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RESUMO

Introducdo: A mucosite induzida por antineoplasicos é um fator limitante na terapia anticancer.
Mucosite € um termo clinico que descreve uma sindrome caracterizada por reagéo inflamatéria
da mucosa de todo o trato digestivo com ulcera¢cbes. A mucosite intestinal por antineoplasicos
desencadeia alteracfes da motilidade digestiva. A dexametasona é um glicocorticoide cujo
principal efeito farmacolégico decorre de sua acgédo antiinflamatéria e imunossupressora
Objetivos : Investigar a dismotilidade gastrintestinal associada a mucosite intestinal induzida por
irinotecano em camundongos, bem como avaliar o efeito da modulacdo farmacologica da
resposta inflamatéria sobre estas alteragcdes motoras. Métodos: Camundongos Swiss machos
(20-25q) foram tratados do D1-D4 com irinotecano (75 mg/Kg, i.p.) ou com salina (0,1ml, i.p.), o
sacrificio foi realizado no sétimo dia experimental. Afim de estudar alteracbes relacionadas a
mucosite intestinal, amostras do duodeno, jejuno e ileo, foram removidas para avaliar a injdria
epitelial por morfometria, escores histologicos, e atividade de MPO, tendo a diarréia sido
avaliada antes do sacrificio. Para avaliacao de citocinas amostras de duodeno foram retiradas e
pelo método de ELISA foi determinada a concentracéo de TNF-q, IL-13, KC e IL-10. Para avaliar
a motilidade digestiva, os animais foram deixados em jejum de 18 horas do D6 para o D7. No
D7, foram administrados 350uL da solucdo glicosada (5%) contendo vermelho de fenol (VF) a
0,75 mg/ml em cada animal antes do sacrificio. Apés os tempos de 10, 20 e 30 min, 0s animais
foram sacrificados e submetidos a uma laparotomia mediana, sendo o estdmago retirado
completamente e o intestino delgado divido em 3 partes iguais: proximal, medial e distal. A seguir
0 esvaziamento gastrico, transito intestinal e transito gastrintestinal (centro geométrico) foram
determinados por espectofotometria. A seguir, em outro grupo experimental, foi avaliado se a
modulacgdo farmacoldgica do processo inflamatério poderia reverter as alteracbes da motilidade
digestiva associadas a mucosite por irinotecano. Para tanto, dexametasona (2,5mg/kgm s.c.) ou
metoclopramida (10mg/kg i.p.) do D1-D7, foram administradas 30 minutos antes da
administracdo de irinotecano. A seguir foram avaliados todos os parametros descritos acima.
Resultados: O tratamento com irinotecano foi capaz de induzir uma lesao intestinal com um
importante comprometimento da barreira epitelial funcional com a presenca das seguintes
alteracOes: diarréia, leucopenia, encurtamento acentuado das vilosidades intestinais, necrose
parcial de criptas, aumento da atividade de MPO, aumento na concentragdo de KC e IL-1p e
retarde do esvaziamento gastrico e transito gastrontestinal e aceleracdo do transito intestinal. O
tratamento com dexametasona, mas ndo metoclopramida, reduziu significativamente as lesdes
intestinais, com recuperacdo da altura dos vilos, da profundidade das criptas, diminuicdo da
atividade de MPO, reducdo da concentracdo de IL-13. Ademais, somente o tratamento com
dexametasona, mas nao por metoclopramida, foi capaz de reverter retarde do esvaziamento
gastrico, bem como a aceleragéo do transito gastrintestinal. Conclusao: A mucosite intestinal
induzida por irinotecano foi capaz de causar dismotilidade e resposta inflamatéria gastrintestinal
com participacdo de KC e IL1p a qual se associa com o retarde do esvaziamento gastrico e
transito gastrintestinal e aceleracdo do transito intestinal. Concluimos ainda que a
dexametasona, mas ndo metoclopramida, reduziu a resposta inflamatéria e modulou
parcialmente a dismotilidade gastrintestinal associada a mucosite por iriniotecano.

Palavras-chave : mucosite intestinal, irinotecano, dexametasona, metoclopramida.



ABSTRACT

Introduction : Mucositis induced by antineoplasic drugs is a limiting factor in anticancer therapy.
Mucositis is a clinical term which describes a syndrome characterized by mucosal ulceration of
the entire digestive tract. Mucositis results from intestinal inflammatory events, which induces
changes in gastrointestinal motility. Dexamethasone is a glucocorticoid whose main
pharmacological effect is anti-inflammatory and immunosuppressive. Objectives : To investigate
the gastrointestinal dismotility associated with irinotecan-induced intestinal mucositis in mice and
to assess the effect of pharmacological modulation of the inflammatory response on these motor
abnormalities. Methods : Swiss male mice (20-25g) were treated in the D1-D4 with irinotecan (75
mg / kg, ip) or saline (0.1 ml, ip), the sacrifice was performed on the seventh day trial in order to
study changes related to intestinal mucositis. Samples of duodenum, jejunum and ileum were
removed to assess the epithelial injury by morphometry, histological scores and MPO activity,
and diarrhea were evaluated before sacrifice. For evaluation of cytokine samples of duodenum
were removed and the ELISA was determined concentrations of TNF-a, IL-1 3, KC and IL-10. In
order to evaluate gastrointestinal motility, the animals were kept fasting for 18 hours from D6 to
D7. In D7, were administered 350uL of glucose solution (5%) containing phenol red (VF) to 0.75
mg / ml in each animal prior to sacrifice. After the times of 10, 20 and 30min, animals were
sacrifice. Stomach was totally removed, and small intestine was divided into 3 parts: proximal,
medial and distal. The gastric emptying, intestinal transit and gastrointestinal transit were
determinate by spectrofotometry. In other experimental group, we evaluated if pharmacological
modulation of the inflammatory process could reverse the gastrointestinal dismotility associated
with irinotecan- induced intestinal mucositis. Then, dexamethasone (2.5 mg / kg sc) or
metoclopramide (10mg/kg ip) of D1-D7 were administrated 30 minutes before irinotecan
administration and all of parameters described before were evaluated Results : Treatment with
irinotecan was able to induce an intestinal lesion with significant impairment of epithelial barrier
function in the presence of the following changes: diarrhea, leukopenia, marked shortening of the
villus, crypts of partial necrosis, increase im MPO activity, increased concentrations of IL-1 3 and
changes in gastrointestinal motility. Treatment with dexamethasone, but not with metoclopramide,
significantly reduced the intestinal lesions, with recovery of villous height, crypt depth, decreased
MPO activity, reduced concentrations of IL-1B. In addition, dexamethasone, but not
metoclopramide, was able to reverse the delay in gastric emptying and increase in intestinal
transit. Conclusion : The intestinal mucositis induced by irinotecan was able to cause
gastrointestinal dismotility and inflammatory response with the participation of KC and IL13 which
is associated with delay gastric emptying and gastrointestinal transit and acceleration of intestinal
transit. It is also concluded that dexamethasone, but not metoclopramide, reduced the
inflammatory response and modulated in part the gastrointestinal dismotility associated with
irinotecan-induced intestinal mucositis.

Keywords : intestinal mucositis, irinotecan, dexamethasone, metoclopramide.
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1. Introducao



1.1 - CLORIDRATO DE IRINOTECANO (IRINOTECANO)

O irinotecano é um derivado semi-sintético da camptotecina. Esta substancia
foi inicialmente isolada nos Estados Unidos, por Wall et al., em 1966, de uma planta
nativa na China e no Tibet, Camptotheca acuminata. O irinotecano e seu metabdlito
ativo (SN-38) séo inibidores seletivos da topoisomerase |, uma enzima envolvida na
replicacdo e transcricdo do &cido desoxirribonucléico (DNA). Nos udltimos anos, o
IRINOTECANO tem sido utilizado como agente Unico ou combinado com outros
protocolos no tratamento de primeira e segunda linha do cancer colorretal (SALTZ et
al., 2001), e também utilizado no cancer de ovario (FUJII et al., 2002), linfoma de
Hodgking (RIBRAG et al., 2003), cancer de pulméo de células pequenas e nao-
pequenas células (LANGER, 2004), pancreas (ROCHA-LIMA et al., 2004), mama
(PEREZ et al., 2004) e de estbmago (ENZINGER et al., 2005).

A acgdo desses antineoplasicos ndo se limita somente as células neoplésicas,
com isso essas drogas podem atuar em células normais, tendo como resultado
importantes efeitos colaterais, que em certas situacdes podem determinar desde a
reducdo do esquema terapéutico, até a sua total interrupcdo, podendo levar um
grande prejuizo na eficacia do tratamento oncoldgico. Dentre esses feitos nosso

trabalho se propde a estudar a mucosite intestinal induzida por irinotecano.



1.1.1 - ESTRUTURA QUIMICA

O irinotecano € um sal triidratado, 7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]
carboniloxi-camptotecina, que possui um anel (a-hidroxi-3-lactona) que sofre
hidrélise reversivel no liumen intestinal produzindo carboxilato e lactona (GUPTA et
al., 1997; DODDS et al., 1998; IKEGAMI et al., 2006a). A estrutura do irinotecano na

forma de lactona pode ser vista na figura 1.
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FIGURA 1 — Estrutura quimica do cloridrato de irino  tecano. Fonte: DODDS et. al., 1998

1.1.2 - FARMACOCINETICA

O irinotecano é uma pré-droga que € convertida em seu metabdlito ativo, SN-

38  (7-etil-10-hidroxicamptotecina), pela enzima  carboxiesterase (CE),



particularmente hCE2. O SN-38 é de 100 a 1000 vezes mais ativo que o irinotecano
(RIVORY et. al., 1996; XIE et. al., 2002, CHESTER et. al., 2003). A CE encontra-se
presente abundantemente no figado e em menor quantidade no duodeno, jejuno,
ileo, cblon e reto. Esta enzima libera a cadeia lateral da dipiperidina presente na
posi¢cdo C-10 da molécula de irinotecano (ALIMONTI et. al., 2004).

ApOs a administracdo intravenosa, em seres humanos, o irinotecano, sob a
forma de lactona, tem meia-vida de aproximadamente 6 a 8 horas (5 a 9 horas),
enquanto que a meia-vida do SN-38 é de aproximadamente 11,05 horas (9,1 a 13
horas). A depuracdo sistémica é de aproximadamente 46,9 L/h/m? (TAKAMITO;
ARBUCK, 2001) sendo o volume de distribuicéo para as doses de 125mg/ m? e 340
mg/ m? de 110 + 48,5 L/ m? e 234 + 69,6 L/ m?, respectivamente (ALIMONT et. al.,
2004).

O metabolismo do irinotecano da droga é principalmente hepatico por uma
enzima do sistema CYP450, particularmente CYP3A4, que gera componentes
inativos como APC (7-etil-10-[5-acido aminopentandico)-1-piperidino]-
carboxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-[4-aminol-piperidino]- carboxicamptotecina)
(CHESTER et. al., 2003; MATHIJESSEN et. al., 2004). Pequena parte do APC pode
ser metabolizada pela CE em SN-38 (RIVORY et. al., 1996, MATHIJESSEN et. al.,
2004). Ja o NPC é metabolizado completamente em SN-38 por esta enzima,
contribuindo na atividade e toxicidade do irinotecano in vivo (RIVORY et. al., 1996;
DODDS et. al., 1998; MATHIJESSEN et. al., 2004).

Ap6és irinotecano ser convertido em SN-38 nos tecidos, a detoxificacdo ocorre
pela conjugagdo com a enzima urinina difosfato glicuronosil-transferase (UDP-GT) —
UGT1Al1, com a formacdo de SN-38 glicuronideo (SN-38G), composto inativo

(HAAZ et. al.,m 1997, CHESTER et. al., 2003; MATHIJESSEN et. al., 2004).



Irinotecano e SN-38 sao transportados ligados as seguintes proteinas;
glicoproteina P (P-gp), transportador canalicular multiespecifico de anions organicos
(cMOAT) e proteina 2 associada a resisténcia multidroga (MRP2) (TAKIMOTO;

ARBUCK, 2001; TAKASUNA et. al., 2006).

1.1.3 - MATABOLISMO DO IRINOTECANO
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FIGURA 2 — Figura esquematica do metabolismo do iri  notecano. No figado, a enzima
CYP3A4 atua sobre o irinotecano gerando dois compostos inativos, APC (7-etil-10-(4-N-(5-
acido aminopentandico)-1-piperideno)-carboniloxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-(4-amino-1-
piperideno)-carboniloxicamptotecina). O NPC pode ser metabolizado pela CE em SN-38. A
depuracdo do SN-38 é feita no figado pelo polipeptidio Al da familia da uridina difosfato
glicosiltransferase 1 (UGT1Al), gerando glicuronidios e SN-38 (SN-38G), que séo
desprovidos de atividade bioldgica. Irinotecano, SN-38 e SN-38G sdo excretados na bile
através das proteinas de transporte MDR1 (Multidrug resitance protein 1) e MRP2 (Multidrug
resitance associated protein 2) e chegam ao intestino delgado . No intestino delgado o
irinotecano Pode ser clivado pela CE intestinal, formando mais SN-38. Além disso, o SN-
38G pode ser conjugado pela acdo de bactérias intestinais produtoras de B-glicuronidase,
transformando-se novamente em SN-38. Este, por sua vez, € reabsorvido dando inicio & um
processo de recirculacdo éntero-hepatica (TERINEN-MOSLEN et.al., 2006, HAAX, et.al.,
1998; CHESTER et.al., 2003; MATHIJSSEN et.al., 2004; DODDS et.al., 1998; KHERER
et.al.,, 2000; PIZZOLATO et.al., 2003; GUPTA et.al.,, 1994; CHU et.al., 1997; IYER et.al.,
2001) Extraido de Freitas HC, 2007. (adaptado do Nature Reviews)



1.1.4 - MECANISMO DE ACAO

O irinotecano e seu metabdlito ativo (SN-38) sdo inibidores seletivos da
topoisomerae |, uma enzima envolvida na replicacdo e transcricdo do &cido
desoxirrubonucléico (DNA). As topoisomerases mantém a conformacao
tridimensional do DNA através da remocdo dos espirais durante a replicacdo e
transcricdo, aliviando a tensdo da tor¢cdo produzida pelo enrolamento da molécula. A
citotoxidade deve-se ao dano no DNA durante a fase S do ciclo celular, quando as
enzimas de replicacdo do DNA colidem com um complexo ternario da droga, com o
DNA e com a topoisomerase |. Este dano induzido pela droga ndo é corrigido de
forma eficaz, provocando apoptose (TAKIMOTO; ARBUCK, 2001; ALIMONT et.al.,
2004).

O irinotecano e o SN-38 na forma de carboxilato sao inibidores menos potente
da topoisomerase | e tém atividade antitumoral mais fraca que a lactona. Entre as
duas formas ha um equilibrio pH-dependente, sendo que o pH &acido promove
formacdo de lactona e o pH basico resulta na forma aniénica do hidroxiacido

(ARIMORI et. al., 2001; IKEGAMI et. al, 2002).

1.1.5 - Toxicidade

Dos efeitos colaterais relacionados ao uso do irinotecano podemos citar como
principais 0s seguintes: neutropenia, mucosite e diarréia que frequentemente ocorre
de forma simultanea.

As camptotecinas tém em geral menos efeitos adversos que a maioria dos
agentes antineoplasicos (RANG et. al., 2001) Os efeitos toxicos mais graves e que

limitam o seu uso sao a mielossupressao (principalmente neutropenia) e a diarréia



tardia (SALIBA et. al., 1998; TAKIMOTO, ARBUCK, 2001; CHESTER et. al., 2003;
ALIMONTI et. al., 2004). Outros efeitos adversos grau (3 e 4) relatados séo: nduseas
e vOmitos (9%), astenia (14%), alopecia (53%), elevacdo das transaminases
hepéticas (8%) e anemia (9%) (ABIGERGESet. Al., 1995).

A neutropenia, apesar de alta incidéncia, 23% (ENZINGER et.al., 2005) a
43% dos pacientes (ROSATI et. al.,, 2002), pode ser facilmente tratada com a
administracdo de G-CSF (fator estimulante da colénia de granulécitos) (ALIMONTI
et. al., 2004).

Quanto a diarréia induzida pelo uso de irinotecano pode ser dividida em duas
fase: uma diarréia aguda ou precoce e uma diarréia cronica ou tardia
(RUBEINSTEIN et. al., 2004). A primeira, de curso geralmente leve, ocorre durante
ou logo apo6s a administracao da droga pelo aumento da atividade colinérgica, pois o
irinotecano inibe acetilcolinesterase (AChE) (GANDIA et. al., 1993; DODDS et. al.,
1999; DODDS; RIVORY, 1999; DODDS et. al., 2001). A segunda, de inicio tardio,
possui alta incidéncia, em torno de 82% (SALIBA et. al., 1998), e, quando grave,
pode limitar a eficacia do tratamento, ja que muitas vezes é necessario reduzir sua
dose ou até mesmo suspender o préprio tratamento (ABIGERGES et. al., 1994;

IKEGAMI et. al., 2002; DUNCAN; GANT, 2003; ALIMONTI et. al., 2004).

1.2 - RESPOSTA INFLAMATORIA NA MUCOSITE POR ANTI-NE OPLASICO

Mucosite alimentar ou gastrintestinal € o termo clinico usado para descrever
as alteracdes provocadas pela quimioterapia e radioterapia antineoplasicas sobre as
mucosas, podendo acometer o trato alimentar de maneira global ou localizada
(cavidade oral ou mucosa intestinal). Esta sindrome, a depender da gravidade,

caracteriza-se por ulceragdo da mucosa do trato digestivo, podendo resultar em dor,



disfagia, diarréia e disfuncéo, de acordo com o tecido afetado (Sonis & Fay, 2002;
Sonis et al., 2004; Scully & Sonis, 2006).

De forma geral, cerca de 15 a 40% dos pacientes em quimioterapia
apresentam algum grau de mucosite (Scully et al., 2003; 2004). A combinacédo de
diferentes drogas antineoplasicas aumenta essa incidéncia de 40-70% (Roth et al.,
1991; Scully & Sonis, 2006). Esta incidéncia pode chegar proxima a 100% naqueles
pacientes submetidos ao transplante de medula 6ssea (Rubenstein et al., 2004).

A ocorréncia de mucosite e seu grau de intensidade podem retardar ou
impedir a continuacdo do tratamento antineoplasico. Pacientes que apresentaram
mucosite tendem a receber doses reduzidas de quimioterapia nos ciclos
subsequentes ao episddio de mucosite (Rubenstein et al., 2004). Além disso, em
pacientes neutropénicos, a presenca de mucosite representa um aumento de quatro
vezes no risco de sepse (Pico et al., 1998). Portanto, esse efeito adverso tem o
potencial de interferir diretamente na eficacia do tratamento.

Cerca de 5-15% dos pacientes podem ser acometidos de mucosite mais
grave (graus 3 e 4). Destes, 35% sofrerdo um atraso nos ciclos subsequientes de
quimioterapia, 60% irdo requerer reducdo nas doses aplicadas e 30%, a
descontinuacdo do regime de tratamento. Em geral, 60% apresentam febre e
requerem hospitalizacéo (Keefe et al., 2007).

Sonis e colaboradores descreveram a mucosite por antineoplasicos como um
processo complexo, no qual ocorre a seguinte sequéncia de eventos bioldgicos
interligados: iniciacdo, resposta primaria ao dano, sinalizagdo (e amplificacdo),
ulceracao e, finalmente, cicatrizacao (Sonis et al., 2004; Scully & Sonis, 2006). A
manifestacdo de todos os estagios ndo ocorre obrigatoriamente em todos os casos.

Portanto, uma mucosite branda, com poucos danos a mucosa, rapida recuperacao e



proliferacéo epitelial, evita a ocorréncia da fase ulcerativa, a mais sintomatica (Sonis
& Fay, 2002).

A fase de inicacdo ocorre logo apds a radiacdo ou quimioterapia. A leséo
celular direta das células epiteliais ocorre simultaneamente com a geracado de
estresse oxidativo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio (SONIS et. al.,
2004). A resposta primaria ao dano, observada nas células e tecido da submucosa,
€ caracterizada pela expressao de genes de resposta precoce, c-jun, c-fos e Erg |, e
pela ativacdo de fatores de transcricdo, como fator nuclear-kB (NF-kB) (SCULLY
et.al.,, 2006). Em paralelo a ativacdo de NF-kB, enzimas como esfingomielina e a
seramida sintetase, que catalizam a sintese de seramida, sdo ativadas diretamente
pela radio ou quimioterapia, ou indiretamente pelas espécies reativas de oxigénio e
TNF-a. A via de seramida induz apoptose tanto em células submucosa, como
epiteliais (MADDENS et.al., 2002). Adicionalmente a destruicdo de fibronectina
também ocorre nessa fase da mucosite, resultando na ativacdo de macrofagos e
posterior injuria tecidual, mediada pelas metaproteinase e producdo adicional de
TNF-a. A participacdo de TNF-a na patogénese da mucosite oral foi evidenciada
através de trabalho de nosso grupo que mostrou que a pentoxifilina e a talidomida,
ambas inibidores da sintase de TNF-a, reduzem significativamente a lesdo oral
induzida por 5-Fluorouracil (5-FU) em hamester (LIMA et.al., 2005).

A proxima fase, ulcerativa, € a mais sintomética e ocorre durante o periodo
de neutropenia grave do paciente. A lesdo e morte das células basais epiteliais
resultam e mudancas atréficas que culminam na real deterioragdo e quebra da
barreira mucosa. Nessa fase é comum a ocorréncia de infecgfes secundarias, visto
gue a lesdo pode servir de foco para colonizagdo de microrganismos. Os produtos

da parede celular de bactérias penetram na submucosa e estimulam a liberacdo de



citocinas proé-inflamatorias, resultando em inflamacéo, dor, possiveis infeccdes
secundarias ou mesmo influxo sistémico de microrganismo e toxinas que, associado
a neutropenia induzida pelas drogas antineoplasicas, aumenta o risco de
bacteremia e septicemia (ELTING et.al., 1992, SONIS et. I., 2004).

A fase cicatricial € biologicamente dinamica, com sinalizacdo da matriz
submucosa extracelular, estimulando a migracéo, diferenciacdo e proliferacdo do
epitélio. Aléem de observar re-colonizacdo da microbiota normal e além da
recuperacdo do numero de leucécitos (SONIS et.al., 2004). Em nosso laboratério,
nosso grupo demonstrou que a glutamina e seu derivado estavel alanil-glutamina
aceleram a recuperacdo da mucosa oral lesada pelo uso de 5-FU (LEITAO et.al.,
2007).

Em relacdo a mucosite por irinotecano, os dados de nosso laboratério em
camundongos mostrou que o irinotecano causou uma significativa diarréia nos
animais, com diminuicdo dos vilos intestinais e perda da arquitetura das
criptas.(Lima, 2008). Ademais, Melo e colaboradores (2007), demonstraram que a
mucosite por irinotecano aumentou significativamente os niveis de TNF-a no quinto
e sétimo dia. Entretanto citocinas, como IL-13 e KC (homdlogo da IL-8 no homem)
apresentou niveis elevados apenas no sétimo dia e quanto ao uso da pentoxifilina
(PTX) em seu trabalho observaram que esta preveniu de forma significativa as
alteracbes morfofuncionais (achatamento das vilosidades e diarréia) e
histopatoldgicas (necrose das criptas e infiltrado inflamatério) Melo e colaboradores
(2007), uma vez que tais efeitos parecem ser consequiéncia de sua capacidade em

inibir de TNF-q, IL-1B, KC e INOS.



1.3 - ALTERACOES DA MOTILIDADE ASSOCIADOA A MUCOSIT E POR
ANTINEOPLASICO

No decorrer dos ultimos anos, muitos autores tentaram buscar uma
explicacdo para as alteracbes de motilidade observadas durante e apds os
processos inflamatdrios da mucosa intestinal. Esses disturbios sdo advindos de
mudancas tanto na estrutura, como na funcéo do intestino, além de serem também
observados na fase pos inflamacdo (COLLINS, 1996; GROSSI et al.,, 1993;

HOSSEINI et al., 1999).

Esta descrito na literatura que a terapia antineoplasica apresenta como
efeitos colaterais mais freqlientes os sintomas gastrintestinais, como nausea e
vomito. Contudo, depois da introducdo dos antagonistas dos receptores de
serotonina o cuidado desses problemas tiveram uma boa resolucdo. (HICKOK et al.,
2003). Entretanto, 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 ao cancer. Recentemente pesquisadores sugerem
gue parte da causa dessa sindrome pode esta associada a anormalidades da

motilidade do trato gastrointestinal (RIEZZO et al., 2002).

Os dados da literatura mostram em parte que as alteragbes da motilidade
gastrintestinal que s&o provenientes dos efeitos colaterais da quimioterapia do
cancer podem ser associados ou mesmo causadas por eventos inflamatorios. E os
mesmos achados na literatura reforcam a hipotese que as alteragdes funcionais
advindas de processos inflamatérios e pos inflamatérios podem ter contribuicdo de
alteragbes estruturais do musculo liso gastrintestinal e/ou altera¢gdes neuronais

principalmente do plexo mioentérico. Essas observagdes sugerem claramente que a



inflamacédo do trato gastrointestinal pode causar significativas alteracdes funcionais

(SOARES, 2008).

Dados de nosso laboratorio demonstram pela primeira vez que os efeitos da
mucosite intestinal induzida por 5-FU em rato, esta associada a desordens da
motilidade gastrointestinal (retarde no esvaziamento gastrico e hipercontratilidade do
muasculo liso gastrointestinal) tanto na fase inflamatéria como na fase pos-
inflamatoria da mucosite intestinal por 5-FU em ratos. (Soares et.al., 2008).

Faltam estudos na tentativa de avaliar se a modulacdo da resposta
inflamatorio na mucosite intestinal pode estar acompanhada de melhoras das

alteracdes motoras.

1.4 - DEXAMETASONA

A dexametasona (DEXA) é um glicocorticéide, analogo sintético da
hidrocortisona (figura 3), cujo principal efeito farmacologico decorre de sua acao
antiinflamatdria e imunossupressora. Uma vez absorvidos, os glicocorticoides se
ligam a globulina ligadora de corticosteréide (GLC) e penetram nas células por

difusdo simples. A metabolizacdo ocorre no figado (DALE, 2008).
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FIGURA 3- Estrutura quimica da Dexametasona  (Site: PubChem Compound)

InOmeros mecanismos estdo envolvidos na supressdo da inflamacédo pelos
glicocorticoides. Atualmente esta claro que os glicocorticoides, através de multiplas
células, sdo capazes de inibir a producédo de fatores que séo criticos na geracéo 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 leucécitos para as areas de leséo e, por fim,
fibrose diminuida (SCHIMMER & PARKER, 1996).

Algumas das ac¢des 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 corticosterdides induzem a sintese
de transcortina e macrocortina — proteinas que inibem a sintese de prostaglandinas
atraveés da inibicdo da fosfolipase A2. As respostas mediadas por células podem ser
inibidas indiretamente pela inibicio da producdo de determinadas citocinas,
incluindo o TNF-a e outras interleucinas (OSSWALD W., GUIMARAES, S., 2001;

GRAHAME-SMITH D., ARONSON J.,2002).



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

Os (glicocorticoides também exercem importantes acdes sobre as
respostas imunoldgicas especificas do hospedeiro, pelo menos parcialmente,
através de seus profundos efeitos sobre a producédo de citocinas (SCHIMMER &
PARKER, 1996). A dexametasona possui efeito inibitorio sobre a sintese de
citocinas, tais como a IL-1f3, IL-8, e TNF-a, devendo ser destacado que, além de
inibir sua producao, também bloqueia varios dos seus efeitos, como é o caso da
reducdo da expressao de receptores para IL-8 (BARNES & ADCOCK, 1993).

Considerando  os  glicocorticbides como importantes  agentes
antiinflamataorios, cujos efeitos sao parcialmente devidos a atenuacdo da producéo
de citocinas pré-inflamatérias (BLEEKER et al., 1997), é importante ressaltar que as
acbfes imunossupressoras e antinflamatorias dos glicocorticbides estédo
indissoluvelmente ligadas, talvez porque ambas resulta, em grande parte, da inibicdo
de funcdes especificas dos leucécitos (BOUMPAS,1993).

Por estas razbes, os glicocorticoides tém representado importante e
muitas vezes decisivo instrumento terapéutico no manejo de varias patologias.
Sabe-se, no entanto, que o seu uso prolongado é limitado por importantes efeitos

adversos.



O NF-kB atua como fator de transcricdo, tendo um papel importante na
inflamacéo e nas reacdes de fase aguda. O NF-kB também protege as células da
apoptose por manter a transcricdo do c-Myc, o qual é necessario para a
sobrevivéncia das células e permite a ativacdo de genes anti-apoptéticos. O IkB liga-
se ao NF-kB, inibindo a sua transferéncia para o nucleo e a sua funcao como fator
de transcri¢do. Os glicocorticéides atuam por aumento na sintese de IkB, diminuindo
a ativacdo do NF-kB e a expresséo do c-Myc. Este mecanismo de alteracéo do sinal
de ativacao, executado pelos glicocorticoides, contribui para o efeito apoptético das

células linféides (FIGURA 4) (KLASSEN et al., 2001).

Na mucosite por 5-FU a dexametasona inibiu a resposta inflamatoria,

entretanto, faltam estudos na mucosite por irinotecano.



1.5 - METOCLOPRAMIDA

A metoclopramida € considerada um dos estimulantes mais seletivos da
motilidade (agente procinético). Além de suas propriedades colinomiméticas, a
metoclopramida € um potente antagonista da dopamina. Esse farmaco
aparentemente aumenta a liberacdo de acetilcolina nos neurénios colinérgicos no
plexo mioentérico do sistema nervoso entérico e ndo aumentam a secrecao gastrica

ou pancreatica (KATZUNG, 1995).



2. Objetivo
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OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

» Investigar a dismotilidade gastrintestinal associada a mucosite intestinal
induzida por irinotecano em camundongos, bem como avaliar o efeito da
modulacdo farmacoldgica da resposta inflamatéria sobre estas alteracdes

motoras.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudar a resposta inflamatoria intestinal (histologia, dosagem de MPO e de
IL-1, TNF, KC e IL-10), bem como a presenca de leucopenia e diarréia no

curso da mucosite intestinal induzida por irinotecano em camundongos;

» Investigar as alteracdes no esvaziamento gastrico, transito intestinal e transito

gastrintestinal em animais com mucosite por irinotecano;

» Analisar o efeito do tratamento com dexametasona ou com metoclopramida
nos achados inflamatorios (histologia, dosagem de MPO e IL-1) e funcionais
(esvaziamento gastrico, transito intestinal e transito gastrintestinal) presentes

na mucosite intestinal induzida por irinotecano em camundogos.



3. Material e Métodos



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados camundongos Swiss machos (n=6), com peso variando entre 20
e 25 g, provenientes do Biotério setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC).
Os animais foram acomodados em caixas apropriadas, em ambiente com
temperatura controlada que variava entre 20 a 24°C. A dieta oferecida foi ragdo
Purina® balanceada utilizada rotineiramente no biotério, e a4gua a vontade. Os
experimentos realizados seguiram o Manual sobre cuidados e usos de animais de
laboratério, padronizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), que segue as normas da National Research Council (U.S.A., 1996). O
projeto foi previamente submetido e posteriormente aprovado pela Comissdo de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, conforme protocolo 063/2009 — ANEXO

1.

3.2 - Drogas, solucdes, corantes e anticorpo
- Cloridrato de irinotecano (evoterin® - 20mg/mL) ampola de 5mL, laboratério
Evolabis;
- Dexametasona (decadron® 4mg/mL), frasco ampola 2,5mL, laboratério Aché;
- Metoclopramida (noprosil®-5mg/mL), frasco amola, laboratério isofarma;
- Solucao salina: NaCl 0,9% (fraco de 500mL), laboratério Gaspar Viana;
- Alcool etilico 70%, laborat6rio Merck;

- Tampéao fosfato de potassio: solugdo A (988mL) + solugcédo B (12mL);



0 —— 6,89
AU deStIAA ~--nnmmmremem e 1L
Solucéo B
AU deStIA0A ~--nnmmmreme e 1L

- Tampéao de brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) ---- 59
Tampao fosfato de potassio --------=-====mmmmmmmmmmm oo
- Peréxido de hidrogénio (0,1%)
Peroxido de hidrogénio  30% (vetec) ----------=---=---mmmmmmmmmmmommomeee 1mL
Agua destilada ------=========nnmmm e 29mL

- Solucao de o-dianisidina

o-dianisidina (SIgMa) ------=-=-===mmmm e 16,7mL
Tampéo fosfato de potassio -------------=-m=m-mmmmmmmmmom oo 10mL
U ————— 50uL
Agua destilada -----=======m===mm e 90mL

- Solucéo de Turk

Acido acético glacial -=---======mm==mmmmmmmm e 20mL
Violeta de genciana ---------=-===mm oo oo 2mL
Agua destilada ------======mmmmmmm s 1L

- Hematoxilina (Reagen)
- Eosina (Merck)

- Hematoxilina de Mayer (Reagen)



3.3 - MUCOSITE GASTRINTESTINAL POR IRINOTECANO

Foi utilizado o modelo de inducdo de mucosite intestinal experimental baseado
no modelo descrito por lkuno etal. (1995) e adaptado pelo Laboratério de
Farmacologia da Inflamacéo e do Cancer (LAFICA), do Departamento de Fisologia e
Farmacolgia da Faculdade de Medidician da UFC.

Os animais receberam uma injecdo de irinotecano via intraperitoneal (i.p.), na
dose de 75mg/kg durante quatro dias consecutivos e foram sacrificados no sétimo

dia experimental para estudo dos aspectos relacionados a mucosite intestinal.

Tempo
(dias)

irinotecano (75mg/kg, i.p.) sacrificio

Salina (,01ml, i.p)

DIARREIA HISTOPATOLOGICO [ CONTAGEM TOTAL BeiTOCINAS MOTILIDADE
GASTRINTESTINAL

DE LEUCOCITOS

FIGURA 5 - Desenho esquematico do protocolo da muco site intestinal
experimental. A mucosite intestinal foi induzida através da administracdo via i.p.de
irinotecano (75mg/kg) durante 4 dias consecutivos. Os animais foram sacrificados no
sétimo dia experimental, e segmentos de duodeno foram removidos e processados
paras as analises histopatologicas, morfométrica e avaliagdo da atividade da enzima
mieloperoxidase, assim como para a dosagem de citocinas KC, IL-1B, IL-10 e TNF-a e
avaliacd da motilidade gastrintestinal. A diarréia foi avaliada imediatamente antes do
sacrificio.



3.4 - Grupos Experimentais - 1

Grupo Controle

Este grupo foi composto de animais submetidos a administracéo via (i.p.) de
salina a mesma utilizada nos animais pertencente ao grupo experimental.

Grupo Mucosite

Nesse grupo os animais receberam o tratamento com irinotecano por quatro

dias consecutivos por via (i.p). O irinotecano foi diluido em salina 0,9%.

3.5 - PARAMETROS AVALIADOS

3.5.1 - AVALIACAO DE PARAMETRO HEMATOLOGICO

Os animais foram levemente anestesiados, com éter etilico, e em seguida,
coletada amostra periférica de sangue por puncdo da artéria ocular imediatamente
antes do sacrificio. Foram coletados 500ul e dessa quantidade utilizados 20uL de
sangue. Esta aliquota foi diluida imediatamente em 380uL de solugdo de Turk. A
contagem total de leucocitos na amostra foi realizada utilizando uma camara de
Neubauer, conforme metodologia descrita por Moura et.al (1998). Os valores foram

expressos em nimero total de leucécito x 103 mm?.

35.2- AVALIA(;AO DO GRAU DA DIARREIA APRESENTADA

Aos eventos de diarréia, apresentados a partir do quinto dia apds o inicio do
tratamento dos animais com irinotecano e analisado no sétimo dia experimental,
foram atribuidos escores (segundo proposta de Kurita et.al., 2000) como a seguir:
O=fezes com aspecto normal; 1=fezes levemente alteradas pouco umedecidas;

2=fezes Umidas com pouca sujidade perianal; 3=fezes Umidas com bastante



sujidade perianal. Esse parametro representou um indicativo de mucosite intestinal,

uma vez associado a diarréia a mucosite, pratica bastante observada na clinica.

FIGURA 6 - Representacdo dos graus de diarréia apos a administracédo de
irinotecano por quatro dias consecutivos. A diarréia foram atribuidos escores de
acordo com a intensidade. Grau 0 = fezes com aspecto normal; 1=fezes levemente
alteradas pouco umedecidas; 2=fezes Umidas com pouca sujidade perianal; 3=fezes
Uumidas com bastante sujidade perianal. (n=6) (LIMA-JUNIOR, 2008)

3.5.3 - ANALISE HISTOPATOLOGICA E MORFOMETRIA DA MU COSITE

INTESTINAL

Apo6s o sacrificio dos animais, 1 cm do duodeno dos camundongos foram
removidos. A seguir, tais espécimes foram fixados em formol tamponado 10% e
processados para coloracao pelo método HE (hematoxilina-eosina) para exame em

microscopia oOptica (40x). A analise histopatologica envolveu a observacdo do



aspecto de vilos e criptas, assim como presenca e intensidade de infiltrado
inflamatorio. O grau e a gravidade da mucosite foi determinado de acordo com o
sistema de escores proposto por Woo et.al., (2000) e descrito a seguir: 0 = auséncia
de leséo; 1 = menos de 10% das criptas contém células necroticas; 2 = mais de 10%
das criptas contém células necréticas, mas a arquitetura permanece intacta; 3 = mas
de 10% das criptas contém células necroticas com perda da arquitetura das criptas
(20%). Os vilos encontram-se encurtados e ocorre variavel hipertrofia e hiperbasofilia
nas criptas remanescente; 4 = semelhantes a 3, sendo mais extensa e com perda da
arquitetura das criptas e encurtamento dos vilos.

Para a analise morfométrica, a medida de vilos foi verificada considerada
desde o ponto de encontro entre dois vilos até o topo do vilo em mensurado (altura
do vilo), e criptas intestinais (definida como o ponto de encontro entre dois vilos
medidos até o inicio da camada submucosa) para a correlacdo para a capacidade
absortiva (razdo da altura de vilo/ profundidade das cripta). A razdo entre o
comprimento dos vilos intestinais e as criptas de Lieberkiihn foi calculada em pum
utilizando-se o software ImageJ versdo 1,36, sendo medidos entre 5 e 10 vilos e

criptas por corte histologico.

3.5.4 - ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

No momento do sacrificio, uma por¢cdo do duodeno foi retirada para
mensuracdo da atividade de MPO, segundo meétodo adaptado pelo descrito por
Bradley et.al. (1982). Esta andlise teve a finalidade de avaliar a reagéo inflamatoria
de mucosite intestinal induzida por irinotecano, uma vez que esta enzima é

marcadora do processo inflamatério medida pelo acimulo de neutréfilo nos tecidos.



As amostra obtidas foram pesadas e colocadas em 1mL de tampao de
potassio com 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamoénio, pH 6,0. Depois foram
homogeneizadas em um macerador Politron® para lise da célula. A seguir, 0
homogenato foi centrifugado a 4500 rpm por 12 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
colhido. A atividade da MPO por U/mg de tecido foi aferida através da técnica
descrita por Bradley et. al. (BRADLEY et. al., 1982), utilizando peréxido de
hidrogénio a 1% como substrato da MPO. A unidade da atividade de MPO foi
definida como aquela capaz de converter 1umol de perdxido de hidrogénio em agua
em 1 minuto. Durante o ensaio, a medida que o peroxido de hidrogénio € degradado
ocorre a producao do anion superoxido, responsavel pela conversao de o-dianisidine
em um composto de cor marrom. Os resultados foram expressos como atividade de

MPO U/mg de tecido.
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3.5.5 - DOSAGEM DE CITOCINAS (TNF-A, IL-1B, KC E IL-10)

A producédo de citocinas foi determinada utilizando a metodologia de Safieh-
Garabedian, 1995. Apds o sacrificio dos animais (no 7° dia experimental), foram
removidos segmentos do duodeno e estocados em freezer a -70°C até o momento
do ensaio. O tecido coletado foi posteriormente homogenizado e coleta do
sobrenadante para dosagem de TNF-a, IL-1B, KC e IL-10, segundo descrito por
Safieh-Garabedian et.al. A determinagdo da concentragdo destas citocinas foi
realizada por ensaio imunoenzimético (ELISA), conforme protocolo de Cunha et.
al.(1993), utilizando kit da R&D system®, o qual seguiu as seguintes etapas: (1)
incubacdo com 2 pg/mL de anticorpo anti TNF-a, anti IL-1p, anti-KC e anti-IL-10
diluidas em tampéo de bicarbonato (PH-8.2) - 100uL/poco (placa de 96 pocos) por
16-24 horas a 4°C; (2) lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v; (3)
blogueio com albumina bovina 1% diluida em tamp&o de lavagem 100uL/poc¢o por 2
horas a temperatura ambiente; (4) lavagem da placa (3x); (5) incubacdo com a curva
padrao de TNF-qa, IL-13, KC e IL-10 diluida em tampéao de lavagem e das amostras a
serem dosadas 100uL/poco por 16-24 horas a 4°C; (6) lavagem da placa (3x); (7)
incubacdo com anticorpo biotinilado diluidos 1:1000 em tampdo de lavagem
contendo 1% de soro de carneiro por uma hora a temperatura ambiente; (8)
lavagem da placa (3x); (9) incubagdo com avidina-peroxidase (DAKO) diluida
1:5000 em tampéo de lavagem 100uL/pogo por 15minutos a temperatura ambiente;
(10) lavagem da placa (3x); (11) incubacdo com o-fenilenediamina diidrocloreto
(OPD) em tampao substrato, 100uL/poco, cobriu-se a placa deixou-se no escuro por

5-20 minutos a temperatura ambiente (12) a reacdo foi paralisada com 150 plL/poco



de H,SO, 1M; (13) leitura em espctrofétometro a 490nm. Os resultados foram

expressos em pg/mL.

3.5.6 - ESVAZIAMENTO GASTRICO, TRANSITO INTESTINAL E TRANSITO
GASTRINTESTINAL.

Os animais foram alocados nos seguintes grupos experimentais Grupo
I: Animais tratados com salina; Grupo II: Animais tratados com irinotecano (75mg/kg)
por via intraperitoneal. Apds 7 dias, foi avaliado o esvaziamento gastrico, transito
intestinal e centro geomeétrico conforme técnica de Miller, 1981. Apés 24 horas de
jejum, os animais receberam por gavagem (350uL) da refeicdo teste que consiste de
um marcador ndo absorvivel (0,75 mg/mL de solucdo de vermelho de fenol
glicosada a 5%). Decorridos 10, 20 e 30 minutos, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. Apds a laparotomia, o estbmago e o intestino delgado foram
expostos e rapidamente isolados, por ligaduras nas juncdes esodfago-gastrica,
gastro-duodenal e ileo-cecal, e removidos. Apés a retirada, o estbmago e trés
porcdes do intestino (proximal, medial e distal) foram colocados em uma mesa e
dividido em tamanhos aproximadamente iguais de 11cm. Cada um destes
segmentos foi introduzido num cilindro graduado e o volume total foi aferido através
da adicdo de 10 mL de 0,1 N NaOH. A seguir, os segmentos foram cortados e
homogeneizados por 30 s. Apos 20 minutos da homogeneizacdo, 1 mL do
sobrenadante foi centrifugado por 10 min a 2800 rpm. As proteinas do
homogeneizado foram precipitadas através da adicdo de 50 pl de acido
tricloroacético (20%), e novamente centrifugadas por 20 min a 2800 rpm. A sequir,
150 pL do sobrenadante serdo adicionados a 200 puL de 0,5 N de NaOH. A

absorbéancia das amostras foi estabelecida em espectrofotometro a um comprimento



de onda de 540nm e expresso em densidade optica (D.O.). A curva padrao foi obtida
da medida por espectrofotometro a 540nM de uma concentracdo conhecida de
vermelho de fenol diluida em 0,1 N NaOH. Apoés a determinacéo do coeficiente linear
da curva padrdo, a concentracdo da solucdo (C=D.O.) e a quantidade de fenol
vermelho (m) por cada segmento (m = C x volume) foram determinados. A retengao
gastrica (x) foi expressa pela % de acordo com a seguinte equacdo: Retencéo
gastrica de corante x = (quantidade de vermelho de fenol recuperada do estdmago/
quantidade total de vermelho de fenol recuperada nos segmentos do TGI). O transito
intestinal foi expresso pela %, de acordo com a seguinte formula: Retencdo de
corante em cada segmento intestinal/ quantidade total de vermelho de fenol
recuperada em todos os trés segmentos intestinais (proximal, medial e distal).

O transito gastrintestinal da refeicdo foi estimado de acordo com o método do
centro geométrico (Miller et.al., 1981). De acordo com este principio, obtivemos o
produto da retencao fracional de cada segmento (estbmago - 1, intestino proximal -
2, intestino medial - 3 e intestino distal - 4). A somatéria desses valores indica o

centro geométrico da refeicdo propelida ao longo do intestino.

357 - EFEITO DO TRATAMENTO COM DEXAMETASONA OU
METOCLOPRAMIDA NAS ALTERA(;@ES INFLAMATORIAS E FUNCI ONAIS
ASSOCIADA A MUCOSITE INTESTINAL POR IRINOTECANO.

Os animais foram tratados com irinotecano (75mg/kg) do D1-D4 e 30 minutos
antes do tratamento com irinotecano receberam o tratamento com dexametasona
(2,5mg/kg, s.c.) ou metoclopramida (10mg/kg, i.p.), durante os sete dias
consecutivos (D1-D7). Os animais controle negativos foram tratados apenas com

salina. No sétimo dia experimental foi avaliado o grau de diarréia e apds o sacrificio



foi realizada avaliacdo dos parametros hematoldgico, morfometria da mucosa
intestinal, atividade de mieloperoxidase (MPO), dosagem de IL-1B, esvaziamento
gastrico, transito intestinal e transito gastrintestinal, conforme descritos

anteriormente.

3.5.8 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo expressos como média + E.P.M. (variaveis com distribuicao
normal) ou como mediana + minima e maximo (variaveis em distribuicdo normal.). A
analise estatistica foi feita usando o teste t de Studant (comparacdo entre dois
grupos) ou pelo teste de analise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de
Newmann Keuls (quando comparacdo de mais de dois grupos). Os escores
histoldgicos foram avaliados pelo teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Significancia
estatistica foi observada quando p<0,05. Para realizacdo de testes estatisticos foi

utilizado o software Prism versédo 4 da GraphPad software.



4. Resultados
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4 - RESULTADOS

4.1 - Efeito do tratamento com irinotecano sobre os leucdcitos totais, diarréia e

mucosite intestinal em camundongos  Swiss .

Irinorecano induziu significativa leucopenia, diarréia quando comparado com o
grupo controle (salina). A mucosite intestinal foi evidenciada no grupo que recebeu
apenas Irinotecano, uma vez que 0s escores histopatoldgicos atribuidos para o
grupo foi de 3 (3-3) apresentando diferenca estatistica (p<0,05) quando comparado

ao grupo controle. (Tabela 1).

TABELA 1. Irinotecano induz leucopenia, diarréia e mucosite intestinal.

Grupo

Leucacitos totais Diarréia Escores
x 10°mL histopatolégicos
Salina 94,33 + 12,40 0 (0-0) 0 (0-0)
Irinotecano 28,89 + 3,84* 3 (1-3)* 3 (3-3)*

Os valores representam média + E.P.M. (n=6-8) para analise de leucdcitos totais (x
10%mL) sendo analisados pelo teste t Student.

A andlise dos escores histopatolégicos e diarréia séo representados por mediana e
variagcdo e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunn. *p<0,05 quando comparado com o grupo controle.

4.2 — AlteragBes histopatologicas no duodeno induzi das pelo tratamento com
irinotecano em camundongos  Swiss

Nas fotomicrografias (100x) (figura 7 — Painéis A e B), observamos que o
tratamento com Irinotecano provocou alteracées na mucosa intestinal evidenciada
pela perda total de sua arquitetura devido a diminuicdo da altura de vilos e
aprofundamento das criptas (figura 7 — painel B). Observa-se ainda, que no aumento



de 400x, ocorre um intenso infiltrado inflamatoério, vacuolizagdo e edema na mucosa
e na muscular observados no grupo tratado com irinotecano (figura 7D), quando

comparado com o controle (figura 7C).

4.3 — Alterac6es morfometricas no duodeno induzidas pelo tratamento com
irinotecano em camundongos  Swiss

Na figura 8, observamos que o tratamento com irinotecano induziu um
aumento na profundidade das criptas (painel A), uma significativa diminuicdo na
altura dos vilos (painel B), e uma diminuicdo na relacao vilo-cripta (painel C), no

duodeno, quando comparado ao grupo controle (salina).

4.4 — Aumento da atividade de MPO no duodeno de cam undongos Swiss
tratados com irinotecano.

Na figura 9, observamos que no duodeno dos animais que receberam
irinotecano houve um aumento significativo da atividade de MPO, quando

comparado ao grupo de animais controle (salina).



FIGURA 7. Fotomicrografia do duodeno de camundongos swiss tratados com
salina e dos animais submetidos a mucosite intestinal pela administracao de
irinotecano. Os animais receberam Irinotecano (75mg/kg) durante 4 dias
consecutivos e salina 0,9% por 7 dias, ambas por via intraperitoneal (i.p). No sétimo
dia os animais foram sacrificados e o duodeno foi retirado e processado para a
técnica de coloracao pelo método H&E. (A e B — aumento de 100x, C e D — aumento
de 400x) (Painel 1.A — Duodeno de animais que receberam apenas salina 0,9%,
Painel 1.B — Duodeno de animais que receberam Irinotecano). Em A observamos a
mucosa intestinal de animais normais, ou seja, animais que ndo foram submetidos a
mucosite intestinal, mostrando vilos (V) e criptas (C) preservados. Em B observamos
a mucosa de animais que receberam irinotecano mostrando a perda da arquitetura
da mucosa através do encurtamento dos vilos, vacuolizacdo, necrose de criptas e
infiltrado de células mononucleares.
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FIGURA 8. Efeito do tratamento do irinotecano na mo rfometria duodenal de
camundongos Swiss. Os animais receberam Irinotecano ou salina por quatro dias
consecutivos (i.p.). Foram sacrificados no sétimo dia experimental e uma porgéo do
Intestino proximal (duodeno) foi removido e congelada a -70°C. Os segmentos de
intestino proximal foram obtidos para a medida da altura dos vilos (painel A),
profundidade da criptas (painel B) e razao vilo/cripta (painel C). Os valores foram
expressos como média + EPM (n=6-8) *p<0,05 quando comparados com 0 grupo
controle (salina), pelo teste t Student.
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FIGURA 9. Aumento da atividade de MPO no duodeno de  camundongos Swiss
tratados com irinotecano ou salina . Animais foram pré-tratados com salina ou
irinotecano i.p. durante 4 dias consecutivos, sendo sacrificados no sétimo dia
experimental. Amostras de segmentos de duodeno foram obtidos para a realizacao
de ensaio da MPO. Os valores foram expressos como média + E.P.M. (n=6-8)
*p<0,05, comparado com o grupo salina.

4.5 — A mucosite intestinal por irinotecano eleva o s niveis de IL-1, KC no

duodeno de camundongos  Swiss.

Observa-se que o irinotecano induziu um aumento na concentracao de IL-
1B e KC (figuras 10A e 10B, respectivamente) no duodeno de animais submetidos a
mucosite intestinal quando comparados aos animais que receberam apenas 0
tratamento com salina (controle). Quanto aos niveis de TNF-a (figura 10C) e IL-10
(figura 10D), ndo foram observadas diferencas significativa em relacdo ao grupo
controle.
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FIGURA 10 - Efeito do tratamento com irinotecano no s niveis de citocinas (IL-1,
KC, TNF-a e IL-10) no duodeno de camundongos  Swiss. Os animais foram
tratados com irinotecano ou salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p.). Foram
sacrificados no sétimo dia experimental e amostras do duodeno foram removidas e
congeladas a -70°C. O ensaio foi realizado por ELISA para as citocinas pro-
inflamatorias (painel A - IL-1, painel B — KC e painel C — TNFa) e anti-inflamatoria
(painel D — IL-10). Os valores representam média + EPM (n=6-8) da quantidade de
citocinas (pg/mL) e foram analisados pelo teste t Student. * Diferenca estatistica
comparados com animais tratados apenas com salina (p<0,05).

4.6 - Esvaziamento gastrico de liguidos em camundon  gos Swiss acordados e

tratados com irinotecano.
Na figura 11, observa-se que nos tempos de 10, 20 ou 30 minutos apés a

refeicdo, os animais tratados com irinotecano apresentaram um maior atraso no
esvaziamento gastrico, quando comparado com o controle que recebeu apenas

salina.



4.7 — Transito intestinal da refeicdo no curso da m  ucosite intestinal induzida
por irinotecano em camundongos.

Na Figura 12, observamos que o transito intestinal nos animais portadores
de mucosite por irinotecano apresentou uma maior retencdo nos segmentos distais
apos 10 e 20 minutos da refeicdo (painéis A e B). Como reflexo deste resultado,
observamos que no segmento medial houve uma menor retencdo do corante nos
mesmos intervalos (painéis A e B) no grupo tratado com irinotecano, quando
comparado ao grupo controle salina. Apos 30 minutos da refeicdo (painel C), nédo
observamos diferencas significativas na retencdo nos segmentos intestinais do
grupo irinotecano em relacdo ao grupo salina. Em relacdo ao segmento proximal,
apenas no intervalo de 10 minutos, observamos uma maior retencdo neste
segmento no grupo com mucosite por irinotecano em relacdo ao grupo tratado

apenas com salina (painel A).

4.8 — Determinacdo do centro geométrico da refeicédo no curso da mucosite
intestinal induzida por irinotecano em camundongos.

A fim de avaliar a distribuicdo da refeicdo no trato digestério como medida
do transito gastrintestinal, avaliamos o centro geométrico da refeicdo. Na figura 13,
observamos que a mucosite por irinotecano associou-se com uma distribuicdo da
refeicdo em segmentos mais proximais nos intervalos de 10, 20 e 30 minutos,

guando comparado com o grupo que recebeu apenas salina (controle).
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FIGURA 11. Analise do esvaziamento gastrico de anim  ais tratados com salina e
de animais que receberam irinotecano (IRI) avaliado nos tempo de 10, 20 e 30
minutos apos a administracdo de vermelho de fenol. Apoés jejum de 12h os
animais receberam por gavagem 350ul da refeicdo (marcador-vermelho de fenol).
Decorridos 10, 20 e 30 minutos apos a administracdo do marcador os animais foram
sacrificados e o0 esvaziamento gastrico foi avaliado por espectrofotometria em
comprimento de onda 540nm. Os valores foram expressos como média + EPM (n=6-
8) *p<0,05 quando comparados com o grupo controle (salina), analisados pelo teste t
Student. * Diferenca estatistica comparados com animais tratados apenas com
salina (p<0,05).
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FIGURA 12. Avaliacdo do transito intestinal no curs o0 da mucosite por

irinotecano. Apoés jejum, 0s animais receberam por gavagem 350ul da refeicdo
(marcador-vermelho de fenol). Decorridos 10, 20 e 30 minutos apds a administragéo
do marcador os animais foram sacrificados e o transito intestinal foi avaliado por
espectrofotometria. Os valores foram expressos como média + EPM (n=6-8).*p<0,05
guando comparados com o grupo controle (salina), analisados pelo teste t Student. *
Diferenca estatistica comparados com animais tratados apenas com salina (p<0,05).
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FIGURA 13. Distribuicdo da refeicdo no trato digest o6rio estimada de acordo
com o método do centro geométrico  (MILLER, et.al., 1981). De acordo com este
principio, obtivemos o produto da retencéo fracional de cada segmento (estdbmago 1,
proximal 2, medial 3, distal 4) pelo digito identificador de cada segmento: (1, 2, 3, 4,
respectivamente). A somatéria desses valores indica o centro geométrico do
alimento ao longo do intestino. Os valores foram expressos como media £ E.P.M.
(n=6-8) * p<0.05 comparado ao grupo salina, pelo teste t Student.

4.9 — Efeito do tratamento com dexametasona e metoc lopramida sobre a
leucopenia e diarréia associados a mucosite por iri norecano.

Dexametasona, mas ndo metoclopramida, reverteu a diarréia associado a
mucosite por irinotecano. Por outro lado, a leucopenia induzida pelo tratamento com
irinotecano néo foi alterada com o tratamento tanto com dexametasona como com

metoclopramida (Tabela 2).



TABELA 2. Dexametasona reverteu diarréia, mas ndo a  leucopenia, associados
a mucosite por irinorecano em camundongos.

Leucacitos totais

GRUPO 103 mL DIARREIA
SALINA 94,33 + 12,40 0 (0-0)
IRINOTECANO 28,89 + 3,84 3 (1-3)
DEXAMETASONA 43,11 +6,26 1 (0-3)*
METOCLOPRAMIDA 33,67.+3,68 3 (2-3)

Leucdcitos totais: Os valores representam média + E.P.M. (n=6-8), sendo analisados
pelo teste Anova, seguido pelo teste de Bonferonni.

Os escores de diarréia: Os valores sdo representados por mediana e variacao
(maior e menor), sendo analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de Dunn.

**p<0,05 quando comparado com grupo Irinotecano.

4.10 — Efeito da dexametasona e da metoclopramida s obre a atividade da MPO

intestinal em camundongo tratados com irinotecano

O tratamento com dexametasona reduziu o aumento da atividade de MPO
associada a mucosite por irinotecano. Por outro lado, o tratamento com
metoclopramida nao foi capaz de alterar de maneira significativa alterada o aumento

da atividade da MPO observada no curso da mucosite por irinotecano (Figura 8).
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FIGURA 14. Efeito da dexametasona e da metocloprami  da sobre a atividade da
MPO intestinal em camundongo tratados com irinotecano . Animais foram preé-
tratados com salina ou Irinotecano i.p. durante 4 dias consecutivos. Durante sete
dias receberam salina, dexametasona ou metoclopramida e foram sacrificados no
sétimo dia experimental. Segmento de duodeno foram obtidos para a realizacdo de
ensaio da MPO. Os valores foram expressos como meédia + E.P.M. (n=6-8) *p<0,05,
comparado com o grupo salina e ** p<0.05 quando comparado ao grupo irinotecano,
teste Anova, seguido pelo teste de Bonferonni.

4.11- Alteracdes histopatolégicas em intestino prox imal de camundongos
Swiss que receberam irinotecano e tratados com dexametas ona ou

metoclopramida.

Nas fotomicrografia (100x) (figura 15 -painel 15B), observamos que o
tratamento com irinotecano provocou alteragcdes na mucosa intestinal evidenciada
pela perda total de sua arquitetura devido a diminuicdo da altura de vilos (painel
15A) e aprofundamento das criptas (painel 15B). No painel 15C observamos por¢ao
do intestino proximal de animais tratados com dexametasona, mostrando a reversao
parcial da lesdo intestinal induzida pelo irinorecano, através da re-estruturacdo da
altura dos vilos e profundidade das criptas. No painel 15D, observamos ainda que o
tratamento com metoclopramida ndo modificou as alteracbes histoldgicas

associadas a mucosite por irinotecano.



FIGURA 15. Fotomicrografia (100x) do duodeno de cam undongos controle ou
com mucosite intestinal por irinotecano e tratados ou ndo com dexametasona
ou metoclopramida. Os animais receberam irinotecano (75mg/kg) durante 4 dias
consecutivos e salina por 7 dias, ambas por via intraperitoneal (i.p). A dexametasona
(2,5mg/kg s.c.) e a metoclpramida (10mg/kg i.p.) foram administradas por sete dias
consecutivos. No sétimo dia os animais foram sacrificados e o duodeno foi retirado e
processado para a técnica de coloracdo pelo método H&E. (A, B, C e D — aumento
de 100x) (Figura 15A —Duodeno de animais que receberam apenas salina 0,9%,
Figura 15B — Duodeno de animais que receberam irinotecano, Figura 15C —
Duodeno de animais que receberam irinotecano e foram tratado com dexametasona
e Figura 15D - Duodeno de animais que receberam irinotecano e foram tratado com
metoclopramida.



4.12 — Efeito do tratamento com dexametasona ou met oclopramida nas
alteracdes morfométricas observadas na mucosite int estinal por irinotecano
em camundongos.

Na figura 16, observamos que o tratamento com irinotecano induziu uma
significativa diminuicdo na altura dos vilos (painel A), um aumento na profundidade
das criptas (painel B), e uma diminuicdo na relagao vilo-cripta (painel C), no
duodeno, quando comparado ao grupo controle (salina). Em relacdo a altura dos
vilos, o tratamento com dexametasona, mas ndo com metoclopramida, reverteu o
efeito do irinotecano (painel A). Por outro lado, tanto a dexametasona com a
metoclopramida ndo alteraram o aumento na profundidade das criptas induzidas
pelo irinotecano (painel B) Em relagdo a relacdo vilo/cripta, observamos que o0s
tratamento com dexametasona, mas nao com metoclopramida reverteu

significativamente a diminui¢cdo desta relagédo induzida pelo irinotecano (painel C).
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FIGURA 16. Efeito do tratamento com dexametasona ou metoclopramida nas
alteracdes morfométricas no duodeno de camundongos Swiss . Animais foram
pré-tratados com salina, dexametasona ou metoclopramida sendo sacrificados no
sétimo dia experimental. Segmentos de intestino proximal foram coletados para
medida da altura de vilos (Figura 16A) e profundidade das criptas (Figura 16B). Em
10.C observamos a razao vilo/cripta e os valores foram expressos como média +
E.P.M. (n=6-8). *p<0,05, comparado com o0 grupo salina e ** p<0.05 quando
comparado ao grupo irinotecano, teste Anova, seguido pelo teste de Bonferonni.



4.13 — O tratamento com dexametasona, mas ndo metoc lopramida, diminui
significativamente o aumento do nivel de IL-1 no du  odeno de camundongos
portadores de mucosite intestinal por irinotecano.

Observa-se que a dexametasona, mas ndo a metoclopramida, reduziu de
forma significativa 0 aumento dos niveis de IL-1 no duodeno de animais submetido a
mucosite intestinal por irinotecano., quando comparado com 0 grupo que recebeu

apenas irinotecano.
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FIGURA 17 - Efeito do tratamento com dexametasona  ou metoclopramida nos

niveis de IL-1 no duodeno de camundongos Swiss. Os animais foram pré-
tratados com salina, dexametasona ou metoclopramida sendo sacrificados no sétimo
dia experimental, amostras do duodeno foram removidas e congeladas a -70°C. O
ensaio foi realizado por ELISA para IL-1. Os valores foram expressos como média +
E.P.M. (n=6-8) *p<0,05, comparado com o grupo salina e ** p<0.05 quando

comparado ao grupo irinotecano, teste Anova, seguido pelo teste de Bonferonni.



4.14 — Dexametasona, mas nao metocloptamida, revert eu o retarde do
esvaziamento gastrico associado a mucosite intestin al induzida por
irinotecano.

Na figura 18 observamos que o irinotecano induziu um significativo aumento
na retencdo gastrica, no tempo de 20 minutos, quando comparado com 0O grupo
controle. Esses achados foram revertidos pelo tratamento com o dexametasona.
Por outro lado, ndo foi verificada nenhuma alteragcdo no esvaziamento gastrico em
animais que receberam metoclopramida no curso da mucosite por irinotecano.

Em animais ndo portadores de mucosite por irinotecano, foi evidenciado que a
metoclopramida induziu uma significativa (P<0,05) aceleracdo no esvaziamento
gastrico (20,45 + 3,50 %), quando comparado com o0 animal que recebeu apenas
salina (30,86 + 2,87 %). Por outro lado, a dexametasona (21,08 + 1,17 %) neste
grupo de animais, ndo alterou o esvaziamento gastrico em compara¢cao com 0 grupo
salina (19,83 + 4,70 %).
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FIGURA 18. Efeito do tratamento com dexametasona ou metoclopramida no
retarde do esvaziamento gastrico induzido por irino tecano . Animais foram pré-
tratados com salina ou irinotecano e receberam por trés dias consecutivos salina,
dexametasona ou metoclopramida, sendo avaliado o esvaziamento no sétimo dia
experimental. Apdés jejum de 12h os animais receberam por gavagem 350ul da
refeicdo padrdo. Decorridos 20 minutos apds a administracdo do marcador 0s
animais foram sacrificados e o0 esvaziamento gastrico foi avaliado por
espectrofotometria. Os valores foram expressos como média + E.P.M. (n=6-8).
*p<0,05 comparado ao grupo salina e **p<0,05 comparado ao grupo irinotecano,
pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni.



4.15 — Dexametasona, mas ndo metoclopramida, preven iu a aceleracdo do
transito Intestinal associado a mucosite intestinal induzida por irinotecano.

Na Figura 19, observamos uma maior retencdo nos segmentos distal e uma
menor retencdo do corante no segmento medial, para o tempo de minutos, no grupo
tratado com irinotecano, quando comparado ao grupo controle salina. Ademais,
pode-se observar que o tratamento com dexamestasona reverteu 0 aumento no
transito intestinal em animais tratados com Irinotecano, associado com o aumentou
na retencdo no segmento proximal. Por outro lado, o tratamento com
metoclopramida, néo alterou o efeito da mucosite por irinotecano sobre o transito

intestinal.

4.16 — Determinacdo do centro geométrico da refeicd 0 no curso da mucosite
intestinal induzida por irinotecano em camundongos tratados ou ndo com
dexametasona ou metoclopramida.

A fim de avaliar a distribuicdo da refeicdo no trato digestorio como medida
do transito gastrintestinal, avaliamos o centro geométrico da refeicdo. Na figura 14,
observamos que a mucosite por irinotecano associou-se com uma distribuicdo da
refeicdo em segmentos mais proximais nos intervalos de 20 minutos, quando
comparado com o0 grupo que recebeu apenas salina (controle), e que os tratamentos

com dexametasona e nem metoclopramida ndo modificaram este resultado.
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FIGURA 19. Efeito do tratamento com dexametasona ou metoclopramida
sobre a aceleragdo do transito intestinal observado na mucosite por
irinotecano . Animais foram pré-tratados com salina ou irinotecano e receberam por
trés dias consecutivos salina, dexametasona ou metoclopramida, sendo avaliado o
esvaziamento no sétimo dia experimental. ApoOs jejum de 12h os animais
receberam por gavagem 350ul da refeicdo padrdo. Decorridos 20 minutos apos a
administracdo do marcador os animais foram sacrificados e o transito intestinal foi
avaliado por espectrofotometria. Os valores foram expressos como média + E.P.M.
(n=6-8). * p<0,05 comparado ao grupo salina e **p<0,05 comparado ao grupo
irinotecano, pelo teste ANOVA seguido de Bonferroni
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FIGURA 20. Efeito do tratamento com dexametasona ou metoclopramida
sobre o centro geométrico da refeicdo na mucosite p or irinotecano . Animais
foram pré-tratados com salina ou irinotecano e receberam por trés dias
consecutivos salina, dexametasona ou metoclopramida, sendo avaliado o
esvaziamento no sétimo dia experimental. Apds jejum de 12h os animais
receberam por gavagem 350ul da refeicdo padréo. Decorridos 20 minutos apos a
administracdo do marcador os animais foram sacrificados e o centro geométrico da
refeicdo foi avaliado por espectrofotometria. Os valores foram expressos como
média + E.P.M. (n=6-8). * p<0,05 comparado ao grupo salina e pelo teste ANOVA
seguido de Bonferroni



5. Discussao



5. DISCUSSAO

A mucosite, do trato alimentar, esta diretamente relacionada com a toxicidade
de muitos regimes quimioterapicos e radioterapicos utilizados no tratamento do
cancer (Sonis et. a., 2004). Estudos clinicos apontam que o irinotecano associa-se
com a incidéncia de mais de 20% de mucosite intestinal grave (RUBENSTEIN et.al.,
2004), podendo chegar a acometer até 40% dos pacientes (ALMONTIet.al., 2004).
Esse numero pode ainda ser maior, ou seja, pode chegar a 100% em pacientes
submetidos a transplante de medula 6ssea (RUBENSTEIN et al., 2004).

Nosso trabalho tinha como objetivo correlacionar as alteracdes inflamatorias
da mucosa gastrintestinal com as alteracdes da motilidade digestiva associadas com
a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano em camundongos, bem como avaliar
se a modulacdo farmacolégica do processo inflamatério com o uso de um
glicocorticéide poderia reverter essas alteragdes motoras do trato digestivo.

Inicialmente trabalhamos com apenas 2 grupos, um grupo controle, tratado
apenas com salina e um outro que recebeu irinotecano a fim de induzir a mucosite
intestinal. Os resultados encontrados mostraram que o irinotecano foi capaz de
induzir uma significativa leucopenia e uma diarréia grave, além de gerar uma
significativa leséo intestinal, evidenciada pela analise de escores e pela morfometria,
guando comparado com o grupo controle. Para a andlise da diarréia foi utilizada a
proposta de Kurita et. al., 2000 e atribiuido grau 3 (maior grau) para 0s animais que
desenvolveram a mucosite intestinal. JA para o grau e a gravidade da mucosite foi
determinado de acordo com o sistema de escores proposto por Woo et.al., (2000) e
0 grupo que recebeu apenas irinotecano apresentou uma mediana de 3 (3-3), por

apresentar mais de 10% das criptas com células necréticas e com perda da



arquitetura das criptas em 20% além do encurtamentos dos vilos. J& em relacdo a
morfometria observamos que o tratamento com irinotecano provocou alteracdes na
mucosa intestinal evidenciada pela perda total de sua arquitetura devido a
diminuicdo da altura de vilos, um significativo aumento da profundidade das criptas,
assim como uma significativa razao vilo/cripta, além de intenso infiltrado inflamatorio,
vacuolizacdo e edema na mucosa e na muscular guando comparado com o controle.

Nossos resultados corroboram com os dados da literatura, uma vez que a
mucosite induzida por agentes quimioterapicos antineoplasicos provoca destruicao
das células epiteliais e subsequente inducédo de resposta inflamatoria local (SONIS
et al., 2004a; RUBEINSTEIN et al., 2004). Recentemente, Melo et.al. (2007)
demonstraram que o tratamento com irinotecano (75mg/kg e 100mg/kg) causou
significativa mucosite intestinal acompanhada de diarréia e leucopenia.

A fim de avaliar a infiltracdo de neutréfilos como um marcador do processo
inflamatorio, utilizamos o ensaio da MPO, onde observamos para o grupo tratado
apenas com irinotecano, um significativo aumento da atividade dessa enzima
guando comparado com o grupo controle. Ainda avaliando o processo inflamatério
realizamos a dosagem de algumas citocinas, IL-1, KC, TNF-q, IL-10, e observamos
gue a mucosite intestinal por irinotecano eleva os niveis de IL-1 e KC, mas nao os
niveis de TNF-a, IL-10. Os dados adquiridos no trabalho mais uma vez corroboram
com os dados da literatura, que demonstram que a injaria epitelial associada a
utilizacdo de quimioterapicos antineoplasicos, geralmente, ocorre com infiltracdo de
neutrofilo para a mucosa intestinal, isso configura a fase inflamatéria da mucosite
(Sonis et al., 2004) também descrita por Duncan e Grant (2003). Assim a mucosite
induzida por antineoplasico provaca destruicdo das células epiteliais e subsequente

inducéo de resposta inflamatdria local (Sonis et.al., 2004; Rubeinstein et al., 2004).



Trabalho realizado em nosso laboratorio demonstrou por LUCETTI (2009)
que o tratamento com 5-FU induziu um aumento significativo na concentracédo de
TNF - a e IL-1B no segmento duodenal de ratos, enquanto Melo (2007) demonstrou
gue o irinotecano (CPT-11), causa significante dano a mucosa intestinal, induzindo
um aumento significativo na concentracdo de TNF - a, IL-1 e KC no segmento
duodenal de camundongos, além de Freitas e colaboradores (2007) que
demonstraram que a IL-18 possui uma participacdo no desenvolvimento da
mucosite, uma vez que 0s niveis dessa citocina encontra-se elevado em modelo de
mucosite intestinal. De acordo com Lima (2008) em seu trabalho, avaliando os niveis
de citocinas em segmentos de duodeno de animais tratados com irinotecano,
verificou-se uma elevacao nas concentracdes de citocinas pro-inflamatorias IL-13 e
do analogo da IL-8 humana em camundongos, KC, mas ndo de TNF- a (LIMA-
JUNIOR et. al., 2008).

Outros trabalhos observaram que a radioterapia também foi capaz de induzir
um aumento dos niveis de TNF-a e IL-13 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.

Em relacéo as alteracdes da motilidade digestiva associadas com a mucosite
intestinal induzida pelo irinotecano, nosso trabalho estudou o esvaziamento gastrico
e transito intestinal, e a fim de avaliarmos a distribuicdo total da dieta liquida no
curso da mucosite por irinotecano, avaliamos o centro de massa, tendo sido
observado que a mucosite intestinal induzida por irinotecano em camundongos esta
associada a um significativo retarde no esvaziamento gastrico e uma acelera¢do do

transito intestinal para o tempo de 10 minutos (por¢des proximal, medial e distal) e



para o tempo de 20 minutos (por¢cdes medial e distal), além de uma diminuicdo no
transito gastrintestinal medido pelo centro geomeétrico.

O retarde no esvaziamento gastrico observado nos animais tratados com
irinotecano pode estar relacionado a um aumento na complacéncia gastrica e/ou a
um aumento na resisténcia antro-duodenal (HABA; SARNA, 1993). Dados da
literatura demonstraram que a inflamacdo intestinal esta associada com
anormalidades do controle da motilidade gastrintestinal em modelos de leséo
inflamatéria (MARTINOLLE et al., 1995; ANNESE et al., 1997; MOREELS et al.,
2001; AKIHO et al., 2005). Em relacao a aceleracdo do transito intestinal, esta pode
ser secundario a um aumento da contracdo do musculo liso intestinal, 0 que poderia
se correlacionar com a diarréia e a dor abdominal referidas pelos pacientes
portadores de mucosite intestinal. Soares et. al demonstraram que a mucosite
intestinal por 5-FU aumenta a contratilidade induzida por acetilcolina no intestino
delgado de ratos e apresenta um retardo no esvaziamento gastrico de liquidos
(SOARES et. al., 2008).

Estes nossos dados podem ter uma importancia clinica, visto que 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 et al., 2002, RIEZZO et al., 2005). Entretanto, faltam estudos na
tentativa de avaliar terapéuticas eficazes para controlar as alteragbes da motilidade

digestiva, bem como o melhorar os sintomas dos pacientes com CADS.



Na tentativa de estudar se a modulacdo farmacoldgica do processo
inflamatorio poderia reverter as alteracfes da motilidade digestiva associada a
mucosite por irinotecano resolvemos utilizar o tratamento com dexametasona. Tal
droga foi escolhida, devido o potente poder antiinflamatério dos glicocorticéides,
estes por sua vez, tém seus efeitos geralmente atribuidos a supressédo de
multiplas vias sinalizadoras envolvidas na resposta inflamatéria levando a uma
reducdo nos niveis de mediadores quimicos da inflamacao (PGs, leucotrienos,
citocinas, quimiocinas e NO) no sitio da injuria. Essas drogas Sao responsaveis
pela inducdo da sintese de varios genes, incluindo o gene da anexina I, que inibe
a fosfolipase A2 (PLA2), uma enzima responsaveis producao de acido aracdénico
a partir dos fosfolipidios da membrana celular, com posterior ativacdo das vias
das ciclooxigenases, que determina formacao de PGs, e pela ativacao da via das
lipooxigenases, responsavel pela sintese dos leucotrienos. Tal mecanismo de
acao 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; KALL & VECHT, 2004; HIRSCHELMANN et al.,1991;

GOLIKOV et al.,1994; STEWART et |.,2002).

Em outro grupo experimental utilizamos o tratamento com
metoclopramida, uma droga pro-cinética bastante utilizado na clinica, com a
finalidade de amenizar os incéBmodos gastricos, afim de observar se teria algum
efeito sobre o retarde do esvaziamento gastrico e transito intestinal ocasionado
pelo uso do irinotecano. A metoclopramida, agente procinético, além de suas
prpriedades colinomiméticas € um potente antagonista da dopamina. Esse
farmaco aumenta a liberacdo de acetilcolina dos neurénios colinérgicos no plexo

mioentérico do sistema nervosos entérico, aumenta a secre¢cdo gastrica ou



pancreatica. Outra atividade desse farmaco € o de acelerar a depuracao
esofagica e elevara pressdo do esficter esofagico inferior, além de acelerar o
esvaziamento gastrico e reduzir o tempo de transito do intestino delgado (katzung,

1995).

Conforme apresentado nos resultados, a dexametasona foi capaz de
diminuir o grau da diarréia de grau 3 para grau 1, ndo alterando o poder citotoxico
da droga, avaliado pela leucopenia que ainda persistiu apds o uso desta. O
tratamento com dexametasona ainda foi capaz de melhorar a resposta
inflamatoria, pela diminuicdo da atividade da MPO, foi observado ainda uma
recuperacdo da altura dos vilos e da profundidade das criptas. Entao,
considerando-se que a dexametasona foi efetiva em inibir o processo inflamatorio
instalado no intestino de camundongos tratados com irinotecano, surgiu a
seguinte hipotese: Seria a dexametasona também capaz de inibir a alteracdo da

motilidade digestiva?

Nossos resultados mostraram que a resposta € “sim”, pois a
dexametasona gerou significativa reducdo na retencdo gastrica a despeito da
administragao do irinotecano, bem como no transito intestinal, uma vez que a

dexametasona foi capaz de prevenir de forma significativa esse fendbmeno.

Opostamente a dexametasona, a metoclopramida um medicamento pro
cinético utilizado no tratamento de sintomas dispépticos, ndo apresentou
alteracdo quanto a disfungcdo gastrintestinais gerados pelo irinotecano. Dessa
forma demonstramos que as alteragOes gastrintestinais, retardo do esvaziamento
gastrico e aceleracdo do transito intestinal em camundongos com mucosite
intestinal por irinotecano, estdo relacionadas diretamente com 0 processo

inflamatorio previamente instalado.



Outra possibilidade seria que o efeito da dexametasona fosse
secundario a outros efeitos no sistema enddcrino, como retencdo de agua e
eletrdlitos ou aumento da glicemia, fatores conhecidamente relacionados com
alteracdes da motilidade digestiva (Nobre- Souza MA, 2009 e Graca JR et al,
2000). A fim de avaliar esta possibilidade realizamos experimentos com o
tratamento com dexametasona em animais sem mucosite, tendo sido observado
que este glicocorticéide ndo induziu alteracdes no esvaziamento gastrico, quando
comparado com o grupo controle de apenas salina. Este dado corrobora nossa
hipétese que a modulacdo farmacoldgica da resposta inflamatoria induziu uma
reversdo, mesmo que parcial na dismotilidade associada a mucosite por

irinotecano em camundongos.

Ainda foram realizados experimentos com animais ndo tratados com
irinotecano e que receberam apenas dexametasona ou metoclopramida e outro
grupo que recebeu apenas salina e observamos que o tratamento isolado com
dexametasona nao altera o esvaziamento gastrico, enquanto que o uso isolado de

metoclopramida foi eficaz em acelerar o transito intestinal.

Em relacdo ao dado da metoclopramida, houve uma surpresa, pois o
procinético ndo foi capaz de acelerar 0 esvaziamento gastrico no curso da
mucosite intetsinal por irinotecano. Uma possibilidade seria que a grande
disfuncdo associada ao processo inflamatério levaria a uma perda de controle,
sobretudo em neurénios do plexo mioentérico, impossibilitando assim a liberagédo
de acetilcolina secundaria a inibicdo de dopamina induzida pela metoclopramida.
Entretanto, para descartar a possibilidade da metoclopramida ndo esta ativa,

utilizamos animais sem mucosite intetsinal tratados com metoclopramida e



observamos que este farmaco como esperado foi capaz de induzir uma

aceleracdo no esvaziamento gastrico.

Assim, de uma maneira sucinta nossos dados, sugerem que a resposta
inflamatoria associada a mucosite por irinotecano desencadeia alteracbes da
motilidade digestéria como retarde do esvaziamento gastrico e aceleracdo do
transito intestinal, que podem estar associada a fisiopatologia da génese dos
sintomas dispépticos e da diarréia presente na mucosite por irinotecano. Ademais
demonstramos, pela primeira vez, que drogas antiinflamatérias como os
glicocorticéides, mas ndo drogas procinéticas, podem reverter a dismotilidade

associada a mucosite por irinotecano.

Assim, dessa forma, podemos inferir que a dexametasona, mas nao
a metoclopramida possa ser, no futuro, utilizadas na clinica para diminuir o
impacto das alteracbes gastrintestinais ha mucosite por irinotecano, propiciando
uma diminuicdo no atraso do tratamento e/ou até mesmo a suspensdo do

tratamento.



6. Conclusao



6. CONCLUSAO

» O tratamento com irinotecano induziu uma leucopenia, diarréia e uma
resposta inflamatéria no intestino, com destruicdo da relacdo vilo-cripta,
aumento do infiltrado neutrofilico e da liberacdo de IL-1B e KC na mucosa
intestinal;

» A mucosite por irinotecano desencadeou uma dismotilidade gastrintestinal,
com retarde do esvaziamento gastrico, aceleracao do transito intestinal e um
retarde do transito gastrintestinal;

» Dexametasona, mas ndo a metoclopramida, foi capaz de reduzir a resposta
inflamatoria (reversao parcial da lesdo microscopica, diminuicdo da infiltracéo
neutrofilica, redu¢do da concentracdo de IL-1B) e modular parcialmente a
dismotilidade gastrintestinal associada a mucosite por irinotecano em

camundongos.
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