) aumentou a mediana dos escores, porém esse aumento niio foi significativo. Os
valores representam a mediana e variaciio dos escores de diarreia. " P=0,03 vs Salina (teste Mann-Whitney).

TABELA 3. Avaliacdo da diarreia em animais submetidos a mucosite intestinal por
irinotecano e tratados com everolimo na sub-dose de irinotecano 45 mg/kg (7dias)

ESCORES PARA DIARREIA

GRUPOS Mediana (min — max)
SALINA 0 (0-0)

IRI 75 4(0-4)™"

EVE 3 1 (0-1)

IRI 45 0 (0-2)

IRI 45 + EVE 2 (0-4)

ok

Os dados representam mediana, minima e maxima. = P=0,03 representa diferencas estatisticas dos animais com
mucosite intestinal pelo IRI 75 em relacdo aqueles tratados com salina (teste Mann-Whitney).
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Nao houve alteracdo significativa apds o pré-tratamento com everolimo nos
camundongos que receberam a dose padrdo de irinotecano 75 mg/kg (2[0,4]) (FIG. 16 C). O
everolimo dado de forma isolada alterou a mediana (1[0,2]), entretanto esta alteragdo ndo foi

significativa.

FIGURA 16. Irinotecano aumenta os escores de diarreia em camundongos C57BL/6 (7
dias).
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Os animais (n=6/grupo) receberam salina (10 mL/kg, i.p.) e irinotecano (75 mg/kg, i.p.) durante 4 dias
consecutivos e foram tratados com everolimo (3 mg/kg/v.0.) durante 6 dias e avaliados quanto ao aspecto da
diarreia no sétimo dia experimental. A figura mostra que animais que receberam irinotecano apresentaram
um aumento significativo na mediana dos escores atribuidos ao parametro diarreia quando comparado aos
animais que receberam apenas salina. Nio houve alteracio significativa na mediana dos animais que foram
pré-tratados com everolimo. Os valores representam 3 mediana e variacio dos escores de diarreia. "P<0,05
vs Salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn.

TABELA 4. Avaliacdo da diarreia em animais submetidos a mucosite intestinal na dose
padrao de irinotecano e tratados com everolimo (7 dias)

ESCORES PARA DIARREIA

GRUPOS Mediana (min - max)
SALINA 0 (0-0)

EVE 3 1 (0-2)

IRI 75 4(0-4)™

IRI 75 + EVE 2(0-4)"

Os dados representam mediana, minima e maxima. *P<0,05 representa diferencas estatisticas dos animais com
mucosite intestinal pelo IRl em relacdo aqueles tratados com salina (Kruskal-Wallis e p6s-teste de Dunn).
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O fato dos grupos experimentais terem um “n” pequeno explica em parte a ndo
significancia estatistica para as andlises dos escores para diarreia. Mas percebe-se, de maneira
mais clara, que a inibicdo do mTOR com rapamicina ou everolimo, de fato, tem tido uma
tendéncia no agravo da mucosite intestinal. Sabe-se que a diarreia ¢ devido em parte as
alteragdes ocorridas a nivel estrutural do arranjo intestinal. Dessa forma, o préoximo passo foi
analisar os aspectos histopatologicos e morfométricos do ileo dos animais submetidos a

mucosite intestinal por irinotecano para corroborar nossa hipotese.

4.2.3. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRICA DO ILEO DE
ANIMAIS SUBMETIDOS A MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR
IRINOTECANO

As fotomicrografias (FIGURA 17, FIGURA 20 e FIGURA 23) e os escores
histopatologicos (FIGURA 18 e TABELAS 5, 6 ¢ 7) indicam que o irinotecano na dose de 75
mg/kg € capaz de induzir uma forte alteracao na arquitetura de criptas e vilos intestinais tanto
em 5 quanto em 7 dias, evidenciando achatamento dos vilos com presenca de células
vacuolizadas (seta marrom), necrose e apoptose de células da cripta, edema (seta preta), além
de uma intensa infiltracao de neutrofilos (seta vermelha). A rapamicina quando dada sozinha
nao alterou a estrutura histolégica do ileo dos animais, apresentando-se semelhante aos animais
que receberam somente salina. O pré-tratamento com rapamicina 1,5 mg/kg em camundongos
que receberam irinotecano 75 mg/kg também mostrou células vacuolizadas (seta marrom) e
edema (seta preta), no entanto, revelou de forma muito discreta uma hipertrofia das células de
Paneth (circulo vermelho) (FIG. 17). Esta alteracdo ficou muito mais evidente quando da

inibicdo do mTOR com everolimo em 7 dias de mucosite (FIG. 23).
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FIGURA 17. Irinotecano 75 mg/kg promove lesiao intestinal em camundongos C57BL/6
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Aspecto microscopico do ileo de animais submetidos a mucosite intestinal por irinotecano 75 mg/kg durante 5 dias.
Os animais (n=6/grupo) receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p) ou rapamicina (1,5 mg/kg,
i.p.). Observa-se que o tratamento com irinotecano causa uma alteracdo morfologica evidenciando células
vacuolizadas (seta marrom), infiltrado de neutrdfilos (seta vermelha) e edema (seta preta). O pré-tratamento com
rapamicina revelou uma discreta hipertrofia das células de Paneth (circulo vermelho).
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A representacdo grafica dos escores histopatologicos de Macpherson & Pfeiffer para os
animais submetidos a mucosite instestinal com irinotecano 75 mg/kg em 5 dias € mostrada na
FIGURA 18 ¢ TABELA 5. O irinotecano 75 mg/kg, como ja observado nos aspectos
microscopicos, aumentou os escores histopatologicos de maneira significativa (2[1,3]) quando
comparado com o grupo salina (0[0,0]). O pré-tratamento com rapamicina ndo alterou
significativamente este pardmetro (2[1,2]). Da mesma forma que a rapamicina quando

administrada isoladamente (0[0,1]).



FIGURA 18. Irinotecano aumenta
C57BL/6
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os escores histopatologicos no ileo de camundongos
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A figura mostra que o IRI 75 mg/kg induziu um aumento dos escores histopatolégicos no ileo quando
comparado com os camundongos que receberam apenas salina. A rapamicina 1,5 mg/kg nio alterou o escore
histopatolégico. Os dados mostram a mediana dos escores histopatolégicos. “P<0,05 vs grupo Salina e RAP
1,5. Para analise estatistica utilizou-se o teste nio-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

TABELA 5. Avaliacdo histopatoldgica de animais submetidos a mucosite intestinal com
irinotecano 75 mg/kg e tratados com rapamicina (5 dias)

Escores Histopatologicos

Grupos

Mediana (min —max )

Salina

RAP

IRI 75

IRI 75 + RAP

0 (0-0)
0 (0-1)
2 (1-3)"
2(1-2)"

Os dados representam mediana, minima e maxima. "P<0,05 representa diferencas estatisticas dos animais
com mucosite intestinal pelo IRl em relacéo aqueles tratados com Salina e RAP 1,5 (Kruskal-Wallis e pos-

teste de Dunn).
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Realizando-se analise morfométrica no ileo de camundongos C57BL/6 tratados com
irinotecano na dose de 75 mg/kg durante 5 dias, verificou-se que o irinotecano nesta dose
reduziu a altura dos vilos [média(um)=112,5£2,9] aumentou a profundidade da cripta
[média(pm)=98,3+3,1] e  consenquentemente  reduziu a  razdo  vilo/cripta
[média(pm)=1,24+0,07] de maneira significativa (P<0,05) quando comparado com o grupo
controle que recebeu somente salina [média(um)=128,9+£2,5; 79,5£2,2; 1,72+0,08,
respectivamente] (FIGURA 19 A, B e C). O pré-tratamento com rapamicina 1,5 mg/kg ou esta

droga dada de forma isolada nao alterou a morfometria.
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FIGURA 19. Irinotecano 75 mg/kg altera a morfometria em ileo de camundongos
C57BL/6 submetidos a mucosite intestinal
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Os animais receberam salina (10 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e
foram tratados com rapamicina (1,5 mg/kg, i.p). A eutandsia foi realizada no quinto dia experimental.
Segmentos de ileo foram removidos e processados para a técnica de coloracio pelo método H&E (40x e
100x) para posterior anailise morfométrica. A figura revela que o IRI 75 mg/kg induz uma significativa
reducio da altura dos vilos (A), aumento da profundidade das criptas (B) e reducio da razio vilo/cripta (C)
quando comparado com os camundongos injetados apenas com salina (controle). Os valores representam a
média + EPM. "P<0,05 vs grupo salina e RAP 1,5. Para anlise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido
do teste de Bonferroni.
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Analisando-se a dose de irinotecano 45 mg/kg com 7 dias experimentais, percebe-se que
ndo ha alteracdo significativa em relagdo a arquitetura intestinal (FIGURA 20) quando
comparado ao grupo controle que recebeu somente salina. No entanto, quando os animais que
foram injetados com a sub-dose de irinotecano receberam um pré-tratamento com o inibidor de
mTOR disponivel no mercado para o tratamento de diversas neoplasias, everolimus, notou-se
uma exacerbacao da lesdo evidenciada na fotomicrografia (FIGURA 17) que se assemelha com
aquela lesdo observada na dose padrdo de irinotecano. Da mesma forma nos escores
histopatologicos revelou-se que ha uma exacerbagdo da lesdo com o everolimus associado ao

irinotecano na dose de 45 mg/kg (FIGURA 18 e TABELA 6).
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FIGURA 20. O everolimo promove uma exacerbacdo da lesao observado na sub-dose de
irinotecano 45 mg/kg no ileo de camundongos C57BL/6
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Aspecto microscépico do ileo de animais submetidos a mucosite intestinal por irinotecano 75 mg/kg e 45 mg/kg
durante 7 dias. Os animais (n=6/grupo) receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p ou 45 mg/kg,
i.p.) ou everolimo (3 mg/kg, v.0.). A sub-dose de irinotecano 45 mg/kg nio altera a morfologia. No entanto, ao pré-
tratar o animal com everolimo evidencia-se células vacuolizadas (setas marrom) e infiltrado de neutrofilos (setas
vermelha).
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Assim como nas fotomicrografias, pode-se notar que a sub-dose de irinotecano 45
mg/kg ndo alterou significativamente os escores histopatologicos (0[0,1]). Contudo, o pré-
tratamento com everolimo 3 mg/kg aumentou esses escores de maneira significativa em
camundongos que receberam uma sub-dose de irinotecano 45 mg/kg (2[1,3]) (FIGURA 21 ¢
TABELA 6).
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FIGURA 21. Everolimo aumenta os escores histopatologicos na sub-dose de irinotecano
45 mg/kg no ileo de camundongos C57BL/6
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A figura mostra que o IRI 75 mg/kg induziu um aumento dos escores histopatolégicos no ileo quando
comparado com os camundongos que receberam apenas salina. Os animais (n=6/grupo) que foram pré-
tratados com everolimo e que receberam uma sub-dose de irinotecano (45 mg/kg i.p.) tiveram a mediana
aumentada de maneira significativa. Os dados mostram a mediana dos escores histopatolégicos. “P<0,05 vs
grupo Salina, *P<0,05 vs EVE 3, ®P<0,05 vs IRI 45. Para anilise estatistica utilizou-se o teste nio-
paramétrico Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

TABELA 6. Avaliacdo histopatoldgica de animais submetidos a mucosite intestinal e
tratados com everolimo na sub-dose de irinotecano (7dias)

Escores Histopatologicos

Grupos Mediana (min — max)
Salina 0 (0-0)

IRI 75 2,5 (1-3)™

EVE 0 (0-1)

IRI 45 0 (0-1)

IRI 45 + EVE 2(1-3)"

Os dados representam mediana, minima e maxima. "P<0,05 representa diferencas estatisticas dos animais
com mucosite intestinal pelo IRI 75 em relagdo aqueles tratados com Salina (Kruskal-Wallis e pds-teste de
Dunn).
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A observagdo da andlise morfométrica revela que a sub-dose de irinotecano 45 mg/kg ndo
alterou a altura do vilo e pouco modificou a profundidade da cripta [média(um)=93,99 +3,7]
quando comparado ao grupo que recebeu somente veiculo [média(um)=76,14+3,3] (FIGURA
22 B). O pré-tratamento com everolimo nos animais que receberam a sub-dose de irinotecano
(45 mg/kg) intensificou o processo estrutural da lesdo, aumentando a profundidade da cripta
[média(pm)=121,545,9) e diminuindo a razdo vilo/cripta [média=1,046+0,11] assemelhando-
se aos resultados encontrados no grupo que recebeu o irinotecano 75mg/kg

[médias(um)=115,6+5,1 e 1,052+0,17, respectivamente] (FIGURA 22 B ¢ C).
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FIGURA 22. Everolimo intensifica o dano estrutural na sub-dose de irinotecano 45 mg/kg
no ileo de camundongos C57BL/6

A 150 - P<0.05
1
E ——
B
o 1007
ES
o
©
© 50+
=
<
0- T
Salina IRI75 EVE 3 - EVE 3
IRI145 mgl/kg
B
E 150 - P<0.05 @
= ' . '
< 1 [ T
= =
= 100 i
< o
oo
° s,
: i
S 50+ o]
° o
< o
> o
v .
° i s
o 0 T L]
Salina IR175 EVE 3 EVE
IRI 45
C
2:57 P<0.05
F T !
s 2.0
=
L 154 - T .
o
ES
o 1.04
wT
N
[
@ 0.5-
0.0+ T

Salina IRI175 EVE 3

Os animais receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p. ou 45 mg/kg, i.p) durante quatro
dias e everolimo (3 mg/kg v.o.) durante seis dias. Foram eutanasiados no sétimo dia experimental. Segmentos
de ileo foram removidos e processados para a técnica de coloracio pelo método H&E (100x) para posterior
analise morfométrica. A figura revela que o IRI 75 e IRI 45 induzem uma reducio da razio vilo/cripta (C)
quando comparada com camundongos injetados apenas com salina ou EVE 3. O pré-tratamento com
everolimo recuperou a razao vilo/cripta. Os valores representam a média + EPM. *P<0,05 vs grupo Salina.
$P<0,05 vs IRI 45 + EVE 3. Para anilise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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O pré-tratamento de everolimo nos animais que receberam a dose padrio de irinotecano
75 mg/kg no modelo de sete dias experimentais mostrou que houve exacerbagdo da lesdo da
mucosa intestinal evidenciada pela hipertrofia das células de Paneth (seta preta) (FIGURA 23).
O mesmo ndo acontece apds a administragdo isolada do everolimo, pois ndo ocorre alteragao

da morfologia intestinal.
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FIGURA 23. Everolimo induziu hipertrofia de células de Paneth no ileo de camundongos
C57BL/6 submetidos a mucosite intestinal por irinotecano 75 mg/kg em 7 dias
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Aspecto microscopico do ileo de animais submetidos a mucosite intestinal por irinotecano 75
mg/kg durante 7 dias. Os animais (n=6/grupo) receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou
irinotecano (75 mg/kg, i.p) e foram tratados com everolimo (3 mg/kg, v.0.). O pré-tratamento
com everolimo evidenciou hipertrofia das células de Paneth (setas preta).
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Entretanto ndo houve altera¢ao nos escores histopatolégicos nos animais pré-tratados com
everolimo (2[1,3]) quando comparado ao grupo controle que recebeu irinotecano na dose de 75
mg/kg (2[1,3]), conforme observado na FIGURA 24 ¢ TABELA 7. A administragdo do

everolimo de forma isolada nao alterou esse parametro (0[0,1]).

FIGURA 24. Everolimo nio alterou os escores histopatolégicos na dose padrao de
irinotecano 75 mg/kg no ileo de camundongos C57BL/6 submetidos a mucosite intestinal
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A figura mostra que o IRI 75 mg/kg induziu um aumento significativo dos escores histopatoldgicos no ileo
quando comparado com os animais que receberam apenas salina. O pré-tratamento com everolimo nio
alterou este parametro. Os dados mostram a mediana dos escores histopatolégicos. “P<0,05 vs grupo salina
e EVE 3. Para anilise estatistica utilizou-se o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn.

TABELA 7. Avaliacdo histopatoldgica de animais submetidos a mucosite intestinal e
tratados com everolimo (7dias)

Escores Histopatologicos

Grupos Mediana (min - max)
Salina 0 (0-0)

EVE 0 (0-1)

IRI 75 2(1-3)"

IRI 75 + EVE 2(1-3)"

Os dados representam mediana, minima e maxima. "P<0,05 representa diferencas estatisticas dos animais
com mucosite intestinal pelo IRI 75 em relagdo aqueles tratados com Salina (Kruskal-Wallis e pds-teste de
Dunn.
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O pré-tratamendo com everolimo na dose padrio de irinotecano (75mg/kg) ndo alterou
nenhum parametro estrutural dos aspectos morfométricos: altura dos vilos
[média(um)=176,3+4,6] (FIGURA 25 A), profundidade da cripta [média(um)=87,34+2,4]
(FIGURA 25 B) e razdo vilo/cripta (média=2,1+0,05) (FIGURA 25 C) quando comparado ao
grupo controle negativo para a lesdo intestinal que recebeu somente veiculo (salina)

[média=198+3,5; 84,5+1,7; 2,3+0,07], respectivamente.
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FIGURA 25. Everolimo nio altera o aspecto morfométrico no ileo de camundongos C57BL/6
submetidos a mucosite intestinal com irinotecano 75 mg/kg
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Os animais receberam salina (10 mL/kg, i.p) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias consecutivos e
foram tratados com everolimo (3 mg/kg, v.0) durante 6 dias. A eutanasia foi realizada no sétimo dia
experimental. Segmentos de ileo foram removidos e processados para a técnica de coloracio pelo método
H&E (100x) para posterior anilise morfométrica. A fugura mostra que o IRI 75 induz uma significativa
reducio da altura dos vilos (A), aumento da profundidade das criptas (B) e reducio da razio vilo/cripta (C)
quando comparada com camundongos injetados apenas com salina. O pré-tratamento com everolimo
melhorou este aspecto morfométrico de maneira significativa. Os valores representam a média = EPM.
*P<0,05 vs grupo salina. *P<0,05 vs grupo IRI 75. Para anilise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido
do teste de Bonferroni.
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Para finalizar a avaliagdo da mucosite intestinal por meio de parametros gerais, realizou-

se a analise da leucopenia induzida pelo uso do irinotecano e dos inibidores de mTOR.

4.2.4. AVALIACAO DA CONTAGEM TOTAL DE LEUCOCITOS

A FIGURA 26 mostra os resultados da contagem total de leucdcitos com cinco dias
experimentais (A) e sete dias (B e C). Assim como era esperado para os antineoplasicos, o
irinotecano desenvolveu uma leucopenia significativa (P<0,05) em todas as doses (45 mg/kg e
75 mg/kg) [média=3,1+0,4 (IRI 75-5 dias); 1,9+0,4 (IRI 75-7 dias); 3,2+0,5 (IRI 45-7 dias)
quando comparado ao grupo salina [média=7,5+0,74 (5 dias) e 7,7+0,7 (7 dias)]. Da mesma
forma, os inibidores de mTOR, rapamicina e everolimo, por terem atividade imunossupressora
diminuiram significativamente a contagem total de leucocitos tanto quando administrados de
forma isolada quanto em combinagd@o com irinotecano. No entanto, observou-se um aumento
significativo na leucopenia quando a rapamicina 1,5 mg/kg (média=2+0,4) foi dada em animais
que ja tinham sido injetados com irinotecano 75 mg/kg (média=3,1+0,4) no modelo de mucosite

intestinal com 5 dias.
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FIGURA 26. Irinotecano e inibidores de mTOR causam leucopenia em camundongos
C57BL/6 submetidos a mucosite intestinal
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Os animais receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p. ou 45 mg/kg, i.p.) e foram
tratados com rapamicina (1,5 mg/kg i.p.) durante 4 dias ou everolimo (3 mg/kg, v.0) durante 6 dias. Os
animais foram eutanasiados no quinto ou sétimo dia experimental. A figura apresenta o efeito do irinotecano
(45 e 75 mg/kg), rapamicina 1,5 mg/kg e everolimo 3 mg/kg em diminuir o nimero total de leucocitos
circulantes. (A) animais submetidos ao tratamento com irinotecano e rapamicina (5 dias). (B) animais
submetidos ao tratamento com everolimo na sub-dose de irinotecano (45 mg/kg). (C) Animais submetidos
ao tratamento com everolimo na dose padrao de irinotecano (75 mg/kg) (7 dias). Os valores representam a
média + EPM do nimero de Leucécitos totais por 10°/uL. *P<0,05 vs animal tratado com Salina. P vs RAP
+ IRI 75 ou EVE + IRI 75. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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O proximo passo era investigar a modulagdo farmacolégica com inibidores de mTOR
(rapamicina e everolimo) na mucosite intestinal induzida por irinotecano por meio de
parametros inflamatdrios. Para isso foi realizado o ensaio de atividade da mieloperoxidase

(MPO) e por fim a dosagem de citocinas inflamatorias.

4.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS INFLAMATORIOS DA MUCOSITE
INTESTINAL POR IRINOTECANO

4.3.1. EFEITO DO IRINOTECANO E INIBIDORES DE mTOR SOBRE A ATIVIDADE
DE MIELOPEROXIDASE EM CAMUNDONGOS C57BL/6

Uma das maneiras de se avaliar o componente inflamatodrio € através da determinacao da
atividade da enzima mieloperoxidase, presente em granulos azurdfilos de neutrédfilos e que €
um indicador da presenca destas células. O efeito pro-inflamatorio do irinotecano na dose de
75 mg/kg em 5 dias ¢ revelado pelo aumento significativo (P<0,05) deste parametro
(média=6490+927) quando comparado ao grupo controle negativo (média=628,1+145,1)
(FIGURA 27 A) e 7 dias (média=4892+871) (FIGURA 27 B). Os inibidores de mTOR quando
administrados de forma isolada ndo alteraram a atividade desta enzima. A sub-dose de
irinotecano 45 mg/kg nao alterou a atividade da mieloperoxidase (média=780+301,2) quando
comparado ao grupo controle negativo que recebeu somente salina (média=1242+190,1). No
entanto, quando pré-tratado com um inibidor de mTOR (everolimo 3 mg/kg) este parametro foi

exacerbado significativamente (média=3209+1015) (FIGURA 24 B).
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FIGURA 27. Irinotecano 75 mg/kg e everolimo numa sub-dose de irinotecano 45 mg/kg
aumentam a atividade de MPO no ileo de camundongos C57BL/6
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Os animais receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p. ou 45 mg/kg, i.p.) durante 4 dias
consecutivos. Foram tratados com rapamicina (1,5 mg/kg i.p.) durante 4 dias e everolimo (3 mg/kg, v.0)
durante 6 dias. A eutandsia foi realizada no quinto ou sétimo dia experimental. Amostras de ileo foram
coletados para a determinacio do infiltrado neutrofilico através da atividade da enzima Mieloperoxidase
(MPO). A figura mostra que animais injetados com irinotecano 75 mg/kg apresentaram aumento
significativo da atividade de MPO no ileo quando comparado com o grupo salina. (A) animais submetidos
ao tratamento com irinotecano e rapamicina (5 dias). (B) animais submetidos ao tratamento com sub-dose
de irinotecano (45 mg/kg) e everolimo (7 dias). (C) Animais submetidos ao tratamento com irinotecano (75
mg/kg) e everolimo (7 dias). Os valores representam a média £+ EPM de atividade de MPO (niimero de
neutroéfilos por mg de tecido). *P<0,05 vs grupo tratado com Salina. ©P<0,05 vs tratado com IRI 45. Para
analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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Para finalizar os resultados foi realizado a dosagem tecidual de citocinas inflamatdrias

presentes no ileo de camundongos C57BL/6 submetidos a mucosite intestinal por irinotecano.

4.3.1. EFEITO DO IRINOTECANO E INIBIDORES DE mTOR SOBRE CITOCINAS
INFLAMATORIAS EM CAMUNDONGOS C57BL/6

A FIGURA 28 mostra a concentracao tecidual da quimiocina analoga da interleucina 8
humana em camundongos (KC), interleucina 1 beta (IL-1p), fator transformador do crescimento
beta (TGF- B) e interferon gama (IFN-y) no ileo de camundongos C57BL/6 submetidos a
mucosite intestinal por irinotecano e tratados com rapamicina ou everolimo (inibidores de
mTOR). O irinotecano na dose de 75 mg/kg aumentou significativamente (P<0,05), com
excecao do TGF- B, o nivel tecidual de todas as citocinas analisadas (média KC=58,5+7,2; IL-
1B=58+7,8 e [FN-y=2,140,76) quando comparado ao grupo salina (média (KC)=25,4+2,5; IL-
1B=26+3,1 e IFN-y=0,83+0,14). A administragdo de forma isolada do inibidor de mTOR
classico, rapamicina, aumentou o nivel tecidual de TGF-f significativamente (média=89,3+1,3)
quando comparado ao grupo salina (média=52+1,4). Quando se analisa o resultado do pré-
tratamento dos inibidores de mTOR (rapamicina e everolimo) nos animais que receberam
irinotecano 75 mg/kg nota-se que nao ha diferencga estatistica significativa em relagdo ao grupo
controle positivo (irinotecano 75 mg/kg) nos niveis teciduais de KC [média (IRI 75 +
RAP)=41,5£9,4; (IR1 75 + EVE)= 63,4+16,9)] e IL-1p [média (IRI 75 + RAP)=44+7,7; (IRI
75 + EVE=76+17)]. Entretanto, observa-se uma exacerbagdo de maneira significativa dos
niveis de TGF-B [média (IRI 75 + RAP)=104,5+12,3; (IRl 75 + EVE)=108,2+19)] e IFN-y
(média (IRI 75 + RAP)=3,9+0,76; (IRI 75 + EVE)=5,7+0,75)] quando comparado ao grupo que
recebeu somente irinotecano 75 mg/kg [média (TGF-B)=67+10; média (IFN-y)=2,140,76)].
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FIGURA 28. Irinotecano 75 mg/kg em combinac¢do com inibidores de mTOR aumentam
o nivel de citocinas inflamatodrias no ileo de camundongos C57BL/6
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Os animais receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) e foram tratados com
rapamicina (1,5 mg/kg i.p.) durante 4 dias ou everolimus (3 mg/kg, v.0) durante 6 dias. A eutanasia foi
realizada no quinto ou sétimo dia experimental. Amostras de ileo foram coletados para a determinacio dos
niveis teciduais das citocinas KC (A) e IL-1p (B). A deteccdo de KC, IL-1p foi determinada por
ELISA."P<0,05 vs salina. P<0,05 vs RAP. *P<0,05 vs IRl 75. ®P<0,05 vs IRl 75 + RAP. Diferencas
estatisticas utilizando-se ANOVA seguido de Bonferroni.
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Os animais receberam salina (10 mL/kg, i.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) e foram tratados com
rapamicina (1,5 mg/kg i.p.) durante 4 dias ou everolimus (3 mg/kg, v.0) durante 6 dias. A eutanasia foi
realizada no quinto ou sétimo dia experimental. Amostras de ileo foram coletados para a determinacio dos
niveis teciduais das citocinas TGF-p (C) e IFN-y (D). A detec¢do de TGF-B e IFN-y foi determinada por
ELISA."P<0,05 vs salina. P<0,05 vs RAP. *P<0,05 vs IRl 75. ®P<0,05 vs IRl 75 + RAP. Diferencas
estatisticas utilizando-se ANOVA seguido de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho se propds a investigar o efeito da inibicdlo do mTOR sobre a
mucosite intestinal experimental induzida por irinotecano em camundongos C57BL/6. Os
resultados mostraram que o irinotecano na dose de 75 mg/kg foi capaz de induzir um
significativo dano sobre o trato gastrintestinal evidenciando sua toxicidade através de alteragdes
como: reducdo da massa corporea acompanhado de diarreia severa, desarranjo na arquitetura
intestinal com encurtamento e achatamento dos vilos com presenga de células vacuolizadas e
achatadas, necrose e apoptose das células da cripta, edema e intensa infiltracdo de células
inflamatorias polimorfonucleares (neutréfilos), além de um aumento na producdo de citocinas
pro-inflamatorias (KC e IL-1B) no ileo. Contudo, a inibicdo direta do mTOR através da
rapamicina e seu andlogo comercial, disponivel para uso clinico, everolimo, ndo foi capaz de
reverter esse dano intestinal como inicialmente hipotetizdvamos. De forma surpreendente a
inibi¢ado do mTOR com rapamicina no modelo de 5 dias mostrou uma tendéncia ao agravamento
da lesdo intestinal. Este fato ficou muito evidente apds expansdo do modelo experimental para
7 dias e com a inibigdo do mTOR com everolimo numa sub-dose de irinotecano 45 mg/kg (que
normalmente nao ¢ capaz de induzir uma mucosite intestinal). O pré-tratamento com everolimo
3 mg/kg exacerbou a lesdo conforme observado pelo aumento da perda ponderal, aumento nos
escores de diarreia seguido da destruigdo da arquitetura intestinal, tornando-se semelhante
aquela toxicidade induzida pelo irinotecano 75 mg/kg. Além disso, evidenciou-se um aumento
nos eventos inflamatérios com o aumento da atividade da enzima mieloperoxidase (marcador
da infiltracdo de neutréfilos), bem como um aumento no nivel tecidual de TGF- e IFN-y. A
inibi¢ao do mTOR com rapamicina e everolimo na mucosite intestinal induzida por irinotecano
proporcionou uma alteragdo histopatologica nunca antes vista nesse modelo que foi a hipertrofia
das células de Paneth. Em face dos resultados do presente trabalho, elaboramos uma nova
hipotese para o efeito da inibicdo do mTOR na mucosite intestinal induzida por irinotecano que

esta representada esquematicamente na FIGURA 29.

Corroborando com nossos achados, Melo e colaboradores (2008) demonstraram que a
lesdo induzida por irinotecano era acompanhada de uma perda de peso significativa cursando
com uma diarreia grave, aumento de células polimorfonucleares no intestino (caracterizado
pelo aumento do MPO), dano histopatologico além do desarranjo estrutural notorio
evidenciando a diminui¢cdo da altura dos vilos e aumento da profundidade da cripta. Os

resultados do presente trabalho referentes ao dano causado pelo irinotecano na dose de 75
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mg/kg estdo de acordo com os achados dos trabalhos desenvolvidos no LAFICA (MELO et al,
2008; LIMA-JUNIOR et al, 2012; LIMA-JUNIOR et al., 2014; WONG et al, 2015) além de
pesquisadores de outros grupos (IKUNO et al, 1995; KURITA et al, 2000; GIBSON et a/ 2003,
2007; LOGAN et al, 2008a, b; STRINGER et al, 2007b, 2009a, ARIFA et al., 2014;
GUABIRABA et al., 2014).

O eixo PI3K/Akt/mTOR, objeto de estudo deste trabalho, tem como ponto importante
na sua ativacdo os receptores 7Toll-like (TLRs). Estes sdo receptores de reconhecimento de
padrao (PRR, do inglés, Pattern-Recognition Receptors) responsaveis por reconhecer, por
exemplo, padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) presentes em bactérias. Desta
forma, servem como um elo importante entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa.
(SCHAEFER, 2014). Os resultados do presente trabalho evidenciaram um aumento na
expressao génica do RNAm da via PI3K/Akt/mTOR apods a inducdo da mucosite por
irinotecano 75 mg/kg. Diante deste dado surgiu o questionamento se uma possivel modulacao

farmacologica do mTOR seria um alvo terapé€utico na toxicidade da quimioterapia.

Sabendo que a escolha da dose ¢ uma etapa limitante em um procedimento experimental
e pelo fato de nunca ter sido realizado a inibicdo do mTOR na mucosite intestinal pelo
irinotecano, a escolha da dose da rapamicina (1,5 mg/kg) foi baseada em trabalhos como de
Farkas e colaboradores (2006) que observaram uma melhora no modelo de colite cronica
induzida por dextrana sulfato de s6dio (DSS) evidenciada pela diminui¢do da migracao de
neutrofilos in vivo. A conclusdo do trabalho de Farkas ¢ que o tratamento a curto prazo com
rapamicina reduz o grau da lesao em camundongos com colite cronica (FARKAS et. al., 2006).
Outros trabalhos utilizaram uma dose de rapamicina maior como no caso de Mushaben ef al.,
2013 (4 mg/kg) e concluiram que a inibicilo do mTOR com rapamicina, num modelo ja
estabelecido de asma alérgica induzida por acaro, foi capaz de suprimir algumas caracteristicas-
chave como presenga de células caliciformes e células T CD4" incluindo-se, células T
regulatorias, efetoras e ativadas no tecido pulmonar. O papel da sinalizagdo do mTOR durante
a fase precoce da asma alérgica ¢ critico, no entanto, uma vez que a doenga ja esta estabelecida
¢ muito limitada (MUSHABEN et al., 2013). J4 a dose de everolimo foi escolhida com base em
um experimento curva dose-resposta (dado ndo mostrado) em que a dose de 3 mg/kg foia que
melhor respondeu, visto que as outras duas doses (10 e 30 mg/kg) levaram a mortalidade
completa de todos os animais do grupo, possivelmente pela exacerbacdo excessiva da lesdo ja

instaurada pelo irinotecano. A dose inicial de 3 mg/kg foi baseada no trabalho de Matsuda e
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colaboradores (2007) que observaram o efeito terapéutico do everolimo na colite induzida por

DSS em camundongos knock-out para interleucina-10 (MATUSDA et al., 2007).

A hipotese inicial para este trabalho era que a inibi¢do do mTOR pudesse prevenir os
danos causados pela administracdo do irinotecano, uma vez que a expressao do RNAm do
mTOR esta elevado em camundongos tratados com este quimioterapico. No entanto, o que foi
observado ¢ que a inibi¢do do mTOR com rapamicina e seu analogo, everolimo, exacerbou o
processo inflamatdrio na mucosite intestinal e ficou bem evidente quando o everolimo foi dado
num protocolo de 7 dias com uma sub-dose de irinotecano 45 mg/kg que ndo ¢ capaz de induzir
uma mucosite e esta modulagdo farmacologica mostrou claramante o agravamento da lesao.
Uma possivel explicacdo para o aumento da expressao génica do RNAm do mTOR na mucosite
¢ que o mTORC1 ¢ extremamente importante para a proliferacdo de células epiteliais
intestinais, células estas que estdo danificadas com o processo inflamatério decorrente da
toxicidade do irinotecano e seu metabodlito ativo SN-38. Entdo o que deve estar ocorrendo a
nivel intestinal € uma tentativa do organismo de restabelecer a homeostase aumentado a sintese
de mTOR para que uma vez ativo promova a proliferagao e diferenciacao das cé¢lulas epiteliais

intestinais.

O aumento da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) (importante marcador da
presenca de neutrofilos) na mucosite intestinal induzida por irinotecano ja esta bem estabelecida
(MELO et al., 2008; LIMA-JUNIOR et al., 2012; ARIFA et al., 2014; GUABIRABA et al.,
2014; LIMA-JUNIOR et al., 2014; WONG et al., 2015). No presenta trabalho vemos que a
inibicdo do mTOR com everolimo 3 mg/kg quando dado junto com uma sub-dose de
irinotecano 45 mg/kg foi capaz de aumentar a atividade dessa enzima presente em neutréfilos
de maneira significativa, mais uma vez mostrando que ha uma exacerba¢do do processo
inflamatério quando da inibicdo do mTOR. Corroborando nosso achado esta o trabalhos de
Kiiper e colaboradores (2016) que observaram que o everolimo aumentou a atividade
enzimatica da mieloperoxidase na cicatriza¢do de feridas intestinais e que esse efeito negativo
do everolimo foi abolido com o uso do hormédnio do crescimento (KUPER et al., 2016). De
maneira semelhante, em outro trabalho Kiiper e colaboradores (2011) demonstraram que o
everolimo interfere com a fase inflamatoria da cicatrizagdo na anastomose experimental do
colon aumentando a atividade tecidual da mieloperoxidase (KUPER et al., 2011).De maneira
contréria, a inibi¢do do mTOR com rapamicina diminuiu a atividade da mieloperoxidase no

trabalho de Yan e colaboradores (2015), onde observaram que a rapamicina atenuou a lesao
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pulmonar aguda induzida por LPS através da inibicdo da proliferacdo de células Th17 em
camundongos. Uma possivel explicagdo para o resultado de MPO apresentado nesse modelo de
lesdo pulmonar aguda por LPS reside no fato de que ele simula uma condicdo seletiva apenas
para agdo de bactérias gram-negativas devido o uso do antigeno LPS o que de fato ndo ocorre
na clinica, enquanto o que se observa apos a administracdo do irinotecano ¢ uma sepse

polimicrobiana.

Em relacdo aos aspectos histopatologicos e morfométricos do ileo de animais
submetidos a mucosite por irinotecano, os resultados aqui apresentados mostraram que a
rapamicina no modelo experimental de 5 dias ndo alterou a lesdo induzida pelo antineoplasico
e o pré-tratamento com everolimo em animais submetidos a uma sub-dose de irinotecano
intesificou as alteragdes morfométricas, corroborando com os achados histopatolégicos. Dentre
os achados histopatolégicos vale a pena salientar as alteragdes celulares provocadas pelo pré-
tratamento com rapamicina e everolimo observadas nas fotomicrografias revelando hipertrofia
das células de Paneth nas amostras de intestino delgado de animais submetidos a mucosite
intestinal. Um achado que até o momento ndo tinha sido evidenciado nesse modelo de

toxicidade.

As células de Paneth sdo células especializadas do epitélio do intestino delgado e sdo
uma importante fonte de peptideos antimicrobianos, tais como o-defensina e lisozimas,
constituindo a defesa do hospedeiro e fazendo parte da homeostase intestinal através da
regulacdo da composi¢cdo da microbiota comensal (BEVINS & SALZMAN, 2011; SALZMAN
et al., 2010). No presente trabalho evidenciamos que estas células estavam hipertrofiadas de
forma nunca antes vista neste modelo animal experimental, revelando uma acentuada presenca
de granulos contendo substincias antimicrobianas responsaveis por auxiliar na defesa intestinal
do hospedeiro. A secrecdo destes granulos ocorre em resposta a uma diversidade de estimulos
como por exemplo o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (AYABE et. al, 2000). Wong e
colaboradores (2015) j4 demonstraram que na mucosite intestinal pelo irinotecano ha uma
intensa bacteremia e translocagdo bacteriana. Sabe-se que os PAMPs (padrdes moleculares
associados a patdgenos), entre estes, o0 LPS, agonista de TLR-4, é capaz de ativar uma cascata
de sinalizacdo através de receptores To/l-like (MEDZHITOV, 2001). Neste trabalho, o aumento
do nivel de citocinas inflamatorias ¢ possivelmente em decorréncia da producdo a partir de

macrofagos e das células de Paneth que estdo hipertrofiadas.
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Hans Clevers (2012) mostrou que a restricdo calorica e a rapamicina remodelam o
intestino delgado induzindo a proliferacdo de células-tronco enquanto retardam a taxa de
diferenciagdo de enterocitos e que esta alteracao ¢ mediada pelas células de Paneth (CLEVERS,

2012).

Na Doenga de Crohn, uma marcante doenga inflamatoria intestinal que afeta o trato
gastrointestinal com manifestagdes extraintestinais associada a desordens imunes, as células de
Paneth e células caliciformes estdo ativamente secretando o contetido dos seus granulos
caracterizando uma disfun¢do. Assim também ocorre na colite ulcerativa (BAUMGART &
SANDBORN, 2012). Acredita-se que essa alteracao hipertrofica e secretéria das células de
Paneth também possa estar ocorrendo na mucosite intestinal pelo irinotecano na vigéncia dos

inibidores de mTOR, rapamicina e everolimo, como mostrados nos resultados deste trabalho.

Adicionalmente, Zhou e colaboradores (2015) mostraram a participacao da sinalizagao
via mTOR no controle da diferenciacdo das células de Paneth e células caliciformes no epitélio
intestinal. Os autores evidenciaram que a ativagao do mTOR ¢ responsavel pela diminuigdo das
c¢lulas de Paneth, tal efeito foi revertido com o tratamento com rapamicina (ZHOU et al.,
2015). Achado que corrobora com nossos resultados aqui apresentados. Desta forma, hd uma
sugestdo que a hipertrofia das células de Paneth possivelmente contribui para exacerbagao da

lesdo intestinal induzida pelo irinotecano juntamente com rapamicina e everolimo (inibidores

de mTOR).

Van Vliet e colaboradores (2010) propdem a participacdo efetiva da microbiota
intestinal comensal no desenvolvimento de muitas doengas inflamatorias intestinais, tais como
Doencga de Crohn, estomatite (mucosite oral) e mucosite intestinal induzida pela radioterapia e
quimioterapia. Os autores sugerem cinco pontos importantes do desenvolvimento da mucosite
potencialmente influenciados pela microbiota intestinal comensal: 1) processo inflamatodrio e
estresse oxidativo; 2) permeabilidade intestinal; 3) composicdo da camada mucosa; 4)
resisténcia a estimulos nocivos e mecanismos de reparo epitelial e 5) ativagdo e liberagdao de
moléculas efetoras imunes (VAN VLIET et al., 2010). Nakao e colaboradores (2012)
observaram uma alteragdo nas proteinas de jungdo ap6s a administragdo de irinotecano, além
disso os autores verificaram um aumento da resisténcia transepitelial no intestino delgado
(NAKAO et al., 2012). Estes achados foram corroborados por Gifoni (2012) que avaliou a

permeabilidade intestinal em pacientes com cancer colorretal metastatico atendidos no Hospital
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Haroldo Juagaba do Instituto do Cancer e que receberam regime quimioterapico a base de
irinotecano. O trabalho do autor mostrou uma diminui¢do da excre¢do urinaria de manitol e por
conseguinte uma diminui¢ao da relagdo lactulose-manitol (GIFONI, 2012). Adicionalmente,
Wong e colaboradores (2015) indicaram bacteremia e aumento da translocagdo bacteriana para
orgaos secundarios, tais como figado e linfonodos mesentéricos nos camundongos tratados com
irinotecano (WONG et al., 2015). No que se refere a disbiose intestinal induzida pelo
irinotecano, Stringer e colaboradores (2008) evidenciaram um aumento de enterobactérias
patogénicas, dentre elas a Escherichia coli, produtora de B-glicuronidase no intestino delgado
exacerbando a lesdo intestinal (STRINGER et al., 2008). Dessa forma, vale ressaltar o papel
relevante da microbiota intestinal comensal na patogénese da mucosite por irinotecano e que a
sua modulagdo com probidticos ¢ fundamental para o tratamento. Recentemente Ribeiro e
colaboradores (2016) sugeriram que o bloqueio farmacologico do TLR-2 mostra-se potencial

alvo terapéutico para atenuar a toxicidade da quimioterapia (RIBEIRO et al., 2016).

A microbiota intestinal também ¢ modulada pelo mTOR. Jung e colaboradores (2016)
mostraram que a rapamicina e resveratrol, ambos inibidores do mTORCI, alteraram a
microbiota intestinal e dessa forma conduziram para uma alteracdo metabolica e

desenvolvimento de doengas como obesidade e diabetes do tipo II (JUNG et al., 2016).

Alguns avangos foram obtidos com estudos que mostraram o envolvimento do mTOR
no controle da resposta imune inata e adquirida (MONDINO & MUELLER, 2007). J& ¢
conhecido que a atividade do mTOR esta aumentada em diversos processos, tais como na
ativacao de receptores de antigeno (receptores de células T e B), receptores de citocinas
(receptores da IL-2, entre outros) e dos receptores do tipo 7oll-like (TLRs), um efeito que
evidencia ser modulado pela ativagdo do PI3K (MONDINO & MUELLER, 2007). Nossos
resultados mostraram que na mucosite intestinal induzida pelo irinotecano ha um aumento da

expressao génica do RNAm de PI3K.

A ativacdo do TLR-4 conduz a uma via de transducao de sinal downstream de
intermediarios de sinalizagdo dependentes e independentes de uma proteina adaptadora,
chamada MyD88 (Myeloid Differentiation primary response gene 88) (AKIRA e TAKEDA,
2004). Dentre estes intermedidrios de sinalizagdo do TLR-4 estd o mTOR, uma proteina
responsavel por controlar o crescimento celular, proliferacdo e sobrevida e que esta amplamente

expressa no organismo (LAPLANTE e SABATINI, 2009). O mTOR exerce seus efeitos
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anabdlicos estimulando a sintese protéica e a biogénese ribossomal, aumentando assim a
proliferacdo celular e promovendo uma maior sobrevida da célula através da detecg@o de sinais
metabolicos, como por exemplo, ATP, oxigénio, aminoacidos, glicose e espécies reativas de
oxigénio (WULLSCHLEGER et al., 2006). A proteina adaptadora MyD88 desempenha um
papel importante na compreensdo da patogénese de efeitos colaterais relacionados a
quimioterapia do cancer (FRANK et al., 2015; SUKHOTNIK et al., 2014; KACZMAREK et
al., 2012).

Wong e colaboradores (2015) evidenciaram a participagdo da proteina adaptadora
MyD88 e dos receptores TLR-2 e TLR-9 na mucosite intestinal induzida por irinotecano. Foi
observado que apods a administragao do irinotecano houve um aumento na expressao de MyD88
bem como dos parametros gerais avaliados, como dano tecidual, infiltragdo de neutréfilos e
expressao de mediadores inflamatdrios, além de aumentar a carga bacteriana no sangue e
diminuir a sobrevida dos animais selvagem (WT). Em contrapartida, camundongos Knock-out
para MyD88 e TLR-2 apresentaram uma melhora significativa da mucosite intestinal induzida
pelo irinotecano pela atenuacao desses parametros (WONG et al., 2015). Assim, demonstrou-
se que o MyD88, apos ativagdo de receptores Toll-like (TLR-2 e TLR-9), exerce um papel

prejudicial na patogénese da mucosite intestinal.

E importante destacar que o0 MyD88 contribui para a sinalizagio do mTOR, molécula
em questdao no presente trabalho. A sinalizacdo via MyD88, ativa uma molécula chamada
fosfoinositidio-3-quinase (PI3K) que dé4 continuidade a sinalizagcdo em direcdo ao mTOR. A
PI3K ¢ uma familia de quinases de lipidios cuja principal fun¢ao bioquimica ¢ fosforilar o grupo
3-hidroxil dos fosfoinositidios (CANTLEY, 2002). Ja ¢ bem estabelecida a participacdo da
PI3K em processos inflamatdrios envolvidos na oncologia (MARTIN et al., 2011; SCHIMD et
al., 2011) e efeitos colaterais da quimioterapia, como por exemplo na cardiotoxicidade pelas
antraciclinas, tais como doxorrubicina, epirrubicina e daunorrubicina (GHIGO et al., 2016). A
inativacdo farmacologica ou genética do PI3K confere prote¢do em modelos murinos de

doengas inflamatorias (GHIGO et al., 2010).

Uma das manifestacdes mais proeminentes do tratamento quimioterapico e
radioterdpico do cancer € a diarreia, caracteristica decorrente da mucosite intestinal (SONIS,
2004). A mucosite intestinal ¢ um efeito adverso comum da quimioterapia sendo dose-limitante,

estando associada com dor limitando a qualidade de vida, além de ser potencial risco para
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septicemia (ALAMIR et al, 2010). O mecanismo exato da diarreia decorrente da mucosite
intestinal pelo irinotecano permanece incerto. Lima-Junior e colaboradores (2014) observaram
que a modulacdo farmacoldgica da IL-18 pela sua proteina ligante (IL18bp - Proteina ligante
da IL-18) melhorou a lesdo intestinal e principalmente a diarreia, evento chave na exacerbacao
da mucosite (LIMA-JUNIOR et al., 2014). Nossos resultados, mostraram um aumento dos
escores para diarreia quando da inibicdo do mTOR na mucosite intestinal. Dados da literatura
comprovam que a inibicdo do mTOR, principalmente com everolimo causa uma marcante
mucosite oral (estomatite), mas também uma mucosite intestinal que cursa com diarreia
(BOERS-DOETS et al., 2013; ABDEL-RAHMAN & FOUAD, 2015; PETERSON et al,
2016;). Nesse caso ha um efeito somatdrio da mucosite pelos inibidores de mTOR juntamente

com o irinotecano.

Adicionalmente, Lima-Jinior e colaboradores (2014) demostraram que ndo houve uma
diferenca na expressdo génica e protéica do IFN-y apds a administragdo de irinotecano,
corroborando nossos resultados. Por outro lado, nesse trabalho, a administragao de rapamicina
e everolimo aumentou significativamente a expressao génica do RNAm desta citocina em
animais submetidos a mucosite. Na mucosite intestinal induzida por irinotecano ha um aumento
de IL-18, conhecida anteriormente como fator indutor de IFN-y. No entanto, ndo ha presenca
de IFN-y na mucosite intestinal por esse antineoplasico (LIMA-JUNIOR et al., 2014). Fato este
modificado apds inibicdo do mTOR com rapamicina e everolimo. O interferon-gama (IFN-y)
ativa a resposta imune inata aumentando o estimulo para citocinas inflamatoérias e producao de
quimiocinas, morte microbiana e apresentagdo de antigenos por fagdcitos mononucleares, tais
como os macrofagos (HU & IVASHKIV, 2009). Sabe-se que o IFN-y aumenta a producao de
citocinas pelos macrofagos em resposta a um estimulo inflamatdrio como ligantes de receptores
Toll-like atenuando a sinalizagdo através do fator supressor de transcricdio STAT3 (HU &

IVASHKIV, 2009).

Curiosamente, com base em uma literatura recente vemos que os inibidores de
topoisomerase I, no qual insere-se o irinotecano, bem como camptotecina e topotecano,
exercem um efeito anti-inflamatoério via TLR-4 (RIALDI et al., 2016). Dessa forma fica
evidente que hd um balango pr6 e anti-inflamatorio na mucosite intestinal pelo irinotecano e
sua modula¢do com inibidores de mTOR. Uma melhor compreensdo da patofisiologia deste
efeito colateral permite destrinchar com maior acuidade o que de fato acontece no organismo

de individuos tratados com este quimioterapico.
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No trabalho de Rialdi e colaboradores (2016) a administracdo de camptotecina e
topotecano (inibidores de topoisomerase I) juntamente com o LPS (agonista de TLR-4)
promoveu um efeito benéfico significativo em animais submetidos a modelo de choque séptico
com aumento da sobrevida desses animais em mais de 60% assim como a diminui¢do do nivel
de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-6, IL-8, TNF- a, IL-1p dessa forma prevenindo a
morte. Adicionalmente, dados ainda nao-publicados do nosso grupo revelaram que o SN-38,
metabdlito ativo do irinotecano (inibidor de topoisomerase 1) age como antagonista do TLR-4
e dessa forma compete pelo LPS (agonista classico do TLR-4) pelo sitio ativo. E sabido que
uma das formas de ativacdo do mTOR ¢ através da sinalizagdo via TLR-4 e que este receptor
desempenha um papel anti-inflamatério muito importante, no entanto, os dados do presente
trabalho evidenciam que o bloqueio farmacoldégico do mTOR com rapamicina e everolimo

contribui para o agravamento da lesdo e que portanto desempenha um papel pré-inflamatorio.

Contrastando com esses resultados esta o trabalho de Yan e colaboradores (2016) que
demonstra que a inibi¢do do mTOR com rapamicina conduz a uma melhora na lesdo pulmonar
aguda induzida por LPS através da inibicdo da proliferagdo de células Th17, processo este
dependente da ativacdo do mTOR. Com isso evidencia-se a ambiguidade do papel do mTOR
mostrando que ele pode desempenhar tanto um papel pro-inflamatério, como vemos no presente
trabalho, tanto como anti-inflamatorio (YAN, et. al., 2016). Uma coisa ¢ certa, o0 mTOR

desempenha um papel central na homeostase celular.

De forma curiosa, o trabalho de Bracho-Valdéz e colaboradores (2011) revela que
dependendo da dose do inibidor de mTOR existe um bloqueio diferencial dos complexos de
mTOR, podendo ser seletivo para mTORCI ou mTORC2 ou ainda parcial para os dois
(BRACHO-VALDEZ et al., 2011). Neste trabalho utilizamos a rapamicina que ¢ um inibidor
especifico do mTORCI, entretanto, o everolimo dependendo da dose pode apresentar uma
atividade para o mTORC?2. Acreditamos que a dose escolhida para o everolimo (3 mg/kg) seja
suficiente para bloquear apenas o complexo mTORCI. Portanto, ainda hd muito o que se avaliar
no tocante a esta proteina (mTOR) no contexto da mucosite, haja vista ndo ter sido descrita a

participagdo do mTORC2 neste efeito colateral na literatura.

Lima-Junior e colaboradores (2014) também demonstraram o envolvimento da via

caspase-1/IL-18 na mucosite intestinal e que a inibicdo especifica da interleucina 18 com a
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proteina ligante para esta citocina (IL-18bp) melhorou significativamente os parametros
relacionados a disfun¢do intestinal, bem como melhorou a sobrevida e reduziu o dano tecidual
e inflamatério observado pela infiltragdo de neutr6filo (MPO) e imunomarcagdo para iNOS. A
IL-18 parece ter um papel relevante no contexto Thl, juntamente com a IL-12 ou IL-15, devido
a capacidade de induzir IFN-y. O IFN-y ¢ fundamental na regulagdo da resposta imune
adaptativa Th1. No entanto, no trabalho de Lima-Jinior e colaboradores (2014) o IFN-y ndo foi
expresso de maneira significativa e uma das explicacdes para tal fato ¢ que na auséncia de
citocinas como IL-12 ou IL-15, a IL-18 ndo tem capacidade de induzir o IFN-y e dessa forma
desempenha uma resposta imune Th2 (DINARELLO et. al., 2013). Outra explica¢do para a
baixa producao de IFN-y nesse modelo ¢ que foi avaliado no quinto dia, sendo entdo precoce
sugerindo a participacdo mais efetiva do sistema imune inato e ndo do sistema imune adaptativo
o qual acredita-se ainda estar em transi¢ao neste modelo experimental de mucosite intestinal
induzido pelo irinotecano. Em outros modelos inflamatorios em animais como por exemplo da
colite induzida por DSS, o bloqueio do mTOR com rapamicina ou everolimo ¢ muito eficaz e
suprime a producao de IFN-y dessa forma induzindo um efeito terapéutico (FARKAS et. al.,

2006; MATSUDA et. al., 2007).

O TGF-B ¢ reconhecidamente uma citocina anti-inflamatoria. Entretanto, quando na
presenca de IL-1B e IL-6 o TGF-B apresenta um perfil pré-inflamatério conduzindo para a
polarizacao de linfocitos Th17 (ROMAN-BLAS et al, 2006; SANJABI et al, 2009; HAN et al.,
2012). Apo6s inibigado do mTOR com rapamicina e everolimo houve um aumento significativo
no nivel desta citocina no ileo de camundongos submetidos a mucosite intestinal. Num processo
mais cronico, onde ha participagdo de imunidade adaptativa, acreditamos que o TGF-p,
polarizando para linfocitos Th17 juntamente com IFN-y, polarizando para linfocitos Thl
possam ser co-participadores responsaveis por um perfil pro-inflamatdrio e consequentemente
pelo agravamento da lesdo inflamatoria intestinal. No entanto, nosso modelo ¢ agudo e envolve
majoritariamente a imunidade inata, onde nesse caso as células de Paneth é que seriam
responsaveis por intensificar esse processo inflamatério. Ha ainda outro agravante que € o efeito
direto da inibicdo do mTOR sob a proliferacao de células epiteliais intestinais que por si ja é
um fator determinante para o estabelecimento dessa lesdo, uma vez que a ativagdo do mTOR ¢

fundamental para proporcionar o turnover das células epiteliais intestinais.
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Apesar do avangco na compreensdo da fungdo do mTOR, esta proteina de acdo
pleiotropica, ainda faz-se necessario mais estudos no intuito de investigar sua participa¢do nos
mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes da mucosite intestinal induzida por irinotecano e
outros quimioterapicos. Além disso, ¢ importante ter um maior cuidado em protocolos clinicos
que envolvam o uso de inibidores de mTOR, tais como o everolimo, em combinagdo com outras
drogas, como por exemplo o irinotecano, no sentido de minimizar ou anular os efeitos colaterais
e potencializar o efeito terapéutico desejado, avaliando sempre a melhor dose e aprazamento

no sentido de evitar um agravamento dos efeitos colaterais decorrente da quimioterapia.
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FIGURA 29. Modelo hipotético da modula¢cdo farmacologica da inibicio do mTOR na mucosite

intestinal induzida por irinotecano.
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O irinotecano é um pré-farmaco metabolizado no figado por acido da enzima CE-hep (carboxilesterase hepatica) dando
origem ao seu metabdlito ativo SN-38 que detem um efeito antitumoral 1000x maior que o préprio irinotecano. O SN-38
uma vez no intestino delgado pode lesar o epitélio intestinal através de dano celular direto proporcionado pela geracio
de espécies reativas de oxigénio (ROS, niao representado na figura) causando achatamento e encurtamento dos vilos,
necrose e apoptose das células da cripta, dessa forma destruindo e alterando a estrutura anatomica do intestino. Esse
processo lesivo é acompanhado da presenca de mediadores inflamatoérios gerados pelo proprio epitélio intestinal
danificado como por células residentes. Esse é o caso da quimiocina IL-8 (KC no camundongo), fator quimiotatico para
neutrofilos. Estas células por sua vez ativardo a produciao de TNF-a e IL-1p para modulacdo do processo inflamatoério
instaurado. Na mucosite intestinal também ocorre um aumento da permeabilidade intestinal muito em decorréncia da
destruiciio de proteinas juncionais entre as células epiteliais e desta forma permitem a translocacio bacteriana de sitios
periféricos como o linfonodo mesentérico, por exemplo. A presenca das bactérias por sua vez, ativam receptores Toll-like
presentes tanto na superficie das células epiteliais intestinais como na superficie de células residentes (macrofagos). A
ativacio de TLRs conduz a uma sinalizacio via proteina adaptadora MyD88 culminando na ativacdo do eixo
PI3/Akt/mTOR. O mTORCI1 (complexo mTOR 1) ativado é responsavel por aumentar a proliferacio de células epiteliais
intestinais, o que ndo acontece com a utilizacio de rapamicina ou everolimo, uma vez que bloqueiam. Além disso, quando
da inibicio do mTORCI1, na mucosite intestinal induzida pelo irinotecano, com rapamicina ou everolimo, h4 uma
hipertrofia das Células de Paneth, que compdem o sistema imune inato e que também desempenham papel importante
na producio de citocinas inflamatérias além de retardar a diferenciacido de enterdcitos. Acreditamos que os macrogafos
ativados sejam responsaveis pela producio de IFN-y e TGF-f por um mecanismo ainda incerto. Esquema elaborado por
Lucas L. Carvalho e Daniel C. Gurgel, 2016.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Diante dos dados apresentados neste trabalho, foi possivel concluir que:

v

O irinotecano 75 mg/kg aumenta a expressao do RNAm das proteinas PI3K, Akt e mTOR,
bem como o nivel tecidual das citocinas KC e IL-1f, mas ndo aumenta o nivel de TGF-3

e [IFN-y.

O bloqueio farmacologico do mTOR com rapamicina numa dose de irinotecano 75 mg/kg
no modelo de 5 dias evidenciou um aumento na perda ponderal e hipertrofia das células
de Paneth de forma discreta, bem como intensificou a leucopenia. O Everolimo quando
dado aos animais numa sub-dose de irinotecano 45 mg/kg no modelo de 7 dias mostrou
agravar a lesdo intestinal evidenciado pelo aumento da perda ponderal, um tendéncia no
aumento dos escores de diarreia acompanhado de intensificacdo do desarranjo estrutural
do ileo evidente na andlise microscopica e escores histopatoldgicos. O everolimo na dose
padrao de irinotecano 75 mg/kg evidenciou um achado muito interessante e até agora
inédito neste modelo de mucosite intestinal que foi a hipertrofia das células de Paneth de

forma muito clara.

A inibi¢ao do mTOR com rapamicina e everolimo exacerbou o processo inflamatorio
evidenciado pelo aumento da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) quando o
everolimo foi administrado numa sub-dose de irinotecano 45 mg/kg e pelo aumento do
nivel tecidual de TGF- e IFN-y quando da administracdo junto com irinotecano 75

mg/kg.

De maneira a complementar a hipotese e enriquecer este trabalho tem-se como

perspectivas realizar dosagem tecidual do nivel de citocinas como IL-6 (para comprovar o

envolvimento pro-inflamatério do TGF-B), além da IL-12. E adicionalmente realizar

citometria de fluxo para identificar o perfil celular predominante nesta toxicidade do

irinotecano modulado com inibidores de mTOR.
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