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RESUMO

Estudo do efeito da atorvastatina na mucosites oral induzida por 5-fluorouracil
em hamsters. Tese submetida como parte dos requisit 0SS necessarios a
obtencéo do grau de Doutor em Farmacologia do Progr  ama de P6s-Graduacao
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Facul dade de Medicina,
Universidade Federal do Ceara, Brasil. Caroline Add ison Carvalho Xavier de
Medeiros; Orientadora: Dra. Gerly Anne de Castro Br ito.

A mucosite oral (MO) é um efeito colateral frequiente e dose limitante da
terapia do cancer, caracterizada por intensa reacdo inflamatéria na mucosa e
formacdo de Ulceras na cavidade orofaringea. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da atorvastatina (ATV), droga utilizada para reduzir os niveis séricos de
colesterol e que tem atividade antiinflamatoria, na mucosite oral induzida por 5-
fluorouracil (5-FU) em hamsters Golden Sirian. A mucosite oral foi induzida pela
administracao intraperitoneal (i.p.) de 5-FU no 1° e 2° dias do experimento (60 e 40
mg/kg, respectivamente), com subsequientes escoriagcbes na mucosa jugal, no
quarto dia. Os animais foram tratados intraperitonealmente (i.p.) com ATV 1, 5 ou 10
mg/kg ou salina ou salina/etanol 5% vol/vol 30 minutos antes de cada inje¢ao do 5-
FU e diariamente por 5 ou 10 dias. Os animais foram sacrificados no 5° ou 10° dia e
amostras de mucosa jugal e dos principais 6rgaos vitais foram coletados para
analise histopatologica. A determinacdo dos niveis de TNF-a, IL-1, nitrito, grupos
sulfidrilas n&o proteicos (NP-SH), ensaio da mieloperoxidase (MPO),
imunohistoquimica para TNF-a, oxido nitrico sintase induzida (iNOS), NF-KB-p50,
NF-kB-p50 NLS (sequéncia de localizacao nuclear) e a expressdo do NF-kB-p50 por
Western Blot foram outros parametros avaliados em amostras coletadas da mucosa
jugal dos animais. O sangue foi coletado para leucograma, analise dos parametros
bioguimicos e andlise da bacteremia. Atorvastatina nas doses de 1 e 5 mg/kg
reduziu o dano na mucosa e a inflamacéo, bem como os niveis de citocinas, nitrito e
a atividade da MPO no 5° e 10° dia da MO. Ademais, atorvastatina 1 e 5 mg/Kg
diminuiu a marcacao imunohistoquimica para TNF-a, NOSi, NF-kB-p50, NF-kB-p50
NLS, bem como a expressdao do NF-kB-p50 na mucosa jugal dos hamsters
submetidos a MO, no 5° dia. ATV 1 mg/Kg aumentou os niveis de NP-SH na mucosa
jugal dos animais, quando comparado com os grupos 5-FU no 10° dia da MO. A
associacdo de ATV 5 mg/Kg e 5-FU diminuiu a taxa de sobrevida, amplificou a
leucopenia dos animais, aumentou 0s niveis séricos de transaminases e causou
lesédo hepatica. NOs também detectamos a presenca de bacilos Gram negativos no
sangue de 100% dos animais tratados com ATV 5mg/Kg + 5-FU. Esses resultados
sugerem que a atorvastatina previne o dano na mucosa oral e a inflamacéo
associada com MO induzida por 5-FU, entretanto a combinacao de altas doses de
ATV com 5-FU induz hepatotoxicidade, amplificacdo da leucopenia e bacteremia,
gue merecem atencéo e futuros estudos em humanos.

Palavras-chaves: Mucosite oral, 5-fluorouracil, atorvastatina, estatinas



ABSTRACT

Study of the effect of atorvastatin on 5-fluorourac il-induced oral mucositis in

hamsters. Thesis submitted in parcial fulfilment t 0 obtain Doctors Degree in
Biological Sciences (Pharmacology) to the Post-Grad uate Department of
Physiology and Pharmacology, Faculty of Medicine, F  ederal University of
Cear4, Brazil. Caroline Addison Carvalho Xavier de Medeiros; Principal guide:

Dra. Gerly Anne de Castro Brito.

Oral mucositis (OM) is a frequent side effect and dose-limiting of cancer
therapy, characterized by intense inflammatory mucosal reaction and formation of
ulcers in oropharyngeal cavity. The aim of this study was to evaluate the effect of
atorvastatin (ATV) — cholesterol lowering drug with anti-inflammatory activity - in oral
mucositis induced by 5-fluorouracil (5-FU) in Golden Sirian hamsters. Oral mucositis
was induced by intraperitoneal (i.p.) administration of 5-FU in the first and second
days of experiment (60 and 40 mg/kg i.p., respectively), with subsequent excoriations
of the cheek pouch mucosa on the fourth day. The animals were treated by
intraperitoneal route (i.p.) with ATV 1, 5 or 10 mg/kg or saline or saline and 5%
vol/vol ethanol 30 min before 5-FU injection and daily for 5 or 10 days. The animals
were sacrificed on the 5™ or 10" day and samples of cheek pouches and major vital
organs were removed for histopathological analysis. The determination of TNF-q, IL-
1B, nitrite, non-protein sulfhydryl group (NP-SH) levels, myeloperoxidase (MPO)
assay, immunohistochemistry for TNF-a, induced nitric oxide synthase (iNOS), NF-
kB-p50, NF-kB-p50 NLS and the expression of NF-kB-p50 by Western Blot were
other parameters evaluated in the samples collected from the oral mucosa of
animals. Blood was collected for a leukogram, analysis of biochemical parameters
and analysis of bacteremia. Atorvastatin at doses of 1 and 5 mg/kg reduced mucosal
damage and inflammation, as well as the levels of cytokines, nitrite, and
myeloperoxidase activity on the 5™ and 10" day of OM. Moreover, ATV 1 and 5
mg/kg decreased the immunohistochemical staining for TNF-a, iINOS, NF-kB-p50,
NF-kB-p50 NLS and expression of NF-kB-p50 of the cheek pouch mucosa on the 5™
day of OM. ATV at 1 mg/kg increased cheek pouch NP-SH when compared to 5-FU
groups on the 10" day of OM. The association of ATV 5 mg/kg and 5-FU decreased
the survival rate, amplified the leukopenia of animals, increased transaminase serum
levels and caused liver lesions. We also detected the presence of Gram negative
bacillus in the blood of 100% of the animals treated with ATV 5 mg/kg + 5-FU. These
results suggest that atorvastatin prevent mucosal damage and inflammation
associated with 5-FU-induced OM, but the association of a higher dose of ATV with
5-FU induced hepatotoxicity, amplified leucopenia and bacteremia, which deserves
attention and further research in humans.

Keywords: oral mucositis, 5-Fluorouracil, atorvastatin, statin
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1. INTRODUCAO

1.1 Mucosite Oral — Uma complicacdo do tratamentod o cancer

A quimioterapia e radioterapia sdo altamente eficazes no tratamento de
muitas formas de canceres, mas possuem uma significante toxicidade dose limitante
(JANSMAN et al., 2001; SONIS, 1998). A terapia do cancer € direcionada para as
células neoplasicas, entretanto as células progenitoras saudaveis de varios tecidos
do corpo podem ser afetadas, resultando em disfuncdo (PARIS et al., 2001). O
epitélio do trato digestivo €, em particular, muito susceptivel a essas terapias, uma
vez que as ceélulas deste tecido proliferam com rapidez. Inflamacdo grave, leséo,
ulceracdo e sangramento na boca, no eséfago e no intestino sao efeitos colaterais
decorrentes do uso dessas terapias (ALVAREZ et al., 2003; SONIS et al., 1998).

A cavidade oral é um sitio comum para a mucosite e varias outras
complicagbes. Mucosite descreve uma sindrome caracterizada por ulceracdo da
mucosa do trato digestivo, resultando em dor, disfagia, diarréia e disfuncao,
dependendo do tecido afetado (SONIS; FEY, 2002; SONIS et al., 2004a; SCULLY;
SONIS; DIZ, 2006). As complicacBes orais mais associadas com a terapia do cancer
incluem estomatite, sangramento, dor, xerostomia e mucosite (LALLA; PETERSON,
2005; SONIS et al., 2004-a). O termo mucosite oral (MO) surgiu em 1980 e
representa a forma mais comum de complicacdo oral, decorrente da terapia
antineoplasica nao-cirargica. Caracteriza-se como uma inflamacdo aguda na
cavidade oral e é considerada como uma entidade distinta das estomatites devido a
sua transitoriedade, particularidades clinicas, severidade e formas de tratamentos
(SONIS et al., 2004-a).

Em torno de 500.000 pacientes por ano, em todo o mundo, sofrem de
alguma complicacdo oral decorrente da terapia do cancer (DUNCAN; GRANT,
2003). A mucosite oral € a maior complicacdo ndo hematologica associada com a
toxicidade da quimioterapia e /ou radioterapia (BITRAN et al.,, 1996; PATRONE et
al., 1995). A incidéncia dessa reacdo adversa depende das caracteristicas do
paciente, bem como das variaveis relacionadas com o tipo de tratamento utilizado.

Para os pacientes submetidos a quimioterapia convencional para o tratamento dos



tumores sélidos, a porcentagem de mucosite oral € em torno de 40% (ELTING et al.,
2003; JONES et al., 2006). Observa-se nos pacientes transplantados com células
hematopoiéticas que receberam altas doses de quimioterapia ou radioterapia, uma
porcentagem ainda maior, em torno de 75-80 % (VERA-LLONCH et al., 2007). A
ocorréncia de mucosite chega a atingir 99% dos pacientes, particularmente nos
casos em que se associa irradiacdo e quimioterapia (BLIJLEVENS et al., 2000;
DONNELLY et al., 1992). A incidéncia de MO, para 0s pacientes com cancer de
cabeca e pescoco submetidos a radioterapia, é em torno de 80 % (TROTTI et al.,
2003).

A manifestacéo primaria da mucosite oral € uma mudanca na coloracdo da
mucosa, tornando-se esbranquicada devido a insuficiente descamacao de ceratina.
A seguir, ocorre perda desta camada com a substituicdo por mucosa atrofica, que é
caracterizada por edema e eritema. Em geral, essas alteracbes sado seguidas por
ulceracao no tecido afetado. As Ulceras, na grande maioria, sdo recobertas por uma
pseudomembrana fibrinopurulenta, amarelada e destacavel. Dor, queimacédo e
desconforto podem se intensificar durante a alimentacéo e pelos procedimentos de
higiene oral (LALLA; PETERSON, 2005; LALLA; SONIS; PETERSON, 2008).

As lesBes induzidas por quimioterapia acometem geralmente areas nao
queratinizadas, incluindo porcao lateral e ventral da lingua, mucosa bucal, palato
mole, raramente afetando o dorso da lingua, o palato duro e a gengiva. As lesbes
decorrentes da radiacdo s&o limitadas no campo onde a radiagdo incide e
freqientemente também afetam areas ndo queratinizadas (EPSTEIN et al., 2000). A
cicatrizacdo das lesdes ocorrem cerca de 2 a 4 semanas apos a ultima dose da
terapia estomatotdxica (LALLA; PETERSON, 2005; TREISTER; SONIS, 2007).

A etiologia da mucosite esta associada a dois mecanismos distintos: a
toxicidade direta sobre as células do epitélio basal devido a terapia do cancer e a
toxicidade indireta resultante da mielossupressdao que predispbe a invasao
bacteriana e fangica (SONIS; FEY, 2002). A mucosa oral apresenta uma cinética de
alta taxa de renovacao celular. Dessa forma, a perda frequente de células da
superficie epitelial, devido a traumas mecanicos, € compensada através de uma

continua proliferacdo das células da camada basal. A quimioterapia e/ou



radioterapia reduz a renovagédo celular e causam morte celular por interferir no

crescimento e nos mecanismos de diferenciacdo (PARULEKAR et al., 1998).

O desequilibrio entre a proliferacdo e a perda celular resulta em um
epitélio com menor espessura, atrofia muscular, Ulceras localizadas ou difusas e
inflamacédo (TURHAL et al., 2000). A quimioterapia nao altera apenas a integridade
da mucosa, interfere também com a flora microbiana da boca, com a quantidade de
saliva e compromete a funcionalidade da barreira da mucosa oral. Esses fatores, em
conjunto, contribuem para a mortalidade e morbidade de pacientes com cancer e
imunossuprimidos (CHAN et al., 2003).

Dentre os fatores diretamente relacionados ao aparecimento da MO,
pode-se citar: o tipo de agente quimioterapico empregado, a dose e 0 esquema
terapéutico. A gravidade das lesdes é diretamente afetada pelo tipo e dose do
quimioterapico utilizado. Os antimetabolitos, como o metotrexato e o 5-fluorouracil
estdo associados com alta incidéncia e gravidade da mucosite oral (BARASCH,;
PETERSON, 2003). Outros fatores que contribuem para o risco de mucosite oral
referem-se ao paciente, e inclui saiude bucal deficiente, pouca producdo salivar,
traumas por restauragdes ou préteses mal-adaptadas, focos de infeccao, idade e até
mesmo debilidades sistémicas podem propiciar o aparecimento e definir a
severidade da mucosite (DENHAM; HAUER-JENSEN, 2002; KOSTLER et al., 2001,
SONIS; FEY, 2002).

Os efeitos da idade e do sexo na susceptibilidade a mucosite ndo estao
totalmente esclarecidos (BARASCH, PETERSON, 2003; MCCARTHY et al., 1998).
Em geral, os jovens e idosos sao mais propensos a mucosite. A maior
susceptibilidade dos jovens é explicada pela elevada renovacéo celular na mucosa
bucal e também pela maior prevaléncia de imunossupressao como consequéncia de
doencas hematologicas malignas. Por outro lado, o idoso também apresenta maior
predisposicdo a mucosite devido alteracdes metabdlicas e maior incidéncia de
imunosupressdao (MCCARTHY et al., 1998). Outros autores sugerem que as
mulheres tém maior risco para mucosite, entretanto esses dados em relagdo ao sexo
sao inconclusivos (TSALIC et al., 2003).



A mucosite oral € extremamente debilitante e se associa com infec¢des
gue podem causar sepse durante periodos de profunda imunossupressao,
principalmente em pacientes neutropénicos. Em geral, pacientes que recebem
quimioterapia para tratamento de tumores sélidos ou linfoma, a taxa de infeccéo
durante ciclos com mucosite é duas vezes maior quando comparados com 0s ciclos
de tratamento, sem mucosite (ELTING et al., 2003). Ademais, a maioria dos
pacientes submetidos a radioterapia para o tratamento de tumores de cabeca e
pescoco ndo conseguem se alimentar normalmente por via oral, devido a dor
intensa, decorrente da mucosite oral. Dessa forma, h& necessidade de alimentacao
por meio de sondas gastricas, maior tempo de hospitalizacdo e, nos casos mais
graves, interrupcéo temporaria ou definitiva do tratamento, o que resulta no aumento
dos custos e comprometimento do prognéstico do caso (ELTING et al.,, 2007;
HERRSTEDT et al., 2000; SCULLY et al., 2006; TROTTI et al., 2003).

1.1.1 Fisiopatologia da mucosite oral

A fisiopatologia da mucosite oral é complexa e multifatorial, inclui uma
série de eventos biologicos que ocorrem na submucosa e no epitélio (DUNCAN;
GRANT, 2003; SCULLY; SONIS; DIz, 2006; SONIS, 1998; SONIS; FEY, 2002;
SONIS, 2004a; SONIS, 2004b; SONIS et al., 2004b;). Sendo descrita como uma
sequéncia de eventos interligados (Figura 1), que inclui: iniciacdo, geracdo de sinais

mensageiros, amplificacdo, ulceracéo e cicatrizacao.



Fase Il e lll
Mensagem
Epitélio Fase | Sinalizacéo Fase IV Fase V
Iniciacéo amplificacéo Ulceracéo Cicatrizagéo

Quimioterapia

Lamina prépria _
P Célula basal Vaso IES Fibroblastos

Epitélio sanguineo Inflamatérias

Figura 1. Cinco fases da fisiopatologia da mucosite oral. Adaptado de Sonis et al.
(2004).

A fase de iniciagdo caracteriza-se pela acdo da radiacdo e/ou
guimioterapia sobre as células do epitélio basal, com conseqiente apoptose e
inibicdo da proliferacdo celular. Na verdade o evento que melhor caracteriza a
primeira fase da MO € a geracéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) a partir do
estresse oxidativo (SONIS et al., 2004). Essas pequenas moléculas reativas causam
danos as células, tecidos e vasos sanguineos. De fato, a produgcdo de espécies
reativas de oxigénio acontece apds exposicao a agentes estomatotoxicos (GATE et
al, 1999). Outros autores sugerem que agentes capazes de bloquear, ou remover os
radicais livres atenuam a mucosite oral (CULY; SPENCER, 2001). A geracédo dos
radicais toxicos de oxigénio e sua capacidade de estimular uma série de fatores de
transcricdo caracteriza a resposta aguda do tecido ao agente quimioterdpico e
consiste no marco da fase inicial da mucosite, que, segundo Sonis, precede 0s

outros eventos biolégicos (SONIS et al., 2004a).



Durante a segunda fase, as espécies reativas de oxigénio (ROS) causam
dano ao DNA das células epiteliais que resulta em apoptose. A lesdo no DNA das
células e as espécies reativas de oxigénio estimulam indiretamente a formacao de
esfingomielinase e/ou a ativacdo da via da ceramida, que promovem apoptose
(CHMURA et al., 1997; MADDENS et al, 2002;). Vale ressaltar que a fibronectina,
liberada pelos danos as células, ativa macréfagos, com subseqiente ativacdo de
metaloproteinases que promovem lesao tecidual direta (BAMBA et al.,, 2003). O
evento mais importante dessa fase é a ativacao do fator de transcricdo NF-kB, que
constitui o elemento chave na génese da mucosite. A resposta primaria da maioria
dos agentes quimioterapicos e/ou radiacdo é caracterizada pela ativacdo do NF-kB.
Uma vez ativado, o NF-kB, aumenta a transcricdo de genes envolvidos na producao
de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q, IL-18 e IL-6. Subsequiientemente, essas
citocinas promovem ativacao da via da ciclooxigenase 2, angiogénese e aumento da

transcricdo de moléculas de adesao (SONIS et al., 2002).

O NF-kB foi descoberto em 1986 e representa um fator nuclear (NF) que
guando ativado por varios agentes inflamatdrios, possui a capacidade de ligar-se a
uma sequéncia de 10 pares de bases na regido promotora do gene que codifica a
cadeia leve k das moléculas de anticorpo das células B (kB) (SEN; BALTIMORE,
1986). O termo NF-kB auténtico designa a combinacdo p50/p65(RelA). Outras
subunidades foram descritas, tais como a c-Rel, RelB, e p52, sendo provavel que
diferentes tipos de combinagOes sejam capazes de ativar diferentes genes ou ainda
bloquear a transcricdo do p50/RelA. As subunidades p50 e p52 sao sintetizadas
como moléculas precursoras inativas, p105 e p100, respectivamente (HUXFORD et
al., 1998).

Normalmente o NF-kB encontra-se no citoplasma na sua forma inativa,
ligado a proteina inibitoria, IkB. Esse complexo impede a translocacdo do NF-kB
para o nucleo. Assim, a fosforilacdo e a degradacédo do kB sdo necessarias para
que ocorra a translocacdo (DELHASE; KARIN, 1999). Uma particularidade
importante da mucosite é o fato do NF-kB regular elementos chaves que levam a
toxicidade do tecido normal, mais especificamente por promover apoptose. Na

verdade, existe um paradoxo entre o efeito pré-apoptético do NF-kB em células



normais e o potencial anti-apoptético e citoprotetor que o NF-kB promove nas
células tumorais (SONIS, 2002).

A amplificacdo dos danos a mucosa oral, iniciado pela radiacdo e/ou
quimioterapia, ocorre pela agéo de citocinas pré-inflamatérias, que além do impacto
direto sobre as células da mucosa, desempenham um papel indireto na amplificacao
da mucosite oral. Por exemplo, o TNF-a € capaz de ativar uma série de caminhos
que levam a lesdo tecidual, incluindo a via da ceramida e as caspases e a
transcricdo mediada pelo NF-kB. Na verdade, uma série de “feedbacks” positivos
aumentam o dano tecidual e ativa o fator de transcricdo NF-kB. Estes processos
resultam no aumento da producdo de mais citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1
e IL-6). O TNF-a e a IL-1B ativam metaloproteinases, levando a injuria direta no
tecido, conforme descrito previamente (LIMA et al., 2005; REDDING, 2005; SONIS
et al., 2004a).

Além disso, existem evidéncias do envolvimento do Oxido nitrico na
patogenia da mucosite oral. Recentemente, um estudo realizado no nosso
laboratério demonstrou que os inibidores seletivo da NOSi, aminoguanidina e
1400W, preveniram a mucosite oral induzida por 5-fluorouracil em hamsters (LEITAO
et al., 2007). A participacdo do NO na mucosite oral induzida por radiacdo também
foi sugerida por Sonis et al., através da deteccao da expressdo da enzima 6xido
nitrico sintase induzida (NOSI), envolvida na sintese de 6xido nitrico (NO), através
de RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction), em tecido de mucosa
jugal de hamsters (SONIS et al., 2002).

A ulceracdo da mucosa oral usualmente ocorre durante o periodo de
grave neutropenia do paciente e representa a fase mais significante. A fase
ulcerativa normalmente é dolorosa e compromete a nutricdo e a qualidade de vida
do paciente, bem como aumenta o risco para o paciente desenvolver infec¢ao local
e sistémica. A injuria e apoptose das células epiteliais basais resultam em perda da
integridade do epitélio. Observa-se um intenso infiltrado de células inflamatdrias,
notadamente polimorfonucleares. Adicionalmente, nessa fase € comum infeccao
secundaria, visto que a Ulcera serve de foco para a colonizagdo de microorganismos
(REDDING, 2005; SONIS et al., 2004a).



Os agentes etioldgicos mais associados a essa infeccdo sdo principalmente
bactérias da prépria microbiota oral, como bactérias oportunistas Gram negativas
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoiae, Enterobacter cloacae, Pseudomonas
aeruginosa), micoorganismos Gram-positivos (Streptococcus mitis, S. oralis, S.
sanguis e Staphylococus), aléem de fungos como a Candida albicans e outras
espécies de Candida, como Kkruseitropicalis, parapsilosis, glabrat, aspergillus.
InfeccBes virais também ocorrem principalmente herpes simples, citomegalovirus e
varicela zoster (EPSTEIN; WONG, 1994; FELD, 1997; MCCARTHY; SKILLINGS,
1992; WINGARD et al., 1991). De fato, os produtos destes microorganismos como
componentes da parede celular de bactérias penetram na submucosa e estimulam a

liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias, amplificando a inflamacao.

Finalmente, inicia-se a fase de cicatrizacdo da mucosa oral, onde
componentes da matrix extracelular estimulam a migracdo, diferenciacdo e
proliferacéo do epitélio. A microbiota oral € estabelecida e a contagem de leucécitos
retorna a valores normais. Entretanto as mudancas no tecido epitelial, secundarias
ao tratamento quimioterapico, permanecem. Essas mudancgas representam fatores
de riscos para o posterior desenvolvimento de mucosite oral, no curso da terapia do
cancer (HERRSTEDT, 2000).

1.1.2 Tratamento da mucosite oral

O tratamento da mucosite oral € necesséario para melhorar a condicdo
nutricional, a hidratacdo e a qualidade de vida dos pacientes afetados. Além disso, a
prevencado e controle sdo fundamentais para o prognostico oncolégico, evitando a
reducdo das doses dos quimioterapicos, ou até mesmo a interrupcdo temporaria ou
definitiva do tratamento (REDDING, 2005).

Uma grande variedade de tratamentos foi estudada, entretanto os dados
sao conflitantes porque os parametros para avaliar a severidade da mucosite sao
bastante variaveis e a falta de padronizacdo limita a interpretacdo dos dados. A
Tabela 1 ilustra de forma resumida, as principais terapias estudadas para prevencéo
e tratamento da mucosite oral. Ndo existe consenso a respeito do tratamento ou

prevencdo, em geral, a terapéutica disponivel € de suporte e/ou essencialmente



paliativo, envolvendo instru¢bes que variam de higiene oral, suporte nutricional e
principalmente direcionamento para remissdo da dor e prevencdo da infeccao
(SONIS et al., 2004a).

Tabela 1. Terapias disponiveis para a prevencdo da mucosite oral. Adaptado de
Redding (2005).

Terapias para mucosite oral

1-Higiene oral

2-Prevencgao das infecgoes

a) Antibioticos, Antifungicos, Antivirais

b) Clorexidina

3-Agentes Antiinflamatorios

a) Misoprostol, dinoprostona, benzidamina, predinisona
4-Inibidores de espécies reativas de oxigénio

a) Amifostina, N-acetilcisteina

5- Modificadores da funcéo salivar

a) Propantelina, pilocarpina

6- Crioterapia

7- Glutamina

8-Laser terapia

9- Bioaderentes (sucralfato)

10- Fatores de crescimento

a) Fator estimulador de coldnia granuldcito-macrofago (GM-CSF)
b) Fator transformador de crescimento beta (TGF-$3)

c) Fator de crescimento dos queratinécitos humanos-1 (palifermina)

A observacdo de que os microorganismos que colonizam as lesbes orais
exacerbam a severidade da mucosite oral sugere que a descontaminagédo oral e
uma boa higiene oral podem reduzir a mucosite oral. A higiene oral é fundamental
para evitar possiveis fontes de infeccdes, bem como para prevenir complicacbes
mais graves como a osteoradionecrose, induzida por radioterapia, bem como o
sangramento na mucosa oral, associada com a quimioterapia (RANKIN; JONES;
REDDING, 2004).

Os dados sobre a eficacia da higiene oral na reducdo ou prevencdo da
mucosite oral sdo conflitantes. Alguns estudos demonstraram que a higiene oral
previne infec¢cdes em pacientes submetidos a terapia do cancer, com consequente
reducdo da mucosite oral (BOROWSKI et al., 1994, GRAHAM et al.,, 1993).



Entretanto, outros dados revelam que a higiene oral ndo traz beneficios para
prevenir a MO (KENNY et al.,, 1990, MCGUIRE et al., 1998). De fato, muitos
pesquisadores defendem que a higiene oral é benéfica durante a terapia do cancer,

mas o efeito sobre a mucosite oral necessita de novas investigacoes.

A descontaminacgédo oral reduz a infecgdo na cavidade oral causada por
patdgenos oportunistas e secundariamente, diminui os riscos para infeccao
sistémica provocada por patdégenos oportunistas ou residentes na cavidade oral
(YONEDA et al.,, 2007). Dessa forma a prevencado das infeccdbes com o uso de
antibioticos, antivirais e antifingicos esta bem estabelecida (BARASCH et al., 2006;
NICOLATOU-GALITIS et al., 2006). O uso de anti-sépticos como a clorexidina no
controle da mucosite oral é controverso, alguns autores defendem o efeito protetor
da clorexidina na mucosite induzida por radioterapia (FERRETTI et al., 1988;
SAMARANAYAKE et al., 1988), entretanto, outros dados mostraram que a
clorexidina € pouco eficiente (DODD et al., 1996; EPSTEIN et al., 1992).

Agentes que reduzem a inflamagé&o sao utilizados, em algumas situagoes
na tentativa de reduzir a mucosite oral (LALLA et al., 2006). Os resultados do efeito
protetor da prostaglandina E2 (dinoprostona), prostaglandina E1 (misoprostol) ou
predinisona, na mucosite oral, ndo foram significativos (DUENAS-GONZALEZ et al.,
1996; LEBORGNE et al., 1998). A benzidamina, antiinflamatério ndo esterdide que
inibe a sintese de TNF-a, mostrou efeito benéfico na mucosite oral (EPSTEIN et al.,
2001; PETTERSON; LEVEQUE, 2001).

Outras abordagens séo investigadas com sucesso, como por exemplo, o
uso da glutamina, laser terapia de baixa intensidade e crioterapia. O efeito protetor
da glutamina pode ser explicado pela reducdo da produgdo de citocinas
proinflamatérias (COEFFIER et al., 2002; PETERSON; JONES; PETIT, 2007) e
também por aumentar a sintese de componentes cicatrizantes como colageno
(BELLON et al., 1987). Recentemente, um estudo realizado no nosso laboratorio
sugeriu que a glutamina e seu derivado alanil-glutamina aceleraram a recuperagéo
da mucosite oral induzida por 5FU em hamsters, reduzindo a inflamacédo e

promovendo reepitelizacdo (LEITAO et al., 2008).



Em relacao a laser terapia, varios resultados monstram que o laser de
baixa intensidade reduz a severidade da MO, entretanto 0 mecanismo ndo esta
esclarecido (BARASCH et al., 1995; BENSADOUN et al., 1999; SCHUBERT et al.,
2007). Acredita-se que o laser reduz os niveis de citocinas pro-inflamatérias e/ou
diminui os niveis das espécies reativas de oxigénio. A crioterapia, que consiste no
uso do gelo, levando ao resfriamento da mucosa e, conseqiiente vasoconstric¢cdo, é
de grande valia para tratamentos com drogas anti-neoplasicas de meia-vida curta.
Estudos demonstram que o uso de gelo, cinco minutos antes da aplicacdo de 5-FU
em bolus, e mantido na boca por 30 minutos, reduz a mucosite oral em torno de 50%
(CASCINU et al., 1994; MAHOOD et al., 1991; ROCKE et al., 1993).

O sintoma primario da mucosite oral € a dor e o controle da dor € um
componente critico no manejo da mucosite oral. Muitos centros usam solucao salina,
gelo ou lidocaina a 2% para bochecho. A lidocaina pode ser associada com
difenidramina para fornecer alivio a curto prazo (LALLA et al., 2008). Em alguns
casos, em pacientes submetidos a transplante de células hematopoiéticas,
necessita-se do uso de analgésicos sistémicos para o alivio satisfatério da dor,
incluindo opidides como morfina. Outros agentes sem propriedades anestésicas
estdo disponiveis, como 0s compostos bioaderentes, onde o mais estudado é o
sulcrafato. Os compostos bioaderentes formam uma camada protetora sobre a
mucosa ulcerada, entretanto os resultados da eficacia sdo inconsistentes (DODD et
al., 2003; NOTTAGE et al., 2003).

Outras abordagens preventivas e terapéuticas sdo descritas, entretanto
muitas ndo apresentam resultados conclusivos, como 0 uso de antioxidantes
(amifostina e N-acetilcisteina) e dos agentes que aumentam a secre¢ao salivar como
propantelina e pilocarpina. Estudos demonstraram que a propantelina foi capaz de
reduzir a mucosite oral associada ao uso de etoposida (AHMED et al., 1993), e a
combinagdo de etoposida, ifosfamida e carboplatina (OBLON et al., 1997). Da
mesma forma, o uso de pilocarpina na prevencao da mucosite oral tem-se mostrado
benéfico em alguns estudos (AWIDI et al., 2001; JONHSON et al., 1993), enquanto,
gue em outros trabalhos, n&do foi constatado efeito (LOCKHART et al., 2005;
SCARANTINO et al., 2006).



Conforme relatamos anteriormente, a reducdo da capacidade proliferativa
das células epiteliais na mucosa oral desempenha um papel na patogénese da
mucosite. Assim, varios fatores de crescimento sao investigados para o manejo da
mucosite, com o objetivo primario de aumentar a proliferacdo das células epiteliais.
O fator estimulador de colbénia granulécito-macréfago (GM-CSF) apresentou
resultados benéficos em varios estudos clinicos, reduzindo a severidade e duracao
da mucosite oral relacionada ao uso de varios agentes quimioterapicois (CHI et al.,
1995; CRAWFORD; O'ROURKE, 1994; GABRILOVE et al.,, 1998; IBRAHIM,;
MULHIM, 1997; ROSSO et al., 1997), constituindo um importante agente
terapéutico, juntamente com o fator transformador de crescimento beta (TGF-B3)
(SPIJKERVET; SONIS, 1998). Atualmente, o fator de crescimento dos queratindcitos
humanos-1 (palifermina) mostrou eficacia na mucosite em pacientes com doencas
hematolégicas malignas e também representa uma terapia promissora
(SPIELBERGER et al., 2004).

1.2 Agentes antineoplasicos- 5-Fluorouracil

A maioria dos agentes antineoplasicos, principalmente os descobertos nas
primeiras duas décadas da quimioterapia do cancer (1950 a 1970), interagem com o
DNA ou seus precursores, inibindo a sintese de novo material genético ou causando
leséo irreparavel do DNA. Nos ultimos anos, a descoberta de novos agentes ocorreu
a partir de produtos naturais e estendeu-se para novos campos de investigagao. Os
agentes quimioterapicos podem ser classificados como: agentes alquilantes,
antimetabolitos, produtos naturais, horménios e seus antagonistas e outros
compostos relacionados (RANG; DALE; RITTER, 2001).

A toxicidade dos agentes efetivos em lesar o DNA é maior durante a fase
S ou de sintese do DNA do ciclo celular, enquanto, outros agentes, como 0s
alcaldides da vinca e os taxanos, bloqueiam a formacao do fuso mitético funcional
na fase M. Assim, as neoplasias humanas mais sensiveis ao tratamento
quimioterapico sdo aquelas que exibem uma elevada porcentagem de células em
processo de divisdo. De forma semelhante, os tecidos normais que proliferam
rapidamente, como medula éssea, foliculos pilosos e epitélio do trato digestivo,
estdo sujeitos a lesdo (KAUFMA; CHABNER, 2001).



Os antimetabdlitos abrangem um grupo de farmacos que inibem a funcéo
do DNA e do RNA de diversas maneiras. O 5-fluorouracil (5-FU) € um dos
representantes dessa classe, amplamente utilizado no tratamento de carcinomas
metastaticos de colon, carcinomas do trato gastrintestinal superior, de mama e
adenocarcinomas de cabeca e pescoco (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003;
RUSTUM et al.,, 1997). Esse agente € uma pirimidina halogenada que imita
bioquimicamente a uracila, pois possui estrutura quimica semelhante a esta base

nitrogenada, diferindo em um atomo de fldor na posicao 5 (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica da molécula de uracila e 5-fluorouracil (5-FU). Adaptado
Grem (2001).

O 5-fluorouracil requer conversdo enzimatica em nucleotidios (ribosilacdo
e fosforilacdo) para exercer atividade citotoxica. O monofosfato de
fluorodesoxiuridina (FAUMP), um dos metabolitos do 5-FU, interage com a enzima
timidilato sintase (TS), e agindo como falso substrato, bloqueia a sintese de trifosfato
de timidina (TTP), um constituinte necessario do DNA. O FAUMP juntamente com o
co-fator folato formam um complexo ternario de ligagdo covalente com a TS.
Enquanto o complexo fisiolégico de TS-folato-dUMP progride para a sintese de
timidilato através da transferéncia do grupo metileno e de dois atomos de hidrogénio
do folato para o dUMP, essa reacdo é bloqueada no complexo inibido TS-FAUMP
folato pela estabilidade da ligacdo de flior-carbono no FAUMP, em consequéncia
ocorre inibicdo persistente da enzima. A consequéncia é a inibicdo da sintese de

DNA, e, consequientemente, do crescimento celular (McCARTHY et al. 1998).

O blogueio da enzima timidilato sintase constitui o principal mecanismo de
citotoxicidade do 5-fluorouracil. Adicionalmente, o 5-FU possui outros mecanismos,
como a incorporacéo ao DNA e ao RNA. O trifosfato de fluorodesoxiuridina (FAUTP)

se incorpora ao DNA no lugar do TTP, alterando a estabilidade e o reparo (De



ANGELIS et al., 2006; NOORDHUIS et al, 2004). Outro intermediario do
metabolismo do 5-FU, o trifosfato de 5-fluorouridina (FUTP), incorpora-se ao RNA,
interferindo na sintese e nas funcbes do RNA (PINEDO; PETERS, 1988;
WILKINSON et al., 1975).

Os efeitos adversos do 5-FU variam de acordo com o protocolo de
tratamento, dose, e via de administracdo, e sdo bem evidentes na medula éssea, e
no trato gastrointestinal. Os primeiros sintomas adversos consistem em anorexia e
nauseas, seguidos de mucosite e diarréia. Ocorrem ulceracbes em toda a mucosa
do trato gastrintestinal e varios autores reforcam a incidéncia de mucosite como
efeito colateral do 5-FU (LACAVE et al., 1991; LEVI et al., 1994; MINSKY et al.,
1993; OHTSU et al., 1991; PYRHONEN, et al., 1995; ROSSO et al., 1994).

Os principais efeitos toxicos de esquemas com inje¢des intravenosas de 5-
FU resultam na mielosupressdo, principalmente leucopenia, seguida de
trombocitopenia e anemia. Verifica-se também alopecia, dermatite, pigmentacao
aumentada, atrofia da pele e mucosite. Além disso, pode ocorrer a sindrome de
mao-pé, caracterizada por eritema, descamacdao, dor e sensibilidade das palmas das
maos e plantas dos pés ao toque e raramente neurotoxicidade (PIRZADA; ALI,
DAFER, 2000).

1.3 Modulacao farmacologica- Estatinas

As estatinas sdo um grupo de substancias que inibem de forma
competitiva a enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-coA) redutase, com
a propriedade de bloquear a conversdo do substrato HMG-CoA em acido
mevaldnico, inibindo os primeiros passos da biossintese do colesterol (GRUNDY,
1988; SINENSKY et al., 1990). Atualmente representam os agentes hipolipidémicos
mais usados, devido a eficacia em reduzir os niveis de colesterol sangtiineo e a
excelente tolerabilidade e seguranca (MARON; FAZIO; LINTON, 2000).

O colesterol é sintetizado em uma variedade de tecidos, entretanto a
maior producdo ocorre no figado, no intestino, no cértex adrenal e nos tecidos

reprodutores (GLEW et al., 1998). A biossintese do colesterol no organismo €



realizada, inicialmente, pela associacdo de trés moléculas de acetil-Coenzima A
(acetil-CoA) para formagéo de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). A conversao
seguinte de HMG-CoA em &acido mevalbnico é catalisada pela enzima HMG-CoA
redutase e representa a etapa mais importante de controle da sintese de colesterol
no organismo (Figura 3) (VOET; VOET; PRATT, 2000).

O colesterol, sintetizado ou derivado da dieta, representa o principal
esteréide humano e é componente de, praticamente, todas as membranas
plasmaticas e intracelulares (RANJAN, 2009). O colesterol da dieta € transportado
do intestino pelos quilomicrons. O figado e os tecidos periféricos podem sintetizar
esse esteroide ou obté-lo a partir das lipoproteinas circulantes (VOET,; VOET,;
PRATT, 2000).

A circulacdo do colesterol pelo corpo ocorre por meio de lipoproteinas. Os
ésteres de colesteril sdo inicialmente empacotados em lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e, entdo, entram na circulacdo sanguinea. A VLDL, secretada
pelo figado é convertida em lipoproteinas de densidade intermediaria (IDLs) e, em
seguida, LDLs (lipoproteinas de baixa densidade). O colesterol é transportado de
volta ao figado para a excrecao pela lipoproteina de alta densidade (HDL). O figado
expressa um grande numero de receptores de LDL e remove cerca de 75% da toda
a LDL do plasma. Dessa forma, a remocao da LDL da circulacdo, mediada por
receptores LDL, possui uma funcdo importante na manutencdo dos niveis de
colesterol (VOET; VOET; PRATT, 2000).

As estatinas exercem seu efeito principal, gracas a uma porgao
semelhante ao acido mevalbnico, competindo com a enzima HMG-CoA redutase. Ao
reduzir a conversdo da HMG-CoA em mevalonato, as estatinas inibem a etapa inicial
e limitante na biossintese do colesterol (Figura 3) (GRUNDY, 1988; SINENSKY et
al., 1990). Como resultado da inibicdo da sintese do colesterol hepético, observa-se
aumento da expressdo do gene do receptor de LDL, mediado pela ativagéo
proteolitica das proteinas de ligacdo de elementos reguladores de esterol (SREBP)
(BROWN; GOLDSTEIN, 1999).
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Figura 3. Biosintese do colesterol e efeitos das estatinas.

As estatinas inibem a enzima HMG-CoA redutase, com consequiente reducdo na sintese do
colesterol e na isoprenilagdo de pequenas proteinas GTPase. A isoprenilacdo de proteinas
GTPase modula vérias fungdes celulares. NOSe, Oxido nitrico sintase endotelial; HMG-CoA,
3-hidroxi-metilglutaril coenzima A; MapKs3, proteina quinase ativada por mitégenos; Pak,

quinase p21. Adaptado de Wang; Liu; Liao (2008).




Dessa forma, a diminuicdo de colesterol plasmatico € acompanhada pela
reducdo dos niveis de LDL. O aumento de atividade dos receptores de LDL hepatico
€ um dos fatores mais importantes para regular os niveis de LDL plasmatico. Por
esta razdo os inibidores de HMG-CoA redutase possuem dupla acédo, diminuem a
biossintese de colesterol e causam aumento do numero de receptores LDL hepatico,
com consequente remocéao de IDL e LDL circulantes (MALHOTRA; GOA, 2001).

Atualmente, dados da literatura mostram que as estatinas nédo interferem
apenas com o LDL-colesterol, também conduzem o aumento de HDL-colesterol e
diminuem os niveis de triglicerideos (BAKRI et al., 2003; WIERZBICKI et al., 2002).
Esses estudos sugerem que quanto maior a atividade das estatinas para diminuir o
LDL-colesterol, maior é o efeito sobre os niveis de triglicerideos. De forma geral, as
estatinas causam reducdo dos niveis de triglicerideos, mas este efeito parece ser
observado apenas em pacientes hipertrigliceridémicos.

Adicionalmente, a inibicdo da enzima HMG-CoA redutase mediada por
estatinas, inibe a sintese de compostos isoprendides como farnesilpirofosfato (FPP)
e geranilgeranilpirofosfato (GGPP) (GOLDSTEIN; BROWN, 1990). Esses
intermediarios servem como importantes acessorios lipidicos para a modificacéo
pos-translacional de proteinas intracelulares, como Ras, Rho, Rac e Rap (Figura 3)
(VAN AELST; D’'SOUZA-SCHOREY, 1997). Assim, € possivel que além da reducao
do colesterol, a inibicdo das proteinas intracelulares dependentes dos isoprendides
promove alguns efeitos bioldégicos das estatinas, independentes da sintese do
colesterol, conhecido como efeitos pleiotropicos (KWAK et al., 2000; NOBES;
MARSH, 2000).

As estatinas foram inicialmente isoladas e identificadas como metabdlitos
de fungos. Em 1976 foi descoberto o primeiro inibidor da HMG-CoA redutase, a
mevastatina, que representa a primeira estatina descrita, originalmente isolada como
produto metabdlico de culturas Penicillium citrinium (ENDO; KURODA; TANZAWA,
1976). Posteriormente a lovastatina foi isolada de culturas de Aspergillus terreus e
Monascus ruber com estrutura semelhante a mevastatina (ALBERTS, 1988;
ALBERTS et al.,, 1980). Em 1987 a lovastatina foi aprovada pelo FDA para uso

terapéutico. A introdugcdo de novos compostos ocorreu com a sinvastatina e a



pravastatina, consideradas estatinas semi-sintéticas modificadas a partir da
lovastatina (HOFFMAN et al., 1986). Fluvastatina, atorvastatina e cerivastatina sao
totalmente sintéticas (MARON; FAZIO; LINTON, 2000).

No momento, seis estatinas sdo empregadas clinicamente: lovastatina
(Mevacor), pravastatina (Pravachol), sinvastatina (Zocor), e fluvastatina (Lescol),
primeiro agente totalmente sintético, derivado de mevalonolactona produzido na
forma racémica. A nova geracao de estatinas sintéticas, enantiomericamente puras,
€ representada por atorvastatina (Lipitor) e rosuvastatina (Crestor) (Figura 4)
(JONES et al., 2003; PASTERNAK et al., 2002).

A lovastatina e a sinvastatina sao pro-farmacos de lactona e necessitam
de modificacdo enzimatica no figado para se tornarem ativas, na forma de
hidroxiacidos. As lactonas sdo menos sollveis em agua que as outras estatinas,
diferenca que parece ter pouca importancia clinica. Em geral, as estatinas
hidrossoluveis (pravastatina e rosuvastatina) possuem baixa penetracdo em células
ndo hepaticas e maior seletividade para inibicdo da HMG-CoA redutase hepatica. A
pravastatina (acido na forma ativa), a fluvastatina (sal sodico) e a atorvastatina e
rosuvastatina (sais de célcio) sdo todas administradas na forma ativa de anel aberto.
Apos uma dose oral, as concentragcOes plasmaticas das estatinas atingem um valor
maximo em 1 a 4 h. As meias-vidas dos compostos originais sao de 1 a 4 h, exceto
para atorvastatina e rosuvastatina, que apresentam meias-vidas de cerca de 20 h.
As meias-vidas mais longas podem contribuir para maior eficacia na reducédo do
colesterol (SCHACHTER, 2005).

Na presente investigacdo, nos estudamos a atorvastatina, que desde a
sua comercializagdo, em 1996, demonstrou a melhor avaliagdo risco-beneficio.
Comparada com outras estatinas, apresenta eficacia superior, com nivel de
seguranca equivalente (BLACK; BAKKER-ARKEMA; NAWROCKI, 1998). Em 2002,
a atorvastatina foi o farmaco mais vendido no mundo (GOOSEN et al., 2007).
Atualmente, outras estatinas concorrem por este mercado, como a rosuvastatina
(AstraZeneca), aprovada em agosto de 2003 pelo FDA, e a pitavastatina, a mais
nova estatina sintética, em estudos pela empresa japonesa Kowa Company
(AHMAD; CHENG-LAI, 2010).
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Figura 4. Estrutura quimica das estatinas disponiveis clinicamente. Adaptado de
Mccarey; Sattar; Mcinnes (2005).

1.3.1 Efeitos pleiotropicos das estatinas

Efeitos pleiotropicos significam, especificamente, funcdes diferentes para
0s quais o agente foi desenvolvido, e sao relacionados ou ndo com o mecanismo de
acao, variando de indesejaveis ou no caso das estatinas, benéficos (DAVIGNON,
2004).

O mecanismo para explicar os efeitos pleiotrépicos das estatinas é
independente da propriedade de regular os niveis de colesterol plasmaticos, mais
especificamente, pode ser secundario a inibicdo dos isoprendides. Os intermediarios
isoprendides sao sintetizados a partir do caminho do mevalonato e, servem como
ligantes lipidicos para moléculas envolvidas em processos de sinalizacdo celular
(GOLDSTEIN; BROWN, 1990).



Os efeitos pleiotropicos das estatinas mais estudados incluem acéo
reguladora na funcdo endotelial, diminuicdo da proliferacdo das células do musculo
liso vascular (VSMC), aumento da estabilidade de placas ateroscleroticas,
diminuicAio do estresse oxidativo e inflamacdo, diminuicdo da resposta
trombogénica, e efeitos imunomodulatorios (LAUFS; LIAO, 1998; TAKEMOTO,
LIAO, 2001; WANG; LIU; LIAO, 2008).

A influéncia das estatinas no endotélio € o efeito pleiotropico mais descrito
em pacientes com hipercolesterolemia e aterosclerose, através de caminhos
dependentes e independentes do colesterol (LIU et al.,, 2009; ROBINSON et al.,
2005). Como o o6xido nitrico € um importante mediador da funcdo endotelial, as
estatinas promovem “up regulation” da enzima oxido nitrico sintase endotelial
(NOSe) por varios mecanismos (Figura 5). O primeiro mecanismo descrito envolve a
sinalizacdo Rho/proteinas quinases serina treonina (ROCKs), com aumento da
estabilidade do RNAmM da NOSe, mediada através da inibicdo da isoprenilacdo da
Rho (LAUFS; LIAO, 1998).

O segundo mecanismo envolve o caminho fosfatidilinositol 3 quinase
(PI3K)/proteina quinase AKt que regula varias func¢des celulares como crescimento e
proliferacdo. A ativacdo do caminho (PI3K)/AKt leva a fosforilacdo da NOSe e
aumento da angiogénese (KUREISHI et al, 2000). No terceiro mecanismo, as
estatinas reduzem a quantidade de caveolina-1. A caveolina-1 é uma proteina de
membrana que quando ligada a NOSe, inibe a produgcdo de NO, de forma direta
(PLENZ; HOFNAGEL; ROBENEK, 2004).

Estudos recentes mostraram que a expresséo da NOSe e
trombomodulina, mediada pelas estatinas, é também dependente do fator pulmonar
Kruppel (LKLF/KLF2), indicando um mecanismo transcricional para modular a
funcdo endotelial (SEN-BANERJEE et al., 2005). Finalmente, as estatinas exercem
efeitos benéficos no endotélio, pela mobilizacdo das células progenitoras endoteliais
(CPEs) (VASA et al., 2001). A estimulacdo do caminho PI3K/Akt induz angiogénese,
proliferacdo, migracdo e sobrevida das células progenitoras endoteliais circulantes

(DIMMELER et al.,, 2001). Curiosamente, esse efeito € observado apenas com



baixas concentracdes de estatinas, enquanto que altas concentragcdes promovem

efeitos anti-angiogénicos (WEIS et al., 2002).

As evidencias de que as estatinas reduzem a mortalidade e a incidéncia
de eventos coronarianos despertou o interesse para elucidar os mecanismos de
acdo das estatinas nas doencas cardiovasculares. De fato esses farmacos modulam
0 sistema imune e exercem efeitos antiinflamatorios na parede vascular, diminuindo
0 numero de células inflamatérias na placa aterosclerotica (VAUGHAN; GOTTO;
BASSON, 2000).

O efeito protetor das estatinas na aterosclerose €, em parte, mediado pela
acdo imunomoduladora, caracterizada por diminuir a expressao da molécula de
adesao intercelular (ICAM-1), da molécula de adesado vascular (VCAM-1) e da
selectina E (RASMUSSEN et al., 2001; REZAIE-MAJD et al., 2003). Ademais, as
estatinas atenuam a expressao de P selectinas e diminuem a adesao de leucdcitos
pelo aumento da produgcéo de NO endotelial (SCALIA et al., 2001). Curiosamente,
esses efeitos independentes do colesterol foram ausentes em camundongos
deficientes para a enzima NOSe, confirmando que a NOSe medeia alguns dos
efeitos protetores das estatinas na parede vascular (STALKER; LEFER; SCALIA,
2001).

A aterosclerose € um processo inflamatorio complexo, caracterizado por
um balanco entre inflamacdo excessiva e acumulo de lipidios. Os linfécitos T
desempenham um importante papel na aterosclerose. A ativacao de linfocitos T e 0
controle da resposta imune sdo mediados pelo complexo de histocompatilidade
maior de classe Il (MHC-1l) e CD40/CD40L (LIBBY, 2002). As estatinas inibem a
expressdo do MHC-II nas células endoteliais e nos monécitos (KWAK et al., 2000),
bem como inibem a expressdo de receptores pro-inflamatorios CD40 e do ligante
CD40L induzida por interferon gama (MULHAUPT et al., 2003; WAGNER et al.,
2002).
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difosfato; GTP, guanosina trifosfato; HMG-CoA, 3-hidroxi-metilglutaril coenzima A; NO, 6xido
nitrico; PI3K, fosfatidilinositol-3 quinase; ROCK, rho quinases; ROS, espécies reativas de

oxigénio. Adaptado de Zhou; Liao (2010).




O sistema CD40/CD40 L é expresso nas células da lesdo aterosclerética e
medeia a producdo de citocinas proinflamatérias (IL-1 B e TNF-a),
metalopreoteinases e fator tecidual (SCHONBECK; LIBBY, 2001). Curiosamente, 0s
inibidores da HMG-CoA redutase também suprimem a resposta inflamatoria
independente da inibicdo da HMG-CoA redutase e do caminho Rho/ROCK, por meio
de ligagéo direta ao sitio regulatorio do antigeno funcional leucocitario -1 (LFA-1),
uma integrina B2 expressa na superficie dos leucécitos que liga-se ao ICAM-1 e
medeia a adesao de linfécitos (WEITZ-SCHMIDT et al., 2004; WEITZ-SCHMIDT et
al., 2001).

0] mecanismo molecular para explicar 0S efeitos
antiinflamatorios/imunomodulatorios e antiaterogénicos das estatinas nao esta
completamente elucidado. Entretanto estudos sugerem uma relagéo entre o caminho
da isoprenilagdo das pequenas proteinas ligadas ao GTP e os efeitos benéficos das
estatinas (NOBES; MARSH, 2000; KWAK et al., 2000). Outro mecanismo proposto
relaciona-se com o fator de transcricdo NF-kB, as estatinas diminuem a atividade do
NF-kB (EGIDO et al., 1999; KWAK et al., 2000; PALINSKI, 2000).

Os efeitos pleiotrépicos das estatinas também podem ser exercidos pela
ativacdo dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS). Em
macrofagos, as estatinas induzem a transcricdo do PPAR-y, com consequente
inibicdo da transcricdo do TNF-a e da proteina quimioatrativa de mondcitos tipo 1
(MAP-1) induzida por lipopolissacarideos (LPS) (YANO et al., 2007). Esses dados
sao reforcados pela demonstracdo de que as estatinas promovem estabilizacdo na
placa aterosclerotica mediada por ativacdo do PPAR-y e a combinagcdo de
sinvastatina com agonistas do PPAR-y reduz a progresséao da aterosclerose (CORTI
et al., 2004; SUGAMURA et al., 2008).

Adicionalmente, as estatinas interferem com o sistema fibrinolitico no
musculo liso vascular e nas células endoteliais (BOURCIER; LIBBY, 2000).
Especificamente por aumentar a expressao do ativador de plasminogénio tecidual e
inibir a expressao do PAI-1 (inibidor tipo 1 de ativador de plasminogénio tecidual).
Assim, as estatinas promovem efeitos antitrombdticos e diminuem o0s riscos para
doencas cardiovasculares (ESSING et al., 1998; MUKAI et al., 2007).



Outros efeitos pleiotropicos investigados referem-se as acdes das
estatinas nas neoplasias e no tecido 6sseo. Conforme relatamos anteriormente, a
inibicdo da HMG-CoA redutase resulta em alteracdo na prenilacdo de pequenas
proteinas G como Rho, que regula o ciclo celular e a sobrevivéncia das células
(AZNAR; LACAL, 2001). Assim as estatinas promovem apoptose em varias células
tumorais (FROMIGUE et al., 2006; FROMIGUE; HAMIDOUCHE; MARIE, 2008;
GRAAF et al., 2004; HORIGUCHI et al., 2004; LI et al., 2006). Além de afetar a
sobrevida das células, a inativacado da Rho pode também inibir a migracéo e invaséo
das células tumorais humanas. Um possivel mecanismo € que a inativacdo da
proteina Rho diminui a expressdo de metaloproteinases, MMP2 (gelatinase A) e
MMP9 (gelatinase B), envolvidas na invasdo e metastases de varios tipos de
canceres (COUSSENS; FINGLETON; MATRISIAN, 2002). Estas MMPs regulam os
processos de crescimento, migracdo e degradacdo da matrix extracelular
(STERNLICHT; WERB, 2001).

A acéo das estatinas na formacéo 0ssea foi inicialmente demonstrada pela
estimulacdo da expressao da proteina morfogenética 6ssea (BMP) (ANBINDER et
al., 2006; MUNDY et al., 1999; SUGIYAMA et al., 2000). Alguns autores acreditam
gue as estatinas, seletivamente direcionadas ao 0sso, apresentam efeitos benéficos
no tratamento da osteoporose e de fraturas (MUNDY et al., 1999; SUGIYAMA et al.,
2000). Algumas investigacfes sugerem que as estatinas melhoram a densidade
O0ssea e reduz o numero de fraturas (CHAN et al., 2000; CHUNG et al., 2000;
EDWARDS; HART; SPECTOR, 2000; MUNDY et al., 1999; SUGIYAMA et al., 2000).
Entretanto, outros estudos contradizem o efeito benéfico das estatinas no tecido
0sseo (HSIA; MORSE; LEVIN, 2002; PEDERSEN; KJEKSHUS, 2000; REJINMARK
et al., 2002).

Em suma, a grande quantidade de estudos sobre os efeitos pleiotropicos
das estatinas é objeto de intenso interesse, principalmente porque o potencial
terapéutico desses farmacos é muito variado, incluindo doencas cardiovasculares
(doenca coronariana, acidente vascular cerebral isquémico, reperfusdo de
isquemia), doenca de Alzheimer, osteoporose, esclerose multipla (CHAN et al.,
2000; WOLOZIN et al., 2000; YOUSSEF; STUVE; PATARROYO, 2002) e doencas
inflamatorias (BLANCO-COLIO et al., 2003). Entretanto ha necessidade de continua



vigilancia porque mesmo as estatinas sendo consideradas relativamente seguras,

sao também potencialmente prejudiciais (BONETTI et al., 2003).

1.3.2 Reac0Oes adversas e interacfes medicamentosas das estatinas

A ocorréncia de reacdes adversas de significancia clinica associada com a
terapia de estatinas é rara e apenas 1 ou 4,8% dos pacientes abandonam a terapia
(THOMPSON; CLARKSON; KARAS, 2003) As reacdes adversas mais graves
incluem sintomas musculos-esqueléticos, como miopatia e rabdomidlise (JONES et
al., 2003) e injaria hepatica (GERSHOVIC; LYMAN, 2004). Todas as estatinas estédo
relacionadas com o efeito adverso de miopatia (JONES et al., 2003; PASTERNAK et
al., 2002), que é definida como qualquer doengca dos musculos herdada ou
adquirida, com sintomas que incluem fragueza muscular, principalmente nas
extremidades. A dor muscular ou fraqueza pode evoluir para rabdomidlise, que é
caracterizada por destruicdo muscular e mioglobinuria (THOMPSON; CLARKSON;
KARAS, 2003).

Alguns fatores de riscos contribuem para a ocorréncia de miopatia e
incluem: idosos com mais de 80 anos, sexo feminino, doengas multisistémicas,
perioperatorio, hipotireoidismo e a combinacéo de fibratos ou acido nicotinico com
estatinas (BALLANTYNE et al., 2003; GRUNDY et al.,, 2004; HAMILTON-CRAIG,
2001). Os pacientes que fazem uso apenas de terapia com estatinas apresentam
baixa incidéncia de miopatia, em torno de 0,1 a 0,2 % e rabdomidlise é
excessivamente rara (THOMPSON et al, 1997). No entanto, a incidéncia de
miopatia aumenta para 1 ou 7%, para os pacientes que fazem uso de varios
medicamentos ou apresentam algum dos fatores de riscos relacionados com o
aparecimento dessa reacdo adversa (BALLANTYNE et al., 2003; UCAR;
MJORNDAL; DAHLQVIST, 2000). A incidéncia de alteracdes musculares aumenta
quando as estatinas sdo co-administradas com medicamentos que elevam a sua
concentracdo plasmética, como por exemplo, genfibrozil, niacina, eritromicina,

itraconazol, ciclosporina e diltiazem (LEE; MADDIX, 2001).



Em 2001, a Bayer retirou a cerivastatina do mercado devido a incidéncia
de mais de 100 casos de rabdomidlise fatal, relacionados a dano severo da
musculatura esquelética com alteracdo das células musculares, liberacdo de
mioglobina e, freqliientemente, acompanhado de problemas renais. A maioria dos
casos foi observada em tratamentos com doses excessivas de cerivastatina ou em
doses normais associadas ao uso de genfibrosil, farmaco da classe dos fibratos

empregados no tratamento das hipertrigliceridemias (GRIFFIN, 2001).

O mecanismo de miopatia associada com estatinas ndo esta totalmente
esclarecido. Entretanto, algumas teorias foram propostas para explicar o0 mecanismo
fisiopatolégico da lesdo musculo-esquelética (PASTERNAK et al, 2002;
SINZINGER; WOLFRAM; PESKAR, 2002). Um mecanismo que explica os efeitos
adversos das estatinas sobre o muasculo envolve a interrupcdo da sintese de
ubiquinona ou coenzima Q10 (CoQ10). A ubiquinona desempenha um papel na
producdo de energia mediada pela cadeia respiratoria mitocondrial, que em parte, &
responsavel pela producdo de energia dos neurbnios e do musculo estriado
(BACKES; HOWARD, 2003). Como as estatinas inibem a producdo do mevalonato,
um precursor da CoQ10, a sintese desse composto pode ser inibida (RUNDEK et
al., 2004). Outro mecanismo sugerido refere-se a inibicdo das pequenas proteinas
G, como por exemplo a RhoA, que tem a funcédo de controlar a apoptose celular.
Dessa forma, a inibicAo de proteinas regulatérias da apoptose pode promover

efeitos adversos no masculo (TOMLINSON; MANGIONE, 2005).

Com relacédo a injuria hepatica, estudos iniciais em animais revelaram que
altas doses de estatinas podem causar hepatotoxicidade, entretanto as doses
usualmente utilizadas na terapéutica ndo estdo associadas com lesdo hepatica
significante (HORSMANS; DESAGER; HARVENGT, 1990; MACDONALD et al.,
1998). Embora a toxicidade hepatica esteja relacionada com o uso de estatinas, a
ocorréncia de lesbes hepaticas irreversiveis, causando mortes ou a necessidade de
transplante hepatico, € extremamente rara (VUPPALANCHI; CHALASANI, 2006).
Alguns estudos indicam que a elevacdo das transaminases hepéticas na populagéo
tratada com estatinas nao € significantemente diferente, quando comparada com 0s
pacientes tratados com placebo (COHEN; ANANIA; CHALASANI, 2006;
VUPPALANCHI; CHALASANI, 2006). Outros resultados sugerem que a elevacéo



assintomatica das transaminases € comum, mas nao necessariamente indica dano
hepatico (BLACK; BAKKER-ARKEMA; NAWROCKI, 1998; JACOBSON, 2006).

A atorvastatina, selecionada para o presente estudo, é bem tolerada e a
maioria dos efeitos adversos envolve o sistema gastrointestinal (MALINOWSKI,
1998). Os efeitos adversos mais comuns para esse medicamento (>2%) incluem
constipacao, flatuléncia, dispepsia, dor abdominal e cefaléia (ANDREJAK et al.,
2003). Comprometimento do musculo do diafragma (SULEM et al., 2001), miosite
(SINZINGER, 2002), tendinopatia (CHAZERAIN et al., 2001), neuropatia periférica
(ZIAJKA; WEHMEIER, 1998), oftalmoplegia externa e ataxia (NEGEVESKY et al.,
2000), alteragdes na pele/alopecia (SEGAL, 2002), dermatomiosite (NOEL;
CEROTTINI; PANIZZON, 2001), dermografismo (ADCOCK; HORNSBY; JENKINS,
2001), necrolise epidermal toxica (PFEIFFER; KAZENOFF; ROTHBER, 1998),
urticaria crénica (ANLIKER; WUTHRICH, 2002) e severa trompocitopenia
(GONZALEZ-PONTE, 1998) constituem reacdes adversas mais raras, ocorre em

menos de 2% dos pacientes tratados com atorvastatina.

As reacfes adversas mais sérias associadas com atorvastatina incluem
alteracdes hepaticas (JIMENEZ-ALONSO et al.,, 1999; NAKAD et al., 1999) e
pancreatite aguda (BELAICHE; LEY; SLAMA, 2000). A hepatotoxicidade &
caracterizada com um padrao misto de lesdo, geralmente ocorre varios meses apos
o inicio da terapia e incluem hepatite aguda (NAKAD et al., 1999) e colestatica
(JIMENEZ-ALONSO et al., 1999).

O caso de lesao colestatica e hepatocelular, descrito na literatura, ocorreu
semanas apds o inicio da terapia com ATV e se resolveu dois meses apls a
descontinuacdo do medicamento. A histologia do figado revelou inflamagéo porta
com presenca de eosindfilos e areas com necrose (NAKAD et al., 1999). Os poucos
casos de hepatite aguda atribuidos a atorvastatina parecem esta associados com
fatores de riscos, como por exemplo, a hepatite aguda colestatica ocorreu em
mulheres jovens com doencas crbnicas, como IUpus eritematoso sistémico
(JIMENEZ-ALONSO et al., 1999).



Dois outros casos de hepatite colestatica envolvem pacientes com mais de
70 anos (DE CASTRO et al., 2006; GERSHOVIC; LYMAN, 2004). A elevacdo nos
niveis de transaminases, trés vezes superior ao limite normal, ocorre em 0,7 % dos
pacientes em terapia com ATV (JIMENEZ-ALONSO et al, 1999) e é dose
dependente, com caracteristica reversivel apés a suspensdo do farmaco (BLACK;
BAKKER-ARKEMA; NAWROCKI, 1998).

Com relacéo as interacbes medicamentosas, € importante mencionar que
as estatinas inibem seletivamente a enzima HMG-CoA redutase e usualmente ndo
mostram afinidade por outros sistemas enziméticos ou receptores. Dessa forma,
tudo leva a crer que o mecanismo molecular das interacbes medicamentosas com
estatinas envolve um mecanismo farmacocinético. Ademais, todas as interacoes
medicamentosas, com a excecdo das idiossincraticas ou reacfes alérgicas, tém

bases farmacodinamicas e/ou farmacocinéticas (NIES; SPIELBERG, 1996).

A inducao ou inibicdo das isoenzimas CYP450 é uma importante causa de
interacbes medicamentosas (CORSINI et al, 1999). A competicdo entre
medicamentos pelo sistema enzimatico € comum e pode representar um dispositivo
para alterar as estatinas (LEE; MADDIX, 2001; OMAR; WILSON, 2002). A maioria
das estatinas € extensivamente metabolizada pelo sistema microsomal de
isoenzimas, citocromo P450 (CYP), com excecdo da pravastatina que nao €
metabolizada em grau apreciavel pelo sistema da CYP e é excretada de modo
inalterado na urina (THUMMEL; WILKINSON, 1998).

A isoenzima CYP3A4 é responsavel pelo metabolismo da lovastatina,
sinvastatina e atorvastatina. Fluvastatina € metabolizada primariamente pela
isoforma CYP2C9 com pequena participacdo das isoformas CYP3A4 e CYP2CS8
(CORSINI et al., 1999). A rosuvastatina ndo € intensivamente metabolizada, mas
apresenta algumas interagbes com a enzima CYP2C9 (WHITE, 2002). Estas
diferencas farmacocinéticas podem afetar o potencial das estatians em promover
interacdes com outros farmacos. Pravastatina e rosuvastatina ttm menos tendéncia
a causar interagdes medicamentosas (CORSINI et al., 1999; PARK et al., 2002).



Atorvastatina inibe o metabolismo de poucos substratos, como o
etinilestradiol que se liga ao citocromo CYP3A4 30 vezes menos que a atorvastatina
lactona (THUMMEL; WILKINSON, 1998). E interessante assinalar que a
atorvastatina reduz os efeitos antiplaguetarios do clopidogrel. O metabolismo desse
antiagregante plaquetario é inibido pela atorvastatina in vivo, com consequente
reducdo da conversao do clopidrogrel para a forma farmacologicamente ativa. Essa
interacdo € explicada porque o clopidogrel esta em baixas concentracfes e tem
menos afinidade pela CYP3A4 que a atorvastatina lactona (LAU; WASKELL,
WATKINS, 2003).

Outros farmacos que interferem com as estatinas sao aqueles potentes
inibidores da CYP3A4 e apresentam grande afinidade pela CYP3A4, incluindo
itraconazol, ciclosporina, inibidores de protease, eritromicina, bloqueadores dos
canais de calcio. Essas interacdes aumentam a concentracdo de atorvastatina acida
e aumenta o risco de mialgia e rabdomidlise (HORSMANS, 1999). Entretanto, os
indutores do citocromo P450 podem diminuir os niveis plasmaticos das estatinas.
Dados sugerem que o antidiabético tiazolidinediona e a rifampicina diminuem a
concentragdo plasmatica da sinvastatina (KYRKLUND, 2000). A fenitoina, outro
indutor da CYP3A4, pode diminuir a efichcia da atorvastatina e da sinvastatina
(MURPHY; DOMINICZAK, 1999).



1.4 Justificativa

A mucosite oral € um efeito colateral debilitante e representa a maior
complicacdo ndo hematoldgica associada com a toxicidade da quimioterapia e/ou
radioterapia (BITRAN et al., 1996; PATRONE et al., 1995). A incidéncia é elevada e
varia de 10% a 40% para 0s pacientes em uso de agentes quimioterapicos
convencionais no tratamento de tumores solidos (ELTING et al., 2003; JONES et al.,
2006), 97% para os pacientes com cancer de cabeca e pescoso que receberam
radioterapia convencional (uma dose/dia, 5 dias/semana, durante 5-7 semanas),
100% para os pacientes que recebram radioterapia fracionada (duas ou mais
doses/dia) e ocorre em 89% dos pacientes submetidos a altas doses de
quimioterapia antes de transplante de células hematopoiéticas (TROTTI et al., 2003).
A mucosite oral caracteriza-se pela presenca de lesbes ulcerativas e dolorosas,
resultando em consequéncias importantes como o0 comprometimento na
comunicacdo e alimentacdo do paciente, maior risco para infecgées oportunistas,
diminuicdo na qualidade de vida, limitando, ou nos casos mais severos, provocando
a interrupcédo da terapia do cancer (LALLA; PETERSON, 2005; LALLA; SONIS;
PETERSON, 2008).

O tratamento da mucosite oral é de suporte e/ou essencialmente paliativo,
nao existe um protocolo d