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RESUMO

Introdugcdo: A mucosite induzida por antineoplasicos é um fator limitante na terapia
anticancer. Mucosite € um termo clinico que descreve uma sindrome caracterizada por
ulceracdo da mucosa de todo o trato digestivo. O trato gastrintestinal é vulneravel por causa
da alta proliferacéo e frequéncia de renovacado celular. Assim, a mucosite intestinal resulta
de eventos inflamatérios, que levam as alteracbes de permeabilidade e transito intestinal e
de alteragcbes na motilidade intestinal tanto na fase inflamatéria, como na fase pos-
inflamatoria. Pentoxifilina (PTX) € um importante inibidor da sintese de citocinas, além de
apresentar efeito protetor sobre a mucosite oral por 5-FU em hamster. A dexametasona
(DEXA) é um glicocorticéide cujo principal efeito farmacolégico decorre de sua acéo
antiinflamatoria e imunossupressora. Objetivos: Avaliar o efeito do tratamento com
pentoxifilina ou dexametasona na resposta inflamatéria e nas alteragcbes da motilidade
digestiva associadas a mucosite intestinal experimental induzida por 5-FU. Métodos: Ratos
Wistar machos (200 — 250g) foram tratados no dO com 5-FU (150 mg/Kg, i.p. dose Unica) ou
com 5-FU + PTX (90mg/Kg, s.c.) ou 5-FU + DEXA (2,5mg/Kg, i.p.). A PTX e a DEXA foram
administradas meia hora apés a administracdo de 5-FU no dO e diariamente até o sacrificio.
No d3 os animais foram sacrificados, amostras do duodeno, jejuno e ileo, foram removidas
para avaliar a injuria epitelial por morfometria, escores histolégicos, pela atividade de MPO e
pela concentracdo de GSH. Para avaliacdo de citocinas amostras de duodeno foram
retiradas e pelo método de ELISA foi determinada a concentragdo de TNF-a e IL-1B e pela
imunohistoquimica foi observado a imunomarcacao. Ja na técnica de esvaziamento gastrico
0s animais receberam o mesmo tratamento descrito anteriormente. Posteriormente, foram
deixados em jejum de 18 horas do d2 para o d3. No d3, foram administrados 1,5 ml da
solucdo glicosada (5%) contendo vermelho de fenol (VF) a 0,75 mg/ml em cada animal.
Apds 20 min, os animais foram sacrificados e submetidos a uma laparotomia mediana. O
intestino delgado foi exposto e divido em 3 partes iguais: proximal, medial e distal. Com o
auxilio de uma proveta contendo uma solu¢cdo de NaOH (100ml, 0,1N) o volume do
estbmago e dos segmentos do intestino delgado foram determinados. A absorbancia da
amostra foi lida sob um comprimento de onda de 540 nm. Resultados: O tratamento com 5-
FU foi capaz de induzir uma lesdo intestinal com um importante comprometimento da
barreira epitelial funcional com a presenca das seguintes alteracBes: encurtamento
acentuado das vilosidades intestinais, necrose parcial de criptas, vacuolizacdo de células,
presenca de infiltrado mono e polimorfonucleares, producéo de radicais livres com consumo
de GSH, aumento na concentracdo de TNF-o e IL-1 com maior imunomarcacao (no
duodeno) e alteracdes na motilidade digestiva. O tratamento com DEXA e PTX reduziu
significativamente as lesdes intestinais, com recuperacdo da altura dos vilos, recuperacéo
da profundidade das criptas, diminuicdo do infiltrado neutrofilico, aumento dos niveis de
glutationa e reducdo da concentragdo de TNF-a, IL-1 com uma menor imunomarcagao.
Contudo somente o tratamento com DEXA foi capaz de reverter o retarde do esvaziamento
gastrico e do transito gastrintestinal. Conclusé&o: 5-FU induz mucosite intestinal em ratos
com a participacdo de TNF-a e IL-1B, a qual se associa com retarde no esvaziamento
gastrico e no transito gastrintestinal. O tratamento com PTX ou DEXA foram capaz de
reverter parte dos achados inflamatérios, entretanto, somente o tratamento com DEXA foi
capaz de reverter parcialmente as alteragdes na motilidade digestiva associadas a mucosite
por 5- FU em ratos.

Palavras-chave: Mucosite, Doencas inflamatorias intestinais, Fluoruracila, Pentoxifilina,
Dexametasona, Ratos.



ABSTRACT

Introduction: One of the most important limitation of antineoplasic chemotherapy is the
intestinal mucositis. Mucositis is a clinical term wich describes a syndrome characterized for
ulceration in the digestive tract. Gastrointestinal tract is vulnerable because it have elevated
proliferation cellular renovation. Intestinal mucositis results in inflammatory events, that leads
the alterations in permeability and gastrointestinal motility in the inflammatory phase, as in
the post-inflammatory phase. Pentoxifylline (PTX) is important inhibitor of the cytokines
synthesis, with a protective effect against 5-FU- induced oral mucositis in hamster.
Dexamethasone (DEXA) is glucorticoide with anti-inflammatory and immunosuppressive
effects. Aim: To evaluate the effect of the pentoxifylline or dexamethasone treatments in the
inflammatory response and alterations of the gastrointestinal motility associate with 5-FU-
induced intestinal mucositis. Methods: Male Wistar rats (200 — 250q) treated in dO by 5-FU
(150 mg/Kg, i.p. only dose) or 5-FU + PTX (90 mg/Kg, s.c.) or 5-FU + DEXA (2.5mg/Kg, i.p.).
PTX or DEXA were administrated 30’ after 5-FU, and then daily. In d3, animals were
sacrificed, samples duodenum, jejunum and ileum were removed for assessment epithelial
damage for morphometric, histological scores, MPO activity and GSH concentration. In order
to evaluate the concentration of TNF-a and IL-13, duodenum samples were removed and
ELISA or imunohistoquimic for this cytocines were performed. In order to evaluated the
gastrointestinal motility, animals received same treatment described previously, then were
fasted for 18h of the d2 to d3. In d3 the animals were gavage-fed with a test meal and
sacrificed 20 min later. Stomach and consecutive intestinal segments same (proximal, medial
and distal) were obtained. Each segment was placed in a measuring cylinder and the volume
measured by adding 100 mL of 0.1 NaOH. The absorbance of the sample was read at a 540
nm. Results: The treatment with 5-FU induced intestinal damage with an important
disruption of the functional epithelial barrier and presence of these following alterations:
shortening villus, partial necrosis crypts, vacuolated cells, presence of infiltrated mono and
polymorphonuclears, production of free radicals with GSH consumption, increase in the
concentration of TNF-o and IL-1p in the duodenum, and gastrointestinal dismotility. The
treatment with DEXA and PTX significantly reduced the intestinal damage, with recovery of
the high villus, depth of crypt, reduction of the neutrophil infiltration, increase of the levels of
glutathione and reduction in the TNF-a and IL-1p concentrations. However, only the
treatment with DEXA was able to reverse the delays gastric emptying and gastrointestinal
transit induced by intestinal mucositis. Conclusion: 5-FU induces intestinal mucositis in rats
with the participation of TNF-a and IL-1f. It associates with delayed gastric emptying and
gastrointestinal transit. We conclude also that PTX or DEXA- treatments decreases the
inflammatory response. On the other hand, only DEXA treatment reversed gastrointestinal
dismotility associate with 5— FU- induced intestinal mucositis in rats.

Keywords: Mucositis, Inflamatory bowel diseases, Pentoxifylline, Fluorouracil,
Dexamethasone, Rats.
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1 INTRODUCAO

O cancer estabelecido, doenca de alta prevaléncia e incidéncia, para o
qual existem trés abordagens principais de tratamento, excisdo cirdrgica, irradiacdo
e quimioterapia e o papel de cada uma delas vao depender do tipo de tumor e do
estagio de seu desenvolvimento. A quimioterapia pode ser utilizada como terapia
propriamente dita ou como adjuvante de outras formas de tratamento (RANG; DALE;
RITTER, 2009).

Em 1865, Lissauer constatou atividade antitumoral do arsénico sistémico
contra leucemia cronica. Mais adiante, durante a | e a Il Guerras Mundiais,
observou-se a associagcao entre a exposicdo do gas mostarda, arma quimica muito
utilizada nesta época, e o desenvolvimento de aplasia medular. Em virtude deste
fato, a mostarda nitrogenada e seus derivados tornaram-se objeto de varios estudos.
Em 1943, no Yale Cancer Center, os agentes alquilantes foram utilizados pela
primeira vez em linfomas de Hodgkin e linfomas linfocitos. Em 1957, Heidelberger et
al. sintetizaram o 5-fluorouracil (5-FU), quimioterapico muito utilizado até o presente
momento. No final da década de 1950, os alcaloides da vinca, como a vinblastina e
a vincristina, foram incorporados ao arsenal terapéutico. Da segunda metade do
século XX até os dias de hoje, houve um grande progresso com a descoberta de
novas drogas (IKEMORI et al.,2003). Os agentes antineoplasicos sdo, em sua
maioria, antiproliferativos, pois danificam o DNA e, portanto, desencadeiam o
processo de apoptose. Além disso, afetam rapidamente as células normais em
rapida divisdo e, por conseguinte, tendem a deprimir a medula Ossea, a
comprometer a cicatrizacdo, deprimir o crescimento, causar esterilidade, queda dos
cabelos e ser teratogénicos (RANG; DALE; RITTER, 2009).

Drogas antimetabodlicas sdo antineoplasicos que apresentam forte
semelhanca estrutural com o acido félico e as bases purina e pirimidina envolvidas
na sintese de DNA, RNA. Diferem, entretanto, no arranjo molecular do metabdlito
correspondente, em grau suficiente para atuarem como substratos falsos em
reacdes bioquimicas, inibindo etapas de sintese ou incorporando-se em moléculas e
interferindo na funcdo ou replicacdo celular. Caracteristicamente, os antimetabdlitos
exercem seus principais efeitos durante a fase S (sintese de DNA) do ciclo celular.

Portanto, interferem no crescimento das células de rapida proliferacdo em todo o
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organismo como medula 6&ssea, células germinativas, foliculos pilosos e
revestimento do trato gastrointestinal (KWOK; SCHUBERT, 2000). Sao divididos em
trés classes: os analogos do acido félico, os analogos da purina e os analogos da

pirimidina.

1.1 5-Fluorouracil

O 5-Fluorouracil, andlogo da pirimidina, foi selecionado para este estudo,
sobretudo pelos efeitos colaterais causados nas células do trato-gastrintestinal e por
ser utilizado no tratamento de varios tipos de cancer. E uma droga antimetabdlica da
classe das fluoropirimidinas e que foram desenvolvidas a partir da década de 50,
com o objetivo de inibir processos essenciais para as células onde podemos citar a
incorporacdo de moléculas de DNA e/ou RNA, processo essencial para sintese e
metabolismo de novas células. (RUTMAN; CANTAROW,; PASCHKIS, 1954). O
mecanismo de citotoxicidade atribuido ao 5-FU esta na sua capacidade de
incorporar fluoronucleotideo na molécula de DNA e/ou RNA bem como pela inibicao
da enzima timidilato sintase (TS), essa enzima € importante no processo de
fornecimento de grupos timidilatos para o reparo e sintese de DNA (LONGLEY;
HARKIN; JOHNSTON, 2003).

O 5-FU é um analogo da uracila adicionado a uma molécula de flior na
posicdo C-5 (FIGURA 1). No intracelular, é convertido em varios metabdlitos:
fluorodioxuridina monofosfato (FAUMP), fluorodioxuridina trifosfato (FAUTP) e
fluorouridina trifosfato (FUTP). Esses sdo metabdlitos ativos que interferem na
sintese de RNA e na acédo da TS. O catabolismo do 5-FU é determinado pela
dihidropirimidina desidrogenase (DPD) que converte o 5-FU em dihidrofluorouracil
(DHFU). Mais de 80% do 5-FU administrado é catabolizado no figado onde a DPD é
expressa de forma abundante. A TS catalisa a metilacdo da deoxiuridina
monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato (d{TMP) com a utilizacdo de um
folato como doador metil. Esta reacdo fornece timidilato que é necessaria para a
replicacédo e o reparo do DNA. O FAUMP interage com a TS formando um complexo
estavel que bloqueia o substrato dUMP e inibe a sintese de deoxitimidina
monofosfato (dTMP). A deplecdo da dTMP resulta em deplecdo da deoxitimidina

trifosfato (dTTP) que leva as alteracdes em outros deoxinucleotideos. As alteracdes
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nos deoxinucleotideos interrompem a sintese e o reparo do DNA, causando dano
letal. Além disso, a inibicdo de TS resulta em acumulo do dUMP, com aumento do
dUTP. O dUTP e o FdUTP (metabdlito do 5-FU) podem ser incorporados
erroneamente ao DNA, o que impede o reparo da uracila através da excisdo de
nucleotideo. Essas alteracdes levam a morte celular. O dano ao DNA causado pela
incorporacao errénea de dUTP é dependente dos niveis da pirofosfatase dUTPase,
que limita o actmulo intracelular de dUTP (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).
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Figura 1- Estrutura quimica do 5-Fluorouracil

Fonte: LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003

Assim como outros antimetabolitos, o 5-FU exerce suas a¢des sobre as
células que se encontram na fase S do ciclo celular, o que contribui para reduzir
seus efeitos colaterais, uma vez que a populacdo de células, que ndo se encontram
nessa fase, € poupada de suas acbes (GREM, 2001). 5-FU é utlizado para o
tratamento de varios tipos de cancer, incluindo o cancer de mama e o coloretal,
sendo de maior impacto nesse Uultimo tipo. Seus efeitos adversos variam
consideravelmente de acordo com o tratamento, dose utlizada e via de
administracdo e sdo mais evidentes em células com grande indice de mitoses, como
tecidos de rapida proliferacdo. Na medula 6ssea resulta em granulocitopenia e
trombocitopenia, no trato gastrintestinal resulta em mucosite oral, mucosite intestinal,
faringite, esofagite, gastrite, colite, entre outros (KOENIG; PATEL, 1970). Alopecia,
dermatite, cardiotoxicidade e mais raramente, neurotoxicidade também sé&o efeitos
toxicos observados na utilizacdo do 5-FU (PIRZADA; ALl; DAFER, 2000).
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1.2 Mucosite intestinal

A mucosite induzida por antineoplasicos é um fator limitante na terapia
anticancer. Mucosite é um termo clinico utilizado para caracterizar ulceracbes da
mucosa de todo o trato digestivo, e sintomas pertinentes (SONIS, 1993). A
frequéncia da observagdo da mucosite varia e é influenciada pelo diagnéstico do
paciente, idade, nivel de saude, tipo, dose e frequéncia da droga administrada
(SONIS, 1997). Esse efeito colateral é bastante comum nos pacientes portadores de
cancer submetidos a tratamento com agentes quimioterapicos diversos, em especial,
os antimetabdlitos, como por exemplo, o metotrexato e 5-fluorouracil, mas também
com outros agentes como cisplatina, doxorubicina, ifosfamida, etc. Tem sido descrito
incidéncia de mucosite de aproximadamente 40% associada ao uso de varios
agentes quimioterapicos (CABALLERO; AUSMAN; QUEBBEMAN, 1985; BALIS et
al., 1985; ROTH et al., 1991; MAGRATH et al., 1984; BISHOP et al., 1986), além de
ser bastante comum em pacientes submetidos a radioterapia abdominal (ALTMANN,
1974). Varios estudos demonstram a incidéncia de mucosite como efeito colateral do
5-FU em aproximadamente 8 a 89 % dos casos de cancer retal (MINSKY et al.,
1993; LEVI et al., 1994; ROSSO et al., 1994), 15 a 40% dos individuos com cancer
gastrico (LACAVE et al., 1991; PYRHONEN, et al.,1995).

O trato gastrointestinal é vulneravel por causa da alta proliferacdo e
frequéncia de renovacdo celular (PARRILLI et al.,, 1989; PLEDGER et al., 1988).
Sonis (1998) caracterizou quatro fases fisiopatologicas da mucosite: uma fase
inflamatoria/vascular, uma fase epitelial, uma fase bacteriol6gico-ulcerativa e uma
fase de resolucdo. Cada fase é independente e € consequéncia de uma série de
acOes mediadas por citocinas, fatores de crescimento, sobre o efeito direto do
quimioterapico no epitélio, sobre a flora bacteriana, além de depender do “status” da

medula 6ssea do paciente (PICO et al., 1998).

1.2.1 Papel das citocinas na mucosite intestinal

Na primeira fase ha liberacdo de citocinas (interleucina 1 [IL-18]) do
epitélio e dos tecidos conectivos devido ao efeito de quimioterapicos (SONIS, 1998).

Citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e IL-1B podem iniciar uma
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resposta inflamatdria que resulta em aumento da vascularizagdo sub epitelial (PICO
et al.,, 1998). A segunda fase, ou fase epitelial € caracterizada pela reducédo da
renovacgdo epitelial que resulta em atrofia. A fase ulcerativa € a mais sintomética e
complexa, dentre as quatro fases, ocorre falha na barreira da mucosa, juntamente
com neutropenia, que pode levar o paciente ao risco de infec¢do. E por ultimo
observa-se a fase de resolucdo da mucosite, com proliferacdo e diferenciacao
celular, retorno normal das células sangiineas periféricas e controle da flora
bacteriana (PICO et al., 1998).

Citocinas podem induzir apoptose e tém contribuido para a disfuncdo de
barreira presente nos processos inflamatorios intestinais (STRATER et al., 1997).
Citocinas inflamatoérias, tais como IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-2 e citocinas
antiinflamatorias, tais como IL-1ra, TGF-B, IL-4, IL-10 e IL-11 podem estar envolvidas
na lesdo e reparo da mucosa (WILSON; GIBSON, 1997). IL-1B possui influéncia
marcante no desenvolvimento de lesdes e na secrecdo intestinal por estimular a
sintese de PGs (THEODOROU et al., 1994) e IL-8 (SARTOR, 1994).

O TNF-a, uma importante citocina pré-inflamatéria produzida
principalmente por macrofagos e mondcitos ativados, exerce um papel chave como
mediador das respostas inflamatorias e imunes. Sua producdo por fagocitos
mononucleares € regulada por niveis intracelulares de cCAMP e outras substancias
como as prostaglandinas E,, capazes de aumentar os niveis de cAMP, reduzem a
liberacdo de TNF-a através de uma regulacdo negativa da expressao de seu gene
(DOHERTY et al., 1991; SCHMIDT-CHOUDHURY et al., 1996). Estudos recentes
relataram a habilidade da teofilina em suprimir a producéo de TNF-a por macréfagos
e monacitos por aumentar o acumulo intracelular de cAMP (MARQUES et al.,1999).

Muitos distarbios estdo frequentemente associados com uma elevacgao
sérica dos niveis de TNF-a, e muitos procedimentos terapéuticos, como
guimioterapia, irradiacéo e transplante de medula éssea, podem induzir a expressao
de TNF-a (YANG; CHUEN; SHAIO, 1995). Citocinas como: IL-1B, TNF-a, IL-6 e
TGF-p também podem ser expressas no plexo mioentérico em ratos infectados por
nematoides e serem responsaveis por alteracdes na motilidade (COLLINS, 1996).
IL-6 pode ser produzida diretamente pelas células musculares lisas durante a
inflamacéo intestinal (SCHWARZ et al., 2004; WEHNER et al., 2005).
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1.2.2 Aspectos funcionais da mucosite intestinal

Pacientes sob terapia antineoplasica podem sofrer de outros sintomas,
como dispepsia, disfagia e diarréia que ndo sao controlados por drogas antieméticas
(RIEZZO et al., 2005). O conjunto desses sintomas foi denominado de sindrome
dispéptica associado a quimioterapia do cancer (CADS). Recentemente,
pesquisadores sugeriram que a causa dessa sindrome pode estar associadas as
anormalidades da motilidade do trato gastrintestinal (RIEZZO et al., 2001). Essas
alteracoes da motilidade gastrintestinal podem ser provenientes de eventos
inflamatoérios. Sendo assim, podemos reforcar a hipétese de que as alteracbes
funcionais advindas de processos inflamatérios e pdés-inflamatérios podem estar
relacionadas as alteracfes estruturais do musculo liso gastrintestinal e/ou alteracdes
neuronais, principalmente do plexo mioentérico. Porém 0s possiveis mecanismos
ainda nao foram completamente elucidados.

Apesar da maioria das pesquisas terem se direcionado a mucosite oral
pela facilidade da observacdo das lesdes e dos resultados de tratamentos, a
mucosite intestinal destaca-se pelos seus importantes sinais e sintomas tais como
nauseas, vomitos, dores abdominais e diarréia.

Recentemente, demonstramos que a mucosite intestinal induzida por 5-FU
em ratos esta relacionada a alteragcbes motoras (retarde no esvaziamento gastrico e
hipercontractilidade na musculatura lisa do estbmago e duodeno) que ocorrem tanto

na fase inflamatoria, como na pos-inflamatéria dessa patologia (Soares et al., 2008).

1.3 Pentoxifilina (PTX)

E uma metilxantina que foi descrita inicialmente como agente
hemorreoldgico (FIGURA 2), favorecendo a perfusdo da microcirculagdo sanguinea
de leitos periféricos e cerebrais, portanto, Gtil para terapia de diversas doencas
vasculares (WARD; CLISSOLD, 1987). Possui efeito hemodinamico primario devido
a sua capacidade de reduzir a viscosidade do sangue e aumentar a deformidade dos
eritrocitos. A reducédo da viscosidade do sangue e do plasma ocorre pela reducéo da
agregacdo plaquetaria e das concentracfes plasmaticas de fibrinogénio, o que

diminui o potencial de formacdo de trombos, melhorando a perfusao na circulagéao
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microvascular. A PTX exerce estes efeitos farmacologicos por inibir a
fosfodiesterase, aumentando desta forma as concentragfes intracelulares de
monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), bem como por reduzir a sintese do TXA;
e aumentar a sintese de PGl,. J& 0 aumento da deformidade dos eritrécitos envolve
aumento do trifosfato de adenosina (ATP) e nucleotideos nos eritrécitos (WARD;
CLISSOLD, 1987).
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FIGURA 2- Estrutura quimica da Pentoxifilina.
Fonte: PubChem Compound; Palavra-chave: Pentoxifylinne; Selecionar: 16219830;
[Nov.2006])

A PTX é bastante utilizada em doencas oclusivas arteriais periféricas e
disturbios de natureza aterosclerética ou diabética, como claudicacao intermitente e
Ulceras nas pernas e gangrena, alteracbes circulatérias cerebrais, estados
isquémicos e pés apopléticos (WARD; CLISSOLD, 1987; BOMBINI et al., 2004).

Pesquisas mostram que os novos usos da PTX se relacionam ao seu
efeito antiinflamatorio, por afetar a aderéncia de neutrdfilos, a producédo de citocinas
(GOMEZ-CAMBRONERO et al., 2000; CARNEIRO FILHO et al., 2004; ABDEL-
SALAM et al., 2003; BOMBINI et al., 2004; LIMA et al., 2004; LIMA et al., 2005),
oxido nitrico (BESHAY et al.,2001) e a molécula de adeséo intercelular (ICAM-1)
(FUNK et al., 1995). Assim, a PTX e seus metabdlitos modulam a adesédo de
leucdcitos polimorfonucleares (PMN), a producéo de superoxidos e a degranulagéo
(SULLIVAN et al.,1988). Devido ao seu potencial imunomodulador, a PTX tem sido

alvo de pesquisas para o tratamento de doencas inflamatorias (GOMEZ-
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CAMBRONERO et al., 2000; CARNEIRO FILHO et al., 2004), da perda de peso dos
pacientes com cancer (MATTOX, 2005) e cancer (MISIRLIOGLU et al., 2006).

Varios estudos tém comprovado que a PTX reduz os niveis de TNF-a
(SULLIVAN et al., 1988; STRIETER et al., 1988; NEUNER et al., 1994; FUNK et al.,
1995; HUIZINGA et al.,1996; SCHMIDT-CHOUDHURY et al., 1996; VAN FURTH et
al., 1997; SILVA et al., 2000; MARCINKIEWICZ et al., 2000; HADDAD et al., 2002; JI
et al., 2004), por inibir a transcricdo génica (DOHERTY et al.,1991) pelo aumento da
geracao intracelular de cAMP (STRIETER et al.,1988; MARCINKIEWICZ et al.,
2000).

1.4 Dexametasona (DEXA)

A dexametasona (DEXA) é um glicocorticoide, analogo sintético da
hidrocortisona (FIGURA 3), cujo principal efeito farmacologico decorre de sua acao
antiinflamatoria e imunossupressora. E um agente que pode ser administrado por
diversas vias, sendo em sua maioria administrados por via oral. Uma vez absorvidos,
os glicocorticéides se ligam a globulina ligadora de corticosterdide (GLC) e penetram
nas ceélulas por difusdo simples. A metabolizacdo ocorre no figado (RANG; DALE;
RITTER, 2009).

FIGURA 3- Estrutura quimica da Dexametasona

Fonte: PubChem Compound; Palavra-chave: Dexamethasone;
Selecionar: 5743; [Nov.2006])
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Inimeros mecanismos estdo envolvidos na supressdo da inflamacédo
pelos glicocorticéides. Atualmente esta claro que os glicocorticoides, através de
multiplas células, sdo capazes de inibir a producao de fatores que séo criticos na
geracao da resposta inflamatéria. Como consequéncia, ocorre uma reducdo na
liberacdo de fatores vasoativos e quimiotaxicos, secrecdo reduzida de enzimas
lipoliticas e proteoliticas, menor extravasamento de leucdcitos para as areas de
leséo e, por fim, fibrose diminuida (SCHIMMER; PARKER, 1996).

Algumas das ac¢Bes antiinflamatérias dos corticosterdides podem resultar
dos seus efeitos inibitorios sobre a sintese de prostaglandinas. Esse efeito também
€ medido pela sintese de proteinas, visto que os corticosteréides induzem a sintese
de transcortina e macrocortina — proteinas que inibem a sintese de prostaglandinas
através da inibicdo da fosfolipase A2. As respostas mediadas por células podem ser
inibidas indiretamente pela inibicdo da producdo de determinadas citocinas,
incluindo o TNF-a e outras interleucinas (OSWALD; GUIMARAES, 2001;
GRAHAME-SMITH; ARONSON, 2002).

A inducdo da sintese de lipocortinas, proteinas pertencentes a
superfamilia de proteinas dependentes de calcio, as anexinas, tem sido sugerido
como principal mecanismo pelo qual os glicocorticbéides, como a dexametasona,
desempenham a sua atividade antiinflamatoria (FLOWER, 2006; PEERS et al.,
1993). Essas proteinas possuem atividade anti-fosfolipase A, reduzindo assim, a
biossintese de eicosanodides (prostaglandinas e leucotrienos) e PAF (FLOWER,
2006).

Os (glicocorticoides também exercem importantes acOes sobre as
respostas imunolégicas especificas do hospedeiro, pelo menos parcialmente,
através de seus profundos efeitos sobre a producdo de citocinas (SCHIMMER;
PARKER, 1996). A dexametasona possui efeito inibitério sobre a sintese de
citocinas, tais como a IL-1B, IL-8, e TNF-a, devendo ser destacado que, além de
inibir sua producéo, também bloqueia varios dos seus efeitos, como é o caso da
reducédo da expressdao de receptores para IL-8 (BARNES; ADCOCK, 1993).

Considerando os  glicocorticbéides como  importantes agentes
antiinflamatérios, cujos efeitos sdo parcialmente devidos a atenuacdo da producéo
de citocinas pré-inflamatorias (BLEEKER et al., 1997), é importante ressaltar que as

acbes imunossupressoras e antiinflamatérias dos glicocorticoides estdo
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indissoluvelmente ligadas, talvez porque ambas resulta, em grande parte, da inibicao
de funcdes especificas dos leucocitos (BOUMPAS,1993).

Por estas razdes, os glicocorticéides tém representado importante e
muitas vezes decisivo instrumento terapéutico no manejo de varias patologias.
Sabe-se, no entanto, que o0 seu uso prolongado € limitado por importantes efeitos
adversos. Estes incluem supressao adrenal, alteragbes dos faneros, 0ssos e tecido
conjuntivo e, em criancas, diminuicdo da velocidade de crescimento (PEDESSEN;
O'BYRNE, 1997), dentre outros. A terapéutica prolongada com doses
suprafisiolégicas pode ter consequiéncias téxicas, sendo um dos mecanismos de
toxicidade a desregulacdo da transcricdo. Os glicocorticéides alteram a ativacdo dos
fatores de transcricdo (TFs), por mimetizacdo dos ligantes enddgenos ou por
alteracdo do sinal de ativacéo, induzindo a apoptose de células linféides. O NF-kB
atua como fator de transcricdo, tendo um papel importante na inflamacédo e nas
reacdes de fase aguda. O NF-kB também protege as células da apoptose por
manter a transcricao do c-Myc, o qual € necessario para a sobrevivéncia das células
e permite a ativacdo de genes anti-apoptéticos. O kB liga-se ao NF-kB, inibindo a
sua transferéncia para o nucleo e a sua fungcdo como fator de transcricdo. Os
glicocorticéides atuam por aumento na sintese de IkB, diminuindo a ativacdo do NF-
kB e a expressdo do c-Myc. Este mecanismo de alteracdo do sinal de ativacao,
executado pelos glicocorticéides, contribui para o efeito apoptotico das células
linféides (FIGURA 4) (KLASSEN et al., 2001).

FIGURA 4- Mecanismo de agdo da Dexametasona
Fonte; KLASSEN et al., 2001
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1.5 Mucosite por antineoplésicos e a contribui¢cédo do lafica

Nosso grupo de pesquisa vem h& varios anos dedicando-se ao estudo
dos mecanismos e mediadores envolvidos nos efeitos colaterais da quimioterapia do
cancer, como a mucosite intestinal. Nesse contexto, desde 2004 temos sugerido que
o TNF-a teria um importante papel na fisiopatologia da mucosite oral por 5- FU. Em
modelos de mucosite por 5-FU em Hamster, demonstramos que a PTX e a
talidomida foram capazes de inibir a lesdo macroscopica e microscépica, bem como
0 aumento da atividade de MPO, observada nos animais tratados com 5- FU (LIMA
et al., 2005). De forma inédita, demonstramos o papel relevante do 6xido nitrico na
génese da mucosite oral por 5-FU através da observacao de que inibidores seletivos
da INOS (1400W e aminoguanidina) reduziram a lesdo macroscopica e
microscopica, bem como a infiltracdo de neutréfilos medida pela atividade de MPO
na bochecha de hamster com mucosite oral por 5- FU, além de se demonstrar a
expressdo da iNOS por imunohistoquimica e western blot (LEITAO et al., 2007).

Em relacdo a mucosite intestinal por antineoplasicos, demonstramos que o
tratamento com metotrexato em ratos induz uma importante atrofia de vilos com
aumento das criptas, no duodeno, jejuno e ileo. Observamos ainda, que o
metotrexate foi capaz de aumentar a secrecdo de sodio e potassio medido pela
modelo de perfusédo intestinal, bem como reduziu a area absortiva medida pela
razao de excrecdo do manitol (CARNEIRO FILHO et al., 2004). Mais recentemente,
observamos que o tratamento com irinotecano (CPT11) em camundongos causou
uma significativa diarréia nos animais, com diminuicdo dos vilos intestinais e perda
da arquitetura das criptas. Observamos ainda um aumento na concentracdo
intestinal de TNF- a, IL-1B e KC. Demonstramos também que a mucosite intestinal
induzida por 5-FU em ratos esta associada a alteracdes na motilidade digestiva que
persistem mesmo com a resolucédo do processo inflamatério (SOARES et al., 2008).

Este estudo, portanto, da continuidade a nossa pesquisa sobre a
fisiopatologia da mucosite experimental por antineoplasicos e espera contribuir para
0 esclarecimento da patogénese dessa condi¢ao inflamatoria, definindo o efeito da

PTX e da DEXA nesta condicéo clinica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

> Avaliar o efeito do tratamento com pentoxifilina ou dexametasona na resposta
inflamatéria e nas alteragcdes da motilidade digestiva associadas a mucosite

intestinal experimental induzida por 5-FU.

2.2 Objetivos Especificos

» Estudar a resposta inflamatéria (histologia, dosagem de MPO e GSH), o
esvaziamento gastrico e o transito gastrintestinal no curso da mucosite

intestinal induzida por 5-FU em ratos,

» Avaliar o papel de TNF- o e IL-1p na fisiopatologia dos eventos inflamatérios

da mucosite intestinal experimental induzida por 5-FU.

» Estudar o efeito do tratamento com pentoxifilina ou dexametasona nos
achados inflamatorios (histologia, MPO e GSH) e funcionais (esvaziamento
gastrico e transito gastrintestinal) presentes na mucosite intestinal induzida

por 5-FU em ratos;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso variando entre 180 a
250g, procedentes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC, todos receberam racédo
balanceada e 4gua em quantidades controladas, e permaneceram nas mesmas
condigdes durante os demais dias experimentais.

Os protocolos experimentais estdo de acordo com os padrdes de uso de
animais experimentais e estes foram aprovados pela Comissdo de Etica em

Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara (62/07).

3.2 Farmacos e diluentes

Farmacos Origem

Salina (NaCl 0,9%) Fresenius, Brasil
Pentoxifilina (Trental ®) Aventis , Brasil
Dexametasona (Decadron ®) Aché, Brasil
5-Fluorouracil (5-FU) Eurofarma

3.3 Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratamento com

Pentoxifilina e Dexametasona.

Os ratos (n= 6-8, por grupo) foram tratados com uma dose Unica de 150
mg/kg de 5-FU (i.p.) e ap6s 30 min comecaram os tratamentos com salina (controle
positivo), Pentoxifilina 90mg/kg (i.p.) ou Dexametasona 2,5 mg/kg (subcutaneo),
diariamente por 3 dias (LIMA et al., 2005). Os animais controle negativo receberam
somente com salina. No 4° dia experimental, os animais foram anestesiados com
éter e amostras de sangue periférico foram coletadas da cauda, de todos os

animais, para determinacdo da contagem total de leucoOcitos plasmaticos.
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Posteriormente, os ratos foram sacrificados por deslocamento cervical, e fragmentos
de duodeno, jejuno e ileo foram retirados para analise histologica e
imunohistoquimica para TNF-a, IL-1B8 (duodeno). Em seguida, segmentos do
intestino delgado foram retirados e congelados no freezer -70°C para posterior
dosagem da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), da concentragdo de
grupos sulfidrilicos (GSH) e das citocinas TNF-q, IL-18 (duodeno). (SOARES et al.,
2008).

3.4 Leucograma

O numero total de leucdcitos plasmaticos foi determinado depois da
diluicdo com solucdo de Turk (Acido acético 2%, Violeta Genciana 0,2%). A
contagem dos leucocitos plasmaticos foi realizada com o auxilio da camara de
Neubauer juntamente com o uso de microscopio 6tico (100X). Os resultados foram
expressos como numero total de leucdcitos contados nos 4 campos da camara de
Neubauer e posteriormente multiplicados pelo fator de corre¢cdo da camara. Por fim,

os valores foram expressos como n°células/mm?® (SOARES et al., 2008).
3.5 Anélise morfométrica e histopatoldgica

Os segmentos obtidos do duodeno, jejuno e ileo, foram fixados em formol
a 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados do formol e colocados
em alcool 70% e posteriormente parafinizados. A seguir, foram realizados cortes
histologicos de 5 um de espessura e fixados em hematoxilina e eosina.
Posteriormente, com o auxilio de um microscopio 6tico acoplado ao sistema de
aquisicdo de imagens (LEICA), foram medidas as alturas de 10 vilos e as
profundidades de 10 criptas de cada lamina para calculo da razéo vilo/cripta. Em
seguida, utilizando o sistema de escores de Macpherson e Pfeiffer (1978), um
histopatologista (GAC Brito) que ndo conhecia os tratamentos realizados analisou
todas as laminas (TABELA 1).
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TABELA 1- Sistema de escores de Macpherson e Pfeiffer

Escores Achados Microscopicos

0 Achados histolégicos Normais.

Mucosa: vilos encurtados, perca da arquitetura das criptas,
1 infiltrado de células inflamatdrias, vacuolizacao e edema.

Muscular: normal.

Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, Necrose
2 das criptas, intenso infiltrado de células inflamatorias,

vacuolizacédo e edema. Muscular: Normal.

Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose
3 das criptas, intenso infiltrado inflamatorio, vacuolizagdo e

edema. Muscular: edema, vacuolizacéo, infiltrado neutrofilico.

3.6 Ensaio para mieloperoxidase (MPO)

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos
granulos azurdfilos dos neutrofilos e tem sido utilizada como um marcador
guantitativo da infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatérios em varios
tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. Resumidamente, 50 a 100 mg dos
segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) foram colocados num tampédo de
potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio (pH 6,0; 50 mg de tecido
por ml) e posteriormente homogeneizados em um macerador de teicidos (Politron®).
A seguir, o homegenato foi centrifugado a 14000 rpm por 2 minutos. A atividade da
MPO por mg de tecido foi aferida através da técnica descrita utilizando 0,0005% de
perdxido de nitrogénio como substrato para a MPO. A unidade da atividade de MPO
foi definida como aquela capaz de converter 1 mmol de peréxido de nitrogénio em
agua em 1 minuto (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982).
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3.7 Determinacao de Glutationa (GSH)

A concentracdo de GSH nos segmentos intestinais (duodeno, jejuno e
ileo) foi avaliada utilizando o ensaio para determinagcdo de grupos sulfidrilicos ndo
protéicos (NP-SH) (SEDLAK; LINDSAY, 1968). As amostras obtidas dos segmentos
intestinais (100mg/ml) foram homogeneizadas em 0,02 M EDTA. Aliquotas de 400 pl
do homogenato foram misturadas com 320 pl de H,O destilada e 80 pl de acido
tricloroacético a 50% para precipitacdo das proteinas. Depois dessa etapa o material
foi centrifugado por 15 min em rotacdo de 3,000 g a uma temperatura de 4°C. Em
seguida, novas aliquotas de 400 ul do sobrenadante foram misturadas com 800 ul
de tampdo TRIS com concentragao de 0.4 M, pH 8.9 e com 20 ul 5,5-dithiobis-2-
nitro-benzoic acid (DTNB, Fluka) e agitadas por 3 min. A absorbancia foi entédo
determinada a 412 nm contra um reagente branco (sem o homogenato). A
concentracdo de GSH foi expressa por ug/mg de tecido a partir de uma curva padréo
SEDLAK; LINDSAY, 1968) .

3.8 Dosagem de TNF-a e IL-18.

A concentracdo de TNF-a e IL-1B, foi determinada apenas nos
fragmentos do duodeno congelados no freezer -70°C. Estes foram homogeneizados
em solucdo tampado de com proteases e 0 sobrenadante foi coletado para dosagem
de TNF-q, IL-1B. A deteccdo das concentracfes dessas citocinas foi realizada por
ELISA espécie- especifico, conforme orientacdo do fabricante (R&D system), Os
resultados foram expressos em pg/ml a partir de uma curva padrao fornecida pelo

fabricante.

3.9 Imunohistoquimica para TNF-a, IL-1

Foram realizadas a imunohistoquimica para TNF-a, IL-18 somente nas
amostras dos duodenos que foram retiradas e fixadas em formol tamponado a 10%.

Decorridas 24horas, os fragmentos foram retirados do formol e colocados em alcool
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70% e posteriormente parafinizados. A seguir, foram realizados cortes histolégicos
de 3 a 4 ym de espessura e as laminas foram colocadas em estufa a 60°C por 15
min. ApOs a desparafinizacdo do tecido, seguida de hidratacdo, foi realizado o
bloqueio da peroxidase enddégena com H,O, a 3% diluida em metanol.
Posteriormente, foi realizada a lavagem das laminas com PBS 0,01M (5min.). As
laminas foram entdo mergulhadas numa solugdo de PBS com albumina bovina
(BSA) a 1%, durante 30min. Em seguida, as laminas foram incubadas com o
anticorpo primario para detec¢do de TNF-qa, IL-1B (Santa Cruz), na diluigao de 1:100
em PBS-BSA 1%, em temperatura de 4 °C, durante uma noite. Posteriormente, as
laminas foram lavadas trés vezes em PBS-BSA 1% e incubadas com o anticorpo
secundario marcado com biotina (LSAB®, Dako), na diluicdo de 1:100, por 1 hora, a
temperatura ambiente. Apds a remocéo do excesso de anticorpo, foi incubado com o
complexo streptovidina-biotina-peroxidase (System- HRP, Dako) diluido em PBS, por
35 minutos, a temperatura ambiente. Apos a lavagem com PBS, a reacdo foi
revelada utilizando diamina-benzina-peroxido (Dako) de hidrogénio em PBS, a
temperatura ambiente, por 5 min., no escuro. Apés controle da intensidade, a reacao
foi interrompida pela lavagem com agua corrente por 5 min. A contra-coloracao foi
feita com hematoxilina de Mayer, por 45 segundos, sendo 0 excesso retirado com
agua corrente. Posteriormente, as laminas foram colocadas em hidréxido de ambnia
a 0,5%, por 10 segundos e lavadas novamente em agua destilada. Finalmente, as
mesmas foram submetidas a desidratacdo com alcool 95%, alcool absoluto, xilois e

montadas com laminulas em Entellan (RIBEIRO et al., 2002).

3.10 Esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal na mucosite intestinal

induzida por 5-FU em ratos.

Inicialmente, ratos (n= 6-8 por grupo) receberam dose Unica de 150 mg/kg
de 5-FU (i.p.) ou salina. Do 3° para o 4° dia experimental, foram mantidos em jejum
por 16-18 horas, mas com livre acesso a agua até momentos antes do inicio do
experimento. Cada animal recebeu, por gavage, 1,5 ml da solucéo glicosada (5%)
contendo vermelho de fenol a 0,75 mg/ml, com um intervalo de tempo de 5 minutos
de um animal para o outro. Apos 10, 20 ou 30 minutos da administracao do corante,

os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e submetidos a uma
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laparotomia mediana. Para tanto, foi aberto o abdémen por uma incisdo mediana na
parede abdominal com cerca de 4,0 cm desde o apéndice xiféide. A seguir as
juncbes esbfago- gastrica, gastroduodenal e ileo- cdlica foram rapidamente
clampadas e o estdbmago e o intestno delgado foram retirados, estendido e divididos
em quatro segmentos consecutivos: Estbmago, Intestino proximal (40%), medial
(30%) e distal (30%). Com o auxilio de uma proveta contendo uma solucdo de NaOH
(100ml, 0,1N) os volumes de cada segmentos foram determinados. Depois de medir
0 volume, os segmentos foram homogeneizados numa solugcdo de NaOH 0,1N com
o auxilio de um Misturador (Arno), depois, foram retirados 10 ml de cada amostra e
levado para centrifugacdo por 10 min e 2800 rpm. Foram retirados 5 ml do
sobrenadante e a este adicionado &cido tricloroacético (TCA) (20% peso/volume) e
centrifugado novamente por 20 min com a finalidade de obter a precipitacdo de
proteinas. Por fim, uma placa de 96 pocos foi montada com 150 ul da amostra e
200ul de NaOH (0,5 N), a placa foi lida numa leitora de ELISA sob um comprimento
de onda de 540 nm. Uma curva padréo foi obtida em cada experimento com a partir
de uma concentracdo conhecida de vermelho fenol apds a adicdo da solucdo de
NaOH (0,5 N). O coeficiente linear da curva padrao foi estabelecido e utilizado para
determinacdo da concentracao do corante (C) da solucdo e em seguida foi calculado
a quantidade de vermelho fenol recuperada em cada segmento.

A retencado gastrica do vermelho fenol foi expressa em porcentagem, de
acordo com a seguinte formula: Retencdo gastrica= Quantidade de vermelho fenol
recuperada do estbmago/ Quantidade total de vermelho fenol recuperada em todos
0S quatro segmentos (estdbmago, intestino proximal, intestino medial e intestino
distal).

O transito gastrintestinal da refeicéo foi estimado de acordo com o método
do centro geométrico (MILLER; GALLIGAN; BURKS, 1981). De acordo com este
principio, obtivemos o produto da retencao fracional de cada segmento (estbmago,
intestino proximal, intestino medial, intestino distal) pelo digito identificador de cada
segmento: (1, 2, 3, 4, respectivamente). A somatoria desses valores indica o centro
geométrico da refeicdo com corante propelida ao longo do intestino, aos moldes do
centro de massa dos objetos (Transito gastrintestinal= 1 x Estbmago+ 2 X Proximal+
3 X Medial + 4 X Distal).
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3.11 Efeito do tratamento com Pentoxifilina e Dexametasona no retardo do
esvaziamento gastrico e transito gastrintestinal observado na mucosite

intestinal induzida por 5-FU em ratos.

Os ratos (n= 6-8 por grupo) foram tratados com dose Unica de 150 mg/kg
de 5-FU (i.p.) e apdés 30 min comecaram o0s tratamentos com salina (controle
positivo), Pentoxifilina 90mg/kg (i.p.) ou Dexametasona 2,5 mg/kg (subcutaneo),
diariamente por 3 dias. Os animais controle negativo foram tratados somente com
salina. No 4° dia experimental, o esvaziamento gastrico e o transito intestinal foram

avaliados conforme descrito no item anterior.

3.12 Analise estatistica

Os dados estdo expressos como média £+ EPM (variaveis com distribuicao
normal) ou como mediana £ minimo e maximo (variaveis sem distribuicdo normal). A
analise estatistica foi feita usando o teste de analise de variancia ANOVA seguido do
teste de Bonferroni quando apropriado. Os escores histolégicos foram avaliados pelo
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de mudltiplas
comparacdes de Dunns. Significancia estatistica foi observada quando p<0,05. Para
realizacdo dos testes estatisticos foi utlizado o software Prism versdo 4 da

GraphPad Software.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito do tratamento com PTX ou DEXA sobre a leucopenia induzida por 5-
FU em ratos

5-FU induziu uma significativa leucopenia, quando comparado aos animais
controle (salina). Os tratamentos com PTX ou DEXA ndo modificaram a leucopenia
causada pelo 5-FU (TABELA 2).

TABELA 2 - PTX ou DEXA néo alteraram a leucopenia induzida por 5-FU.

Grupos Experimentais (n=8) n° células/mm?
Salina (controle) 11110,00 +1224,00
5-FU 2914,00 + 466,30*
5-FU + PTX 3543,00 + 369,20*
5-FU + DEXA 5366,00 + 772,20*

Os valores representam a media = E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo
controle.

4.2 PTX e DEXA reduziram as alteracdes intestinais morfométricas induzida

por 5-FU em ratos

5-FU induziu uma significativa diminui¢cdo na altura dos vilos (FIGURA 5A),
um aumento na profundidade das criptas (FIGURA 5B) e uma diminuicdo na relacéao
vilo-cripta (FIGURA 5C), no duodeno, jejuno e ileo, quando comparado ao grupo
controle (salina). Em relacdo a altura dos vilos, o tratamento com PTX reverteu o
efeito do 5-FU no duodeno, mas ndo no jejuno e ileo. Por outro lado, DEXA
apresentou um aumento da altura dos vilos no duodeno e no ileo quando comparado
com o grupo que recebeu somente 5-FU (FIGURA 5A). No painel B da figura 5,
observamos que somente o tratamento com PTX, mas ndo com DEXA, reverteu
parcialmente o aumento das profundidades das criptas induzido por 5- FU no jejuno,
mas ndao no duodeno e ileo (FIGURA 5B). A respeito da relacdo vilo/cripta,
observamos que o0s tratamentos com PTX ou com DEXA reverteram

significativamente a diminui¢cdo desta relagéo induzida pelo 5-FU (FIGURA 5C).
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4.3. Efeito do tratamento com PTX ou DEXA nas altera¢gdes histopatolégicas no

segmentos intestinais induzidas por 5- FU em ratos.

Nas fotomicrografias (100x), observamos que os tratamentos com PTX ou
DEXA reverteram o encurtamento dos vilos e aprofundamento das criptas induzido
por 5- FU, no duodeno (FIGURA 6), jejuno (FIGURA 8) e ileo (FIGURA 10).
Observa-se ainda, que no aumento de 400 X, o intenso infiltrado inflamatorio,
vacuolizagéo e edema na mucosa e na muscular observados, no duodeno (FIGURA
7), jejuno (FIGURA 9) e ileo (FIGURA 11), com o tratamento com 5- FU foram
também revertidos pela PTX ou pela DEXA.
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FIGURA 5- Efeito do tratamento com PTX ou DEXA nas alteracbes
morfométricas nos segmentos intestinais induzidas por 5- FU em ratos.
Animais foram pré-tratados com salina (S) ou 5-FU e receberam durante trés dias
consecutivos doses i.p. de PTX, subcutdnea de DEX ou salina (S), sendo
sacrificados no quarto dia experimental. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo
foram obtidos para medida da altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas
(painel B) e razdo vilo/cripta (painel C). Os valores foram expressos como media +
E.P.M. *p<0,05 comparado com o grupo salina (S), # p<0,05 comparados com o
grupo 5- FU + salina, pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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FIGURA 6- Efeito do tratamento com PTX ou DEXA nas alteragdes histopatolégicas no
duodeno induzidas por 5- FU em ratos. Fotomicrografias (100X) do duodeno de ratos
tratados salina (A), 5-FU + salina (B), 5-FU + PTX (C), ou 5-FU + DEXA (D) durante trés dias
e sacrificados no quarto dia. Observa-se que os tratamentos com PTX (C) ou DEXA (B)
preveniram o encurtamento dos vilos e aprofundamento das criptas (B) induzido por 5- FU

(B).
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FIGURA 7- Efeito do tratamento com PTX ou DEXA nas altera¢gdes histopatolégicas no
duodeno induzidas por 5- FU em ratos. Fotomicrografias (400X) do duodeno de ratos
tratados salina (A, B), 5-FU + salina (C, D), 5-FU + PTX (E, F), ou 5-FU + DEXA (G, H)
durante trés dias e sacrificados no quarto dia. Observa-se que o tratamento com PTX (E, F)
ou DEXA (G, H) preveniram o intenso infiltrado inflamatério, vacuolizacdo e edema na
mucosa e na muscular induzidos por 5- FU (C, D).
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FIGURA 8- Efeito do tratamento com PTX ou DEXA nas alteragdes histopatolégicas no
jejuno induzidas por 5- FU em ratos. Fotomicrografias (100X) do jejuno de ratos tratados salina
(A), 5-FU + salina (B), 5-FU + PTX (C), ou 5-FU + DEXA (D) durante trés dias e sacrificados no
guarto dia. Observa-se que os tratamentos com PTX (C) ou DEXA (B) preveniram o
encurtamento dos vilos e aprofundamento das criptas (B) induzido por 5- FU (B).
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.
: A
FIGURA 9- Efeito do tratamento com PTX ou DEXA nas alteracbes histopatolégicas no
jejuno induzidas por 5- FU em ratos. Fotomicrografias (400X) do jejuno de ratos tratados salina
(A, B), 5-FU + salina (C, D), 5-FU + PTX (E, F), ou 5-FU + DEXA (G, H) durante trés dias e
sacrificados no quarto dia. Observa-se que o tratamento com PTX (E, F) ou DEXA (G, H)

reverteram o intenso infiltrado inflamatério, vacuolizagdo e edema na mucosa e na muscular
induzidos por 5- FU (C, D).
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FIGURA 10- Efeito do tratamento com PTX ou DEXA nas alteragdes histopatologicas no
ileo induzidas por 5- FU em ratos. Fotomicrografias (100X) do ileo de ratos tratados salina (A),
5-FU + salina (B), 5-FU + PTX (C), ou 5-FU + DEXA (D) durante trés dias e sacrificados no quarto
dia. Observa-se que os tratamentos com PTX (C) ou DEXA (B) preveniram o encurtamento dos
vilos e aprofundamento das criptas (B) induzido por 5- FU (B).



FIGURA 11- Efeito do tratamento com PTX ou DEXA nas alteracbes histopatolégicas no
ileo induzidas por 5- FU em ratos. Fotomicrografias (400X) do ileo de ratos tratados com salina
(A, B), 5-FU + salina (C, D), 5-FU + PTX (E, F), ou 5-FU + DEXA (G, H) durante trés dias e
sacrificados no quarto dia. Observa-se que o tratamento com PTX (E, F) ou DEXA (G, H)
preveniram o intenso infiltrado inflamatério, vacuolizacdo e edema na mucosa e na muscular
induzidos por 5- FU (C. D).
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4.4 Efeito da PTX ou DEXA nos escores morfolégicos de lesdo intestinal por 5-

FU em ratos

Em relacdo aos escores de classificacdo dos aspectos histopatolégicos foi
evidenciado que os animais que receberam somente salina (controle) apresentaram
mucosa e muscular normais no duodeno, jejuno e ileo. O grupo que recebeu 5-FU +
salina apresentou nos trés segmentos estudados as seguintes caracteristicas:
mucosa com vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose das criptas, intenso
infiltrado inflamatorio, vacuolizacado e edema, e muscular com edema, vacuolizacao,
infiltrado neutrofilico, o que conferiu um escore muito mais alto que o grupo controle.
Os grupos que receberam 5-FU + PTX ou 5-FU + DEXA apresentaram uma
significativa melhora nos escores microscopicos, ndo sendo observados danos na
muscular (TABELA 3).

Tabela 3 — Escores histopatolégicos nos segmentos intestinais de ratos
submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU e tratados ou ndo com PTX
ou DEXA.

Escores Histopatoldgicos

5-FU
SALINA SALINA PTX DEXA
DUODENO 0 (0-0) 2 (2-3)* 1 (0-1)* 0 (0-1)*
JEJUNO 0(0-1) 3 (2-3)* 1(0-3)* 0 (0-1)*
iLEO 0 (0-0) 3 (3-3)* 1(0-3)* 1(0-2)"

Os valores representam a media + E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo salina e # p<0,05
guando comparado ao grupo S- FU + salina, pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis seguido

pelo teste de multiplas comparag¢6es de Dunns.
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4.5 Efeito do tratamento com PTX ou DEXA no aumento da atividade de MPO

nos segmentos intestinais induzidas por 5- FU em ratos.

Na figura 12, observamos que no duodeno, jejuno e ileo dos animais que
receberam somente 5-FU houve um aumento significativo da atividade de MPO,
guando comparado ao grupo de animais controle (salina). Os tratamentos com PTX
ou com DEXA reduziram a atividade de MPO nos trés segmentos estudados,

guando comparados aos animais que receberam somente 5-FU.

U de MPO / mg de tecido

S S PTX DEX S S PTX DEX S S PTX DEX
5-FU 5-FU 5-FU
Duodeno Jejuno ileo

FIGURA 12 - Efeito do tratamento com PTX ou DEXA no aumento da atividade
de MPO nos segmentos intestinais induzidas por 5- FU em ratos. Animais foram
pré-tratados com salina (S) ou 5-FU e receberam durante trés dias consecutivos
doses i.p. de PTX, subcutdnea de DEX ou salina (S), sendo sacrificados no quarto
dia experimental. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para a
realizacdo do ensaio da atividade de MPO. Os valores foram expressos como media
+ E.P.M. *p<0,05 comparado com o grupo salina (S), # p<0,05 comparados com 0
grupo 5- FU + salina, pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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4.6 Efeito do tratamento com PTX ou DEXA na diminui¢cdo da concentracéo de

GSH nos segmentos intestinais induzidas por 5- FU em ratos

O tratamento com 5-FU induziu uma significativa reducdo da
concentragéo de GSH no duodeno, jejuno e ileo, quando comparado com o controle
(salina). Tanto o tratamento com PTX como com DEXA reverteram estes efeitos do
5- FU (FIGURA 13).
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FIGURA 13- Efeito do tratamento com PTX ou DEXA na diminuicdo da
concentracdo de GSH nos segmentos intestinais induzidas por 5- FU em ratos.
Animais foram pré-tratados com salina (S) ou 5-FU e receberam durante trés dias
consecutivos doses i.p. de PTX, subcutanea de DEX ou salina (S), sendo sacrificados
no quarto dia experimental. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para
aferir a concentragdo de GSH. Os valores foram expressos como media + E.P.M.
*p<0,05 comparado com o grupo salina (S), # p<0,05 comparados com o grupo 5- FU
+ salina. pelo teste ANOVA seauido de Bonferroni.

4.7 PTX e DEXA reverteram o aumento dos niveis de TNF- a e IL-18 no

duodeno induzido por 5-FU em ratos

Na tabela 4, observa-se que 5- FU induziu um aumento na concentracao
de TNF-a e IL-1B no duodeno quando comparados aos animais que receberam

salina (controle). Foi observado ainda que os tratamentos com PTX ou DEXA
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diminuiram significativamente as concentragbes de TNF-a e IL-18 na mucosa
duodenal no curso da mucosite intestinal induzida por 5- FU.

Em relacdo a imunohistoquimica, a figura 10 mostra que uma
imunomarcacao acentuada para TNF-a e IL-1B nas células da mucosa do duodeno
de ratos submetidos & mucosite intestinal induzida por 5-FU ( FIGURA 14B e 14E),
guando comparada a marcacao observada na mucosa do duodeno de um animal
normal ndo submetido a mucosite intestinal (FIGURA 14A e 14F). O tratamento com
PTX (FIGURA 14C e 14G) ou DEXA (FIGURA 14D e 14 H) desencadeou uma
menor imunomarcacéo para TNF-a e IL-18 no duodeno de ratos quando comparada
com o duodeno de animais tratados somente com 5-FU (FIGURA 14B e 14E).

Tabela 4 — O tratamento com PTX ou DEX reduziu o aumento da concentracao
TNF-a e IL-1B induzida por 5-FU no duodeno de ratos

Grupos TNF-a (pg/ml) IL-1p (pg/ml)
Salina 157,30+80,90 361,90 + 46,11
5-FU + Salina 585,10+99,27" 1494,00+163,60
5-FU + PTX 212,50+37,14% 873,40+ 97,38"
5-FU + DEXA 167,40+28,32" 1030,00+101,90"

Os valores representam a media + E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. #
p<0,05 quando comparado ao grupo S- FU + salina. Teste ANOVA seguido de Bonferroni.



FIGURA 14- Fotomicrografias de imunohistoquimica para TNF-a (A- D) ou IL-1 #

(E- H) do duodeno de ratos (400X). Os animais foram tratados com salina (A e E), 5-
FU (B eF),5FU+ PTX(CeG)ou5FU +DEXA (D e H).
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4.8 Esvaziamento gastrico de liquidos em ratos acordados e tratados com 5-FU

ou salina.

Na Figura 15, observa-se que nos tempos de 10, 20 ou 30 minutos apés a
refeicdo, os animais tratados com 5- FU apresentaram um maior retarde do
esvaziamento gastrico, quando comparado com o controle que recebeu apenas

salina.
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FIGURA 15 - Esvaziamento géstrico de liquidos em ratos acordados e
tratados com 5-FU ou salina (controle). Os animais foram tratados com
5- FU ou salina. Apos 3 dias, receberam gavagem de 1,5 ml da solugéo
glicosada (5%) contendo vermelho de fenol a 0,75 mg/ml. Os resultados
mostram a quantidade de vermelho fenol recuperada no estémago, 10, 20
ou 30min depois da gavagem. Os valores foram expressos como
porcentagem da atividade total no trato gastrointestinal. Os valores foram
expressos como media + E.P.M. * p<0.05 comparado ao grupo salina, pelo
teste ANOVA seguido de Bonferroni.

49 DEXA, mas ndao PTX, reverte o retardo do esvaziamento e do transito

gastrintestinal associado a mucosite intestinal induzida por 5- FU em ratos

Na Figura 16, podemos notar que o 5-FU induziu um significativo aumento
na retencao gastrica (painel A) associada a uma reducéo do centro de massa (painel
B), quando comparado com o controle (salina). Estes achados foram parcialmente

revertidos com o tratamento com DEXA. Por outro lado, ndo foram observadas
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diferencas no esvaziamento gastrico e no transito gastrintestinal entre o grupo 5-

FU+ PTX e o grupo 5-FU + salina.
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FIGURA 16- Efeito do tratamento com PTX ou DEXA nos retarde do esvaziamento
géstrico e do transito gastrintestinal induzidas por 5- FU em ratos. Animais foram
pré-tratados com salina (S) ou 5-FU e receberam durante trés dias consecutivos doses
i.p. de PTX, subcutdnea de DEX ou salina (S), sendo sacrificados no quarto dia
experimental. No dia do experimento, os animais receberam por gavagem de 1,5 ml da
solugéo glicosada (5%) contendo vermelho de fenol a 0,75 mg/ml. Os resultados
mostram a quantidade de vermelho fenol recuperada no estbmago (painel A), 20 min
depois da gavagem e o centro geométrico da distribuicdo da refeicdo (painel B). Os
valores foram expressos como porcentagem da atividade total no trato gastrointestinal.
Os valores foram expressos como media + E.P.M. * p<0.05 comparado ao grupo salina,
pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni.



DISCUSSAO




58

5 DISCUSSAO

A mucosite do trato gastrintestinal esta relacionada com a toxicidade
associada a muitos regimes quimioterapicos utilizado no tratamento do cancer,
sendo mais proeminente no intestino delgado (SONIS et al., 2004). Sua incidéncia
varia de 15 a 40% em esquemas de quimioterapia convencional e pode chegar a
100% em pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea (RUBENSTEIN et
al., 2004). O presente estudo demonstrou que o tratamento com 5-FU foi capaz de
induzir uma lesédo intestinal com um importante comprometimento da barreira
epitelial funcional com a presenca das seguintes alteracbes: encurtamento
acentuado das vilosidades intestinais, necrose parcial de criptas, achatamento e
vacuolizacdo de enterocitos, presenca de infiltrado mono e polimorfonucleares,
producdo de radicais livres com consumo de GSH, aumento nas citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1) no duodeno e altera¢des na motilidade digestiva.

Nossos dados estdo de acordo com a literatura, que demonstra que a
injuria epitelial associada a utlizacdo de quimioterapicos antineoplasicos,
geralmente, ocorre com infiltracdo de neutréfilos para a mucosa intestinal, isso,
configura a fase inflamatoria da mucosite (SONIS et al., 2004) também descrita por
Duncan e Grant (2003). Assim, a mucosite induzida por antineoplasicos provoca
destruicdo das células epiteliais e subsequente inducdo de resposta inflamatéria
local (SONIS et al., 2004; RUBENSTEIN et al., 2004).

Os antineoplasicos tém efeito direto na atividade proliferativa das células
epiteliais, pois provoca destruicdo das células de divisdo presentes na cripta,
responsavel pela renovacao epitelial dos vilos (DUNCAN; GRANT, 2003, KEEFE et
al., 2000) como também provocam a geracao de estresse oxidativo e liberacdo de
espécies reativas de oxigénio, que constituem uma das etapas iniciais para o
desenvolvimento da mucosite. As espécies reativas de oxigénio causam danos
diretos as células, tecidos, vasos sanguineos, além de estimular fatores de
transcricdo, como o fator nuclear kB (NF-kB), que regula expressdo de multiplos
genes imunes e inflamatérios. Sendo assim, a ativacdo do NF-kB resulta na
liberacdo de varios mediadores inflamatérios, incluindo citocinas pré inflamatorias
como IL-1B, IL-6, TNF- o (HALL et al.,1993; SONIS et al., 2000). As citocinas pro-

inflamatdrias podem estimular a producdo de outras citocinas, de metabdlitos do
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acido araquidoénico e das proteases por macrofagos, neutrofilos, células do musculo
liso, fibroblastos e células epiteliais (SARTOR, 1994).

Pode-se destacar a importante participacdo dos neutréfilos, tanto nossos
achados, onde observamos um aumento importante da atividade da enzima
mieloperoxidase, como nos achados da literatura, que revelam os neutrofilos como
componentes centrais da resposta infamatoria, fato relevante para os mecanismos
de fagocitose, para producdo de radicais livres e para producdo e ativacdo de
mediadores inflamatorios (REAVES; CHIN; PARKOS, 2005). Trabalhos de Edens et
al. (2002) que usam o modelo ex vivo, mostram que a migracao de neutrofilo para as
células epiteliais pode induzir alteracées de permeabilidade do epitélio intestinal.
Essas alteragcbes da permeabilidade do epitélio intestinal poderiam estar
relacionadas a eventos diarréicos associados a mucosite intestinal por 5-FU.

As causas de diarréia estdo diretamente relacionadas ao uso de
guimioterapicos no tratamento anticancer e podem envolver reducdo da superficie
absortiva do intestino, aumento de motilidade, mecanismos secretores de eletrolitos
e fluidos, reducdo da atividade enzimatica intestinal e aumento da colonizacdo da
parede intestinal por agentes infecciosos (ENGELKING et al., 1998). Como
consequéncia da perda da funcdo de barreira, o sistema imune da mucosa é
exposto a varios estimulos microbianos, como lipopolissacarideos, respondendo
com a liberacao de citocinas inflamatérias e antiinflamatorias (TSUJI et al.,2003).

No decorrer da presente investigacdo, observou-se, ainda, que o
tratamento com 5-FU induziu um aumento significativo na concentracédo de TNF - o e
IL-18 no terceiro dia pds-tratamento no segmento duodenal de ratos e isso se
correlaciona com os outros achados inflamatérios. A literatura tem mostrado que
outras drogas utilizadas na quimioterapia do cancer podem levar a mucosite
intestinal com a participacao de citocinas. Melo (2008) demonstrou que o irinotecano
(CPT-11), outro importante quimioterapico bastante utilizado na clinica, causa
significante dano a mucosa intestinal, induzindo um aumento significativo na
concentracdo de TNF - «, IL-1 e KC no segmento duodenal de camundongos.
Outros trabalhos observaram que a radioterapia também foi capaz de induzir um
aumento dos niveis de TNF-a e IL-1f em modelos animais de mucosite oral (SONIS
et al., 2000). Essas evidéncias mostram a importancia de citocinas no

desenvolvimento da mucosite gastrintestinal induzida pelo tratamento anticancer.
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O TNF-a é uma citocina que possui muitas funcgdes, incluindo participacéo
na imunidade, inducdo de respostas inflamatorias e apoptose. Algumas das
respostas ao TNF-a sdo mediadas pela caspase-1, que esté envolvida na producao
das citocinas IL-1B, IL-18 e IL-33 (JAIN et al., 2007). Outra citocina do nosso
interesse foi a IL-1B. Estudos demonstraram que essa citocina esta aumentada na
mucosa intestinal de pacientes com doencgas inflamatdrias intestinais e em tecidos
intestinais de animais submetidos a colite experimental (YOUNGMAN et al., 1993).
Com isso, acredita-se que IL-1p possa tem importancia no desenvolvimento de
doencas inflamatérias intestinais. Yan et al. (2006) demonstraram que IL-1p estimula
a expressdo de genes responsaveis pela producao de fatores inflamatérios COX-2,
MCP-1, MIP-2, INOS, e RANTES em cultura de células epiteliais. De acordo com
Yan et al. (2006) o aumento da expresséo desses genes ocorre possivelmente pela
acao de NF-kB. Por fim, trabalhos de Williams (2001) destacam que as citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-2 contribuem para a gravidade e
manutencado da mucosite intestinal induzida por antineoplasicos.

Outro objetivo do nosso trabalho foi fazer um estudo funcional dos
animais com mucosite intestinal induzida por 5-FU, tendo em vista que os efeitos
colaterais mais frequentes da quimioterapia antineoplasica sao o0s sintomas
gastrintestinais. Nossos dados demonstraram que a mucosite intestinal induzida por
5-FU em rato esta associada a significativo retarde no esvaziamento gastrico e no
transito gastrintestinal.

Varias evidéncias indicam que pacientes submetidos a terapia anticancer
podem sofrer de varios sintomas gastrintestinais, tais como, dispepsia, disfagia e
diarréia (RIEZZO et al., 2005). Esse conjunto de sintomas foi denominado sindrome
dispéptica associado a quimioterapia do cancer (CADS). Recentemente, dados da
literatura sugerem que as desordens da motilidade gastrintestinal podem ser uma
das causas de CADS (NELSON; WALSH; SHEEHAN, 2002; RIEZZO et al., 2005). 5-
FU é uma das drogas antineoplasicas mais importantes e pode induzir mucosite
intestinal que esta associado a sindrome dispéptica (BAERG et al., 1999).

O retarde no esvaziamento gastrico observado nos ratos tratados com 5-
FU pode ser devido a um aumento na complacéncia gastrica e/ou a um aumento na
resisténcia antro-duodenal (HABA; SARNA, 1993). Dados da literatura

demonstraram que a inflamacédo intestinal esta associada com anormalidades do
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controle da motilidade gastrintestinal em modelos de lesdo inflamatéria
(MARTINOLLE et al., 1995; ANNESE et al., 1997; MOREELS et al., 2001; AKIHO et
al., 2005). Também foi demonstrado que a hipomotilidade intestinal e o retarde do
esvaziamento gastrico podem ser encontrados em um modelo de ileo paralitico em
rato (DE JONGE et al., 2003). Observou-se ainda, que a sepse inibe a motilidade
gastrintestinal podendo ser influenciada pela producdo de 6xido nitrico (DE WINTER
et al., 2002).

Tendo em vista os achados anteriormente descritos, utilizamos
primeiramente o tratamento com pentoxifilina (PTX) nos animais com mucosite
intestinal induzida por 5-FU. O tratamento com PTX reduziu significativamente as
lesbes intestinais, com recuperacdo da altura dos vilos, recuperacdo da
profundidade das criptas, diminui¢éo do infiltrado neutrofilico, aumento dos niveis de
glutationa e redugdo da concentracdo de TNF-a, IL-1B, sem alterar o retarde do
esvaziamento gastrico e do transito gastrintestinal.

Um grande numero de investigacbes tem descrito as propriedades
antiinflamatérias da PTX, embora, o seu efeito na mucosite intestinal induzida pelo
5-FU néo tenha sido estudada. O tratamento com dose uUnica com PTX atenuou o
edema e a inflamac&o na pancreatite experimental (GOMEZ-CAMBRONERO et al.,
2000). Trabalhos realizados em nosso laboratério demonstraram que a PTX inibiu
em ratos o edema de pata induzida pela toxina A do Clostridium difficile (CARNEIRO
FILHO et al., 2004), protegeu ratos da mucosite intestinal induzida por MTX (LIMA et
al., 2004) e hamsters da mucosite oral induzida por 5-FU, diminuindo a intensidade
da hiperemia, edema, eritema e infiltrado de células inflamatorias (LIMA et al. 2005),
além de prevenir parametros da inflamacdo presentes na cistite hemorragica
induzida por ifosfamida (MACEDO et al., 2007). O efeito protetor da PTX encontrada
no presente estudo pode ser explicado pela sua capacidade de inibir a producédo de
citocinas inflamatérias, como o TNF-a e a IL-1B. E demonstrado na literatura que a
PTX reduz citocinas como TNF-a (SULLIVAN et al., 1988; REIMUND et al., 1997;
HADDAD et al., 2002; JI et al., 2004), IL-1B (SILVA et al., 2000) e IL-8 (GUTIERREZ-
REYES et al., 2006).

Outra importante droga investigada no nosso trabalho foi a dexametasona
(DEXA). O tratamento com DEXA de maneira semelhante que a PTX, foi capaz de
proteger a mucosa intestinal da leséo inflamatéria induzida por 5-FU, que consistiu

em: recuperar a razdo entre a altura dos vilos e a profundidade das criptas,
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diminuirem o infiltrado neutrofilico, promoverem o aumento dos niveis de glutationa
e reduzir o aumento de citocinas TNF-a. e IL-1B, além de reverter o retarde no
esvaziamento gastrico provocado pelo tratamento com 5-FU o que ndo aconteceu
no tratamento com PTX.

Os efeitos terapéuticos dos glicocorticéides sdo geralmente atribuidos a
supressdo de mudltiplas vias sinalizadoras envolvidas na resposta inflamatoria
levando a uma reducdo nos niveis de mediadores quimicos da inflamacao (PGs,
leucotrienos, citocinas, quimiocinas e NO) no sitio da injuria. Essas drogas séo
responsaveis pela inducao da sintese de varios genes, incluindo o gene da anexina
I, que inibe a fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima responsaveis producdo de acido
aracdonico a partir dos fosfolipidios da membrana celular, com posterior ativacéo
das vias das ciclooxigenases, que determina formacao de PGs, e pela ativacdo da
via das lipooxigenases, responsavel pela sintese dos leucotrienos (17 e 18). Tal
mecanismo de acdo pode explicar, pelo menos em parte o efeito global desses
agentes sobre as células, contribuindo para a reducdo das consequéncias da
resposta inflamatéria (CAMERON, 2005; HIRSCHELMANN; OLIVEIRA;
SERRALHEIRO, 1991; GOLIKOV; NIKOLAEVA; MARCHENKO, 1994; STEWART et
al., 2002).

O fato da DEXA, mas ndo a PTX, reverter parcialmente as alteracées na
motilidade digestiva no curso da mucosite por 5- FU pode ser explicado pelo menos
por duas hipéteses: 1- A DEXA foi mais eficaz em inibir a inflamacdo associada a
mucosite por 5-FU que a PTX; 2- A DEXA, mas ndo a PTX, inibiu fatores
relacionados as alteracGes da motilidade digestiva associadas a mucosite por 5- FU.
A primeira hipétese ndo nos parece ser verdadeira, devido o fato que em nenhum
aspecto da resposta inflamatéria avaliado no nosso estudo, observamos uma
potencia antiinflamatéria maior da DEXA quando comparado com a PTX. Ademais,
recentemente demonstramos que o retarde no esvaziamento gastrico associado a
mucosite por 5-FU persiste mesmo com a resolu¢cdo do processo inflamatério
(SOARES et al.,, 2008). O que tenta demonstrar que a alteracdo da motilidade
digestiva observada na mucosite por 5-FU ndo se relaciona somente com a
presenca da resposta inflamatoria. Assim acreditamos que a segunda hipotese
possa ser a verdadeira. Os glicocorticoides possuem a capacidade de inibir
inimeros fatores relacionados ao processo inflamatorio, controle metabdlico e da

resposta imunoldgica. Akiho et al. (2005) demonstraram que num modelo de
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inflamacgéo intestinal associada a Trichinella spiralis a manutencdo dos distarbios
motores na fase pos inflamatéria deve-se a uma expressdo aumentada de TGF-f3,
secundaria a ativagédo imunoldgica do tipo TH2, com consequente “up- regulation” de
COX-2, que leva a um aumento da producdo de PGE2 a nivel da musculatura lisa do
trato digestorio. Caso este modelo seja valido também para as alteracdes da
motilidade associada ao 5-FU, poderiamos explicar o fato da DEXA, mas ndo a PTX,
reverter estas alteracdes funcionais, pois somente a DEXA teria capacidade de inibir
todos estes fatores imuno-inflamatorios.

E por fim, concluimos, que o 5-FU induz mucosite intestinal em ratos com
a participacdo de TNF-a e IL-1B, a qual se associa com retarde no esvaziamento
gastrico e no transito gastrintestinal. Demonstramos ainda que os tratamentos com
PTX ou DEXA reduziram as lesdes intestinais microscopicas, o infiltrado neutrofilico
e a concentracdo de TNF-a, IL-1p, e aumentaram a concentracdo de glutationa
reduzida. Por outro lado, somente a DEXA foi capaz de reverter parcialmente as
alteracdes na motilidade digestiva associadas a mucosite por 5- FU em ratos. Assim,
podemos inferir que a PTX e a DEXA possam ser, no futuro, utilizadas na clinica

para diminuir o impacto da mucosite intestinal por antineoplasicos.
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6 CONCLUSAO

» A mucosite intestinal por 5-FU cursa com uma resposta inflamatoria

associada a alteragbes da motilidade gastrintestinal.

» Pentoxifilina e dexametasona protegem a mucosa intestinal dos achados
inflamatérios induzidos por 5-FU. Contudo, somente a dexametasona foi
eficiente em reverter as alteragcbes motoras presentes na mucosite intestinal

induzida por 5-FU;

» TNF- a e IL-1p participam da fisiopatologia da mucosite intestinal induzida por

5-FU em ratos;
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