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RESUMO

Efeito da pentamidina na modulacao da inflamacao, do estresse oxidativo e nas alteracoes
histolégicas na mucosite induzida por 5-fluorouracil

5-fluorouracil (5-FU) é amplamente utilizado no tratamento do cancer de mama e de colorretal.
Ap6s a primeira dose de 5-FU, 40% dos pacientes apresentam mucosite intestinal que pode ser
acompanhada por diarreia. A mucosite intestinal ocasionada por 5-FU pode apresentar
importante relacdo com possiveis alteracdes nas CGEs, uma vez que essas células estdo
envolvidas na interacdo tanto com neurdnios quantos células epiteliais. Células gliais entéricas
sintetizam S100p, que ¢ considerada uma citocina pro-inflamatéria devido a sua capacidade de
promover inflamacao, aumentando a expressdo génica de iNOS, de IL-6 e de TNF-a via S100p3-
RAGE-NFkB. Diante disso, este estudo se prop0s a investigar o efeito da pentamidina, inibidor
de S100pB, na mucosite intestinal induzida por 5-FU. Os camundongos Swiss machos receberam
salina (0,9%, 1.p.) ou 5-FU (450 mg/Kg, 1.p. dose unica). Apoés 24h da administragdo do
quimioterdpico, administrou-se pentamidina, inibidor de S1008 (P0,8 mg/Kg +5FU; P4 mg/Kg
+5FU; ou somente P4mg/Kg, i.p.) durante dois dias e os animais foram eutanasiados no quarto
dia do protocolo experimental. Os animais foram acompanhados diariamente para analisar a
perda ponderal. Os segmentos do intestino delgado e do c6lon foram coletados para a analise
dos seguintes parametros: aspectos histopatolégicos (identificando as alteracOes
histopatoldgicas e mensurando a altura das vilosidades, incluindo o comprimento das criptas
intestinais), estresse oxidativo (dosando os niveis de glutationa reduzida-GSH- e de
malondialdeido-MDA) e inflamagao (mensurando os niveis de nitrito e nitrato-NOx- e das
citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6) nos segmentos intestinais. 5-FU promoveu perda
ponderal significativa, ocasionou reducdo da altura das vilosidades e do comprimento das
criptas intestinais, incluindo intenso infiltrado de células inflamatérias. Adicionalmente, 5-FU
aumentou os niveis de MDA, NOx, TNF-a e IL-6, bem como reduziu os de GSH no intestino
quando comparado ao grupo controle. Ao passo que Pentamidina (inibidor de S100pB) reduziu
essas alteracdes promovidas por 5-FU no intestino. Com base nos achados apresentados, S100p
¢ um importante mediador da patogénese da mucosite intestinal induzida por 5-FU, uma vez
que a sua inibi¢do atenua a perda de peso, as alteracdes histoldgicas, o estresse oxidativo e a
inflamagao induzidos por esse quimioterapico. Portanto, SI00p demonstra ser uma importante
molécula alvo para o desenvolvimento de terapéuticas futuras para atenuar os danos do 5-FU
sobre a mucosa intestinal.

Palavras-chave: Mucosite intestinal. 5-fluorouracil. S100B. nflamacdo.



ABSTRACT

Effect of pentamidine in the modulation of 5-FU-induced inflammation, oxidative stress
and histological changes during intestinal mucositis

5-fluorouracil (5-FU) is widely used in the treatment of breast and colorectal cancer. After the
first dose of 5-FU, 40% of the patients can exhibite intestinal mucositis that may be
accompanied by diarrhea. 5-FU-induced intestinal mucositis may have an important relation
with alterations in Enteric glial cells, since these cells are involved in the interaction with both
neurons and epithelial cells. Enteric glial cells synthesize S100B, which is considered a
proinflammatory cytokine because of its ability to promote inflammation, enhancing the gene
expression of iNOS, IL-6 and TNF-a via S1008-RAGE-NF«B. Therefore, this study aimed to
investigate the effect of pentamidine, a S100B inhibitor, on the 5-FU-induced intestinal
mucositis. Male Swiss mice received saline (0.9%, 1.p.) or 5-FU (450 mg / kg, 1.p. single dose).
After 24 hours of chemotherapeutic administration, pentamidine (P0.8 mg / kg + SFU, P4 mg /
kg + SFU, or only P4mg / kg, ip) was injected for two days and the animals were euthanized in
the fourth day of the experimental protocol. The animals were monitored daily to analyze the
weight loss. The segments of the small intestine and colon were collected for analysis of the
following parameters: histopathological aspects (identifying histopathological changes and
measuring villus height, including intestinal crypt length), oxidative stress (by measuring the
levels of GSH-reduced glutathione - and malondialdehyde-MDA) and inflammation
(measuring levels of nitrite and nitrate-NOXx- and proinflammatory cytokines TNF-a and IL-6)
in the intestinal samples. 5-FU promoted significant weight loss, reduced villus height and
intestinal crypt length, including intense infiltrate of inflammatory cells. In addition, 5-FU
increased the levels of MDA, NOx, TNF-a and IL-6, as well as reduced GSH levels in the
intestine when compared to the control group. Whereas Pentamidine (a S100p inhibitor)
reduced these 5-FU promoted changes in the gut. Based on the findings, S100f is an important
mediator on the pathogenesis of the 5-FU-induced intestinal mucositis, since its inhibition
attenuates weight loss, histological changes, oxidative stress and inflammation induced by this
chemotherapeutic agent. Therefore, S100p is shown to be an important target molecule for the

development of future therapies to attenuate 5-FU-induced damage on the intestinal mucosa.

Keywords: Intestinal mucositis. 5-fluorouracil. S100f. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Via S100p/RAGE/NFxB

A familia das proteinas S100 sdo constituidas por 21 membros. As proteinas S100
sdo pequenas proteinas (9-13 kDa) ligantes de calcio do tipo EF-hand (HEIZMANN; FRITZ;
SCHAFER, 2002).

Dentre os membros da familia S100, o S100p vem se destacando devido aos seus
efeitos na neuroinflamacdo e nas doencas inflamatorias intestinais (CIRILLO et al., 2015;
ESPOSITO et al., 2012; VILLARREAL et al., 2011).

O S100B pode ser expresso por oligodendrécitos imaturos, células epiteliais de
tibulos renais, pituicitos, condrocitos, adipdcitos, melandcitos, células de Langerhans e
astrocitos (DONATO et al., 2009). No intestino, essa proteina € expressa exclusivamente por
CGEs (RAO et al., 2015).

No SNC, o S100pB ¢ uma proteina soluvel secretada por astrocitos que apresenta
efeitos pré-apoptoticos e pro-sobrevivéncia dependendo da concentracdo presente no meio
extracelular. Além disso, caracteriza-se como proteina de ligacdo ao célcio abundante no
citoplasma de astrocitos cerebrais (KLIGMAN; HILT, 1988). Essa proteina apresenta varias
acdes intracelulares, incluindo a regulacdo da homeostase do célcio (XIONG et al, 2000),
controla a estabilidade de microtibulos (SORCI et al, 2000) e modula a mitose (DONATO,
2003).

Em adicdo as suas acOes intracelulares, o S100f também exibe atividade
extracelular que é mediada por sua interacdo com o receptor RAGE (DONATO et al., 2009).
No SNC, a liberagdo de S100p por astrdcitos € aumentada quando essas células sdo estimuladas
com 5-HT, por meio da ativacdo do receptor 5-HTia, 4cido lipofosfatidico, glutamato e
citocinas pré-inflamatérias, como TNF-q, e submetidas ao estresse metabolico (CICCARELLI
et al., 1999; DONATO et al., 2009; EDWARDS; ROBINSON, 2006; PINTO et al., 2000).

De forma semelhante, as células gliais entéricas quando expostas as citocinas pro-
inflamatorias, in vitro, também liberam S100B e produzem 6xido nitrico (CIRILLO et al.,
2011).

Quando S100p ¢ liberado em grandes concentragdes para o meio extracelular, ele

funciona como padrdao molecular associado ao dano (DAMP) devido a sua capacidade de



20

estimular a produgdo de citocinas pré-inflamatérias por meio da ativagdo de RAGE (SAVIDGE
et al., 2007).

O RAGE € um receptor de superficie celular que pertence a uma familia de
proteinas de receptores de imunoglobulinas que compartilha homologia estrutural com outros
receptores de imunoglobulinas (BARCLAY, 2003; LECLERC et al., 2009). Em relacdo a sua
estrutura, RAGE € constituido por um dominio extracelular, um transmembranar e uma
extremidade citosolica (dominio intracelular). Vale enfatizar que o dominio extracelular de
RAGE ¢ denominado como regido do RAGE de ligagdo para o ligante extracelular (SRAGE).
O RAGE pode ser encontrado em neurdnios, células musculares lisas, células mensangiais,
células gliais entéricas, endotélio vascular, células epiteliais intestinais, macroéfagos e linfécitos
(CIRILLO et al., 2011; LECLERC et al., 2009; TURCO et al, 2009).

Na maioria dos casos, a interacdo do ligante ao receptor RAGE promove o
recrutamento de diaphanous-1(mDial) que ativa a via da MAPK, resultando na fosforilagao
da proteina inibitoria kappa B (IkB) e na liberacdo de NF«B, ao qual se transloca para o niicleo,
estimulando a expressdao de moléculas pré-inflamatérias como TNF-a, interleucina-1f (IL-1B)
e IL-6, de 6xido nitrico sintase induzida (iINOS) e de ciclooxigenase-2 (COX-2) (DONATO et
al., 2009; KIERDORF; FRITZ, 2013; LECLERC et al., 2009).

A ativacdo do receptor RAGE por seus ligantes promove uma retroalimentacao
positiva na ativacdo dessa via por aumentar a expressdo desse receptor na membrana
citoplasmatica. Este evento pode ser promovido de duas formas: pelo aumento da expressao
génica de RAGE e pela reciclagem do receptor. Nesta dltima forma, os ligantes promovem a
internalizacdo do receptor por endocitose e as vesiculas contendo os receptores se fundem a
membrana plasmética (KIERDORF; FRITZ, 2013) (figura 01).

Os efeitos celulares de S100B por meio de RAGE sdo varidveis e depende,
conforme ja mencionado anteriormente, da concentragdo de S100 no meio extracelular e do
tipo de célula a ser estimulada. Em neurdnios, altos niveis de S100p promove a formacao de
espécies reativas de oxigénio que culmina com a ativacdo de NF«kB e resulta na morte de
neurdnios, enquanto baixos niveis desse ligante também promove a ativagdo de NFxB, que por
sua vez estimula a transcricio de fatores antiapoptéticos como Bcl-2, resultando na
sobrevivéncia neuronal e no desenvolvimento de neuritos. Em astrdcitos ou células gliais
entéricas a ativagao da via SI00B/RAGE/NF«B promove a liberagao de 6xido nitrico e de IL-
6, a ativacdo de células gliais e a expressdo de MHC classe II. Em macrofagos também ocorre
ativacdo de NFxB que resulta na liberacdo de TNF-a, IL-18, IL-6, COX-2 e prostaglandina D2

(PGD2), na ativacdo de macrofagos e na expressao de MHC classe II. A via de sinaliza¢do
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envolvida na liberacdo de S100p por via autocrina ¢ desconhecida, assim como a via envolvida
na inibi¢do da proliferagdo de células epiteliais intestinais por SI00B/RAGE (KIERDORF;
FRITZ, 2013) (figura 02).

Figura 1 - Mecanismo de ativacao e regulacdo de RAGE.
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Fonte: Kierdorf e Fritz (2013). mDial= Diaphanous-1; RNAm= RNA mensageiro; SRAGE= Regido do RAGE de
ligagdo para o ligante extracelular. O esquema acima (figura acima) mostra que o ligante interage com o RAGE
por meio do seu dominio SRAGE, recrutando mDial, que por sua vez ativa a via MAPK que promove a
fosforilagdo de IkB com consequente ativacdo de NF«kB e translocacdo desse fator de transcrigdo para o nicleo
que promove aumento da transcricdo génica de citocinas pré-inflamatérias e RAGE, contribuindo para a
reciclagem do receptor RAGE. O segundo esquema (figura abaixo) representa outra forma de reciclagem de
RAGE, onde a interac¢do do ligante a esse receptor promove a sua endocitose, culminando com o armazenamento
do receptor no meio intracelular em endossomos que quando estimulados se fundem a membrana plasmaética,
levando a expressdo desse receptor na membrana. Na membrana plasmaética pode haver heterodimeros de RAGE
ndo funcionais que sdo clivados por desintegrina e metaloproteinases 10 (ADAM10)/ MMP9 com consequente
liberacdo de SRAGE para o meio extracelular.
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Figura 2 - Efeito da ativacdo do receptor RAGE por S100p em diferentes células.
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Fonte: Adaptado de Kierdof e Fritz (2013). S100B ao se ligar ao receptor RAGE, localizado em neurdnios,
astrocitos, células gliais entéricas, mondcito/macréfago e células epiteliais intestinais, ativa-o e recruta a molécula
diaphanous-1 (mDial) que culmina, na maioria das células, na ativacdo de NFkB, resultando na produgdo de
citocinas pré-inflamatérias, 6xido nitrico e na ativacdo de macr6éfagos/mondcitos e células gliais entéricas. Os
mecanismos pelos quais a ativagdo de RAGE por S100p inibe a proliferacdo em células epiteliais intestinais e
estimula por via autdcrina a liberagdo de S100p por CGE ainda é desconhecido.
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1.2 Isotiocianato de Pentamidina

Inibidores de S100B, como os anticorpos neutralizantes e a pentamidina, vem sendo
utilizados em modelos experimentais de doenca de Alzheimer e de colite induzida por sulfato
de sddio dextrano (DSS) para investigar o papel desse sinalizador na patogénese dessas doengas
(CIRILLO et al., 2015; ESPOSITO et al., 2012). Nesses modelos, a pentamidina € utilizada
devido a sua capacidade de se ligar ao S1008, impedindo a sua interacdo com o receptor RAGE
(CIRILLO et al., 2015).

O isotiocianato de pentamidina foi descoberto em 1938, como um farmaco
antiprotozodrio, e aprovado nos Estados Unidos para o tratamento de Pneumocystis carinii e de
doengas causadas por protozodrios, como a Leishmaniose e a tripanossomiase (DRAKE et al.,
1985; RYBNIKER et al., 2010).

A pentamidina inibe S100f por interagir com residuos aromaticos na hélice 4 e na
alca C-terminal de S1008 (MARKOWITZ et al., 2004). O mecanismo de inibi¢do de S100p

por pentamidina ocorre devido a ligacdo de duas moléculas desse farmaco ao S100p.

1.3 5-Fluorouracil e Alteracoes gastrintestinais

O 5-FU € um farmaco antimetabdlico da classe das fluoropirimidinas e que foi
desenvolvido a partir da década de 50, com o objetivo de inibir processos essenciais para as
células como a incorporacao 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 estd na sua capacidade de
incorporar fluoronucleotideo na molécula de DNA e/ou RNA bem como pela inibicdo da
enzima timidilato sintase (T'S), essa enzima € importante no processo de fornecimento de grupos
timidilatos para o reparo e sintese de DNA (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).

5-FU € utilizado para o tratamento de varios tipos de cancer, incluindo o cancer de
mama e o coloretal, sendo de maior impacto nesse ultimo tipo. Seus efeitos adversos variam
consideravelmente de acordo com o tratamento, dose utilizada e via de administracdo e sao
mais evidentes em células com grande indice de mitoses, como tecidos de rapida proliferacao.
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). Cerca de 40% dos pacientes em uso de doses padroes de



24

quimioterapicos, como o 5-FU, apresentam mucosite e ha relatos de pacientes que a apresentam
na primeira dose administrada (GIBSON et al., 2013).

Estudo realizado com 880 pacientes da Franca e 153 da Finlandia com cancer
colorretal e em uso de 5-FU evidenciou que a mucosite, a diarreia e as niuseas atingiram
respectivamente 42%, 53% e 54% desses pacientes (SOVERI et al., 2014). Esses dados revelam
que a mucosite € um das complicagdes mais prevalentes com o uso do 5-FU.

A mucosite oral caracteriza-se por apresentar cinco fases fisiopatologicas: (1) fase
de iniciagdo, (2) resposta primaria ao dano, (3) amplificacdo, (4) ulceracdo e (5) cicatrizacao
(SONIS, 2004) (figura 03).

Na fase de iniciacdo, o DNA das células basais é lesado e, simultaneamente, ha
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo mediadores cruciais nos eventos
biologicos subsequentes. Nessa fase ndo ha alteracao visivel na camada mucosa, porém ha o
inicio de uma cascata de eventos na camada submucosa (SONIS, 2004).

Na fase seguinte, a qual é denominada resposta primaria ao dano, o DNA lesado e
as ROS iniciam uma cascata de eventos complexos que ainda nao € bem compreendido. Porém,
Ja é bem estabelecido que o dano ao DNA resulta na estimulacdo de varias vias de transducao
que ativam fatores de transcri¢do como p53 e NF«B. Este pode ser estimulado em resposta as
ROS (SONIS, 2002). A degradagdao dos lipidios da membrana celular pelas ROS geram
produtos que suprarregulam genes de resposta imediata, como os codificados por C-JUN e C-
JUN kinase aminoterminal (JNK) (CRISWELL et al., 2003; DAVIS, 2000). Nessa fase
ocorrem mudancas em grande parte das células da mucosa, ndo se limitando as células epiteliais
intestinais. Dentre os fatores transcripcionais que sdo ativados pelas ROS, NF«B tem sido
considerado um dos mais importantes devido a sua relacdo com a toxicidade e resisténcia a
terapia antitumoral (SONIS, 2002).

Além disso, a ativagdo de NFkB pode resultar na suprarregulagdo de mais de 200
genes, muitos dos quais apresentam potencial efeito toxico sobre a mucosa. As citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-1 e IL-6 encontram-se elevadas na mucosite induzida por 5-FU e sdo
suprarreguladas por NFxB. Geralmente, os niveis elevados dessas citocinas sdo correlacionados
a dano precoce ao tecido conjuntivo e ao endotélio, resultando na redu¢do da oxigenacdo
epitelial e morte das células epiteliais basais. Concomitantemente, fibroblastos, via ativacio de
AP-1, sdo estimulados a secretar metaloproteinases (MMP) que promovem a destrui¢cdo de
coldgeno da matriz subepitelial € da membrana basal respectivamente por MPP-1 e MMP-3

(BAMBA et al., 2003).
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A fase de amplificag@o ocorre como consequéncia da suprarregulacao génica que é
influenciada pela ativacdo inicial de fatores de transcri¢do. Uma larga quantidade de moléculas
biologicamente ativas se acumulam e atingem o tecido da submucosa. Algumas dessas, como
a citocina pré-inflamatéria TNF-a, ativam NF«B, gerando uma retroalimentagao positiva. Em
adi¢do, agindo por meio de membros da familia do receptor TNF-a, ela inicia a sinalizacdo de
MAPK levando a ativacdo de JNK, que por sua vez regula a ativagdo transcripcional de AP-1,
resultando na ativacao de caspase-3 e morte celular (DAVIS, 2000). Além disso, TNF-a e IL-
1B induzem a ativagao de MMP-1 e MMP-3 (BAMBA et al., 2003; SESAKI et al., 2000). Esses
eventos em conjunto contribuem para as alteracdes na camada submucosa e no epitélio oral.

A fase de ulceracdo da mucosite € considerada a mais significante em pacientes e
modelos murinos. A perda da integridade da mucosa propicia a invasao de produtos da parede
celular de bactérias que colonizam o intestino, os quais estimulam células mononucleares a
liberarem e produzirem citocinas pro-inflamatorias, que por sua vez promovem indiretamente
a transcri¢cdo de genes pré-apoptéticos e potencializam os danos teciduais (ALIKHANI et al.,
2003; ENGELS-DEUTSH et al., 2003). Nessa fase, hd intensa migracdo de células
inflamatorias para a base da lesdo mediada por fatores quimiotaticos.

Por fim, na fase de cicatrizagdo ocorre a resolucdo da lesdao induzida pelo
quimioterapico (SONIS, 2004); com proliferacdo e diferenciacdo celular, retorno normal das
células sangiiineas periféricas e controle da flora bacteriana (PICO et al., 1998). Contudo, estas
fases ainda ndo estdo bem definidas para a mucosite intestinal.

Observa-se na literatura que essas alteracOes de motilidade induzidas por
inflamacdo podem ocorrer por distirbios de liberagdo de neurotransmissores do plexo
mioentérico, por hipertrofia e por hiperplasia muscular (MOREELS et al., 2001). E possivel,
portanto, o envolvimento do sistema nervoso entérico nestes quadros, tanto dos neurdnios
quanto das CGE.

Assim, a realizacdo deste projeto podera contribuir para elucidar o papel de células
gliais entéricas na patogénese da inflamagdo e distirbios de contratilidade encontrados na

mucosite induzida por 5-FU.



26

Figura 3 — Desenvolvimento da mucosite intestinal.
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Fonte: Costa (2016). Em condi¢des normais (mucosa normal), hd a presenca de macréfagos em estado inativo e
poucos neutrdfilos. Inicialmente, ocorre lesio do DNA e formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Neutréfilos sdo estimulados a liberar mieloperoxidase e elastases que estimulam a apoptose das células epiteliais
intestinais e diversas vias de sinalizacdo sdo ativadas, levando a liberagdo extensa de citocinas pré-inflamatérias
como IL-1P e TNF-a, culminando com a perda da integridade do epitélio intestinal que propicia a invasdo de
bactérias e intensifica a inflamacéo, levando ao recrutamento de neutr6filos para a lesdo. Apds a cessacdo do
quimioterapico, ocorre a resolucdo da lesdo.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A mucosite intestinal € um dos efeitos colaterais mais prevalentes nos pacientes em
uso de quimioterapicos, como o 5-FU. Caracteriza-se por intensa inflamacdo na mucosa
intestinal que, geralmente, é acompanhada por diarreia. Na fase de cicatrizacdo, as alteracoes
epiteliais induzidas por 5-FU sdo totalmente revertidas. No entanto, Soares et al (2008)
demonstrou, em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU, redu¢do do esvaziamento
géstrico e aumento da contratilidade intestinal na fase de cicatrizagdo, isto é, apesar de haver
resolucao do quadro inflamatdrio intestinal, os animais seguem com dismotilidade, assim como
observado na clinica.

As células gliais desempenham importantes fun¢des no trato gastrintestinal. Um
dos produtos das CGE ¢ o S100p. Este, no sistema nervoso central tem mostrado atuar como
citocina pré-inflamatéria em condigdes de neuroinflamagdo por induzir a expressio de
mediadores pré-inflamatérios como TNF-a e IL-6 (VILLARREAL et al., 2011). No intestino,
S100p ¢ sintetizado exclusivamente pelas células gliais entéricas localizadas no plexo mucoso,
submucoso e mioentérico (RAO et al., 2015).

Em modelo experimental de colite ulcerativa, Cirillo et al. (2009) demonstrou que
a producdo aumentada de 6xido nitrico na mucosa nesse tipo de afeccdo é decorrente, em parte,
de expressdo aumentada de S1003 por CGE.

Nesse contexto, Varios estudos tém demonstrado que na mucosite intestinal
induzida por 5-FU h4 aumento da producdo de 6xido nitrico e citocinas pro-inflamatérias, assim
como alteracdes na funcao epitelial e na motilidade intestinal (CHANG et al., 2012; SOARES
et al., 2008). Dessa forma, S100B pode ter importante papel na patogénese da mucosite
intestinal induzida por 5-Fluorouracil (5-FU). Este estudo € de grande relevancia, uma vez que
propiciard melhor entendimento do papel desse mediador na patogénese da mucosite induzida
por 5-FU e possibilitard o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes para minimizar os

efeitos desse quimioterdpico no intestino.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da pentamidina no modelo de mucosite intestinal induzida por

5-FU.

3.2 Objetivos especificos

» Estudar o efeito da pentamidina, inibidor de S100p, nas alteragdes histologicas em
camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU;

» Analisar o efeito da pentamidina na perda de peso induzida pelo 5-FU;

» Verificar o efeito da pentamidina no estresse oxidativo (avaliando o niveis
intestinais de GSH e MDA), no modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU;

» Avaliar o efeito da pentamidina na inflamagdo (mensurando os niveis de 6xido
nitrico,avaliado indiretamente por nitrito, e das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e

IL-6 no modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Farmacos, reagentes, materiais e solucoes utilizadas no estudo

Os farmacos, reagentes, materiais e solucdes utilizadas neste estudo encontram-se

detalhados no apéndice.

4.2 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da

Universidade Federal do Ceara (protocolo n® 80/2015).

4.3 Animais

No protocolo experimental, foram utilizados camundongos Swiss machos, com
massa corporea entre 25g a 30g, oriundos do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia
e Farmacologia — UFC.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno forradas com maravalha,
tocadas duas vezes por semana, receberam agua e racao padrio ad libitum e permaneceram nas
mesmas condi¢des ambientais durante todo o experimento (temperatura: 22°C = 2°C; com

exaustdo de ar e ciclo 12 horas claro/12 horas escuro).

4.4 Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU

O modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU foi realizado conforme descrito
por Soares et al. (2008). O 5-FU (450 mg/kg, dose tnica) foi administrado por via
intraperitoneal. Os animais foram eutanasiados trés dias apds a administragdo do
quimioterapico, com cetamina (Syntec, 100mg/kg) e xilazina (Agner Unido, 10mg/kg). Este
periodo, de acordo com o modelo proposto, é capaz de mimetizar os efeitos inflamatdrios e

funcionais no intestino ocasionados pelo uso desse quimioterapico.

4.5 Grupos experimentais
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Os animais foram divididos em cinco grupos, sendo cada um composto por seis

animais:

>

Grupo controle: Animais tratados com solugcdo salina estéril 0,9% por via
intraperiotoneal.

Grupo 5-FU: Os animais receberam 5-FU (450mg/Kg de animal, dose tnica) no
primeiro dia do protocolo experimental por via intraperitoneal.

Grupo P0,8+5-FU: Os animais receberam 5-FU (450mg/Kg de animal, dose unica,
intraperiotoneal) no primeiro dia do protocolo experimental, e nos dois dias
consecutivos apos 24h da administracao do quimioterdpico, receberam isotiocianato de
pentamidina (0,8 mg/Kg de animal, uma vez ao dia, intraperitoneal).

GrupoP4+5-FU: Os animais receberam 5-FU (450mg/Kg de animal, dose unica,
intraperiotoneal) no primeiro dia do protocolo experimental, e nos dois dias
consecutivos apds a administracdo do quimioterdpico, receberam isotiocianato de
pentamidina (4 mg/Kg de animal, uma vez ao dia, intraperitoneal).

GrupoP4: Este grupo foi utilizado como controle para avaliar o efeito isolado da
pentamidina. Dessa forma, os animais receberam apenas pentamidina (4 mg/Kg de
animal, uma vez ao dia, intraperitoneal) no segundo e terceiro dias do protocolo

experimental.

As doses de pentamidina utilizadas neste estudo foram estabelecidas conforme

descrito por Esposito et al. (2012) e modificadas de acordo com o modelo experimental do

presente estudo.

4.6 Parametros avaliados

4.6.1 Analise ponderal

Os animais foram pesados uma vez ao dia durante todo o periodo experimental. Os

valores encontrados foram expressos em variavel de peso, em relacdo ao peso inicial. Essa

andlise forneceu dados para confirmar o modelo experimental utilizado nesse estudo, além de

verificar o efeito do inibidor de S100p (isotiocianato de pentamidina) nesta variavel.

4.6.2 Analise morfométrica e histopatologica
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Os segmentos obtidos do duodeno, jejuno, ileo e colén foram fixados em formol
temponado a 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados do formol e colocados
em dalcool 70% e posteriormente parafinizados. Em seguida, foram realizados cortes
histologicos de 5 pm de espessura no micrétomo, e as laminas foram adequadamente
processadas e coradas em hematoxilina e eosina (H&E).

Posteriormente, com o auxilio de um microscépio 6ptico acoplado ao sistema de
aquisi¢do de imagens (LEICA), foram medidas as alturas de 10 vilos e as profundidades de 10
criptas de cada segmento intestinal. As medidas foram obtidas em pm

Em seguida, um histopatologista de forma randomizada avaliou a gravidade da
mucosite intestinal induzida por 5-FU por meio do sistema de escores de Macpherson e Pfeiffer
para os segmentos do intestino delgado. Ressalta-se que para o colon esse sistema de escores
foi adaptado.

O sistema de escore de Macpherson e Pfeiffer avalia alteracdes na camada mucosa
e muscular e seus escores variam de 0 a 3: 0= achados histolégicos normais; 1= vilos
encurtados, perda da arquitetura das criptas, infiltrado de células inflamatorias, vacuolizacio e
edema na camada mucosa € camada muscular normal; 2= vilos encurtados com células
vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado de células inflamatdrias, vacuolizacio e
edema na camada mucosa € camada muscular normal; 3= vilos encurtados com células
vacuolizadas, necrose de criptas, intenso infiltrado de células inflamatoérias, vacuolizagdo e
edema na camada mucosa e camada muscular com edema, vacuoliza¢do e infiltrado de
neutréfilos.

Para avaliar as alteragdes histologicas do cdlon foi utilizado o sistema de escores
de Macpherson e Pfeiffer adaptado: 0= achados histolégicos normais; 1= perda da arquitetura
das criptas, baixo grau de infiltrado de células inflamatdrias, vacuolizacdo e edema na camada
mucosa € camada muscular normal; 2= necrose das criptas, moderado infiltrado de células
inflamatoérias, vacuolizacdo e edema na camada mucosa, edema na camada submucosa e
camada muscular normal; 3= Reducdo de células caliciformes, Células vacuolizadas, necrose
de criptas, intenso infiltrado de células inflamatorias, vacuolizaciao e edema na camada mucosa

e submucosa e camada muscular com edema, vacuolizagdo e infiltrado de neutréfilos.

4.6.3 Determinacio de Glutationa reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH nos segmentos intestinais (duodeno, jejuno, ileo e colon)

foi avaliada utilizando o ensaio para determinacdo de grupos sulfidrilicos nao protéicos (NP-
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SH) (SEDLAK; LINDSAY, 1968). As amostras obtidas dos segmentos intestinais (100mg/mL)
foram homogeneizadas em 0,02 M EDTA. Aliquotas de 100 pL do homogenato foram
misturadas com 80 pL. de H>O destilada e 20 pL de acido tricloroacético a 50% para
precipitacdo das proteinas. Depois dessa etapa, centrifugou-se o material por 15 min em rotacao
de 3000 rpm a uma temperatura de 4°C. Em seguida, novas aliquotas de 100 puL do
sobrenadante foram misturadas com 200 pL de tampao TRIS (0,4 M, pH 8,9) e com 5 pL de
de solugdo de acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB, Sigma-Aldrich, EUA) e agitadas
por 3 min. A absorbancia foi entdo determinada a 412 nm contra um reagente branco (sem o
homogenato). A concentragdo de GSH foi expressa em pug de GSH/mg de tecido a partir de uma

curva padrdo (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

4.6.4 Dosagem de malondialdeido (MDA)

O Malondialdeido (MDA) constitui um indicador de peroxidagdo lipidica, e sua
dosagem permite investigar o estresse oxidativo pelo método baseado na reacdo dessa
substiancia com o acido tiobarbitirico- TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances).
Nesta reacdo duas moléculas de TBARS reagem estequiometricamente com uma molécula de
MDA a fim de ser formado um cromoéforo roseo. Inicialmente foi preparado um homogenato a
10% do tecido macerado em cloreto de potassio (KCl) a 1,15%. Deste homogenato, 62,5 uL.
foram adicionados em microtubo seguido de adicdo de 375uL de 4cido fosférico (1%) e 125
uL de 4cido tiobarbitirico (0,6%). Em seguida, as amostras foram imersas em banho maria por
45 min a 100°C. Decorrido este tempo, adicionou-se a cada amostra 500 uL de n-butanol e a
mistura foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, 200 uL da fase superior
foi inserida em placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida em um leitor de microplacas a
535nm.

4.6.5 Dosagem de nitrito/nitrato

A dosagem de nitrito foi obtida como um indicador da produ¢do de 6xido nitrico,
através da determinacio do contetdo total de nitrito/nitrato (NO2 / NO3") no intestino através
da concentracdo total nas amostras, determinada espectrofotometricamente pela reacdo de
Griess (CHEN et al., 2000). Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas em 100uL de
uma solucao gelada de cloreto de potassio (KCL) a 1,15% (homogenato a 10%). O homogenato
foi centrifugado por 15 minutos a 14.000 rpm. O nivel total de NO> / NO3™ foi determinado

como NO3™ das amostras (0,04 mL) convertido em NO; pela incubagao em uma solucao de 0,04



33

mL de nitrato redutase, NADPH, KH>PO4 e 4gua destilada “overnight”. Foram utilizadas
placas de 96 pocos, adicionando 80 pL da amostra experimental em cada pogo, em duplicata.
Uma série de diluicdes da curva-padrao de referéncia de NO> (640 uM, 320 uM, 160 uM, 80
uM, 40 uM, 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM, 1.25 uM e 0.625 uM) foram preparadas. Em
seguida, foram adicionados 80 pL da solucdo de Griess (2% de sulfanilamida, 4cido fosforico
5%, NEED e agua destilada) em cada poco. A coloracdo pirpura/magenta foi medida em leitor
de placas com filtro de 540 nm. Os valores obtidos para as amostras experimentais foram

comparados com os obtidos para curva padrao e expressos em NOx (uM/mg de tecido).

4.6.6 Dosagem de citocinas (TNF-a e IL-6)

Os niveis das citocinas pro-inflamatdrias IL-6 ¢ TNF-a nos segmentos intestinais
(duodeno e jejuno) foram quantificados por ELISA. Os tecidos intestinais coletados foram
homogeneizados em PBS 1% como descrito por Safieh-Garabedian (1995). A deteccdo das
citocinas IL-6 e TNF-a foi realizada por ELISA, usando o Kit DuoSet (R&D Systems).
Resumidamente, placas para ELISA de 96 pogos foram incubadas por 18h a 4°C com 100uL
por poco de anticorpo de captura para IL-6 e TNF-a. Posteriormente, as placas foram lavadas
trés vezes com 200uL de tampao de lavagem e bloqueadas com 200uL por poco BSA 1%. Apos
bloqueio das placas com BSA 1% por 1 hora, 100uL das amostras e da curva padrio, foram
adicionadas em duplicata a cada pogo em varias dilui¢des e incubadas por 2 horas a 4°C. As
placas foram entdo lavadas trés vezes com 200ul de tampao de lavagem e depois incubadas
com anticorpo de deteccao para IL-6 e TNF-a. Apds o periodo de incubagdo a 4°C por 2 horas,
as placas foram lavadas novamente por trés vezes com 200uL de tampao de lavagem e
incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos com 100 puL de estreptavidina diluida 1:200.
As placas foram lavadas novamente por trés vezes com 200uL de tampao de lavagem e 100 uL
da solucdo substrato para revelacdo (Kit DuoSet, R&D Systems Catalog — DY999) foi
adicionado. As placas foram incubadas durante 20 minutos, no escuro a temperatura ambiente.
A reacdo enzimatica foi parada com a solucdo de parada (H>SOs) e, enfim, a absorbancia

medida a 450nm. O resultado foi expresso em pg/mL.

4.7 Analise estatistica
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Todos os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padrao da
média (EPM), exceto os escores histopatologicos que foram expressos pela mediana.

Para a realizacao da anélise estatistica dos dados desse presente estudo foiutilizado
o software GraphPad Prism, versdo 5.0. Para a realiza¢c@o da andlise estatistica entre os grupos,
foram utilizados os seguintes testes: o teste de andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de comparacdes multiplas de Bonferroni; para os escores histologicos, foi utilizado o teste de
Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn; e para a varidvel de perda ponderal, utilizou-se o
teste two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

O nivel de significancia a ser adotado foi de 0,05 (o = 5%) e niveis descritivos (p)

inferiores a esse valor serdo considerados significantes.
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S RESULTADOS

5.1 Efeito da pentamidina, inibidor de S100, nas alteracdes histolégicas na mucosite

intestinal induzida por 5-FU.

Observando histologicamente o intestino delgado e o c6lon do grupo controle,,
observou-se integridade das criptas e das vilosidades intestinais, incluindo as demais camadas
intestinais, bem como escassa presencga de células inflamatorias (figura 4A-D).

Ao passo que 5-FU ocasionou perda da integridade da barreira epitelial intestinal
com vacuolizacdo destas células, diminuicdo das vilosidades e cripas intestinais, bem como
promoveu a formacdo de intenso infiltrado de células inflamatorias, resultando em aumento
significativo do escore histoldégico em todos os segmentos intestinais avaliados quando
comparado ao grupo controle (tabela 1). (figura 4E-H). Enquanto que pentamidina(inibidor de
S100B) na dose de 0,8 mg/Kg (figura 4I-L) e na dose de 4 mg/Kg (figura 4M-P) diminuiram
essas alteracdes histolégicas induzidas por 5-FU, resultando em reducdo (p<0,05) do escore
histolégico no duodeno e no jejuno de animais submetidos a mucosite intestinal experimental

Conforme apresentado na figura 5, Observa-se que o tratamento com 5-FU reduziu
(p<0,05)a altura das vilosidades e também a profundidade das criptas intestinais, em
comparagao ao grupo controle. Ao passo que pentamidina na dose de 4 mg/kg aumentou a altura
das vilosidades em todos os segmentos intestinais avaliados (figura SA, C e E) e aumentou a
profundidade das criptas apenas do ileo (figura SF) de animais submetidos a mucosite intestinal
induzida por 5-FU.

Ressalta-se que ndo houveram diferencgas estatisticas no escore histolégico (tabela
1), na profundidade das criptas e altura das vilosidades (figura 5) dos segmentos intestinais
avaliados entre o grupo tratado apenas com pentamidina e o grupo controle, com excec¢do do

jejuno, em que ocorreu aumento da profundidade das criptas intestinais (figura SE).
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Figura 4 - Efeito do inibidor de S100p nas alteragdes histopatoldgicas do intestino delgado e
do c6lon de camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Controle

Segmentos do duodeno, do jejuno, do ileo e do célon foram removidos e corados pelo método de H&E para anélise
histopatolégica. O duodeno (painel A), o jejuno (painel B), o ileo (painel C) e o célon (painel D) do grupo controle
apresenta integridade das vilosidades e das criptas.. Enquanto que a administragdo de 5-FU promove reducéo das
vilosidades (seta preta) e das criptas (seta verde) e induz intenso infiltrado de células inflamatdrias (seta vermelha)
(painéis E, F, G, e H). A inibigdo de S100f em camundongos tratados com 5-FU reduziu parcialmente essas
alteracdes nas doses de 0,8 mg/Kg (painéis I, J, K e L) e 4 mg/Kg (painéis M, N, O e P). Os aspectos histoldgicos
do grupo que recebeu apenas o inibidor de S100p s@o equivantes ao grupo controle (painéis Q, R, S e T). Todos
os painéis foram obtidos na escala de 100 um.
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Tabela 1 - Efeito do inibidor de S100B no escore histopatologico de camundongos submetidos

a mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Segmentos do Grupos experimentais
intestino
Controle 5-FU 5-FU+P0,8 5-FU+P4 P4
Duodeno 0 (0-0) 2 (2-2)# 0 (O-1)#* 0 (0-1)* 0 (0-0)*
Jejuno 0 (0-0) 3(3-3)# 2 (0-2)# 1 (0-2)* 1 (0-1)*
fleo 0 (0-0) 25023  1(1-2) 1,5 (1-2) 0 (0-1)*
Célon 0 (0-0) 3 (3-3)# 2 (0-2) 1(1-2) 0 (0-1)*

Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Os valores foram expressos como
mediana, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU (n=6/grupo).
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Figura 5 - Inibicdo de S1008 aumenta o comprimento das vilosidades e da profundidade das

criptas no intestino delgado de camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-
FU.
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Segmentos do duodeno, do jejuno, do ileo e do célon foram removidos e corados com H&E para mensurar o
comprimento das vilosidades e da profundidade das criptas. Cerca de 10 vilosidades e de 10 criptas intestinais
foram analisadas de cada corte histolégico. Em relacio ao controle, observa-se que 5-FU reduziu o comprimento
das vilosidades (A, C e E) e profundidade das criptas (B, D e F) do intestino delgado. Quando comparado ao grupo
5-FU, a inibi¢do de S100p com pentamidina na dose de 4 mg/Kg foi capaz de reverter os efeitos do 5-FU nas
vilosidades do intestino delgado (A, C e E), porém nas criptas isto ocorreu apenas no fleo. Em relacio ao controle,
o grupo tratado apenas com o inibidor de S100p ndo apresentou nenhum efeito isolado nas vilosidades intestinais,
porém nas criptas do jejuno exibiu aumento de sua profundidade. Os valores foram apresentados como média+
EPM da altura das vilosidades (A) ou do comprimento das criptas intestinais (B) em pm. Para anélise estatistica foi
utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs
grupo 5-FU.
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5.2 Efeito da pentamidina na perda de peso induzida pelo 5-FU.

A avaliacdo da perda de peso configura-se um dos pardmetros de confirmacdo da
eficacia do modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU, pois, na clinica, pacientes que
fazem uso de quimioteripicos, como 5-FU, apresentam perda de peso.

De acordo com a figura 6, 5-FU promoveu perda ponderal em todos os grupos
tratados a partir de 24h da administracdo de 5-FU, quando comparados ao grupo controle.
Também € possivel observar que no grupo submetido ao modelo de mucosite intestinal
experimental em que utilizou-se a pentamidina (somente na dose de 0,8 mg/Kg), a perda de
peso foi significativamente reduzida (p< 0,05) em comparagdo ao grupo tratado apenas com o
quimioterapico. Ressalta-se que ndo houve diferenca estatistica na perda ponderal entre o grupo
tratado apenas com pentamidina (P4) e o grupo controle

Afere-se, portanto, que os dados da perda ponderal em conjunto com os dados das
alteracoes histoldgicas do modelo, confirmaram o estabelecimento do modelo experimental de
mucosite intestinal.

Além disso, evidenciou-se que S100PB tem participacdo relevante nas alteracdes

histopatologicas induzidas por 5-FU, e, em parte, na perda de peso.
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Figura 6 - Inibi¢ao de S100B reduz parcialmente a perda de peso em camundongos submetidos

a mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Camundongos Swiss (n=6) receberam salina (Grupo controle, 0,9%, i.p.) ou 5-FU (Grupo 5-FU, 450 mg/Kg, i.p.
dose dnica). Apds 24h da administracio do quimioterdpico, administrou-se pentamidina, inibidor de S100p (Grupo
P0,8+5FU, 0,8mg/Kg; Grupo P4+5FU, 4 mg/Kg; Grupo P4, 4mg/Kg, i.p.) durante dois dias e os animais foram
eutanasiados no quarto dia do protocolo experimental. Os animais foram pesados diariamente até o quarto dia do
protocolo experimental. A inducdo da mucosite intestinal por 5-FU induziu perda de peso em todos os grupos
tratados com o quimioterapico quando comparado ao grupo controle. Enquanto que a inibi¢do de S1003 com
pentamidina na dose de 0,8 mg/Kg reduziu parcialmente essa perda de peso induzida por 5-FU. Os pontos
representam a média+ EPM do percentual de variacdo do peso inicial. Para anélise estatistica foi utilizado o teste
two-way ANOV A seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.3 Efeito da pentamidina nos niveis de GSH e MDA, marcadores de estresse oxidativo,
no intestino de camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.

O GSH e o MDA sio marcadores de estresse oxidativo. GSH é um antioxidante
fisiol6gico e MDA € um produto da peroxidacdo lipidica e estdo respectivamente, sob condi¢des
fisiologicas, em altos e em baixos niveis.

De acordo com a figura 7, O 5-FU foi capaz de reduzir estatisticamente (p< 0,05)
os niveis de GSH em todas as por¢des do intestino delgado e c6lon (duodeno: 181,60+ 5,35;
jejuno: 124,20+ 25,94; ileo: 98,01+ 9,27; cblon 90,60% 6,89), quando comparado ao grupo
controle (duodeno: 268,40+ 11,32; jejuno: 312,10+ 33,19; ileo: 161,30+ 11,15; cdélon: 130,50+
11,92). Contudo, o inibidor de S100p aumentou significativamente os niveis deste antioxidante
fisiolégico (p< 0,05) no duodeno (P0,8: 287,10+ 22,95; P4: 298,60+ 36,84) e no ileo (PO,8:
119,30+ 9,30; P4: 143,50+ 12,06) dos animais submetidos ao modelo de mucosite intestinal por
5-FU.

Em relacdo aos niveis de MDA, pode-se observar na figura 8 que o 5-FU aumentou
de forma significante (p< 0,05) os niveis no intestino delgado deste marcador de peroxidagdo
lipidica (duodeno: 312,40+ 69,96; jejuno: 137,0= 6,63; ileo: 404,30+ 38,87) e no cdlon
(257,40« 35,08) quando comparado ao grupo controle. Observa-se também que a pentamidina
diminuiu (p<0,05) os niveis deste marcador no intestino delgado dos animais tratados com 5-
FU (P0,8- duodeno: 94,95+ 17,64; jejuno: 55,31+ 4,09; ileo: 223,10+ 23,61; P4- duodeno:
117,4% 19,18; jejuno: 60,58+ 13,92; ileo: 236,40+ 20,35).
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Figura 7 - Inibidor de S100pB aumenta os niveis de GSH no intestino delgado e no colon de
camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Segmentos do duodeno (A), do jejuno (B), do ileo (C) e do c6lon (D) foram coletados para mensurar os niveis de
GSH, antioxidante fisiol6gico. Observa-se que 5-FU diminui os niveis de GSH no duodeno (A), no jejuno (B), no
ileo (C) e no colon (D) quando comparado ao grupo controle. A inibigdo de S100p nesses animais aumenta os
niveis desse antioxidante fisioldgico no duodeno e no ileo. Os valores foram apresentados como média+ EPM dos
niveis de GSH expressos em pg/mg de tecido. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOV A seguido
do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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Figura 8 - Inibidor de S1008 diminui os niveis de MDA no intestino delgado e no célon de

camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Segmentos do duodeno (A), do jejuno (B), do ileo (C) e do c6lon (D) foram coletados para mensurar os niveis de
MDA, um produto da peroxidacdo lipidica. Observa-se que 5-FU aumenta os niveis de MDA no duodeno (A), no
jejuno (B), no ileo (C) e no célon (D) quando comparado ao grupo controle. A inibigdo de S100p nesses animais
reduz os niveis de MDA no duodeno, no jejuno e no ileo. Os valores foram apresentados como média+ EPM dos
niveis de MDA expressos em pmol de MDA/mg de tecido. Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way
ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.4 Avaliacao do efeito da pentamidina nos niveis de nitrito e nitrato (NOx) no intestino

de camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Os niveis de 6xido nitrico no intestino sdo, geralmente, mensurados indiretamente
pela dosagem dos seus metabolitos nitrito/nitrato.

Conforme observado na figura 9,no grupo controle, os niveis de nitrito/nitrato
detectados no intestino delgado e no c6lon sdo baixos (duodeno: 23,57+ 4,50; jejuno: 32,68+
3,50; ileo: 41,03+ 5,90; c6lon 18,18+0,82). Em comparagdo a este grupo, 5-FU aumentou (p<
0,05) os niveis de nitrito/nitrato em todos os segmentos intestinais avaliados (duodeno: 48,37+
3,85; jejuno: 54,00+ 7,18; ileo: 115,0% 11,38; cdlon: 36,33+ 2,67). Ao passo que pentamidina
(inibidor de S100B) diminuiu (p<0,05) os niveis destes metabodlitos do 6xido nitrico no
duodeno, no jejuno e no célon (duodeno: P0,8: 33,98+ 1,29; P4: 23,06% 1,57; jejuno: PO,8:
32,21+ 1,57, P4: 32,72+ 3,31; cbélon: PO,8: 25,13+ 1,61; P4: 19,53+ 1,56) de animais

submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.



45

Figura 9 - Inibidor de S100f reduz os niveis de NOx no duodeno, no jejuno e no célon de

camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Segmentos do duodeno (A), do jejuno (B), do ileo (C) e do c6lon (D) foram coletados para mensurar os niveis de
NOx. Observa-se que 5-FU aumenta os niveis de nitrito e nitrato no intestino delgado e no célon quando
comparado ao grupo controle. O inibidor de S100f reduz os niveis de NOx no duodeno, no jejuno e no célon de
animais submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU. Os valores foram apresentados como médiat+ EPM
dos niveis de nitrito/nitrato expressos em pmol/ mg de tecido. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way
ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.5 Verificar o efeito da pentamidina nos niveis de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e

IL-6) na mucosite induzida por 5-FU.

TNF-a e IL-6 sdo citocinas pro-inflamatorias e podem ser sintetizadas por
macrofagos e células gliais entéricas.

Observando a figura 10, observa-seque 5-FU aumentou (p< 0,05) os niveis de TNF-
a no intestino delgado e no cdlon (duodeno: 140,80+ 10,54; jejuno: 119,10+ 9,27; ileo: 114,80+
7,51; c6lon: 189,10+ 25,57) quando comparado ao grupo controle (duodeno: 70,80% 20,18;
jejuno: 73,10 4,20; ileo: 37,70+ 6,02; c6lon: 106,10+ 13,57). Enquanto que pentamidina
diminuiu(p< 0,05) a sintese dessa citocina pré-inflamatdria em todos os segmentos intestinais
de animais submetidos a mucosite intestinal experimental (P0,8 - duodeno: 59,80+ 14,11;
jejuno: 58,90+ 9,92; ileo: 57,80+ 8,29; coélon: 94,30+ 10,01; e P4 - duodeno: 74,55+ 2,78;
jejuno: 45,50 8,42; ileo: 53,90+ 7,42; colon: 115,6+ 5,78).

Em relacao a IL-6, 5-FU a aumentou (p<0,05) nos segmentos intestinais avaliados
(duodeno e jejuno) quando comparado ao grupo controle. Ao passo que pentamidina reverteu

(p<0,05) o efeito do 5-FU sobre essa citocina pro-inflamatéria no duodeno e jejuno (figura 11).



Figura 10 - Inibidor de S100B reduz os niveis de TNF-a no intestino delgado e no c6lon de

camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Segmentos do duodeno (A), do jejuno (B), do ileo (C) e do c6lon (D) foram coletados para mensurar os niveis de
TNF-aq, citocina pré-inflamatdria, por ELISA. Observa-se que 5-FU aumenta os niveis de TNF-a no duodeno (A),
no jejuno (B), no ileo (C) e no codlon (D) quando comparado ao grupo controle. A inibigdo de S100p nesses animais
reduz os niveis dessa citocina pré-inflamatéria nos segmentos intestinais avaliados. Os valores foram apresentados
como média+ EPM dos niveis de TNF-o expressos em pg/mL. Para anilise estatistica foi utilizado o teste one-way
ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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Figura 11 - Inibidor de S100p reduz os niveis de IL-6 no duodeno e no jejuno de camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Segmentos do duodeno (A) e do jejuno (B) foram coletados para mensurar os niveis de IL-6, citocina pro-
inflamatoria, por ELISA. Observa-se que 5-FU aumenta os niveis de IL-6 no duodeno (A) e no jejuno (B) quando
comparado ao grupo controle. A inibi¢cdo de S100f nesses animais reduz os niveis dessa citocina pro-inflamatoria
nos segmentos intestinais avaliados. Os valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de IL-6
expressos em pg/mL. Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni,

onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6 DISCUSSAO

Nesse estudo, utilizou-se o modelo de mucosite intestinal induzido por 5-FU
amplamente descrito na literatura e modificado pelo nosso grupo de pesquisa. Para induzir a
mucosite intestinal, utilizou-se a dose de 450 mg/Kg de 5-FU, a qual foi estabelecida em
camundongos Swiss por Soares et al. (2008). Essa dose vem sendo amplamente utilizada em
estudos experimentais devido a sua capacidade de reproduzir os sinais clinicos apresentados
por pacientes em uso desse quimioterapico, como diarreia, perda de peso e inflamacdo da
mucosa intestinal com perda de vilosidades (AZEVEDO et al., 2012; JUSTINO et al., 2014,
2015; SOARES et al., 2008, 2013). O protocolo experimental e a dose utilizada do 5-FU para
induzir mucosite intestinal dependem do animal e da linhagem a ser utilizada. Em ratos a dose
utilizada foi de 50 mg/Kg (RENCK et al., 2014), enquanto que, em camundongos BALB/c,
utilizam-se doses de 200 mg/Kg (HAN et al., 2011; WU et al., 2011), 250 mg/Kg (GAO et al.,
2014) ou 450 mg/Kg (LU et al., 2015).

Inicialmente, demonstrou-se, no presente estudo, que 5-FU ocasiona reducdo das
vilosidades com intenso infiltrado de células inflamatérias na mucosa intestinal e promove
vacuolizagdo de células epiteliais, conforme ja observado por estudos anteriores (GAO et al.,
2014; JUSTINO et al., 2015; SOARES et al., 2008, 2013; STEIN; VOIGT; JORDAN, 2010;
WU et al., 2011).

Sabe-se que a fase inflamatéria da mucosite intestinal induzida por 5-FU €
caracterizada por reducdo das vilosidades intestinais com ruptura do seu epitélio de
revestimento e intensa inflamacao na mucosa intestinal. Além disso, o 5-FU ocasiona alteragcoes
na motilidade do intestino, mesmo na auséncia de inflamacao intestinal, isto é, na fase de
cicatrizagao (SOARES et al., 2008). Essas alteracdes na mucosa e na motilidade intestinal
contribuem para a diarreia presente tanto em modelos animais de mucosite intestinal quanto em
pacientes que estdo em tratamento com esse quimioterdpico (MAGNE et al., 2001; SOARES
etal., 2008, 2013). O mecanismo envolvido nas alteracdes da motilidade intestinal e da diarreia
pode estar associado com modifica¢cdes morfoldgicas e funcionais do sistema nervoso entérico
(SNE).

De acordo com a concentragdo presente no meio extracelular, S100B pode
apresentar efeitos prd-apoptéticos ou pro-sobrevivéncia em neurdnios. Em condig¢des
fisiologicas, S1008 ¢ liberado em concentragcdes nanomolares, favorecendo a sobrevivéncia de
neurdnios e estimulando o crescimento dos neuritos, a0 passo que em concentracdoes

micromolares ele promove inflamagao tecidual e apoptose em células neuronais (VAN ELDIK;
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WAINWRIGHT, 2003). Apos liberado, o S100p ativa o receptor RAGE levando a fosforilagao
MAPK e a ativacao de NF«B, que por sua vez promove, entdo, a transcri¢ao génica de citocinas

proé-inflamatoérias e de iNOS (CIRILLO et al., 2011; SCHMIDT et al., 2001).

Vale destacar que S100f tem sido considerada como uma citocina pré-inflamatéria
devido a sua capacidade de promover inflamag¢do, aumentando a expressao génica de iNOS, de
IL-6 e de TNF-a via S1008-RAGE-NF«B (VILLARREAL et al., 2011).

O isotiocianato de pentamidina foi descoberto em 1938, como um farmaco
antiprotozoario, e aprovado nos Estados Unidos para o tratamento de Pneumocystis carinii e de
outras doencas causadas por protozodrios como Leishmaniose (DRAKE et al., 1985;
RYBNIKER et al., 2010). Nas pesquisas experimentais, vem sendo utilizado como ferramenta
farmacoldgica para estudar o papel de S100p em doencas que acometem o SNC, como a doenca
de Alzheimer (CIRILLO et al., 2015). No intestino, foi utilizado pela primeira vez em modelo
de colite experimental induzida por DSS (ESPOSITO et al., 2012). Nesses modelos, a
pentamidina ¢ utilizada devido a sua capacidade de se ligar ao S1008, impedindo a sua intera¢ao
com o receptor RAGE (CIRILLO et al., 2015).

Primeiramente, o modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU foi confirmado
pela avaliacdo da perda ponderal e analise histopatoldgica. Os dados deste estudo mostraram
que o 5-FU induziu a perda de peso a partir do segundo dia do protocolo experimental quando
comparado ao grupo controle, bem como diminuiu o comprimento das vilosidades intestinais,
levou a uma sutil perda da arquitetura das criptas e promoveu intenso infiltrado de células
inflamatoérias intestinais, conforme evidenciado por estudos anteriores (GAO et al., 2004;
HUANG et al., 2009; JUSTINO et al., 2015; SOARES et al., 2013). Enquanto que a inibicao
de S100p por pentamidina reduziu parcialmente a perda de peso induzida por 5-FU, assim como
diminuiu o infiltrado de células inflamatdrias ao longo de todo o intestino e aumentou o
comprimento das vilosidades no intestino delgado.

O efeito do inibidor de S100B na redugdo da perda de peso induzida por 5-FU foi
associado a preservagao das vilosidades intestinais no intestino delgado. De fato, a preservacao
do comprimento das vilosidades promove maior contato dos nutrientes com a area absortiva.
Nesse contexto, sabe-se que em pacientes em uso de 5-FU, a perda de peso é decorrente da
reducdo da absorcdo de nutrientes, bem como da diarreia e de alteracoes da motilidade
intestinal. Em modelo experimental de mucosite intestinal foi demonstrado que o 5-FU ¢ capaz

de alterar a permeabilidade intestinal e reduzir a 4rea absortiva (JUSTINO et al., 2014).
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Nesse contexto, é importante ressaltar que o epitélio intestinal se renova a cada
cinco a sete dias, e sua restauracdo ¢ dependente da proliferacdo e da diferenciacio das células
tronco intestinais (BARKER, 2014). Como essas células apresentam alta atividade mitética, o
5-FU reduz a sua proliferacdo e diferenciacdo por inibir a enzima timidilato sintetase, além de
promover a sua apoptose por gerar danos ao RNA e ao DNA (LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003).

O S100B também pode inibir a proliferacao de células epiteliais por meio da
ativacdo do receptor RAGE expresso por células epiteliais (TURCO et al., 2012; ZEN et al.,
2007). Dessa forma esses dados sugerem que o S100B pode potencializar o efeito toxico do 5-
FU sobre as células epiteliais intestinais por inibir a sua proliferacdo. Portanto esses achados
sugerem que o S100B pode estar envolvido na redu¢do do comprimento das vilosidades
intestinais promovidas por 5-FU, devido a sua atividade antiproliferativa em células epiteliais
intestinais.

Conforme ja mencionado anteriormente, a ligagdo de S100B ao receptor RAGE,
localizado em glias, macrofagos e neuronios entéricos, ativa NFkB e culmina com a transcrigdo
de genes que codificam 0 RNAm de iNOS, TNF-a e IL-6 ILIOPOULOS; HIRSCH; STRUHL,
2009).

Em consonéncia com os dados evidenciados neste estudo, tem sido demonstrado
que IL-6 e TNF-a sdo mediadores importantes na patogénese da mucosite intestinal induzida
por 5-FU, pois a reducdo desses mediadores vem sendo acompanhada por melhora das
alteracoes histoldgicas induzidas por esse quimioterapico (AZEVEDO et al., 2012; JUSTINO
et al., 2014, 2015). Entretanto, no presente estudo a redu¢do de TNF-a e IL-6 teve importante
correlacdo com a diminui¢do da ativagdo da via S100B/RAGE/NF«B com a utilizacdo do
inibidor de S100B na mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Comprovadamente, em cultura de células gliais do intestino, o estimulo pro-
inflamatério intensifica a resposta inflamatoria de S100B, o qual estimula a expressao dessas
citocinas, assim como pode ter sua expressao aumentada pelas mesmas (CIRILLO et al., 2009).

A citocina pro-inflamatdria IL-6 tem demonstrado excitar neurdnios mioentéricos
e estimular a contratilidade intestinal (BUCKLEY et al, 2014). Embora nao tenhamos mostrado
no presente estudo as alteracdes da contratilidade na mucosite intestinal induzida por 5-FU,
estudo realizado por Soares et al (2008) demonstrou que esse quimioterdpico altera a
motilidade intestinal. Estudo em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU tem
demonstrado importante correlacdo entre os niveis de IL-6 e as alteracdes na motilidade

(JUSTINO et al, 2014, 2015).
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Como S100p tem importante relagdo com a produgdo de 6xido nitrico, investigamos
se o inibidor de S100p reduziria os niveis de nitrito na mucosite intestinal induzida por 5-FU.
De forma interessante, o inibidor de S100P reduziu os niveis de nitrito, isto €, 6xido nitrico, na
mucosite intestinal. Logo, evidenciamos que a via SI00B/RAGE/NF«kB tem funcao chave nos
elevados niveis de 6xido nitrico presentes no intestino de animais com mucosite intestinal
induzida por 5-FU.

Assim como neste estudo, na doenga celiaca foi demonstrado que S100p foi capaz
de estimular a produg¢ao de 6xido nitrico por CGEs (ESPOSITO et al., 2006). Da mesma forma,
foi observado que na colite ulcerativa, S100p influenciou parcialmente (CIRILLO et al., 2009).

Na etapa seguinte, investigou-se se o inibidor de S100p seria capaz de atenuar o
estresse oxidativo. De fato, evidenciou-se neste estudo que o inibidor de S100 aumentou os
niveis de GSH e reduziu a formag¢do de MDA no intestino de animais submetidos a mucosite
intestinal. Conforme demonstrado em modelo de colite ulcerativa, pentamidina € capaz de
reduzir os niveis de MDA (CIRILLO et al., 2015).

Ao reduzir os niveis de 6xido nitrico, S100B diminuiu a formagdo de ROS e os
danos no intestino, promovendo a reducdo da utilizacdo de GSH que é um antioxidante
fisioldgico e formacdo de MDA, que € um produto da peroxidacdo lipidica. Em suma, este
estudo evidenciou que 5-FU promove a sintese de TNF-o, IL-6 ¢ NO no intestino, que
contribuem para o aumento do estresse oxidativo por intensificar a resposta inflamatoria,
reduzindo os niveis de GSH e aumentando os de MDA. Em conjunto contribuem para o
encurtamento das vilosidades e criptas intestinais, assim como para o recrutamento de células
inflamatoérias. Enquanto que o inibidor de S100p (a pentamidine) por reduzir a ativagdo da via

S1008/RAGE/NF«kB foi capaz de reverter esses efeitos promovidos pelo 5-FU no intestino.
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7 CONCLUSOES

Com base nos achados deste estudo, conclui-se que o S100f ¢ um importante
mediador da patogénese da mucosite intestinal induzida por 5-FU, uma vez que a sua inibi¢do
atenua a perda de peso e as alteragdes histoldgicas induzidas por 5-FU, assim como diminui a
inflamacgao (TNF-a, IL-6 ¢ NO) e o estresse oxidativo (aumenta GSH e diminui MDA).

Dessa forma, € necessério o desenvolvimento de mais estudos que permitam de fato
entender o mecanismo da participagdo do S100P na patogé€nese na mucosite intestinal induzida
por 5-FU.

Portanto, S100f demonstra ser uma importante molécula alvo para o
desenvolvimento de terap€uticas futuras para atenuar os danos do 5-FU sobre a mucosa

intestinal.
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APENDICE
Farmacos
Farmacos Fabricante Cédigo do produto
5-FU Eurofarma 214508-00
Isotiocianato de pentamidina Sigma-Aldrich P0547
Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®) Syntec -
Xilazina 2% (Calmin®) Agener Unido -
Reagentes e materiais
Reagentes/materiais Fabricante Codigo do produto
Albumina sérica bovina Sigma-Aldrich A2153-100
DTNB Sigma-Aldrich D8130-5
Kit de citocinas para TNF-a R&D Systems DY410
Kit de citocinas para IL-6 R&D Systems DY406
NADPH Sigma-Aldrich N5130
NEED Sigma-Aldrich 222488
Nitrato redutase Sigma-Aldrich N7265
Reagente A e B (dosagem de citocinas) R&D Systems DY999
Reagente diluente (dosagem de citocinas) R&D Systems DY995
Solugdo de parada (dosagem de citocinas) R&D Systems DY994
Tampao de lavagem 25x concentrado (dosagem de R&D Systems 895126
citocinas)
Tris Base Promega H5135
Solucoes
Solugdes Preparo

Formol tamponado a 10%

6,5g de fosfato de sddio dibasico

4g de fosfato de sédio monobdsico

800 mL de agua destilada

Apds dissolver as substancias, adicionar 100 mL de
formaldeido 37%.

Completar para 1000 mL.

PBS (concentrado 10x)

80g de Cloreto de sédio

2g de KCl

11,4¢g de fosfato de sddio monobésico
4.5 g de fosfato de sddio dibasico
900 mL de agua destilada

Ajustar o pH para 7,4.

Completar para 1000 mL.

PBS (concentrado 1x)

100 mL de PBS 10x
900 mL de 4gua destilada

Solugao de DTNB

13,2 mg de DTNB
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3,33 mL de metanol

Observacgio: Proteger a solugdo da luz.

Tampao TRIS

4,84¢g de tris
10 mL de 0,2 M EDTA
Ajustar o pH para 8,9




