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RESUMO

Introducdo Mucosite intestinal (MI) é um efeito colateral bastante recorrente em pacientes
submetidos ao tratamento com irinotecano, farmaco utilizado em esquemas terapéuticos de
primeira linha no tratamento do céncer colorretal. Nas ultimas décadas muitos aspectos
relativos a patogénese da MI tém sido elucidados, entretanto, pouco se sabe sobre o perfil de
células linfocitarias e o papel destas no seu desenvolvimento. O objetivo deste trabalho €,
portanto, investigar o papel de linfécitos na patogénese da MI através da imunossupressdo
com abatacept. Metodologia Camundongos swiss machos, 20-25g, foram divididos em
grupos (n=8) e tratados durante 4 dias com salina (5 mL/kg, i.p.), irinotecano (75 ou 45
mg/kg, i.p.), abatacept (10 mg/kg, i.p. 1h antes do irinotecano no primeiro dia) ou somente
abatacept (10 mg/kg, i.p. no primeiro dia). Os animais foram avaliados diariamente quanto ao
peso, escore de diarreia e sobrevida. A eutanasia ocorreu no dia 5 no primeiro protocolo e no
dia 7 no segundo. Coletou-se sangue para a contagem total de leucécitos e apds a eutanasia
amostras de ileo foram extraidas para realizacdo de ensaio de mieloperoxidase, analise
histopatolédgica e dosagem de KC no ileo dos animais. Para andlise estatistica foram utilizados
os testes ANOVA/Bonferroni, Kruskal-Wallis/Dunn’s ou Log-rank (Mantel-Cox), com p<0,05
aceito como significativo. Resultados Abatacept reduziu (p<0,05) a sobrevida dos animais no
primeiro protocolo, fazendo do dia 5 o ideal para eutanasia. Irinotecano causou perda
ponderal significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo salina, entretanto abatacept ndo agravou a
perda. O pré-tratamento com abatacept antecipou o aparecimento de diarreia de grau
moderado para o quarto dia. Abatacept induziu reducgéo na razdo vilo/cripta, altura dos vilos e
profundidade das criptas de forma significativa em relacdo ao grupo tratado somente com
irinotecano (p<0,05), além de aumentar o infiltrado de neutréfilos no ileo dos animais.
Irinotecano aumentou o nivel de KC no ileo dos animais em relacdo ao grupo salina,
entretanto abatacept ndo modificou o nivel desta citocina de forma significativa. No segundo
protocolo, a subdose de irinotecano ndo provocou dano intestinal intenso, porém o tratamento
com abatacept comprovou seu efeito deletério induzindo o aparecimento de diarréia no sexto
dia (p<0,05) em relacdo ao grupo salina, além de agravar o dano a arquitetura intestinal.
Abatacept elevou a infiltragdo de neutrofilos no intestino dos animais tratados com
irinotecano, em comparacgdo ao grupo injetado apenas com esse farmaco (p<0,05), o que foi
associado com os niveis elevados de KC no intestino desses animais. Irinotecano promoveu

mielotoxicidade em todas as doses, porém abatacept ndo agravou essa toxicidade. Abatacept



isoladamente ndo causou alteragdo em nenhum parametro avaliado. Conclusdo Abatacept

agravou a mucosite intestinal induzida por irinotecano em camundongos.

Palavras-chave: Mucosite intestinal. Irinotecano. Abatacept.



ABSTRACT

ABATACEPT WORSENS IRINOTECAN-INDUCED INTESTINAL MUCOSITIS IN
MICE
Introduction Intestinal mucositis (IM) is a recurrent side effect in patients undergoing

treatment with irinotecan, a drug used in first-line treatment regimens for the treatment of
colorectal cancer. In the last decades many aspects related to the pathogenesis of IM have
been discovered, however little is known about the lymphocyte cell profile and their role in its
development. Here we aim to investigate the role of lymphocytes in the pathogenesis of IM
through immunosuppression using abatacept. Methods swiss mice (20-25g) were divided into
groups (n = 6-8) and injected for 4 days with saline (5mL / kg, i.p.), irinotecan (75 or 45
mg/kg, i.p.), abatacept (10 mg/kg, i.p. 1h before irinotecan on the first day) or abatacept only
(10 mg /kg, ip on the first day). The animals were analyzed daily for weight loss, diarrhea and
survival. The animals were euthanized on day 5 (first protocol) or day 7 (second protocol).
Blood was collected for the total leukocyte count. Following animal euthanasia, ileum
samples were collected for myeloperoxidase assay, histopathological analysis and cytokine
levels. ANOVA / Bonferroni, Kruskal-Wallis / Dunn's or Log-rank tests were used for
statistical analysis. p <0.05 was accepted as significant. Results abatacept reduced (p <0.05)
the survival of the animals in the first protocol, and we choose day 5 for euthanasia.
Irinotecan caused significant weight loss (p <0.05) compared with the saline group, however
abatacept did not worsen the loss. Pre-treatment with abatacept anticipated moderate-onset
diarrhea for the fourth day. Abatacept induced a reduction in villi / crypt ratio, villi height and
crypt depth significantly in relation to the irinotecan injection alone (p <0.05). In addition to
increasing the neutrophil infiltrate in the ileum of the animals, Irinotecan increased the level
of KC in the ileus of the animals in relation to the saline group, however abatacept didn’t
modify the level of this cytokine. In the second protocol, the irinotecan subdose induced
moderate intestinal damage, but the treatment with abatacept proved its deleterious effect
inducing the onset of diarrhea on the sixth day (p <0.05) in relation to the saline group,
besides worsening the damage to intestinal architecture. Abatacept elevated neutrophil
infiltration in the intestine of irinotecan-treated animals compared to the group injected with
this drug alone (p <0.05), which was correlated with the elevated KC levels in the intestine of
these animals. Irinotecan promoted myelotoxicity at all doses, but abatacept did not aggravate
this toxicity. Abatacept alone didn’t change any of the evaluated parameters. Conclusion
Abatacept aggravated irinotecan-induced intestinal mucositis in mice.

Keywords: Intestinal Mucositis. Irinotecan. Abatacept.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer

Céancer é o termo genérico utilizado para denominar um conjunto de doencas
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que invadem tecidos e 0Orgaos
podendo acometer qualquer parte do organismo. Estas células anormais possuem a capacidade
de proliferar rapidamente e ndo respeitar as barreiras fisiologicas usuais, podendo invadir 0s
tecidos adjacentes ou mesmo se espalharem para outros 0rgaos, causando metastases, sendo
esta a principal causa de morte em decorréncia do cancer (WHO, 2012).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 8,2 milhdes de
pessoas morrem a cada ano em virtude desta doenca, o que corresponde a 13% do total de
casos de 60bito no mundo, e os principais tipos de cancer responsaveis por esses nimeros sao o
de pulméo (1,59 milhdes de mortes), figado (745.000 mortes), estbmago (723.000 mortes),
cancer colorretal (694.000 mortes), mama (521.000 mortes) e cancer esofagico (400.000
mortes) (WHO, 2016). Vale ressaltar que cerca de 70% dos casos de 6bito em decorréncia
dessa doenca ocorre em paises em desenvolvimento, onde o perfil dos tipos de cancer se
assemelha ao dos paises desenvolvidos em relacdo aos canceres de mama, prostata e intestino,
porém com persisténcia dos tipos relacionados a condigdes socioecondémicas menos
favoraveis, como o do colo do utero e de estbmago (BRASIL, 2016).

Dentre os tipos de céancer, o cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo mais
comumente diagnosticado em homens e o segundo em mulheres, com cerca de 1,36 milhdes
de novos casos diagnosticados em 2012 e aproximadamente 624.000 mortes (WHO, 2012). O
mesmo pode ser observado no Brasil (tabela 1), com estimativa de 16.660 novos casos de
CCR em homens e 17.620 em mulheres, em 2016 (BRASIL, 2016).

Tabela 1 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.330 8,1% Calon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7,8% Colo do utero 16.340 7,9%
Estdmago 12.920 6,0% Tragueia, Bronquio e Pulmao  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 3,7% Corpo do dtero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linforna nao Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,9% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Fonte: INCA, 2016.
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Nas Ultimas décadas a terapia antineoplésica evoluiu permitindo o tratamento
curativo de muitas neoplasias malignas antes consideradas fatais, e 0 surgimento de novos
farmacos atuantes na terapia do cancer permitiram uma melhora consideravel na qualidade de
vida dos pacientes e aumento da sobrevida destes (BRUNTON, 2012).

Os compostos antineoplasicos apresentam diferengas estruturais e podem atuar
através de diversos mecanismos, como por exemplo, agentes alquilantes, analogos
antimetabolitos do acido félico, das pirimidinas e das purinas, produtos naturais, horménios e
agentes alvo-especificos. Dentre as estratégias empregadas pelos antineoplasicos para conter a
proliferacdo das células cancerosas, temos a inibi¢do da divisdo célular através da interacéo
com o DNA, mecanismo pelo qual atua o irinotecano, farmaco base nos protocolos de
tratamento do cancer colorretal (RANG & DALE 2016).

Devido ao fato da maioria dos quimioterapicos afetarem apenas a divisdo celular,
estes ndo exercem efeito na invasividade, na perda da diferenciagdo ou capacidade de induzir
metastase. Além disso, como os farmacos convencionais ndo sdo seletivos para células
tumorais, estes compostos afetam células normais, principalmente aquelas que constituem
tecidos em divisdo rapida, como medula 0ssea e epitélio gastrintestinal (RANG & DALE
2016).

1.2 Irinotecano

O irinotecano (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino] carbonitoxicamptotecina
ou CPT-11) (Figura 1) é um analogo semi-sintético da camptotecina, um alcaldide extraido
da planta chinesa Camptotheca acuminata, com solubilidade em agua maior que a molécula
que serviu como protdtipo para seu desenvolvimento (RAMESH et al., 2010; GERRITS et
al., 1997).

Figura 1. Estrutura quimica do irinotecano (CPT 11)

Fonte: RABBA, et al., 2011.
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O irinotecano apresenta grande atividade antitumoral, tanto in vitro como in vivo,
sendo aprovado em 1994 para o tratamento de cancer cervical, de pulm&o e de ovario, no
Japdo, e em 1996, nos Estados Unidos, para o tratamento de CCR metastatico refratario a
terapia com 5-Fluorouracil (FUJITA et al., 2015). Nos ultimos anos, o irinotecano tem sido
utilizado como agente Unico ou combinado com outros quimioterapicos em protocolos para
tratamento de primeira e segunda linha do cancer colorretal (SALTZ et al., 2001), e também
utilizado no céancer de ovario (FUJII et al., 2002), linfoma de Hodgkin (RIBRAG et al.,
2003), cancer de pulméo de células pequenas e ndo pequenas (LANGER, 2004), pancreas
(ROCHA-LIMA et al., 2004), mama (PEREZ et al., 2004) e de estomago (ENZINGER et al.,
2005).

O irinotecano é um pro-farmaco e seu efeito toxico se da principalmente através
do metabdlito ativo SN-38 (Figura 2). No figado, a enzima carboxilesterase cliva a cadeia
lateral de piperidina presente na posicdo C-10 dando origem ao metabo6lito SN-38, o qual é
cerca de 100 a 1.000 vezes mais ativo que o préprio irinotecano. Além disso, o tempo de
meia-vida (t ¥2) do irinotecano é cerca de 13 horas, enquanto o seu metabélito mantém-se
viavel por 17-25 horas (RIVORY et al., 1996).

Figura 2. Estrutura quimica do SN-38

HO

Fonte: RABBA, et al., 2011.

O irinotecano também pode ser metabolizado pela enzima hepética CYP3A4,
gerando os metabolitos inativos APC e NPC, sendo este ultimo substrato para carboxilesterase
e quase completamente convertido a SN-38 (MATHIJSSEN et al., 2001; SPARREBOOM et
al., 1998). Apos a conversdo do irinotecano a SN-38, ocorre glucuronidagdo hepética com
formacéo de glucuronideos de SN-38 (SN-38G), inativos (IYER, et al., 1999). A eliminacgéo
se da atraves das fezes (60 — 70%), bile (25%) ou urina (10 — 20%) (KANEDA et al., 1997).
No intestino, 0 SN-38G excretado na bile pode ser convertido a SN-38 pela agdo das -
glucuronidases bacterianas presentes nas células intestinais e ser reabsorvido no sangue, no

denominado ciclo éntero-hepatico do irinotecano (Figura 3) (TAKASUNA et al., 1996).
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Figura 3. Metabolismo do irinotecano

Duodeno
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No figado, a enzima CYP3A4 atua sobre 0 CPT-11 gerando os compostos inativos APC (7-etil-10-[4-N-(5-acido
aminopentandico)-1-piperidino]-carboniloxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-[4-amino-1-piperidino]-
carboniloxicamptotecina). O NPC pode ser metabolizado pela carboxilesterase em SN-38. A depuragdo do SN-
38 se da no figado pelo polipeptideo Al da familia da uridina difosfato glicosiltransferase 1 (UGT1A1), gerando
glucuronideos de SN-38 (SN-38G), inativos. CPT-11, SN-38 e SN-38G sdo excretados na bile no intestino
delgado. No intestino, 0 CPT-11 pode ser clivado pela carboxilesterase intestinal, originando mais SN-38. Ainda
no intestino, 0 SN-38G pode ser desconjugado pela agdo de bactérias intestinais produtoras de B-glicuronidase,
transformando-se novamente em SN-38, que por sua vez pode ser reabsorvido, no processo de recirculacdo
éntero-hepatica (TAKASUNA, et al., 1996; MATHIJSSEN, et al., 2001; CHESTER, et al., 2003).

Fonte: RIBEIRO, R. A. Concurso para provimento ao cargo de professor titular de Farmacologia Geral, 2011.

O mecanismo citotdxico do irinotecano consiste na inibi¢do seletiva da funcéo da
enzima topoisomerase |, enzima nuclear que se liga de modo covalente a fita dupla de DNA,
levando a quebra de um Unico filamento da molécula e reduzindo, desta forma, a tensdo de
torcdo da mesma, 0 que permite a sua replicacdo. Apos o relaxamento da tensdo de torcdo do

DNA, a topoisomerase | procede com o reparo da clivagem recem formada. O irinotecano
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impede o reparo da fita-dupla de DNA, blogueando, portanto, a diviséo celular (BRUNTON,
2012).

Devido ao seu mecanismo de acdo ndo seletivo para o alvo tumoral, a inibicdo da
topoisomerase | também inibe a proliferacdo de células normais, induzindo severa toxicidade
em aproximadamente 36% dos pacientes, onde a mielossupressdo e a diarreia sdo 0s
principais efeitos toxicos dose-limitantes (KWEEKEL et al., 2008; FUCHS et al., 2003).

A diarreia, sintoma mais marcante na mucosite intestinal, € observada em até 80%
dos pacientes em quimioterapia e esta presente nos grau 3-4 (> 7 episodios de diarreia por dia
havendo a necessidade de hidratacdo por um periodo superior a 24h) em até 25% dos
pacientes em quimioterapia a base de irinotecano (KEEFE et al., 2007).

Sdo conhecidos dois tipos de diarréia induzidas pela terapia a base deste
antineoplasico: a aguda e a tardia. A diarréia aguda, também chamada diarreia colinérgica,
ocorre nas primeiras 24 horas apds a administracdo do farmaco e se da devido a inibigdo da
atividade da acetilcolinesterase, por um mecanismo ainda nédo esclarecido. Outros sintomas
relacionados a sindrome colinérgica sdo cdlicas abdominais, hipersalivacdo, distarbios de
acomodacdo visual e com menos frequéncia bradicardia. Esses sintomas, de curta duracéo,

séo prevenidos pela administragdo subcutanea de atropina (ROUGIER et al., 1997).

A diarreia tardia se desenvolve geralmente no quinto dia ap6s a administracao de
irinotecano, e pode levar a desidratacdo e ao desequilibrio eletrolitico, principalmente quando
acompanhada de vomitos. O tratamento com loperamida em altas doses no inicio de qualquer
evacuacdo de fezes moles reduz significativamente a incidéncia de diarréia de graus 3-4,
entretanto, quando se instala intensa diarréia, os medicamentos antidiarreicos sdo ineficazes
(PITOT et al., 1997, apud KWEEKEL et al., 2008). A diarreia associada ao irinotecano gera
dano a qualidade de vida dos pacientes, aumentando os gastos do servico de saude, gerando
necessidade de hospitalizacdo em cerca de 33% dos pacientes e até morte (DRANITSARIS et
al., 2005).

Na clinica, a mielossupressdo causada por derivados da camptotecina pode ser
rapidamente controlada pela administracdo de fator estimulador de colonia de granulécitos
(G-CSF), entretanto, a combinacdo de diarreia com neutropenia eleva em quatro vezes o risco
de sepse nos pacientes, devido a destruicdo da barreira gastrintestinal (MASUBUCHI et al.,
2015; RUBENSTEIN et al., 2004).

Como resultado da indistingdo entre células normais e tumorais, o0 irinotecano,

assim como outras drogas citotoxicas que atuam impedindo a progressdo da divisdo celular,
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causa importantes efeitos colaterais, dentre eles a mucosite intestinal, que causa prejuizo a
qualidade de vida dos pacientes e pode determinar desde a reducdo do protocolo terapéutico

até a completa interrupc¢éo do tratamento.

1.3 Mucosite intestinal induzida por terapia antineoplasica

A mucosite consiste numa séria complicacdo clinica que acomete pacientes
submetidos a terapia antineoplasica, ndo existindo tratamento ou prevencao e que pode ser
definida como quaisquer alteracbes provocadas pela quimioterapia e radioterapia
antineoplasicas sobre as mucosas, podendo acometer o aparelho gastrointestinal de maneira
global ou localizada (cavidade oral — mucosite oral — ou mucosa intestinal — mucosite
gastrintestinal). Os sintomas decorrentes da nao seletividade dos agentes quimioterapicos
sobre as células da mucosa gastrintestinal que estdo em continua proliferacdo sdo dor e
ulceracdo da mucosa oral, diarréia, vémitos e hemorragias, inchaco abdominal, Ulceras
anorretais, dispepsia, entre outras (LOGAN et al., 2008; GIBSON & KEEFE, 2006).

Tais sintomas causam consideravel dano a qualidade de vida dos pacientes e a
progressao do esquema terapéutico, levando a reducdo das doses de antineoplésicos,
interrupgdo ndo planejada do tratamento, aumento da necessidade de hospitalizagdo e
ocasionalmente morte (GIBSON et al., 2007). Estima-se que cerca de 15 a 40% dos pacientes
em quimioterapia antineoplasica utilizando doses padrdes de antineoplasicos apresentam
algum grau de mucosite, e que praticamente todos 0s pacientes em tratamento com altas doses
desses compostos ou aqueles submetidos a transplante de medula éssea ou células tronco
desenvolvem mucosite (ELTING et al., 2003; RUBENSTEIN et al., 2004; GIBSON &
KEEFE, 2006; ELTING et al., 2007), podendo modificar a intensidade, duracéo e eficacia do
tratamento em cerca de 50% dos casos (SCULLY; SONIS, 2006).

Diferentemente de efeitos colaterais comuns a pacientes em terapia contra o
cancer, Como nauseas ou neutropenia, que séo relativamente bem controlados, ndo ha nenhum
tratamento curativo para a mucosite intestinal, sendo o manejo clinico limitado a utilizacdo de
farmacos para o alivio da dor e utilizacdo da loperamida, um opidide ndo-analgésico, para
contencdo dos eventos diarréicos (GIBSON et al., 2007).

A mucosite pode ser causada por varias drogas antineoplasicas, através de
diferentes mecanismos de dano a mucosa do trato gastrointestinal (LOGAN et al., 2009). No

tratamento do CCR metastatico, os esquemas de primeira linha sdo compostos geralmente por
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fluoropirimidinas (5-fluorouracil ou capecitabina) juntamente com leucovorin e oxaliplatina
(FOLFOX e FLOX) ou irinotecano (FOLFIRI), onde tanto irinotecano como 5-fluorouracil
causam mucosite, principalmente mucosite intestinal, com vacuolizacdo das células epiteliais,
apoptose das células das criptas, hipersecrecdo de mucina e consideravel diarreia (DUNCAN
& GRANT, 2003; JONES et al., 2006).

Nas Gltimas décadas o interesse na patogénese da mucosite intestinal cresceu,
levando a identificacdo de muitos dos mecanismos relacionados com a mesma, a partir da
utilizacdo de modelos animais. O Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer
(LAFICA) nos ultimos anos desenvolveu e aprimorou modelos experimentais de mucosite
intestinal induzida por antineoplasicos, de forma a contribuir com a elucidacédo das vias pelas
quais esta se desenvolve.

No modelo de mucosite induzida por irinotecano, nosso grupo observou que a
administracdo de irinotecano na dose de 75mg/kg em camundongos causa significativa
diarréia no sexto e sétimo dia ap6s o inicio do tratamento, além de encurtamento dos vilos,
perda de arquitetura das criptas e infiltracdo de células inflamatorias na lamina propria
(MELO et al., 2008). No mesmo trabalho, o tratamento com irinotecano eleva os niveis das
citocinas pré-inflamatérias TNF-o, IL-1p e KC (citocina analoga a IL-8 humana nos
camundongos) e a utilizagdo de pentoxifilina e talidomida reduziu consideravelmente 0s
danos intestinais, o infiltrado de neutréfilos no intestino e os niveis de IL-1 e TNF-a, além
de KC (somente pentoxifilina). Um resumo dos mediadores envolvidos na patogénese da
mucosite intestinal induzida por irinotecano pode ser visto na Figura 4.

Como citado anteriormente, os mecanismos pelos quais diferentes drogas
antineoplasicas causam mucosite apresenta suas particularidades, e outro perfil de mediadores
inflamatdrios esta envolvido, como por exemplo, PAF e IL-4 na mucosite intestinal induzida
por 5-fluorouracil (SOARES et al., 2011; SOARES et al., 2013) e éxido nitrico na mucosite
intestinal induzida por metotrexato e na mucosite oral induzida por 5- fluorouracil (LEITAO
etal., 2007; LEITAO et al., 2011).

Na patogénese da mucosite oral induzida por quimio e radioterapia, acredita-se
que a ativacdo de NF-«xB por tais esquemas de tratamento leve ao aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatorias, como IL-1p, TNF-a e IL-6. De fato, o aumento no nivel dessas
citocinas tem sido demonstrado tanto nas mucosas como no sangue periférico dos pacientes
em tratamento contra o cancer. (HALL et al., 1995; SONIS, 2004). De forma semelhante,
Logan et al. (2008) observaram que ratos submetidos a tratamento com irinotecano

apresentaram ulceracdo e atrofia da mucosa oral, reducdo do comprimento de vilos e
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infiltracdo de neutrdfilos no jejuno, além de aumento na imunomarcacdo de NF-«B, IL-6 e
TNF-o na mucosa (LOGAN et al., 2008).

Em outro estudo, avaliou-se o papel do 6xido nitrico (NO) na patogénese da
mucosite intestinal induzida por irinotecano, utilizando animais knockout para a enzima éxido
nitrico sintase induzivel (iNOS) ou tratados com aminoguanidina, um inibidor desta enzima.
A utilizagdo de animais knockout para INOS ou o tratamento dos animais com
aminoguanidina previniu o desenvolvimento de lesdo intestinal, assim como o aparecimento
de diarreia e a infiltracdo de neutréfilos na 1amina propria intestinal (LIMA-JUNIOR et al.,
2012).

Neste contexto ha também participacdo da interleucina 18 (IL-18), onde a mesma,
juntamente com TNF-o, aumenta a expressdo de iINOS, com formacdo de NO e
consequentemente radicais como peroxinitrito, que parece ser um dos mediadores da lesdo a
mucosa observada nesse modelo (LIMA-JUNIOR et al., 2014). Neste trabalho, Lima-Jinior
(2014) demonstrou que animais knockout para IL-18 ou animais submetidos a administracéo
sistémica da proteina ligante de I1L-18 (IL-18bp) apresentaram reducdo na atividade da enzima
INOS, além da reducdo dos danos funcionais (diarreia e hipercontratilidade intestinal),
inflamatorios (reducgdo do infiltrado neutrofilico) e estruturais (reducdo do dano a arquitetura
das criptas e altura dos vilos, além de diminuicdo do nimero de células apoptédticas e da
vacuolizaggo celular) (LIMA-JUNIOR, 2008; LIMA-JUNIOR et al., 2012).

Nosso grupo demonstrou, ainda, o papel dos receptores Toll-like e da proteina
adaptadora MyD@88, envolvida na sinalizacdo de receptores Toll, na patogénese da mucosite
intestinal induzida por irinotecano, onde a modulacdo genética para MyD88 e receptor toll-
like do tipo 2 preveniu o dano @ mucosa intestinal e o desenvolvimento de diarreia, além de
aumentar a sobrevida e reduzir a translocacdo bacteriana. Animais knockout para 0s
receptores NOD1 e TLR9 somente apresentaram melhora da diarreia e do processo
inflamatdrio, respectivamente (WONG et al., 2015). Segundo Wong (2015), os patdgenos e 0s
padrdes moleculares associados a patogenos e danos (PAMPs e DAMPSs) ativam receptores
Toll-like dos tipos 2 e 9. A sinalizagcdo desses receptores ocorre através da molécula
adaptadora MyD88 e do fator 6 associado ao TNF (TRAF6), ativando o fator de transcri¢cdo
NF-xB, provocando a sintese de mediadores pro-inflamatdrios. O recrutamento de neutrofilos
e outras células inflamatérias levam a amplificacio do dano a mucosa intestinal e
desenvolvimento da mucosite (WONG et al., 2015).

Em 2013, o Laboratério de Farmacologia da Inflamacéo e do Céancer padronizou

um novo modelo de mucosite intestinal induzida pela associacdo de irinotecano e 5-FU nas
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doses de 45mg/Kg e 37,5 mg/Kg respectivamente. Observou-se que a associagédo destas doses
induziram mucosite intestinal no sétimo dia com niveis de mortalidade aceitaveis,
significativa diarréia, perda expressiva de massa corpérea, dano a mucosa intestinal,
infiltracdo de neutrdfilos, leucopenia e aumento de citocinas (TNF-a ¢ IL-6), sendo este o
modelo experimental que mais se aproxima da préatica clinica (PEREIRA et al., 2016).

Dados mais recentes (ndo publicados) do nosso grupo mostram o perfil de
linfécitos T regulatérios (Treg) e T helper 17 (Th17) tanto no intestino como sistemicamente
no curso da mucosite intestinal induzida por irinotecano. Irinotecano induz aumento nos
niveis de células Treg e Th1l7 no sétimo dia apds a primeira injecdo de irinotecano, e 0
tratamento com uma baixa dose de ciclofosfamida, droga que reconhecidamente depleta
linfécitos Treg, reduz a sobrevida desses animais, com perda de massa corporal, agravo da
diarréia e aumento da infiltracdo de neutrofilos. Em contrapartida, com a deplecdo de células
Tregs, houve aumento na frequéncia dos outros subtipos linfocitéarios, indicando uma
compensacao do perfil anti-inflamatério (Tregs) por um pro-inflamatério, o qual parece estar
envolvido na patogénese da mucosite intestinal induzida por irinotecano (dados ndo
publicados).

Apesar do crescente interesse no estudo dos mecanismos envolvidos na
patogénese da mucosite intestinal induzida por diferentes compostos antineoplasicos ter
permitido a elucidacdo de varios mecanismos relacionados ao desenvolvimento deste efeito
adverso, principalmente com relacdo aos mediadores inflamatorios envolvidos, pouco se sabe
acerca do perfil de linfocitos presentes nesse processo. Desta forma, uma das formas de se
investigar o papel de linfdcitos na patogénese da mucosite intestinal envolve a modulagdo

farmacol6gica com drogas imunossupressoras, como 0 abatacept.
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Figura 4. Hipdtese para o desenvolvimento da mucosite intestinal induzida por irinotecano
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Irinotecano e SN-38 induzem a morte celular por apoptose através da geracdo de espécies reativas de oxigénio,
com consequente ativacao de inflamossomo e do processamento de pré-IL-1, pro-1L-18 e pro-IL-33 em citocinas
maduras, dependente de caspase-1. Essas citocinas induzem as células residentes a expressar COX-2 e iNOS,
levando a conseqiente produgdo de prostaglandinas e Oxido nitrico, resultando em dano intestinal.
Adicionalmente, Padrfes moleculares associados a patogenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a
danos (DAMPs) estimulam receptores Toll like, os quais sinalizam via MyD88 ativando NF-xB e culminando
na sintese de citocinas proé-inflamatérias como IL-1, IL-18 e IL-33, contribuindo para a producido de
quimiocinas e o recrutamento de neutréfilos para o local, além de amplificar a geracdo de espécies

reativas de oxigénio e o dano a mucosa (RIBEIRO et al., 2016).
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1.4 Abatacept

Abatacept € um farmaco de constituicdo protéica utilizado no tratamento da artrite
reumatdide (AR) em pacientes com resposta inadequada ou intolerantes a metotrexato ou
infliximabe (TENG et al., 2005). O farmaco consiste na fusdo entre a porcao extracelular da
proteina associada ao linfocito T citotdéxico- 4 (CTLA-4) humana e uma porcdo Fc de
imunoglobulina G1 humana (Figura 5), e atua inibindo a ativacéo e proliferacdo de linfdcitos
T (EMERY, 2003; GENOVESE et al., 2005).

Figura 5. Estrutura da imunoglobulina CTLA-4-like (Abatacept)
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A ativacdo eficaz das células T requer a participacdo de dois tipos de receptores
nas células apresentadoras de antigenos (APCs). Primeiramente, antigenos previamente
processados pelas APCs sdo apresentados as células T via moléculas do complexo de
histocompatibilidade (MHC), que interagem com os receptores de células T (YAMADA et al.,
2002; JANEWAY & TRAVERS, 2005). Um segundo sinal, através da interagdo das moléculas
coestimulatérias CD80 e CD86 nas APCs e o receptor CD28 nos linfocitos T, leva & ativacéo
das células T, com producdo de interleucina-2 e proliferacdo destas células (DUBOIS &
COHEN, 2009). Cerca de 24 a 48 horas ap6s a ativacdo das células T, inicia-se um
mecanismo regulatorio de inativacdo dessa resposta, o qual consiste na expressdo de CTLA-4

na membrana celular de linfécitos T. CTLA-4 é uma molécula estruturalmente homéloga ao
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CD28, que se liga a CD80/86 com maior afinidade, bloqueando a ativagdo das células T. Por
se tratar de uma imunoglobulina contendo a porgéo extracelular de CTLA-4, abatacept atua
pelo mesmo mecanismo (Figura 6) (THOMPSON et al., 1989; PERKINS et al, 1996;
MORELAND et al., 2006).

A regido Fc do abatacept é geneticamente modificada para que esta ndo se una aos
receptores CD16, CD32 e CD64, impedindo o desenvolvimento de respostas celulares
mediadas pelo receptor Fc, como a citotoxicidade celular dependente de anticorpo e a
citotoxicidade dependente do complemento, ambas promovendo a lise celular. Esta
modificagdo estrutural blogueia, portanto, o aparecimento de efeitos adversos que poderiam
determinar a necessidade de intervencdo terapéutica (DAVIS et al., 2007).

Figura 6. Ativacao efetiva de linfocitos T e inibicdo por abatacept
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A ativacdo efetiva de linfocitos T (LT) requer a participagdo de dois tipos de receptores presentes na membrana
das células apresentadoras de antigenos (APC). Primeiramente antigenos sdo apresentados as células T através
do MHC, ligando-se ao receptor de células T (TCR), apds essa ligagdo, um segundo sinal é requerido para a
completa ativagdo de LT, o qual consta na interacdo entre as moléculas co-estimulatérias CD80/CD86 na APC e
CD28 na célula T. A agdo combinada desses dois sinais leva a ativacao e proliferacdo dos LTs além de producéo
de citocinas. Abatacept, uma imunoglobulina CTLA-4-like atua ligando-se a CD80/86 com maior afinidade que
CD28, contendo a resposta celular (PERKINS et al., 1996; YAMADA et al., 2002; JANEWAY & TRAVERS,
2005; DUBOIS & COHEN, 2009).
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Como citado anteriormente, abatacept é utilizado principalmente no tratamento da
artrite reumatoide. O tratamento desta baseia-se na utilizacdo de drogas anti-reumaticas
modificadoras da doenca (do inglés, disease-modifying anti-rheumatic drugs, ou DMARDS),
como por exemplo, ciclosporinas, metotrexato e sulfasalazina (SAAG et al., 2008; O’DELL et
al., 2013). Com o avanco das pesquisas no desenvolvimento de farmacos anti-artrite, uma
nova classe de agentes foi incorporada aos esquemas de tratamento para o caso dos pacientes
ndo-responsivos ou intolerantes a monoterapia com DMARDs. Essas drogas, denominadas
genericamente de terapias biologicas, apresentam acdo mais rdpida que a terapia com
DMARDSs convencionais e possuem como componentes da classe infliximabe, rituximab,
anankira, abatacept, entre outros (SAAG et al., 2008).

As primeiras evidéncias da eficacia de abatacept no tratamento da AR consistem
em modelos experimentais onde a administracdo de CTLA-4-Ig melhora a AR induzida por
coldgeno em camundongos, com sucesso em suprimir a ativacao e proliferacdo de células T,
além de reduzir a producéo de mediadores inflamatdrios, como IL-17, IFN-y, TNF-a e IL-1
(KNOERZER et al., 1995; PLATT et al., 2010; KO et al.,2010). Apo0s isso, varios ensaios
clinicos tém demonstrado sua eficacia em humanos (KOLLER, 2007). Nesses casos,
abatacept é utilizado na dose de 10 mg/kg, e apresenta meia-vida de, em média, 13 dias
(MORELAND et al., 2002). Nessa dose, 0 tratamento com abatacept reduz a sintese de
citocinas pro-inflamatdrias e a resposta inflamatoria, reduzindo os niveis de receptores
soluveis de IL-2, IL-6, TNF-a, fator reumatoide e proteina C reativa, melhorando os sintomas
na AR (WEISSMAN et al., 2006). Estudos clinicos mostram, ainda, que pacientes com
psoriase e artrite psoritica refratarios a DMARDs submetidos a tratamento com abatacept
apresentaram melhora moderada nas lesdes de pele, em comparagdo com placebo (ABRAMS
etal., 1999; RODRIGUES et al., 2010; MEASE et al., 2011).

Outra doenca em que o abatacept poderia vir a ter acdo terapéutica seria o Lupus
eritematoso sisttmico (LES). O LES é caracterizado pela ativacao de linfocitos T e B, onde as
células B, além de secretarem anticorpos e citocinas, promovem a apresentacao de peptideos
para células T. A inibicdo da co-estimulacdo pelo abatacept inibiria ndo apenas a ativacao e
expansao de linfécitos T, mas também esta interagdo entre linfocitos B e T (DANION et al.,
2016). Abatacept tem se mostrado eficaz em modelos animais de lUpus, entretanto, testes
clinicos em pacientes com lupus renal e nefrite em decorréncia do lipus ndo demonstraram
diferenca com relacdo ao placebo (DAIKH et al., 1997; DAIKH et al., 2001; MERRILL et
al., 2010; FURIE et al., 2014).

Um estudo conduzido em pacientes com LES refratarios a terapia convencional
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demonstrou melhora em 70% destes, principalmente naqueles com envolvimento de
articulacdes (DANION et al., 2016). A utilizacdo de abatacept para o tratamento de lupus é
bastante promissor, principalmente devido ao seu perfil de seguranca, o qual poderia ser
indicado para os casos refratarios a terapia utilizada atualmente, porém ainda € necessaria
uma maior investigacdo e a realizacdo de mais ensaios clinicos para que esta terapia seja
utilizada na prética (HOI & LITTLEJOHN, 2012).

A imunossupressdo com abatacept tem sido bastante utilizada em modelos
experimentais de artrite reumatdide, com objetivo de melhor determinar o papel de linfocitos
T em sua patogénese (KLIWINSKI et al., 2005; KO et al., 2010; PLATT et al., 2010; ALI et
al., 2015; JANSEN et al., 2015) e em modelos animais de transplante (RIELLA et al., 2012;
SCHWARZ et al., 2016).

Sabe-se que AR é caracterizada por infiltracdo de células inflamatdrias na sinovia,
entre elas linfocitos T ativados, com papel fundamental na cronificacdo desta patologia. Estas
celulas ativadas proliferam e estimulam mondcitos, macréfagos e fibroblastos a produzirem
citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6 (CHOY, PANAY 1, 2001).

Abatacept comprovadamente causa deplecdo de linfocitos em modelos
experimentais (PLATT et al., 2010; PATAKAS et al., 2016). Em modelo de AR induzida por
sensibilizagdo dos animais com ovoalbumina, abatacept na dose de 10mg/kg previne a
completa ativacdo de células T antigeno-especificas, além de bloquear a migracdo destas e
reduzir os niveis de citocinas como IL-17 e IFN-y nos linfonodos dos animais sensibilizados
(PLATT et al., 2010).

Kliwinski e colaboradores (2005) demonstraram em modelo experimental de AR
induzida por colageno em ratos que abatacept reduz os niveis de anticorpos dirigidos contra
essa proteina, além de inibir a producdo de mediadores inflamatorios relacionados com
células T, como IL-2 e IFN-y, determinado pela mensuragdo dos niveis sistémicos destas, e
IL-6, demonstrado pela menor imunomarcacao para esta no foco inflamatério (KLIWINSKI
et al., 2005).

O comprovado efeito imunossupressor de abatacept, seu perfil de seguranca e
aspectos farmacocinéticos faz com que esta imunoglobulina seja utilizada, além da clinica, em
modelos animais nos quais objetiva-se estudar o efeito de linfocitos T em determinada

patogénese, COMO NO NOSSO Caso.
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer representa a segunda causa de morte mundialmente, perdendo apenas
para as doencas cardiovasculares. Dentre os tipos de cancer, o cancer colorretal (CCR) € o
terceiro tipo mais comumente diagnosticado em homens e o segundo em mulheres, com uma
estimativa de ocorréncia de 16.660 novos casos de CCR em homens e 17.620 em mulheres,
no Brasil, em 2016. A terapia antineoplasica do CCR baseia-se em esquemas que geralmente
utilizam irinotecano em combinacéo com fluoropirimidinas.

Apesar do consideravel avanco no conhecimento de fatores prognosticos,
desenvolvimento de técnicas cirdrgicas e novas terapias antineoplasicas que possibilitaram
uma melhora significativa nas taxas de sobrevida global dos pacientes com cancer, os efeitos
colaterais decorrentes da acdo nado-seletiva desses compostos antineoplasicos podem
ocasionar desde reducdo do esquema terapéutico a sua total interrupcdo, com prejuizo no
tratamento oncol6gico. Dentre estes efeitos colaterais, destaca-se a mucosite intestinal
induzida por irinotecano.

Como nao existem meios efetivos para amenizar os efeitos da mucosite na maioria
dos casos, os pacientes ainda sofrem com sintomas desconfortaveis, sendo o principal deles a
diarréia, que pode levar a uma possivel reducdo na eficacia do tratamento oncolégico devido a
atrasos e reducdes de doses, além de estar relacionada com o maior risco de desenvolvimento
de sepse.

Nas Ultimas décadas muito se tem descoberto acerca da patogénese da mucosite
intestinal induzida por irinotecano, porém muitos mecanismos ainda ndo foram elucidados.
N&do se sabe, por exemplo, a importancia dos linfocitos no processo fisiopatolégico da

mucosite, sendo este o0 objetivo desse trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar o papel do abatacept na patogénese da mucosite intestinal induzida pela
quimioterapia antineoplasica a base de irinotecano.

3.2 Especificos

e Avaliar o impacto do abatacept na sobrevida dos animais tratados com irinotecano.

e Caracterizar a inducdo da mucosite intestinal segundo parametros gerais de lesdo, como

diarreia, curva ponderal, analise histopatoldgica e morfometria intestinal.

e Determinar a influéncia do tratamento com abatacept sobre a resposta inflamatdria durante

a mucosite intestinal induzida por irinoteano.



4 MATERIAL E METODOS

4.1. Equipamentos e instrumentos

e Agitador magnético TE 089

e Agitador Vortex Cetormart MV

e Autoclave Stermax

e Balanca analitica Bioprecisa FA2104N

e Balanca Filizola MF

e Camara de contagem Neubauer

e Capela Permution — capela evolution

e Centrifuga refrigerada Eppendorf 5804R
e Espectrofotometro Biotek ELX 800

e Estufa Shel lab

e Freezer -80°C Thermo Scientific

e Funis de vidro

e Homogeneizador de solugdes AP 22 Phoenix Luferco
e Lamina lisa para microscopia 26x76 mm
e Laminula 24x32 mm

e Material cirargico

e Micropipeta multicanal Gilson (200 pL)
e Micropipetas Eppendorf (20, 200 e 1000 pL)
e Micropipetas Gilson (20, 200 e 1000 pL)
e Microscépio Optico Olympus BX41

e Nanodrop Biotek Epoch Newroute

e Placa esteril de 96 pocos

e Tubos de falcon de 15 mL



4.2 Drogas e solucdes

4.2.1 Drogas

Irinotecano (ampolas com 100mg/5mL, Eurofarma);
Abatacept (frasco-ampola com 250mg, Bristol-Myers Squibb)
Tribromoetanol 2,5%

Heparina sodica (ampolas com 0,25 mL, Cristalia)

4.2.2 Solugdes

Acido sulfrico

Alcool 70%

Dimetil Sulféxido a 100% (Merk)

Formol tamponado a 10%

Perdxido de hidrogénio 30%

Solucéo de Turk

Solucao salina estéril (NaCl 0,9%)

Tampéo 1 para MPO (NaCl, EDTA dissadico e tampao fosfato de s6dio)
Tampao de lise (NaCl a 0,2%)

Tampdo fosfato de sodio

Tampdo HTAB (hexadeciltrimetilamonio)

4.2.3 Corantes

Hematoxilina (Merck)

Eosina (Merck)

4.3 Animais
Foram utilizados camundongos swiss machos, pesando entre 20-24 g, provenientes do
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Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara (UFC).
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Os animais foram mantidos em gaiolas adequadas, com 8 animais cada, em um
ambiente com temperatura controlada (22-25°C), exaustdo de ar, ciclo de 12h claro/12h
escuro, com livre acesso a dgua e racdo padrdo ad libitum, respeitando o nimero maximo de
animais por gaiola. Os experimentos foram realizados de acordo com os preceitos do Comité

de Etica em Uso Animal da UFC, apds aprovagdo no mesmo, com protocolo 11/15.

4.4  Modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano

A mucosite intestinal foi induzida de acordo com o protocolo desenvolvido por Melo
et al., (2008), onde os camundongos receberam quatro injecOes, por via intraperitoneal, de
solucdo salina (SF 0,9%, 5 mL/Kkg, i.p.), Irinotecano (75 mg/kg, i.p.) ou lIrinotecano (45
mg/Kg, i.p.) administrados uma vez ao dia durante quatro dias consecutivos, realizando as
aplicacBes sempre no mesmo horério. A utilizacdo de subdose de irinotecano baseia-se no
trabalho de Lima-junior (2012) o qual observou que essa dose ndo induz mucosite intestinal
em camundongos swiss. A eutanasia dos animais foi realizada no 5° dia (protocolo I) ou no 7°

dia (protocolo 1) ap6s a primeira injecdo de irinotecano.

Para o pré-tratamento com abatacept, utilizou-se a dose de 10mg/kg, sendo esta a dose
utilizada na clinica e em modelos animais (WEISMAN et al., 2006; KOLLER, 2007; PLATT
etal., 2010; PINELLI et al., 2013; NORLIN et al., 2016; PATAKAS et al., 2016).

45  Protocolos experimentais

Protocolo I: Os camundongos foram divididos em grupos (n=6-8), onde: Grupo A:
controle negativo injetado com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg 1x/dia/4 dias, i.p.); Grupo B:
camundongos injetados com irinotecano (75 mg/Kg/1lx/dia/4 dias, i.p.); Grupo C:
camundongos injetados com abatacept (10 mg/Kg, no primeiro dia de tratamento, uma hora
antes do irinotecano, i.p.) + irinotecano (75 mg/Kg/1x/dia/4 dias, i.p.); Grupo D: abatacept
(10 mg/Kg, no primeiro dia de tratamento, i.p.) (Figura 7).



33

Figura 7. Protocolo experimental |
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Os animais foram divididos em quatro grupos e tratados durante 4 dias com: salina 0,9%, 5 mL/kg (grupo A);

NS
W

irinotecano 75 mg/kg (grupo B); abatacept 10 mg/kg no primeiro dia de tratamento,1 hora antes do irinotecano
75 mg/kg (grupo C) ou somente abatacept 10 mg/kg no primeiro dia experimental (grupo D). A eutanasia ocoreu

no quinto dia experimental. Fonte: préprio autor

Protocolo I1: camundongos swiss machos foram divididos em grupos (n=6-8), onde:
Grupo A: controle negativo injetado com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.); Grupo B:
camundongos injetados com subdose de irinotecano (45 mg/Kg/1x/dia/4 dias, i.p.); Grupo C:
camundongos injetados com abatacept (10 mg/Kg, no primeiro dia de tratamento, uma hora
antes do irinotecano, i.p.) + irinotecano (45 mg/Kg/1x/dia/4 dias, i.p.); Grupo D: abatacept
(10 mg/Kg, no primeiro dia de tratamento, i.p.) (Figura 8).
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Figura 8. Protocolo experimental 11
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Os animais foram divididos em quatro grupos e tratados durante 4 dias com: salina 0,9%, 5 mL/kg (grupo A);

Abatacept 10mg/kg
+ IR145 mg/Kg

Abatacept
10mg/kg

N OES
W e

irinotecano 45 mg/kg (grupo B); abatacept 10 mg/kg no primeiro dia de tratamento,1 hora antes do irinotecano
45 mg/kg (grupo C) ou somente abatacept 10 mg/kg no primeiro dia experimental (grupo D). A eutanasia ocoreu

no sétimo dia experimental. Fonte: proprio autor

4.6 Avaliacdo do efeito do abatacept sobre os parametros gerais de inducéo da mucosite.
4.6.1 Determinacao da sobrevida

Os animais foram observados diariamente quanto em relacdo a mortalidade desde

o dia 1 da administracdo de irinotecano até a eutanasia.

4.6.2 Avaliacéo Ponderal

Os animais foram submetidos a pesagem diariamente durante todo o periodo

experimental. Os valores encontrados foram expressos em % de variacdo de peso.
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4.6.3 Avaliacdo do grau de diarreia

Os animais foram avaliados diariamente com relacdo ao grau de diarreia, através da
separacdo destes utilizando funis de vidro. Cada animal foi observado pelo tempo necessario
até a defecacdo. Aos eventos de evacuagdo apresentados apds o inicio do tratamento dos
animais com quimioterapia a base de Irinotecano, foram atribuidos os seguintes escores
(Tabela 2): escore 0 = fezes com aspecto normal; escore 1 = fezes levemente alteradas, pouco
umedecidas; escore 2 = fezes Umidas com pouca sujidade perianal; escore 3 = fezes Umidas
com bastante sujidade perianal (KURITA et al., 2000). A diarreia representa um indicativo de

inducéo da mucosite, sendo o evento mais comumente observado na clinica.

Adicionalmente, considerou-se escore 4 para daqueles animais que vieram a 6bito
em decorréncia da presenca de diarreia durante o periodo que compreendeu o inicio do

tratamento até o dia da eutanasia.

Tabela 2. Escores para avaliacdo do grau de diarreia em camundongos

Escore Avaliacado da diarreia
Escore 0 Fezes com aspecto normal

Escore 1 Fezes levemente alteradas e pouco umedecidas
Escore 2 Fezes imidas com pouca sujidade perianal
Escore 3 Fezes Umidas e com bastante sujidade perianal

Fonte: KURITA et al., 2000.
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Figura 9. Graus de diarreia de acordo com a intensidade apds tratamento com irinotecano em

camundongos.

A avaliagdo da diarréia foi realizada diariamente de acordo com os escores atribuidos relativos a sua intensidade.
Grau 0: fezes com aspecto normal; Grau 1: fezes levemente amolecidas; Grau 2: Fezes midas com pouca
sujidade perianal; Grau 3: Fezes Umidas com bastante sujidade perianal. No caso dos animais que morreram em
decorréncia da diarréia, atribuiu-se o Grau 4 (KURITA et al., 2000) Figura: LIMA-JUNIOR, 2008.

4.6.4 Contagem total de leucdécitos

Os animais foram levemente anestesiados com tribromoetanol (25 mg/kg, i.p.) para
coleta de 20 uL de sangue do plexo retroorbital que foram imediatamente diluidos em 380 pL
de solucdo de Turk (Acido acético 2%, Violeta Genciana 0,2%). Em seguida, o numero total
de leucdcitos plasmaticos foi determinado utilizando-se cdmara de Neubauer para verificar o
efeito da quimioterapia & base de irinotecano na inducdo da leucopenia. Essa observacao

serviu como controle da atividade citotéxica do farmaco sobre o animal.
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Os resultados da contagem das células contidas nos quatro quadrantes da camara
foram somados e o resultado multiplicado por 20, valor correspondente a dilui¢do realizada e

depois por 10, fator de correcdo para determinar o nimero de células/mm?.

4.6.5 Andlise histopatoldgica e morfometria do intestino:

Apos a eutanasia dos animais por deslocamento cervical, um segmento de 0,5 cm do
ileo foi removido e em seguida lavado com solucéo salina e formol para posterior fixacdo em
formol tamponado 10% e processamento para coloracdo pelo método HE (hematoxilina-
eosina) para exame em microscopia Optica 100x e 400x (Microscdpio Nikon com objetiva 10x
ou 40x e lente ocular micrométrica Leitz Wetzlar 10x). O ileo foi escolhido por tratar-se da
melhor porcdo intestinal para estudo dos aspectos inflamatdrios na mucosite intestinal

induzida por irinotecano.

A analise histopatologica consistiu na observacdo do aspecto das vilosidades e criptas
intestinais, bem como presenca e intensidade do infiltrado inflamatorio. O grau e a gravidade
da mucosite foram determinados de acordo com uma modificacdo do sistema de escores

proposto por Macpherson & Pfeiffer (1978) e descritos na tabela 3.

Tabela 3. Escores histopatoldgicos para andlise de intestino delgado

Escore Analise histopatoldgica
0 Auséncia de leséo
1 Mucosa: achatamento de vilos e perda de arquitetura das criptas, escassa

infiltracdo de células inflamatdrias, vacuolizagéo e edema. Camada
muscular: normal

2 Mucosa: achatamento de vilos com células entumescidas e com vacuolos,
necrose das células da cripta, intensa infiltracdo de células inflamatérias,
vacuolizacdo e edema. Camada muscular: normal

3 Mucosa: achatamento de vilos com células entumescidas e vacuolos,
necrose da cripta, intensa infiltracdo de células inflamatdrias, vacuolizacao
e edema. Camada muscular: edema, vacuolizacéo e infiltracéo
neutrofilica.

Fonte: Macpherson & Pfeiffer (1978).

Para analise morfomeétrica, objetivou-se obter a medida de vilosidades, considerada

desde o ponto de encontro entre duas vilosidades até o topo destas (altura da vilosidade), e
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criptas intestinais (definida como o ponto de encontro entre duas vilosidades medidas até o
inicio da camada submucosa) para correlacdo com a capacidade absortiva (razdo altura dos
vilos/profundidade das criptas). A razdo entre o comprimento dos vilos intestinais e a
profundidade das criptas foi calculada em pm utilizando-se o software ImageJ versdo 1.36b,

sendo medidos 10 vilos e 10 criptas por corte histoldgico, em aumento de 100x.

4.7 Ensaio de mieloperoxidase (MPO)

A quantificacdo do acUimulo de neutréfilos no intestino de camundongos apos a
indugdo da mucosite foi determinada pelo ensaio da atividade de MPO, uma enzima
encontrada nos granulos azurofilos de neutréfilos e utilizada como marcador da infiltragdo de

neutrofilos no tecido inflamado.

Um fragmento de ileo de aproximadamente 1 cm foi coletado de cada animal e
incubado em 200uL de tampao gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,015 M; pH
4,7), posteriormente, os tecidos foram homogeneizados com o auxilio de um triturador
(Pollytron) e o material homogeneizado foi centrifugado a 3.000 rpm durante 15 min, a 4°C.
Realizou-se um choque hipotonico no sedimento celular (pellet) com 1000 ul de solucdo de
NaCl 0,2%. Apds nova centrifugacdo a 3000 rpm/15 min/4°C, o “pellet” foi ressuspenso em
tampdo NaPO4 0,05M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB) e homogeneizou-se novamente em triturador Pollytron. A seguir, 0 homogenato foi
centrifugado a 10.000 rpm por 15 min, 4°C e ap0s centrifugacdo, 50 puL do sobrenadante
obtido foi colocado em placa de 96 pogos para o0 ensaio. Em cada pogo, foram adicionados 25
uL de TMB (3, 3°, 3, 3-tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 uL de H,O, (0,5 mM) e a placa
foi incubada em estufa por 5 min a 37 °C. A seguir, interrompeu-se a reacdo com acido
sulfarico 4M. A quantificacdo dos neutrdfilos foi feita a partir de uma curva padrdo de
neutréfilos (com 1x10° neutréfilos/50 pL no primeiro poco). Realizou-se a leitura da
absorbancia das amostras em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450 nm, e 0s
resultados foram expressos como numero de neutréfilos/mg de tecido (ALVES-FILHO et al,
2006).
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4.8 Dosagem de KC nas amostras de intestino por Ensaio imunoenzimatico (ELISA).

As amostras de ileo coletadas foram homogeneizadas e processadas como descrito por
Safieh-Garabedian et al. (1995). A deteccdo de KC foi determinada por ELISA, como descrito
previamente (CUNHA et al., 1993). Resumidamente, placas para ELISA foram incubadas por
12h a 4°C com anticorpo de captura anti-KC murino (2ug/mL). Apds bloqueio das placas, as
amostras e a curva padrdo foram adicionadas em duplicata em varias dilui¢bes e incubadas
por 2h a 4°C. As placas foram lavadas trés vezes com solugdo tampdo e incubadas com
anticorpo de detec¢do durante 2h. Apo6s o periodo de incubagdo, lavaram-se as placas e
adicionou-se 50 pL do complexo HRP-avidina diluido na proporcdo 1:200. O reagente de cor
o-fenilenodiamina (OPD, 50uL) foi adicionado 15min depois e incubaram-se as placas no
escuro a 37 C por 15 a 20 min, quando a reacdo enzimatica foi finalizada com H,SO,4 2N e a
absorbancia medida em 450 nm. O resultado foi expresso em pg/mg de tecido.

4.9 Analise estatistica

A anélise estatistica entre os grupos foi realizada empregando-se o teste de analise
de varidncia (Two-way ANOVA) seguido por pos-teste de Bonferroni ou Kruskal Wallis,
seguido por teste de Dunn, conforme propriedade respectivamente para dados paramétricos e
ndo-paramétricos. A sobrevida foi analisada pelo teste de Log-rank (Mantel-Cox).

Os resultados foram expressos como média + E.P.M (erro padrdo da média) para
variaveis com distribuicdo normal, ou pela mediana (minimo-méximo) no caso de variaveis
sem distribuicdo normal, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas
guando P<0,05.

Para a realizacdo dos testes estatisticos utilizou-se o software GraphPad Prism®,

versao 6.01.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do efeito imunossupressor do abatacept sobre os parametros gerais de

inducéo da mucosite.

No primeiro protocolo, os camundongos foram tratados com irinotecano na dose
de 75 mg/kg, via intraperitoneal, durante 4 dias, para inducdo da mucosite intestinal.
Abatacept foi administrado na dose de 10 mg/kg uma hora antes do irinotecano apenas no
primeiro dia. Os animais foram pesados diariamente e avaliados quanto ao grau de diarreia e a
sobrevida.

A figura 10 mostra que o irinotecano induziu perda ponderal no decorrer do
experimento (p<0,05), quando comparamos com 0 grupo controle negativo tratado apenas
com salina, enquanto o pré-tratamento com abatacept ndo agravou a reducdo de massa
corpdrea. Na avaliacdo da sobrevida, observamos taxa de mortalidade de 100% no grupo
tratado com irinotecano em relacdo ao injetado apenas com salina (p<0,05). Além disso, 0
pré-tratamento com abatacept antecipou a morte dos animais (p=0,0175 Figura 11). Como
observado no teste de sobrevida, ao sétimo dia todos os animais dos grupos tratados com
irinotecano haviam morrido, portanto, o quinto dia foi o ideal para realizacdo da eutanasia dos
animais.

Irinotecano induziu significativa (p<0,05) diarreia de grau moderado no quinto dia
experimental, em relacdo ao controle negativo, e o pré-tratamento com abatacept agravou a
diarreia nos camundongos, antecipando seu aparecimento para 0 quarto dia, com grau
moderado (Figura 12A) e graus de moderado a grave no quinto dia (Figura 12B).

Ap0ds a eutanasia, amostras do ileo foram retiradas para as analises morfométricas
e histopatoldgicas, avaliacdo da atividade de mieloperoxidase e dosagem de citocinas.

Irinotecano (75 mg/kg) causa consideravel dano intestinal nos animais, com
reducdo da altura de vilos, perda da arquitetura das criptas, e 0 pré-tratamento com abatacept
agrava o dano intestinal além de aumentar a infiltracdo de células inflamatorias na Iamina
propria (Figuras 13A,B e C). Na avaliacdo histopatologica através de escores, irinotecano
promove lesdo intestinal significativa em relacdo ao grupo tratado apenas com salina, porém o
pré-tratamento com abatacept ndo agrava o dano em relagcdo ao grupo tratado com irinotecano
(Figura 14). Quando se realizou a analise morfométrica, entretanto, irinotecano na dose de 75
mg/kg causou reducéo da altura dos vilos, aumento da profundidade das criptas e diminuicdo

da razéo vilo/cripta, de forma consideravel em relacdo ao grupo salina (p<0,05) e abatacept,
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qguando associado com irinotecano, promoveu agravo significativo (p<0,05) em todos esses
parametros (Figura 15).

A administracdo de irinotecano induziu um aumento significativo (p<0,05) do
infiltrado de neutrofilos no ileo de camundongos no quinto dia, quando comparamos com 0
grupo injetado apenas com solucdo salina. O pré-tratamento com abatacept agravou esse
parametro em relagdo ao grupo tratado apenas com irinotecano (p = 0,0341 Figura 16).

Irinotecano na dose de 75 mg/kg induziu intensa leucopenia nos animais em
relacdo ao grupo injetado com salina (p<0,05), e abatacept ndo aumentou essa toxicidade nos
animais tratados com irinotecano (Figura 17). O tratamento com abatacept isoladamente néo

promoveu alteragdo em nenhum dos parametros avaliados.

Figura 10. Efeito do abatacept sobre a variacdo de peso dos animais injetados com

irinotecano (75 mg/kg) em fungéo do tempo
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Os animais receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. Irinotecano induz maior perda de massa corporea em funcdo do tempo, comparado aos animais

. , . a .
tratados com salina. O pré-tratamento com abatacept ndo agrava a perda. p<0,05 vs grupo salina. Os pontos
representam a média + E.P.M. do percentual de variacdo da massa corporal em relagdo ao peso inicial. Para a
andlise estatistica utilizou-se o teste Two-way ANOVA e pos teste de Bonferroni.
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Figura 11. Efeito do abatacept na sobrevida de animais injetados com irinotecano (75 mg/kg).

© 1501
_-g —— salina
g —— iri
o —— abat+iri 75
» 100
) L —— abat
©
=
[J]
g 504
S P=0,0175"
o
(@]
Q— 0 L] L] 1

0 2 4 6 8

dias

Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. Abatacept reduziu a sobrevida dos animais tratados com irinotecano (p = 0,0175) com relacéo aos

animais tratados apenas com este antineoplasico. bp<0,05 Vs grupo injetado apenas com irinotecano.A anélise
estatistica foi realizada pelo teste Log-rank (Mantel-Cox).

Figura 12. Efeito do abatacept sobre os escores de diarreia em camundongos tratados com
irinotecano (75 mg/kg).
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Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. A avaliacdo do grau de diarreia foi realizada diariamente. Irinotecano induz diarreia de grau leve a
moderado no quarto (A) e quinto (B) dias, entretanto ndo houve diferega significativa em relacdo ao grupo
injetado apenas com solugdo salina. Abatacept agravou a diarreia em animais tratados com irinotecano. "p<0,05
Vs grupo injetado apenas com irinotecano. Para a andlise utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por pos-
teste de Dunn.
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Figura 13. Efeito do abatacept sobre o dano intestinal no ileo dos animais tratados com
irinotecano (75 mg/kg).
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Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. Apoés a eutandsia dos animais, segmentos de ileo foram subtraidos para processamento e coloracéo
pelo método H&E. Abatacept, quando associado ao irinotecano, promove dano intestinal intenso com perda da
arquitetura da mucosa e intenso infiltrado neutrofilico. A: salina; B: irinotecano 75 mg/kg; C: abatacept +
irinotecano 75 mg/kg; D: abatacept 10 mg/kg. Setas: células inflamatorias. Aumento: 200x.
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Figura 14. Andlise histopatoldgica do efeito do abatacept sobre o ileo dos animais tratados
com irinotecano 75 mg/kg

MEDIANA
. (min—max)

o a
8 SALINA 0(0-0)
:—g 3+ a [y
o IRI 75 mg/kg 1(1-2)°
% 24 —_— =
=
E 1 ——— _— A+IRI 75 mgfkg 2(1—3)3
° __m

° salina ' ' oo ABATACEPT 0(0-0)

abatacept 10mg/kg

irinotecano 75mg/kg

Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. Apds a eutandsia dos animais, segmentos de ileo foram subtraidos para processamento e coloracéo
pelo método H&E para realizacdo da analise histopatoldgica. Irinotecano na dose de 75 mg/kg induziu leséo
intestinal em relagdo ao grupo tratado apenas com salina, e o pré-tratamento com abatacept ndo agravou o dano.
ap<0,05 vs grupo salina. Para a analise estatistica utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por pds-teste de
Dunn.
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Figura 15. Efeito do abatacept sobre a anélise morfométrica do ileo de animais tratados com
irinotecano 75 mg/kg
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Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. Apés a eutanasia, amostras de ileo foram retiradas para mensuracdo da altura dos vilos (A),

profundidade das criptas (B) e razdo vilo/cripta (C). Os valores foram expressos como média + E.P.M. ap<0,05

vs grupo saling; bp<0,05 vs grupo injetado apenas com irinotecano. A analise estatistica foi realizada por teste
ANOVA seguido por pos-teste de Bonferroni.
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Figura 16. Efeito do abatacept na infiltracdo de neutrofilos no ileo dos camundongos tratados
com irinotecano (75 mg/kg).

6000+

4000+

2000+

Neutroéfilos/mg
proteina

0 T
salina

abatacept 10mg/kg

IRI 75mg/kg

Os animais receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. A eutandsia foi realizada no quinto dia experimental. Amostras de ileo foram coletadas e o
infiltrado neutrofilico determinado indiretamente atraves do ensaio de mieloperoxidase (MPO). Irinotecano
aumentou o infiltrado em relac&o ao grupo injetado apenas com salina, e o pré-tratamento com abatacept agravou
esse parametro com relagdo ao grupo tratado apenas com irinotecano. #p<0,05 vs grupo salina e bp<0,05 S
grupo irinotecano. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido por Bonferroni.

Figura 17. Efeito do abatacept sobre a contagem total de leucocitos nos animais tratados com

irinotecano (75 mg/kg).
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Os animais receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. A eutanéasia foi realizada no quinto dia experimental. Sangue foi coletado do plexo retroorbital dos
animais e a contagem dos leucécitos totais foi feita em cdmara de Neubauer. Irinotecano provocou leucopenia
nos animais, comparado ao grupo salina, e abatacept, quando associado ao irinotecano, demonstrou
mielotoxicidade semelhante. O tratamento com abatacept de forma isolada ndo induziu leucopenia nos animais.

ap<0,05 vs grupo salina. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA e pés-teste de Bonferroni.
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Em um segundo protocolo, os animais foram injetados com subdose de
irinotecano (45 mg/kg), a qual ndo induz mucosite intestinal. O intuito desse protocolo foi
avaliar se abatacept seria capaz de agravar os parametros de inducdo da mucosite mesmo
utilizando-se a subdose.

Os animais foram tratados com irinotecano (45 mg/kg) durante quatro dias,
enquanto abatacept foi injetado na dose de 10mg/kg uma hora antes do irinotecano, apenas no
primeiro dia. A mesma metodologia anterior foi aplicada, com pesagem diaria dos animais,
avaliacdo do grau de diarréia, sobrevida, leucopenia, morfometria e analise histopatologica
intestinal. A eutanésia dos animais deu-se no sétimo dia.

A subdose de irinotecano promoveu reducdo no peso dos animais no decorrer do
experimento, em relacdo aos grupos controle (p<0,05), e ndo observou-se diferenca com
relacdo ao grupo submetido ao pré-tratamento com abatacept (Figura 18). Os animais
tratados com irinotecano ndo apresentaram taxa de sobrevida diferente daquela do grupo
injetado apenas com salina (ambos 100%). No grupo pré-tratado com abatacept 25% dos
animais morreram, porém sem diferenca significativa em relacdo ao grupo injetado apenas
com irinotecano (Figura 19).

Abatacept agrava a diarreia observada nos animais injetados com irinotecano 45
mg/kg de forma significativa apenas no sétimo dia (p<0,05), enquanto a subdose de
irinotecano sozinha néo foi capaz de induzir diarreia consideravel (Figura 20A, B, C e D).

Apds a eutanasia, amostras do ileo foram retiradas para as analises morfométricas
e histopatoldgicas, avaliacdo da atividade de mieloperoxidase e dosagem de citocinas.

Os animais tratados com subdose de irinotecano apresentaram leve alteragcdo da
arquitetura intestinal em relacdo ao grupo salina (p<0,05), e o pré-tratamento com abatacept
aumentou a infiltracdo de células inflamatérias e vacuolizacdo (Figura 21). A analise
histoldgica baseada em escores demonstrou que a subdose causa dano de baixa magnitude
quando comparado com o grupo controle tratado apenas com solucéo salina (p<0,05) (Figura
22). Quando realizou-se a analise morfométrica, observou-se que a subdose de irinotecano
reduziu a altura dos vilos e a razdo vilo/cripta, entretanto ndo causou aumento na
profundidade das criptas. De forma semelhante, o pré-tratamento com abatacept promoveu
reducdo consideravel apenas nesses dois parametros, relacdo ao grupo tratado apenas com
irinotecano (Figuras 23).

Abatacept agravou a infiltracdo de neutréfilos no intestino dos animais tratados
com irinotecano, em compara¢do ao grupo injetado apenas com esse farmaco (p<0,05),

Figura 24. Apesar desta dose de irinotecano ndo ser capaz de reproduzir a mucosite intestinal
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em todos os seus pardmetros inflamatoérios, uma redugdo no nimero de leucdcitos totais foi
observada nestes animais (Figura 25). O tratamento com abatacept de forma isolada néo

provocou alteracbes em nenhum desses parametros.

Figura 18. Efeito do abatacept na variagdo de massa corpOrea de animais tratados com

irinotecano 45 mg/kg
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Os camundongos foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias) ou irinotecano (45 mg/kg i.p.
1xdia/4 dias), ou pré-tratados com abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou
abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia) isoladamente. Irinotecano na dose de 45 mg/kg induziu maior perda de
massa corpérea em funcdo do tempo, comparado aos animais tratados com salina. O pré-tratamento com

x a . .
abatacept ndo agrava a perda. p<0,05 vs grupo salina. Os pontos representam a média + E.P.M. do percentual de
variacdo da massa corporal em relacdo ao peso inicial. Para a andlise estatistica utilizou-se o teste ANOVA
seguido por pés-teste de Bonferroni
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Figura 19. Efeito do abatacept sobre a sobrevida dos camundongos tratados com subdose de

irinotecano
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Os camundongos foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias) ou irinotecano (45 mg/kg i.p.
Ixdia/4 dias), ou pré-tratados com abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou
abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia) isoladamente. O pré-tratamento com abatacept antecipou a morte dos
animais, porém sem diferenga significativa em relagdo ao grupo tratado com irinotecano isoladamente (p>0,05).
A analise estatistica foi realizada pelo teste Log-rank (Mantel-Cox).
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Figura 20. Efeito do abatacept na diarreia em camundongos injetados com subdose de

irinotecano
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Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/Kkg i.p. 1xdia/4 dias) ou irinotecano (45 mg/kg i.p. 1xdia/4
dias), ou pré-tratados com abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10
mg/kg i.p. no primeiro dia) isoladamente. Os animais foram analisados diariamente em relagdo aos escores de
diarréia no quarto (A), quinto (B), sexto (C) e sétimo (D) dias apds o primeiro dia experimental. A subdose de
irinotecano ndo foi capaz de induzir diarreia nos animais, em relacdo ao grupo salina. O pré-tratamento com
abatacept induziu o aparecimento de diarreia consideravel j& no quinto dia com relacdo ao grupo controle, e
agravou esse parametro no sétimo dia, em relacdo ao grupo tratado com irinotecano. ap<0,05 Vs grupo salina.

bp<0,05 Vs grupo irinotecano. Para a andlise utilizou-se o teste de Kruskal-wallis seguido por pos-teste de Dunn.
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Figura 21. Efeito do abatacept no ileo de animais tratados com subdose de irinotecano

Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (45 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. Os animais foram eutanasiados no sétimo dia experimental, e ap6s a eutanasia, segmentos de ileo
foram subtraidos para processamento e coloragdo pelo método H&E. O pré-tratamento com abatacept levou a
formacdo de edema e desestruturacdo da arquitetura intestinal na regido do ileo. A: salina; B: irinotecano 45
mg/kg; C: abatacept + irinotecano 45 mg/kg; D: abatacept 10 mg/kg. Aumento: 100x.
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Figura 22. Andlise histopatologica do efeito do abatacept sobre o ileo dos animais tratados
com subdose de irinotecano
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Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (45 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. . Apds a eutanasia dos animais, segmentos de ileo foram subtraidos para processamento e
coloracdo pelo método H&E para realizacdo da analise histopatoldgica. A subdose de irinotecano induziu leséo
intestinal em relagdo ao grupo tratado apenas com salina, e 0 pré-tratamento com abatacept ndo agravou o dano

com relag&o ao grupo tratado apenas com irinotecano. p<0,05 vs grupo salina. Para a anélise estatistica utilizou-
se o teste de Kruskal-wallis seguido por pés-teste de Dunn.
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Figura 23. Efeito do abatacept sobre a morfometria do ileo de animais tratados com subdose

de irinotecano
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Os animais foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (45 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. Apés a eutanasia, amostras de ileo foram retiradas para mensuracdo da altura dos vilos (A),

. . . . . a
profundidade das criptas (B) e razdo vilo/cripta (C). Os valores foram expressos como média £ E.P.M. p<0,05
vs grupo saling; bp<0,05 Vs grupo injetado apenas com irinotecano. A andlise estatistica foi realizada por teste

ANOVA seguido por pds-teste de Bonferroni.
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Figura 24. Efeito do abatacept na infiltracdo de neutrofilos no ileo dos camundongos tratados

com subdose de irinotecano
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Os camundongos foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p.) ou irinotecano (45 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias), ou
pré-tratados com abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p.
no primeiro dia) isoladamente. A subdose de irinotecano ndo foi capaz de aumentar o infiltrado neutrofilico no
ileo, quando comparamos com o grupo salina (p>0,05). O pré-tratamento com abatacept, no entanto, agravou o
infiltrado, em relacdo ao grupo tratado apenas com irinotecano e grupo salina. ap<0,05 vs grupo salina. bp<0,05
Vs grupo irinotecano. A anélise foi realizada pelo teste ANOVA seguido por Bonferroni.

Figura 25. Efeito do abatacept sobre a contagem total de leucdcitos em animais tratados com

subdose de irinotecano
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Os camundongos foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p.) ou irinotecano (45 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias), ou
pré-tratados com abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p.
no primeiro dia) isoladamente. A subdose de irinotecano reduziu o nimero total de leucécitos no sangue
periférico de forma significativa em relacdo ao grupo injetado apenas com salina. O pré-tratamento com
abatacept ndo agravou a mielotoxicidade e abatacept isoladamente ndo causa reducdo no numero total de

leucécitos. ap<0,05 vs grupo salina. A analise estatistica foi realizada por teste ANOVA e pGs-teste Bonferroni.



55

5.2 Dosagem do nivel KC nas amostras de ileo por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os animais foram eutanasiados no quinto dia experimental no protocolo |
(irinotecano na dose de 75 mg/kg) e amostras do ileo foram retiradas e armazenadas a -80°C
para posterior dosagem de citocinas. Irinotecano aumentou significativamente o nivel de KC
no ileo dos animais tratados, quando comparamos com o grupo controle injetado apenas com
salina (p<0,05). O pré-tratamento com abatacept ndo promoveu aumento significativo no

nivel desta citocina, em relagdo ao grupo tratado apenas com irinotecano (Figura 24).

Figura 26. Efeito do abatacept no nivel de KC no ileo de camundongos tratados com

irinotecano 75 mg/kg.
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Os animais receberam salina 0,9% (5 mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias),
abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p. no primeiro dia)
isoladamente. A eutanasia foi realizada no quinto dia experimental. Irinotecano aumentou o nivel de KC no
intestino dos animais em relacdo ao grupo tratado com salina. O pré-tratamento com abatacept ndo promoveu

aumento significativo com relagdo ao grupo tratado com irinotecano separadamente. ap<0,05 Vs grupo salina. A
andlise estatistica foi realizada por teste ANOVA e pos-teste Bonferroni.

No protocolo Il a eutanasia dos animais aconteceu no sétimo dia experimental. A
retirada e o processamento das amostras deu-se da mesma forma que no protocolo I. A
subdose de irinotecano induziu aumento no nivel de KC no ileo dos animais (Figura 25), com
relacdo ao grupo salina, e o pré-tratamento com abatacept agravou consideravelmente esse

parametro (p<0,05).
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Figura 27. Efeito do abatacept no nivel de KC no ileo de camundongos tratados com subdose

de irinotecano.

150- ab
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irinotecano 45 mg/kg

Os camundongos foram tratados com salina 0,9% (5 mL/kg i.p.) ou irinotecano (45 mg/kg i.p. 1xdia/4 dias), ou
pré-tratados com abatacept (10 mg/kg i.p.) 1h antes do irinotecano no primeiro dia, ou abatacept (10 mg/kg i.p.
no primeiro dia) isoladamente. A subdose de irinotecano induziu aumento no nivel de KC no ileo dos animais,
guando comparamos com o grupo injetado somente com salina. Abatacept quando injetado antes do irinotecano
promoveu aumento no nivel desta citocina em relagdo ao grupo salina e também irinotecano. O tratamento com
abatacept isoladamente ndo provocou aumento nos niveis dessa citocina. ap<0,05 Vs grupo salina. bp<0,05 S
grupo irinotecano. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido por Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo buscamos examinar o efeito da imunossupressdao com
abatacept no desenvolvimento e progressdo da mucosite intestinal induzida por irinotecano,
em modelo experimental utilizando camundongos swiss. Nossos resultados mostraram um
efeito deletério do pré-tratamento com este anticorpo no curso da mucosite, com agravo de
praticamente todos os parametros avaliados, como infiltrado neutrofilico, diarreia, aumento do
nivel de KC e dano intestinal acentuado, ocasionando, como consequéncia desses fatores,
reducdo da sobrevida.

Com o crescente interesse na investigagdo dos mecanismos envolvidos na
patogénese da mucosite intestinal induzida por irinotecano, modelos experimentais animais
foram desenvolvidos, reproduzindo da melhor forma possivel os sintomas observados na
clinica. Em alguns protocolos experimentais utilizando ratos, uma Unica injecdo endovenosa
de irinotecano na dose de 200 mg/kg é capaz de promover o desenvolvimento de mucosite
intestinal, determinada pelos niveis de diarreia e histologia e apresentando baixa taxa de
mortalidade. JA& no modelo de Ikuno et al. (1995), induziu-se mucosite intestinal pela
administracdo de irinotecano na dose de 100mg/kg durante quatro dias consecultivos
(GIBSON et al, 2007; LOGAN et al., 2008).

O modelo de indugdo de mucosite intestinal utilizado neste trabalho foi proposto por
Melo e colaboradores, (2008) e consiste em uma modificacdo do protocolo proposto pro
Ikuno et al. (1995). Melo et al. (2008) demonstrou que camundongos tratados com
irinotecano na dose de 75 mg/kg, administrado via intraperitoneal durante quatro dias
consecutivos apresentaram lesdo intestinal caracteristica de M1, além de diarreia e aumento na

producéo de citocinas pré-inflamatorias, como TNF-a, IL-1p e KC.

Para o pré-tratamento com abatacept, utilizou-se a dose de 10mg/kg, sendo esta a dose
utilizada na clinica e nos modelos animais de artrite reumatoide onde observou-se reducao
significativa de citocinas pro-inflamatorias utilizando esse anticorpo (WEISMAN et al., 2006;
KOLLER, 2007; PLATT et al., 2010; PATAKAS et al., 2016).

Lima-Junior (2008) demonstrou que a dose de 45mg/kg de irinotecano, apesar de
mielotoxica, era incapaz de reproduzir mucosite intestinal em camundongos swiss. O
tratamento dos animais com essa dose ndo induziu diarreia ou danos histopatoldgicos
significativos, o que foi determinado pelos escores histopatoldgicos (LIMA-JUNIOR, 2008).

A utilizacdo desta dose no nosso estudo buscou averiguar se abatacept seria capaz de agravar



58

os parametros inflamatérios quando em combinacdo com uma dose incapaz de gerar dano
intestinal. A eutanésia neste protocolo foi realizada no sétimo dia, ja que a sobrevida dos

animais foi consideravelmente maior.

O modelo descrito por Melo et al. (2008) apresenta baixa taxa de mortalidade,
sendo a eutanasia realizada no sétimo dia experimental apds o inicio do tratamento. No nosso
estudo, entretanto, a eutandsia dos animais foi feito no quinto dia para o protocolo I, devido a
alta taxa de mortalidade observada nos sexto e sétimo dias, principalmente no grupo tratado
com abatacept.

Pacientes submetidos a terapia antineoplasica normalmente apresentam intensa
perda de massa corporea. A perda de peso associada a ma-nutricdo aumenta o risco de
infeccbes e os gastos com salde, reduz a qualidade de vida, afeta a resposta ao tratamento
quimioterapico e reduz a sobrevida (SANCHEZ-LARA et al., 2013). Estudos prévios do
NOSSO grupo mostram que animais submetidos a tratamento com irinotecano apresentam uma
perda de peso consideravel, principalmente devido a intensa diarreia, mas também devido a
reducdo da superficie absortiva do intestino e aumento da motilidade (MELO, 2007; LIMA-
JUNIOR, 2008; WONG, 2013). O tratamento com abatacept em animais ndo esta relacionado
com perda de massa corporea, assim como observamos neste trabalho (BIGBEE et al., 2007;
ALl et al., 2015).

Diarreia tardia (ndo-colinérgica) € o principal evento observado nos pacientes
como consequéncia da terapia com irinotecano. Diversos estudos tém buscado explicar os
mecanismos que levam ao desenvolvimento desta. Nossos resultados corroboram com Lima-
Junior (2008), o qual observou diarreia precoce no quinto dia experimental com irinotecano
nas doses de 60 e 75 mg/kg, em modelo animal utilizando camundongos C57BL/6. Melo e
colaboradores (2008), em protocolo utilizando camundongos swiss tratados com irinotecano
na dose de 75 mg/kg observaram diarreia severa no sexto dia experimental.

Evidenciamos que animais tratados com abatacept uma hora antes do irinotecano
na dose de 75 mg/kg apresentaram diarreia severa ja no quinto dia experimental, e no segundo
protocolo, abatacept induziu desenvolvimento de diarreia de grau moderado no sexto dia,
comprovando o papel deletério deste, ja que Lima-Junior (2008), assim como Nno nosso
estudo, ndo observou diarreia em animais tratados apenas com subdose de irinotecano.

O desenvolvimento da diarreia e da mucosite parece ocorrer de forma
independente, pois a modulacdo com talidomida, por exemplo, capaz de aumentar a

degradacdo do mRNA de TNF-a, reduz os parametros inflamatérios mas nao representa
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nenhuma protecdo contra o desenvolvimento de diarreia em camundongos (MELO et al.,
2008; RIBEIRO et al., 2016). De forma semelhante, estudos mostram que abatacept
comprovadamente reduz os niveis de TNF-a, IL-1, IL-2 e IL-17 em modelos animais de
artrite, porém no nosso estudo essa inibicdo ndo protegeu contra o desenvolvimento de
diarreia (KO et al., 2010; PLATT et al., 2010; KORMENDY et al., 2013).

O dano & mucosa oral e do trato gastrointestinal (TGI) € um efeito adverso
bastante comum observado em pacientes submetidos a tratamentos antineoplasicos. Esse dano
a mucosa caracteriza a mucosite do trato alimentar, a qual tem como sintomas classicos dor e
ulceracdo, nauseas, vomitos, constipacdo e diarreia (GIBSON et al., 2007; LOGAN et al,
2008). Como demonstrado anteriormente nos resultados, irinotecano causou dano a mucosa
intestinal, o qual foi mais significativo quando se utilizou a dose de 75 mg/kg, e o pré-
tratamento com abatacept agravou as alterac@es funcionais e lesdo a mucosa do ileo, inclusive
nos animais tratados com subdose de irinotecano, como observamos na analise morfométrica
(quantitativa) e estes eventos que foram associados com o grau de diarreia observados.

Na patogénese da MI, padrGes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) e
padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) estimulam TLRs a ativarem MyD88 e
NFkB que por sua vez ativam a producdo de citocinas pro-inflamatérias da familia da IL-1,
como IL-1pB, IL-18 e IL-33. Estas citocinas contribuem para a producdo de quimiocinas,
levando ao recrutamento de neutréfilos, e induzem as células residentes intestinais a
expressarem COX-2 e iNOS, promovendo a producdo de prostaglandinas e éxido nitrico, o
gue agrava o dano a mucosa possivelmente pela acdo de radicais como peroxinitrito
(RIBEIRO et al., 2016).

Uma maneira indireta para avaliar a presenca de neutr6filos na lamina prépria
intestinal ¢ a avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase, presente nos granulos
azurdfilos de leucdcitos polimorfonucleares (BRADLEY et al., 1982). O pré-tratamento com
abatacept elevou a atividade dessa enzima inclusive nos animais tratados com a subdose
Irinotecano.

O modelo experimental reproduziu de maneira satisfatoria os resultados
encontrados nos diversos trabalhos do nosso grupo (MELO et al., 2008; LIMA-JUNIOR et
al., 2008; WONG et al., 2015) e tambem de outros pesquisadores (IKUNO et al., 1995;
GIBSON et al., 2003, LOGAN et al., 2008).

Trabalhos do nosso grupo demonstram que a resposta inflamatéria decorrente do
tratamento quimioterapico com irinotecano é mais pronunciada no ileo que nos outros

seguimentos intestinais, como por exemplo, a infiltracdo de neutrofilos, a qual é mais bem
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evidenciada nessa por¢do no quinto e principalmente no sétimo dia, em comparagdo com o
jejuno (WONG, 2013), sendo esta a razdo da escolha do ileo como por¢éo intestinal para se
avaliar os parametros inflamatorios e dano instestinal nos animais nesse trabalho.

O perfil de citocinas inflamatorias envolvidas na patogénese da mucosite
intestinal sugere a participacdo predominante de um perfil pro-inflamatorio, com participacéo
de células da imunidade inata e linfocitos Thl e Th2. Outro tipo de células T, as células T
regulatérias (Treg), foram mais recentemente descobertas, e apresentam atividade
imunossupressora com inducdo de um perfil de citocinas diferentes daquelas secretadas por
linfocitos Thl e Th2. As proporcdes relativas dessas subpopulagdes induzidas durante uma
resposta imune sdo os principais fatores determinantes das conseqiiéncias patoldgicas dessa
resposta. Quando um dos dois perfis, o pré ou o anti-inflamatdrio, predomina durante o
desenvolvimento de uma resposta imune, esta torna-se cada vez mais polarizada na direcédo
desta (MCGUIRK & MILLS, 2002 apud LIMA-JUNIOR, 2008).

O tratamento com irinotecano ocasiona aumento na frequéncia de células T
regulatérias e Th17 na lamina propria intestinal, no quinto e principalmente no sétimo dia, e a
deplecdo de Tregs com ciclofosfamida reduziu a sobrevida e agravou a perda de massa
corpdrea, diarreia e infiltracdo de neutréfilos, demonstrando a importancia do equilibrio entre
perfil pr6 e anti-inflamatdrio na patogénese da MI induzida por irinotecano (dados nédo
publicados).

Pouco se sabe sobre o efeito do abatacept sobre linfocitos T regulatorios.
Enquanto alguns estudos mostram deplecdo destas células (RIELLA et al., 2012;
NAKAMURA et al., 2014), outros autores observaram aumento na freqiiéncia deste subtipo
linfocitario (KO et al., 2010; BONELLI et al., 2015). Adicionalmente, Alvarez-Quiroga e
colaboradores (2011) demonstraram que abatacept reduz a frequencia de Tregs mas aumenta a
sua atividade. Ainda, Ahmadi et al. (2014) observaram que abatacept mantem a capacidade
profiferativa de Tregs inalterada in vitro. Ndo se sabe, portanto, se o efeito deletério de
abatacept tem relacdo com a deplecéo de células Treg, que como ciclofosfamida levaria ao
agravo da mucosite.

Como descrito anteriormente, a patogénese da MI induzida por irinotecano em
animais envolve a participacdo de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a, IL-1, e KC, sendo
esta Ultima citocina anéloga a IL-8 nos camundongos (LOGAN et al., 2008; MELO et al.,
2008). As citocinas primérias, TNF-a, IL-1, produzidas por macrofagos residentes em
resposta a patdgenos estimulam as células endoteliais a expressarem as moléculas de adesdo E

e P-selectinas, promovendo o rolamento de neutréfilos. Ainda em resposta a estas mesmas
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citocinas, macrofagos e células endoteliais produzem quimiocinas, como IL-8, que atraem 0s
neutréfilos para o local da inflamacdo e aumentam a expressdo de moléculas de adesdo
protéicas denominadas ICAMSs na superficie do endotélio, as quais se ligam as integrinas na
membrana celular dos neutréfilos, promovendo sua adesdo e extravasamento para o foco
inflamatdrio (ABBAS, LICHTMAN, 2007).

Como observado no nosso estudo, o tratamento com irinotecano aumentou o nivel
de KC no ileo de camundongos apenas na dose de 75 mg/kg. De forma interessante, o pré-
tratamento com abatacept aumentou de forma considerdvel os niveis dessa citocina em
relacdo ao grupo tratado com irinotecano na dose de 45 mg/kg, a qual ndo havia induzido
aumento nessa citocina. Este resultado corrobora com os achados no ensaio de
mieloperoxidase, onde observamos aumento no infiltrado de neutréfilos nesses animais.

O reconhecimento de patdgenos pelos macréfagos e neutréfilos se da através de
receptores Toll-like (TLR), especificos para estruturas frequentemente presentes nas
moléculas microbianas. Os TLR2 sdo responsaveis pela resposta dos macréfagos a
lipoglicanos bacterianos, TLR4 para lipopolissacarideo bacteriano, TLR5 para flagelina e
TLR9 para nucleotideos CpG ndo-metilados das bactérias (ABBAS, LICHTMAN, 2007).
Estudos mostram a ocorréncia de mudancas quali e quantitativas na microbiota intestinal
relacionadas com o tratamento com irinotecano, mudangas estas que apresentam papel
significativo no desenvolvimento e severidade da mucosite intestinal, principalmente durante
septicemia, através da ativacao de receptores Toll-like, que levam a amplificacdo da resposta
inflamatdria e, portanto, do dano intestinal (BRANDI et al., 2006; STRINGER et al., 2007,
WONG et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016).

Associado & mudanga na microbiota intestinal e aumento do nimero de bactérias,
0 dano a barreira constituida pela mucosa intestinal leva a translocacdo bacteriana para a
circulacdo sistémica, podendo ocasionar o desenvolvimento de mucosite oral, aumentar o
risco de infeccOes e hospitalizacbes em decorréncia desta, e provocar diarreia (BRANDI et
al., 2006; SONIS, 2007; STRINGER et al., 2013).

Os microorganismos intracelulares fagocitados por macrofagos e células
dendriticas sdo eliminados pela imunidade celular mediada pelos linfocitos T. Estas células
apresentam 0s antigenos provenientes destes microorganismos as células Th virgens nos
orgéos linfoides e promovem a ativagdo e proliferacdo destes a linfocitos Thl ou Th2. As
células Thl estdo relacionadas com a defesa contra protozoarios, bactérias intracelulares e
virus, enquanto a resposta Th2 é efetiva contra helmintos e bactérias extracelulares (MILLS,
MCGUIRK, 2004).
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Linfocitos T apresentam papel regulatério da atividade citotdxica e fagocitica de
células da resposta imune inata, onde Thl produzem IFN-y, o qual estimula a atividade
microbicida de macréfagos, induz a expressao de MHC | e MHC II, ativa linfécitos T
citotoxicos e células natural killer (MONSERRAT et al., 2012; GIZINSKI, FOX, 2014).
Abatacept, por inibir a ativagdo de linfocitos T reduz os niveis de IFN-y (PLATT et al., 2010;
KORMENDY et al., 2013). Esta reducdo pode prejudicar, desta forma, o clearance
bacteriano.

A importancia da resposta imune adaptativa é reconhecidamente necessaria para a
eliminacdo de patégenos como virus, protozoarios e bactérias e sabe-se, por exemplo, que a
sepse esta relacionada a niveis reduzidos de linfocitos Th no sangue periférico de pacientes,
assim como do nivel de citocinas relacionadas a estas células (CHEADLE et al., 1993; LE
TULZO et al., 2002; CHEN,YE, 2011, CABRERA-PEREZ et al., 2014). Abatacept parece
contribuir para a eliminacdo ineficaz dos patégenos, e isto associado ao dano a mucosa
intestinal aumenta o risco de translocacdo bacteriana, levando a morte dos animais
provavelmente por sepse.

Para a comprovacdo do efeito imunossupressor de abatacept, se faz necessaria a
caracterizagdo do perfil linfocitario no intestino destes animais, além da dosagem de citocinas
que acreditem nossa hipétese, o que sera realizado em experimentos futuros. Este trabalho
veio agregar um dado a mais no entendimento da complexa etiologia da mucosite intestinal
induzida por irinotecano, principalmente se considerarmos que a literatura ndo apresenta
ainda dados consistentes sobre a participacdo de linfocitos nesta patogénse. Os resultados
apresentados aqui fornecem uma base para estudos mais aprofundados, de forma a identificar

0 mecanismo pelo qual a imunossupresséo agrava 0s parametros avaliados.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados desse trabalho, podemos concluir que abatacept, quando
associado ao irinotecano, promove agravo da toxicidade intestinal, aumentando a resposta
inflamatoria e o dano tecidual associados & mucosite induzida pelo tratamento quimioterapico

a base de irinotecano.
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