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RESUMO
O efeito do acido alfa-lipdico na mucosite intestinal experimental por irinotecano

O irinotecano é largamente usado no tratamento de cancer colorretal. No entanto, promove
mucosite intestinal e alteracfes da motilidade. A mucosite atinge cerca de 40% dos pacientes
em tratamento com irinotecano e ha relatos de pacientes que a apresentam na primeira dose
administrada. Em adigdo, a diarreia tardia € um dos grandes problemas enfrentados pelos
pacientes em uso desse quimioterapico. Nesse contexto, diversos estudos vém explorando o
efeito de diversas substancias na prevencdo da mucosite e da diarreia induzidas por
irinotecano, porém ndo ha evidéncias de pesquisas com acido alfa-lipoico (ALA) nessa area.
O ALA tem demonstrado importante efeito na prevencéo de alteragfes da motilidade induzida
pela colite experimental, alem de ter importante efeito na modulacdo da neuroinflamacdo em
diversos modelos experimentais como a depressdo. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
investigar o efeito do ALA na mucosite intestinal experimental por irinotecano. Este estudo
foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal da Universidade Federal do Ceara sob o
protocolo de n° 31/2016. Camundongos Swiss machos (25 a 30 g) receberam salina (0,9%,
I.p.) ou irinotecano (75 mg/kg, i.p.) uma vez ao dia durante quatro dias. No entanto, uma hora
antes injetou-se ALA (50, 100 ou 200 mg/kg, gavagem). Os animais foram eutanasiados por
decapitacdo no quinto ou no sétimo dia do protocolo experimental. No quinto dia, 0s
segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) foram removidos para analise da
atividade da acetilcolinesterase, das alteracfes histopatologica, dos niveis de MPO, GSH e
citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e TNF-a), incluindo da expressdo de IL-1B ¢ de Ki67 por
imunohistoquimica. No sétimo dia, avaliaram-se o escore de diarreia, 0 esvaziamento
gastrico, o transito intestinal e alteracdes do comprimento do intestino delgado. Além disso,
os animais foram acompanhados diariamente para analise da massa corporal e da sobrevida.
Irinotecano diminuiu a altura das vilosidades intestinais, causou perda da arquitetura das
criptas intestinais e formacdo de intenso infiltrado de células inflamatérias em segmentos do
intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo). Além disso, reduziu (p<0,05) a expressdo de Ki67
nas criptas intestinais, aumentou (P<0,05) os niveis de MPO, IL-6 e TNF-a e diminuiu
(P<0,05) o de GSH em segmentos do duodeno. Irinotecano também aumentou (P<0.0001) a
retencdo da refeicdo teste (vermelho de fenol) no estémago e a diminuiu (P<0.0001) no
segmento medial do intestino delgado, indicando retardo do esvaziamento gastrico e aumento
do trénsito intestinal respectivamente. Em adicdo, irinotecano diminuiu a massa corporea € a
sobrevida dos animais submetidos a mucosite intestinal experimental comparado ao grupo
controle. Enquanto que o pré-tratamento com ALA (200 mg/kg) foi capaz de prevenir essas
alteragBes induzidas por irinotecano no duodeno. Além disso, ALA diminuiu a diarreia e as
alteracdes na motilidade intestinal e aumentou a sobrevida de animais submetidos a mucosite
intestinal induzida por irinotecano. Constatou-se que irinotecano diminuiu a atividade da
acetilcolinesterase apenas no jejuno. Ao passo que ALA ndo reverteu esse efeito em nenhum
dos segmentos avaliados. Com base nos resultados, ALA reduz a inflamacéo, a dismotilidade
intestinal e a diarreia induzidas por irinotecano, bem como melhora a sobrevida dos animais
tratados com esse quimioterapico. ALA pode ser um importante agente terapéutico para
prevenir a dismotilidade intestinal em pacientes sob tratamento com irinotecano.

Palavras-chave: Mucosite intestinal. Irinotecano. Acido alfa-lipdico. Inflamag#o. Diarreia.



ABSTRACT
The effect of the alpha-lipoic acid in irinotecan-induced intestinal mucositis

Irinotecan is widely used in the treatment of colorectal cancer. However, it promotes intestinal
mucositis and changes on intestine motility. Mucositis affects approximately 40% of patients
receiving irinotecan and there are reports of patients presenting with the first dose
administered. In addition, late diarrhea is one of the major problems presented by patients
using this chemotherapy. In this context, several studies have investigated the effect of several
substances on the prevention of irinotecan-induced mucositis and diarrhea, but there is no
evidence of alpha-lipoic acid (ALA) studies in this area. ALA has showed an important effect
on the prevention of alterations in motility induced by experimental colitis and has an
important effect on the modulation of the neuroinflammation in several experimental models,
such as depression. Thus, the objective of this study was to investigate the effect of ALA on
experimental intestinal mucositis by irinotecan. This study was approved by the animal
research ethics committee of the Federal University of Ceard (protocol n°. 31/2016). Male
Swiss mice (25 to 30 g) received saline (0.9%, i.p.) or irinotecan (75 mg/kg, i.p.) once daily
for four days. However, ALA (50, 100 or 200 mg / kg, gavage) was injected one hour prior of
the irinotecan or saline. The animals were euthanized by decapitation on the fifth or seventh
day of the experimental protocol. On the fifth day, segments of the small intestine
(duodenum, jejunum and ileum) were removed for analysis of histopathological changes,
levels of MPO, GSH and proinflammatory cytokines (IL-6 and TNF-a), including expression
of IL-1p and Ki67 by immunohistochemistry. On the seventh day, the diarrhea score, the
gastric emptying, the intestinal transit and changes in the length of the small intestine (as an
indirect measure of intestinal hypercontractility) were evaluated. In addition, the animals were
monitored daily for body mass and survival analysis. Irinotecan decreased the height of
intestinal villi, caused loss of intestinal crypt architecture and induced formation of intense
inflammatory cell infiltration into segments of the small intestine (duodenum, jejunum, and
ileum). In addition, it reduced (P<0.05) Ki67 expression in intestinal crypts, increased
(P<0.05) MPO, IL-6 and TNF-a levels and decreased (P<0.05) GSH levels in duodenum
segments. Irinotecan also increased (P<0.0001) retention of the test meal (phenol red) in the
stomach and decreased it (P <0.0001) in the medial segment of the small intestine, indicating
delayed gastric emptying and increased intestinal transit respectively. In addition, irinotecan
reduced the body mass and survival of the animals submitted to intestinal mucositis induced
by irinotecan compared to control group. The pretreatment with ALA (200 mg/kg) prevented
these irinotecan-induced changes in the duodenum. In addition, ALA decreased diarrhea and
changes in intestinal motility and increased survival of animals undergoing the irinotecan-
induced intestinal mucositis. ALA reduces the inflammation, intestinal dysmotility and
diarrhea induced by irinotecan, as well as improves the survival of the animals treated with
this chemotherapeutic. ALA may be an important therapeutic agent to prevent intestinal
dysmotility in patients receiving irinotecan.

Keywords: Intestinal mucositis. Irinotecan. Alpha-lipoic acid. Inflammation. Diarrhea.
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1 INTRODUCAO

1.1 Irinotecano

O irinotecano € um derivado semi-sintético de camptotecina. Esse quimioterapico foi
inicialmente isolado nos Estados Unidos da América (EUA) por Wall et al. (1966) a partir de
uma planta nativa da China, a Camptotheca acuminata (Figura 1). Sendo aprovado para o
tratamento de cancer colorretal metastatico, cujo tratamento primario era realizado com
fluorouracil, na Franca e no Japdo e pelo Food and Drug Administration (FDA) dos EUA em
1995 e 1996 respectivamente (RATAIN, 2002).

Figura 1 — Camptotheca acuminata

;l\

Fonte: https://portuguese.alibaba.com/product-detail-img/irinotecano-e-topotecano-agentes-antineopl-sicos-
100386226.html. A figura demonstra a Camptotheca acuminata que é uma planta nativa da China.

A descoberta proporcionou o desenvolvimento da primeira geracdo de farmacos
analogos da camptotecina, como irinotecano (Camptosar®) e o topotecano (Hycantina®),
ambos sollveis em agua, preparados na forma de sais, preservando-se a subunidade
farmacologica iridoidica, representada pelo anel lacténico hidroxilado. Atualmente, esses dois
analogos de primeira geracdo de camptotecina sdo usados para tratar canceres ovarianos,
colorretais e de pulméo. (OBERLIES; KROLL, 2004).

O irinotecano é um sal triidratado, 7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]

carboniloxi-camptotecina (Figura 2), que possui um anel (o-hidroxi-3-lactona) que sofre
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hidrélise reversivel no limen intestinal produzindo carboxilato e lactona (CHESTER et al.,
2003; DODDS et al., 1998).

Figura 2 — Estrutura do irinotecano.

|

CPT-11 carboxylate /“"
OH
HaC

Fonte: Dodds et al. (1998). A figura demonstra as estruturas de lactona de irinotecano, carvoxilato de irinotecano,
lactona de SN-38, APC (7- etil - 10 - [5 - acido aminopentandico) - 1 - piperidino] - carboxicamptotecina) e NPC (7-
etil - 10 - [4 - aminol - piperidino] - carboxicamptotecina).

Irinotecano é uma pro-droga que é convertida em seu metabdlito ativo, SN-38,
pela enzima carboxiesterase (CE). Esse metaboélito ativo € considerado 1000 vezes mais
potente (KAWATO et al., 1991; HUMERICKHOUSE et al., 2000).

Em relacdo ao metabolismo desse farmaco, ocorre principalmente no figado, por
uma enzima do sistema CYP450, particularmente a CYP3A4, que gera componentes inativos
como APC (7-etil - 10 - [5 - acido aminopentandico) - 1 - piperidino] - carboxicamptotecina)
e NPC (7- etil - 10 - [4 - aminol - piperidino] - carboxicamptotecina) (MATHIJSSEN et al.,
2004). Uma parte do APC pode ser metabolizada pela CE em SN-38. J& o NPC ¢
metabolizado completamente em SN-38 por essa enzima, contribuindo na atividade e
toxicidade do irinotecano in vivo (DODDS et al., 1998). Apds o irinotecano ser convertido em
SN-38 nos tecidos, a detoxificacdo ocorre pela conjugacdo com a enzima urinina difosfato
glicuronosil-transferase (UDP-GT) -UGT1A1, com a formacao de SN-38 glicuronideo (SN-
38G), um composto inativo, conforme ilustrado na figura 3 (CHESTER et al., 2003).
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Figura 3 — Metabolismo do Irinotecano
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Fonte: Wong (2013), Takasuna et al. (1996), Chester et al. (2003) e Tallman, Ritter e Smith (2005). No figado, o
irinotecano €  corvertido em  APC  (7-etil-10-[4-N-(5-4cido  aminopentandico)-1-piperidino]-
carboniloxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-[4-amino-1-piperidino]-carboniloxicamptotecina). Esta reacdo é
catalisada pela enzima CYP3A4. O NPC pode ser metabolizado em SN-38 pela carboxiesterase (CE). A
depuracgdo do SN-38 é feita no figado pelo polipeptidio Al da familia da uridina difosfato glicosiltransferase
1 (UGT1A1), gerando glicuronidios de SN-38 (SN-38G), que ndo apresentam atividade bioldgica.
Irinotecano, SN-38 e SN-38G séo excretados na bile por meio das proteinas de transporte MDR1 (multidrug
resistance proteinl) e MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) e chegam ao intestino delgado por
meio da papila de vater. No intestino delgado, o irinotecano pode ser convertido em SN-38 por meio das CE
intestinal. Além disso, 0 SN-38G pode ser desconjugado pela acdo de bactérias intestinais produtoras de B-
glicuronidase, transformando-se novamente em SN-38. Este, por sua vez, € reabsorvido por meio da circulacéo
éntero-hepética.

O Irinotecano e seu metabdlito ativo (SN-38) sdo inibidores seletivos da
topoisomerase I. A citotoxidade do irinotecano deve-se ao dano ao DNA durante a fase S do
ciclo celular quando as enzimas de replicacdo colidem com um complexo ternério do farmaco,
com o DNA e com a topoisomerase I. Este dano induzido pelo quimioterapico nédo é corrigido
de forma eficaz, ocasionando apoptose (ALIMONT et al., 2004; TAKIMOTO; ARBUCK,
2001).

A topoisomerase | € uma enzima que atua sobre a dupla fita do DNA relaxando a
supertorcdo gerada durante a fase de transcricdo e replicacdo do DNA (WANG; SINHA
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1996). Devido ao tamanho do cromossomo eucariético, a remocdo da supertor¢do se faz
necessaria e € realizada por meio da introducdo de quebras transitérias em uma das
cadeias de dupla fita do DNA, o que permite que a cadeia que foi quebrada gire em torno
da fita complementar intacta e a supertorcdo consequentemente seja removida. Apos 0
relaxamento, a ligacdo intermediaria covalente entre a topoisomerase | e 0 DNA se desfaz,
sendo a fita de DNA religada normalmente, permitindo a continuacdo da replicagédo
(CHAMPOUX, 2001).

A citotoxicidade induzida pelo SN-38 ¢ influenciada pelas CEs intestinais, -
glucuronidase bacteriana e circulagdo entero-hepatica que contribuem para o aumento e pela
concentracdo do metabdlito citotoxico SN-38 no intestino (HUMERICKHOUSE et al., 2000)

O irinotecano age em células que apresentam intensa atividade mitotica, isto €, que
exibem intensa atividade proliferativa, como as células cancerigenas. Essa caracteristica ndo
se restringe a essas células, uma vez que células-tronco intestinais também a exibe. Devido a
inespecificidade do irinotecano, este farmaco esta associado a diversos efeitos colaterais como
diarréia leve a grave, mucosite, neutropenia, nauseas e vOmitos, hiperbilirrubinemia,
tromboembolismo. Frequentemente resulta em reducdo da dose ou interrupc¢do do tratamento
(GLIMELIUS, 2005).

Sabe-se que dentre os efeitos colaterais mais frequentes do irinotecano destaca-se a
mucosite intestinal (IKUNO et al., 1995).

1.2 Patogénese da mucosite intestinal associada ao irinotecano.

Mucosite € o termo clinico utilizado para descrever as alteracdes provocadas pela
quimioterapia ou radioterapia sobre as mucosas, podendo acometer o trato alimentar de
maneira global ou localizada (cavidade oral —-mucosite oral — ou mucosa intestinal — mucosite
gastrintestinal). A alta prevaléncia de manifestacGes clinicas adversas como disfagia,
dispepsia, diarreia, nduseas e vomitos, dor abdominal, Ulceras orais e anorretais, entre outras,
sdo resultados da pouca seletividade dos agentes antineopldsicos e da alta taxa de
proliferacdo do epitélio do trato gastrintestinal (GIBSON; KEEFE, 2006). Qualquer
regido da mucosa digestiva (desde a boca ao anus) pode ser afetada (SONIS, 2004; SCULLY;
SONIS; DIz, 2006).

A mucosite oral e gastrintestinal pode afetar até 100% dos pacientes submetidos a
guimioterapia de alta dose e transplante de células-tronco hematopoiéticas, 80% dos pacientes
com neoplasias da cabeca e pescoco recebendo radioterapia e uma ampla gama de pacientes

que recebem quimioterapia. Cerca de 15-40% dos pacientes submetidos a quimioterapia de
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dose padrdo em ensaios clinicos apresentam mucosite oral e intestinal, o que pode
comprometer a qualidade de vida do doente e a eficacia dos regimes de quimioterapia
(KEEFE et al, 2007; RUBENSTEIN et al, 2004).

Mucosite se desenvolve como consequéncia de lesdo epitelial (Figura 4). No
entanto, sua fisiopatologia é complexa e envolve varios mediadores incluindo a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio, em conjunto levando a
danos epiteliais. Quimioterapia provoca diretamente danos no DNA e morte celular com a
ativagdo de NF«kB e suprarregulacdo da producdo de citocinas. Na fase ulcerativa, erosdo

epitelial pode conduzir a um risco de translocagdo microbiana e choque séptico (VENTO,;
CAINELLLI; 2003).

Figura 4 — Patogénese da lesdo intestinal induzida por irinotecano.
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Fonte: Adaptado de Costa (2016). O irinotecano por inibir a topoisomerase |, reduz a proliferacdo das células
tronco intestinais, diminuindo a renovagdo das células da barreira epiteliais intestinal, com concomitante
diminuicdo de ocludinas e claudinas, resultando no rompimento dessa barreira epitelial e invasdo da mucosa
intestinal por bacterias intestinais. Os fatores de viruléncia dessas bactérias estimulam receptores TLR-2 e 4 que
desencadeiam resposta imune com intenso recrutamentento de células inflamatdrias e liberagcdo de mediadores
inflamatérios que intensificam ainda mais essa resposta. Com a cessacdo do quimioterapico, a inflamagdo

diminui e o a lesdo da parede intestinal é parcialmente revertida, porém os animais (em modelos experimentais)
e pacientes prosseguem com dismotilidades intestinais.
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Uma das caracteristicas da lesdo intestinal ap6s administragdo do irinotecano é a
presenca de intenso infiltrado de células inflamatorias (como neutrofilos, macréfagos e
mastocitos dentro da parede intestinal (GUABIRABA et al., 2013; LIMA-JUNIOR et al.,
2012, 2014; MELO et al.,, 2008; NOGUEIRA, 2015). Além disso, varios mediadores
inflamatorios j& demonstraram ter importante funcdo na patogénese da mucosite intestinal
induzida por irinotecano como TNF-a, IL-1p, IL-8, IL-18, IL-33 e &xido nitrico (NO)
(GUABIRABA et al., 2013; LIMA-JUNIOR et al., 2012, 2014; MELO et al., 2008).

Segundo Lima-Janior et al. (2014), irinotecano induz a perda da arquitetura
epitelial normal e 0 aumento do nimero de células apoptéticas nas criptas, em conjunto com a
elevada expressdao de RNAm de IL-18. Esse estudo mostrou que a inibicdo especifica de IL-
18 atenua a mucosite intestinal induzida por este quimioterapico em camundongos. Nesse
mesmo estudo foi demonstrado que IL-18 também tem importante participacdo nas alteragdes
da contratilidade intestinal induzida por irinotecano.

Ha evidéncias de que as citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, KC, IL-1pB)
desempenham importante funcdo da patogénese da mucosite intestinal induzida por
irinotecano (MELO et al., 2008). O papel dessas citocinas foi demonstrado por meio da sua
inibicdo com pentoxifilina e talidomida. Estes, sequndo evidenciado por esse estudo foi capaz
de reverter parcialmente os efeitos do irinotecano na diarreia, nas alteragdes morfométricas e
no aumento da concentracdo dessas citocinas pro-inflamatorias.

A citocina pré-inflamatéria IL-33 demonstrou contribuir para a reducdo da
sobrevida, inflamacéo e alteracdes da motilidade intestinal induzida por irinotecano, uma vez
que a sua inibicdo preveniu essas alteracbes (GUABIRABA et al., 2013). Da mesma forma,
outro estudo encontrou achado semelhante na participacdo do 6xido nitrico na patogénese da
lesdo intestinal e diarreia induzida por irinotecano (LIMA-JUNIOR et al., 2012).

Wong et al. (2015) demonstrou que a via TLR2,9/Myd88/NFxB ¢ uma importante
via na expressdo de mediadores pro-inflamatérios na mucosite intestinal induzida por
irinotecano. Nesse estudo, os autores demonstraram que a auséncia de TLR2 ou Myd88
melhoraram consideravelmente as alteragcdes histologicas e inflamatérias induzidas por

irinotecano.
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1.3 Patogénese da diarreia associada ao irinotecano.

O irinotecano € o unico farmaco, entre as camptotecinas, capaz de causar diarreia,
muitas vezes de maior gravidade e impacto clinico comparado a mielossupressdo que se trata
de outra toxicidade principal (ROTEMBERG, 1993).

O uso de protocolos quimioterapicos que incluem irinotecano pode causar diarréia
em até 80% dos pacientes e em 47% deles, uma forma grave de diarreia. As consequéncias
clinicas de diarreia induzida por quimioterapia incluem-redugdo da dose (45%), os atrasos no
tratamento (71%) e descontinuacédo da terapia (ANDREYEV et al., 2014).

A lesdo celular das células do trato gastrintestinal observada na mucosite por uso
de irinotecano € resultado da hipoproliferacdo celular com encurtamento das vilosidades e
aprofundamento das criptas que resulta em disfuncdo absortiva e alteracdo na secrecdo
de eletrdlitos, principalmente Na® e K*, podendo acarretar diarreia (KEEFE, 2007). A
presenca de um epitélio intestinal funcionalmente e estruturalmente danificado favorece a
translocacdo bacteriana, evento que parece desempenhar papel relevante na toxicidade
intestinal e extra-intestinal da quimioterapia (GIBSON et al, 2003).

Nakao et al. (2012), sugeriu que o CPT-11 lesiona as proteinas que compde as
juncbes firmes, incluindo claudina-1 e ocludina, alterando, deste modo, a barreira epitelial
intestinal, um evento que pode potencialmente induzir a translocacdo bacteriana e diarreia. A
perda de fluidos por meio das juncOes intercelulares parece ser agravada pelo aumento da
contratilidade intestinal (WENZL, 2012).

O irinotecano esta associado com dois tipos de diarreia. A diarreia inicio precoce
(a partir de 24 horas), em seres humanos, com caracteristicas leve, transitoria e parte de uma
sindrome colinérgica mais amplo que inclui sintomas como cdlicas gastrointestinais,
sudorese, salivacdo, disturbios visuais, lacrimejamento, vermelhidao facial, nauseas, vomitos,
miose e rinorreia (ROUGIER et al., 1997). Pode ser prevenida pela administracdo intravenosa
de 0,25-1 mg de atropina (GANDIA et al., 1993). A pré-medicacdo com difenidramina,
ondansetrona e escopolamina, também pode ser utilizado para diminuir a toxicidade
(ZAMPA; MAGNOLFI; BORGOMASTRO, 2000).

A diarreia associada ao irinotecano pode ser dividida em duas fases: diarreia
aguda ou precoce e diarreia crénica ou tardia. A aguda, de curso geralmente leve, ocorre
durante ou logo ap6s a administragdo do quimioterapico, pelo aumento da atividade
colinérgica e inibicdo da acetilcolinesterase (AChE). A diarreia cronica possui alta incidéncia

(em torno de 82%), pode limitar a eficacia do tratamento devido a necessidade de reduzir a
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dose ou até mesmo suspender o tratamento (ALIMONTI et al., 2004; DODDS et al., 2001;
DUNCAN; GANT, 2003; RUBEINSTEIN et al., 2004.) A diarréia tardia ocasionada pela
administracdo de irinotecano, esta relacionada a presenca de SN-38 na mucosa intestinal
(GRUPTA et al., 1998).

Ao longo dos anos tem-se tentado buscar novas estratégias terapéuticas com o
intuito de minimizar os efeitos da mucosite intestinal e da diarreia, buscando-se evidenciar o
papel fisioldgico de tais tratamentos em animais saudaveis. Assim, o papel do &cido alfa
lipico tem sido investigado em diversos estudos experimentais, mas ainda nao foi

evidenciada sua relagdo com o irinotecano.

1.4 Acido alfa lipoico (ALA)

O 4cido alfa-lipdico (ALA), também conhecido como Acido tidctico, é 4&cido
graxo composto por 8 carbonos contendo um anel tiolano com uma ponte dissulfeto entre os
carbonos 6 e 8 (figura 5). Foi descoberto em 1951 como uma molécula capaz de auxiliar na
transferéncia de grupos acilo e como Coenzima no ciclo de Krebs. A partir da década de 80,
ALA passou a ser considerado como um poderoso antioxidante (ALPHA-LIPOIC ACID,
2004).

Figura 5 — Estutura quimica do é&cido lipéico (A) e do acido dihidrolipoico (B).
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Vérias qualidades distinguem o &cido alfa-lipdico de outros antioxidantes: ALA
pode ser sintetizado por animais e seres humanos; neutraliza os radicais livres nas regioes
gordurosas e aquosas das células, em contraste a vitamina C (solivel em &gua) e vitamina E
(soltvel em gordura); e, ALA funciona como um antioxidante tanto na forma reduzidas, como
na forma oxidada (PACKER; WITF; TRITSCHLER, 1995). Assim, ambas as formas
protegem as membranas interagindo com 4&cido ascorbico e glutationa, ocasionando a
reciclagem de vitamina E. Além disso, podem funcionar como Redox regulador de fatores de
transcricdo, fator de transcricdo nuclear (NFkB) e ativador da proteina (SEN; PACKER,
1996).

Nutricionalmente, o ALA pode estar presente no germe de trigo, no levedo de
cerveja e na carne vermelha. Contudo, a dieta dos mamiferos ndo prové quantidades
suficientes de ALA para uma significativa acdo antioxidante (MORIKAWA; YASUNO,;
WADA, 2001).

Acidos octandicos monosulfurados sdo substrato para a sintese in vivo do ALA.
Sintetizado no organismo humano em quantidades muito pequenas, o ALA ¢
covalentemente ligado a subunidade E2 de quatro diferentes complexos de a- cetoacido
desidrogenase na mitocondria (LEXIS; FASSETT; COOMBES, 2006).

O lipoato é absorvido pela circulacdo do intestino e atravessa a barreira
hematoencefalica, onde pode ser reduzido dentro das células cerebrais para ser exportado para
0 espaco intersticial como dihidrolipoato. Assim, os efeitos antioxidantes do ALA ou dos seus
derivados ocorrem tanto na fase hidrofilica como na porcdo da membrana hidrofébica
(PACKER; TRITSCHELER; WESSEL, 1997).

Mais de 93% de uma dose de ALA, administrada por via oral, é absorvida pelo
epitélio intestinal; contudo, apenas 20-30% nao participa da metabolizacdo hepética. Apos a
absorcdo, o ALA ¢é reduzido intracelularmente a acido dihidrolipdico (DHLA) que pode
subseqlientemente sofrer S-metilagdo. ALA ¢ DHLA também estdo sujeitos a [-oxidagéo.
ALA é excretado pela urina na forma de metabolitos como o 4,6-bismetilmercapto-hexandico
que é o composto predominante. Em ratos, a excre¢do urindria é responsavel por
aproximadamente 80% da eliminacdo do acido lipdico (CREMER et al., 2006).

Trata-se de um antioxidante essencial que desempenha um papel crucial na via
respiratdria mitocondrial, incluindo desidrogenase. Atua com espécies reativas de oxigénio
(ERO) tais como radicais hidroxilo, peroxilo e superoxido e também protege a estrutura da
membrana celular interagindo com glutationa (GSH), que é o substrato preferido de Vitamina
E (PACKER; TRITSCHLER; WESSEL, 1997; PACKER, 1998). Assim, ALA pode ter um
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importante valor terapéutico em patologias relacionadas a superproducgdo de radicais livres
(PEREZ; CASTANEDA, 2006).

Estudos com ALA constataram a sua eficacia na prevencdo de processos
patoldgicos envolvendo ERO, como isquemia-reperfusdo lesdo, diabetes, hipertensdo, leséo
por radiacdo e ativacdo do virus da imunodeficiéncia (SINGH; JIALAL, 2008; KOUFAKI,
2014).

O ALA também tem desempenhado um importante papel neuroprotetor
promovendo a neuroproliferacdo apos dano cerebral ocasionado por isquemia em ratos jovens
(CHOI et al, 2015). Tem sido estudado em modelo de esquizofrenia, onde possui efeito
semelhante ao antipsicotico (VASCONCELOS et al., 2015), como também a melhora da
eficacia em modelos de depressdo experimental quando associado ao antidepressivo (DE
SOUSA et al., 2015).

In vitro, ALA diminuiu a susceptibilidade plasmética a oxidacdo (MARANGON
et al., 1999), protegeu eritrocitos humanos contra hemolise induzida por radicais peroxil
(CONSTANTINESCU; TRITSCHLER; PACKER, 1994), e aumentou a sintese de GSH em
eritrocitos humanos isolados (HAN et al., 1997).

Cremer et al (2006) avaliaram a toxicidade e carcinogenicidade do ALA em
ratos suplementados com doses de 20 a 180 mg/Kg/dia. O grupo que ingeriu ALA na dose de
180mg/Kg, ndo apresentou potencial carcinogénico ou toxicidade a algum dos 6rgdos
avaliados, entre eles: coracdo, figado, baco, rins, tiredide e cérebro.

Este composto também tem mostrado melhora no balanco glicolitico em pacientes
com diabetes mellitus tipo 2 além de ter efeitos antiobesidade (KONRAD et al., 1999;
KIM et al., 2004). Recentemente, o interesse nas aplicacBes clinicas do ALA em muitas
doencas cronicas tem sido extremamente elevado, talvez devido a sua seguranca clinica
relativa e as propriedades antioxidantes potentes (SMITH et al., 2004).

No estudo sobre lesdo renal induzida por metotrexato (MTX) em ratos,
evidenciou-se que ALA contribuiu de forma significativa para a melhora da inflamacgéo e do
estresse oxidativo (CAKIR et al., 2015).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A mucosite intestinal € um dos efeitos colaterais mais prevalentes nos pacientes
em uso de quimioterdpicos, como o irinotecano. Caracteriza-se por intensa inflamagdo na
mucosa intestinal que, geralmente, é acompanhada por diarreia.

Observa-se na literatura que alteracbes na motilidade intestinal associadas a
inflamacdo podem ocorrer por disturbios da liberacdo de neurotransmissores do plexo
mioentérico e por hipertrofia e hiperplasia muscular (MOREELS et al., 2001). A diarreia
tardia ocasionada pelo irinotecano € um dos grandes problemas enfrentados pelos pacientes
que é atenuada pela administracdo de loperamida, um antagonista do receptor opidide. Apesar
de a loperamida ter importante efeito anti-diarreico, ela ndo tem efeito antiinflamatério
(RIBEIRO et al., 2016).

Vale destacar que o surgimento da mucosite intestinal e diarreia durante o ciclo de
quimioterapia requer reducdo da dose dos antineoplasicos, mudancas no esquema nutricional
e adicdo de terapia antimicrobiana para os pacientes que desenvolvem infeccdo. De fato, todos
esses fatores afetam a resposta do paciente ao tratamento (BOWEN; GIBSON; KEEFE,
2011).

Um dos grandes desafios no manejo da mucosite intestinal e diarreia induzidas
pelo irinotecano € a descoberta de substancias biologicamente ativas que sejam capazes de
atenuar esses dois efeitos colaterais. No entanto, a maioria dos farmacos investigados na
pesquisa pré-clinica falhou em atenuar a diarreia e inflamagdo intestinal de forma
concomitante.

Neste aspecto, 0 ALA vem sendo amplamente estudado. Na enterite experimental
induzida pela radiacdo, ALA demonstrou a reducdo do dano tecidual, da morte celular, do
estresse oxidativo e da inflamagdo (JEONG et al., 2016). Na colite ulcerativa induzida por
sulfato de dextrano sodico, ALA reduziu a inflamacéo, o estresse oxidativo, o dano ao DNA e
a fibrose em camundongos. Assim como preveniu 0 aumento da permeabilidade intestinal
induzida pela colite ulcerativa (TRIVEDI; JENA, 2013).

Diante do exposto, 0 ALA pode também ser promissor na reducdo dos danos

ocasionados pela mucosite intestinal associada ao uso do irinotecano.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do ALA na mucosite intestinal experimental por irinotecano

3.2 Objetivos especificos

» Auveriguar o efeito do ALA na perda ponderal induzida por irinotecano;

» Constatar o efeito do ALA na sobrevida de animais submetidos & mucosite intestinal
por irinotecano.

» Auvaliar o efeito do ALA nas alteracdes histoldgicas induzidas por irinotecano

» Verificar o efeito do ALA nos niveis de GSH na mucosite intestinal induzida por
irinotecano;

» Averiguar o efeito do ALA na inflamacéo (avaliando os niveis MPO, IL-6 e de TNF-
a, incluindo a expressdo de IL-1B) na mucosite intestinal induzida por irinotecano;

» ldentificar o efeito do ALA na proliferacdo de células da cripta intestinal (avaliando a
expressdo de Ki67 por imunohistoquimica) na mucosite intestinal induzida por
irinotecano;

» Investigar o efeito do ALA na diarreia, no comprimento do intestino delgado e no
transito intestinal de animais submetidos a mucosite intestinal por irinotecano.

» Verificar o efeito do ALA na atividade da acetilcolinesterase em camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Farmacos, reagentes, materiais e soluc@es utilizados no estudo

Os farmacos, os reagentes, os materiais e as solu¢bes que foram utilizados neste

estudo encontram-se detalhados no apéndice A.

4.2 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)
da Universidade Federal do Ceara (protocolo de n° 31/2016), conforme apresentado no anexo
A.

4.3 Animais

No protocolo experimental foram utilizados camundongos Swiss, machos, com
massa corporea entre 25g a 30g, oriundos do Biotério central da Universidade Federal do
Ceara- UFC.

Os camundongos foram mantidos em gaiolas de polipropileno forradas com
maravalha, trocadas duas vezes por semana. Os animais permaneceram nas mesmas condi¢des
ambientais durante os experimentos (temperatura: 22°C + 2°C; com exaustéo de ar e ciclo de

12h claro/12h escuro) e com livre acesso a agua e racdo padrao ad libitum.

4.4 Modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano

O modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano foi realizado conforme
descrito por Ikuno et al. (1995), sendo modificado conforme protocolo experimental.
Irinotecano foi administrado por via intraperitoneal (75 mg/kg, uma vez ao dia) durante 4
dias. No 5° dia (ap6s 24h da ultima dose) e no 7° dia (ap6s 72h da ultima dose), 0os animais
foram eutanasiados e segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) foram coletados para
avaliar os parametros propostos por este estudo. Este periodo, de acordo com o modelo
proposto, é capaz de mimetizar as alteracbes morfologicas e funcionais no intestino
ocasionado pelo uso desse quimioterapico, incluindo aspectos clinicos como perda de peso,

diarreia e reducdo da sobrevida.
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4.5 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos de forma aleatdria em seis grupos, sendo cada um

composto por seis animais:

>

Grupo controle: Os animais receberam soro fisiolégico (SF) estéril 0,9% por via
intraperitoneal e por gavagem durante quatro dias, iniciando-se no primeiro dia do
protocolo experimental, sendo eutanasiados no quinto ou sétimo dia do protocolo
experimental.
Grupo IRI: Os animais receberam IRl (75mg/Kg de peso do animal) por via
intraperitoneal e SF 0,9% por gavagem (uma hora antes da administracdo do
irinotecano) durante quatro dias, iniciando-se no primeiro dia do protocolo
experimental, sendo eutanasiados no quinto ou sétimo dia do protocolo experimental.
Grupo ALA50+IRI: Os animais receberam IRI (75mg/Kg de peso do animal) por via
intraperitoneal e ALA (50 mg/Kg de peso do animal) por gavagem (uma hora antes da
administracdo do irinotecano) durante quatro dias, iniciando-se no primeiro dia do
protocolo experimental, sendo eutanasiados no quinto dia do protocolo experimental.
Grupo ALA100+IRI: Os animais receberam IRI (75mg/Kg de peso do animal) por
via intraperitoneal e ALA (100 mg/Kg de peso do animal) por gavagem (uma hora
antes da administracdo do irinotecano) durante quatro dias, iniciando-se no primeiro
dia do protocolo experimental, sendo eutanasiados no quinto dia do protocolo
experimental.
Grupo ALA200+IRI: Os animais receberam IRI (75mg/Kg de peso do animal) por
via intraperitoneal e ALA (200 mg/Kg de peso do animal) por gavagem (uma hora
antes da administracdo do irinotecano) durante quatro dias, iniciando-se no primeiro
dia do protocolo experimental, sendo eutanasiados no quinto ou sétimo dia do
protocolo experimental.
Grupo ALA200: Os animais receberam ALA (200 mg/Kg de peso do animal) por
gavagem e soro fisioldgico (SF) estéril 0,9% por via intraperitoneal durante quatro
dias, iniciando-se no primeiro dia do protocolo experimental, sendo eutanasiados no
quinto dia do protocolo experimental.

As doses de ALA utilizadas nesse estudo foram estabelecidas conforme descrito

por Vasconcelos et al. (2015) e modificadas de acordo com o modelo experimental do

presente estudo. O protocolo experimental encontra-se ilustrado na figura 6.
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Figura 6 — Esquema de indugdo da mucosite intestinal induzida por irinotecano e protocolo

experimental.
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Fonte: Elaborada pela autora. ALA: acido o-lipdico; GSH: glutationa reduzida; IRI: irinotecano; i.p.:
intraperitoneal; MPO: mieloperoxidase.

4.6 Parametros avaliados

4.6.1 Analise ponderal

Os animais foram pesados uma vez ao dia até o 5° dia do protocolo experimental.
Os valores encontrados foram expressos em variavel de peso, em relacdo ao peso inicial. Essa
analise forneceu dados para confirmar o modelo experimental utilizado neste estudo, além de

verificar o efeito do ALA nesta variavel.

4.6.2 Andlise da sobrevida

Os animais foram acompanhados diariamente até o 10° dia do protocolo
experimental para a analise da sobrevida. A sobrevida foi expressa como taxa de

sobrevivéncia (%).
4.6.3 Analise morfométrica e histopatoldgica

Os segmentos obtidos do duodeno, jejuno e ileo foram fixados em formol

tamponado a 10%. Decorridas 24 horas, 0s segmentos intestinais foram retirados do formol e
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inseridos em &lcool 70% e posteriormente parafinizados. Na etapa seguinte, 0s segmentos
intestinais incluidos em parafina foram cortados em micr6tomo para obter cortes histologicos
de 5 um de espessura, as laminas contendo os cortes dos segmentos intestinais foram
adequadamente processadas e coradas em hematoxilina e eosina (H&E).

Posteriormente, com o auxilio de um microscopio Optico acoplado ao sistema de
aquisicdo de imagens (LEICA), foram medidas as alturas de 10 vilosidades e criptas
intestinais do duodeno para mensurar o comprimento da altura das vilosidades, a
profundidade das criptas intestinas e a razdo vilosidade/cripta. A altura das vilosidades e das
criptas duodenais foram obtidas em pm.

Em seguida, um histopatologista de forma randomizada avaliou a gravidade da
mucosite intestinal induzida por irinotecano por meio do sistema de escores de Macpherson e
Pfeiffer (1978). Este sistema de escores avalia alteracGes na camada mucosa e muscular e seus

escores variam de 0 a 3 (Quadro 1).

Quadro 1 — Sistema de escores de Macpherson e Pfeiffer.

Escore Achados histoldgicos

0 Achados histolégicos normais.

1 Vilosidades encurtadas, perda da arquitetura das criptas, moderado infiltrado de
células inflamatorias, vacuolizacdo celular e edema na camada mucosa e camada

muscular normal.

2 Vilosidades encurtadas com células vacuolizadas, necrose das criptas, intenso
infiltrado de células inflamatorias, vacuolizacdo e edema na camada mucosa e

camada muscular normal.

3 Vilosidades encurtadas com células vacuolizadas, necrose de criptas, intenso

infiltrado de células inflamatdrias, vacuolizacdo e edema na camada mucosa e

camada muscular com edema, vacuolizacao e infiltrado de neutrofilos.

4.6.4 Imunohistoquimica

Para avaliar a localizagdo de marcadores de proliferacdo celular (Ki67) e de
inflamacéo (IL-1p) no duodeno foi realizado imunohistoquimica para esses imunomarcadores.
Primeiramente foram removidas as al¢as intestinais, onde as mesmas foram
isoladas, separadas e fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas. Os tecidos foram

processados para inclusdo em parafina. Apds a inclusdo em parafina, 0s segmentos intestinais
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foram cortados em micrétomo, obtendo-se espessuras de 4um que foram inseridos em
laminas histoldgicas silanizadas.

Na etapa seguinte, as laminas contendo os cortes dos tecidos intestinais foram
submetidas a desparafinizacdo: inseridas em estufa a 60°C overnight e trés banhos em xilol
por cinco minutos cada. Em seguida, os cortes intestinais foram hidratados com dois banhos
de etanol absoluto, um banho em etanol a 90%, um banho em etanol a 80% e um banho em
etanol a 70%, por trés minutos cada. Ao final dessa etapa, os cortes intestinais foram
submersos a um banho de &gua destilada por 10 minutos e foi realizada a recuperagéo
antigénica com tampao citrato (DAKO, pH 7,0) por 20 min em banho Maria (95°C). Em
seguida, os tecidos foram lavados com tampéo fosfato-salino (PBS) por 5 minutos. Na etapa
seguinte, realizou-se o bloqueio da peroxidase com peréxido de hidrogénio a 3% (Sigma
Aldrich) por 30 minutos. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com PBS e foram
incubadas com os anticorpos primérios para anti-Ki67 (Abcam, 1:100) ou IL-1p (Santa cruz
biotechnology, 1:200) por 1h em temperatura ambiente. Para confecgdo dos controles
negativos, os anticorpos primarios foram omitidos. Apds este periodo, os cortes foram
lavados trés vezes com PBS e incubados com polimero (DAKO). Em seguida, as laminas
foram lavadas trés vezes com PBS durante trés minutos cada, secadas e aplicado o DAB
(DAKO, 3,3-diaminobenzidina, uma gota de DAB para um mL de diluente). DAB é um
cromdgeno que reage com a peroxidase do antigeno alvo resultando em coloracdo marrom.
Dessa forma, observou-se as laminas até aparecer uma coloracdo marrom, ap0s este evento a
reacao foi parada imediatamente mergulhando-as em agua destilada. Enfim, as 1dminas foram
contra coradas com hematoxilina de Mayer e processadas para inserir a laminula.

As imagens da imunohistoquimica foram capturadas por meio de um microscépio
de luz acoplado a uma camera com sistema de aquisicdo LAS 3,5 (LEICA DM1000,
Alemanha). Obtiveram-se de 8 a 10 campos por corte intestinal. Para quantificar as células
com imunomarcagdo positiva para Ki67 ou IL-1p, utilizou-se o programa ImageJ, onde foi
reconhecida como imunomarcacgdo positiva, células com citoplasma apresentando coloracéo

marrom.

4.6.5 Dosagem de MPO

A Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos granulos
azurofilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracéo

de neutréfilos nos processos inflamatdrios em varios tecidos, entre eles o intestino.
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Resumidamente, 50 a 100 mg dos segmentos do duodeno foram colocados num tampéo
fosfato de potéssio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilamonio (pH 6,0; 50 mg de tecido
por ml) e posteriormente homogeneizados em macerador de tecidos (Politron®). A seguir, 0
homogenato foi centrifugado a 5000 rpm por 2 minutos, incubado por 20 min em -20°C e
vortexado por 40s. Na etapa seguinte, 10ul do sobrenadante foi inserido em placa de 96
ponos. Em seguida, adicionou-se 200 pl da solugdo de O-dianosidina (5 mg de O-
dianosidina, 27 ml de agua ultrapura, 3 ml de tampao fosfato e 15 pul de perdxido de
hidrogénio a 30%) em cada pogo. Imediatamente apods inserir essa solucdo, realizou-se a
leitura no espectro de 450 nm em leito de ELISA no tempo 0 e 1. Os niveis de MPO foram
expressos como U MPO/ mg de tecido. A unidade da atividade de MPO ¢ definida como

aquela capaz de converter 1 mmol de perdxido de nitrogénio em dgua em 1 minuto.

4.6.6 Determinacdo de Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de GSH no duodeno foram avaliados utilizando o ensaio para
determinacdo de grupos sulfidrilicos ndo proteicos (NP-SH) (SEDLAK; LINDSAY, 1968).
As amostras obtidas dos segmentos intestinais (100mg/ml) foram homogeneizadas em 0,02 M
EDTA. Aliquotas de 100 uL do homogenato foram misturadas com 80 uL de H2O destilada e
20 pL de acido tricloroacético a 50% para precipitacdo das proteinas. Depois dessa etapa,
centrifugou-se essa mistura por 15 min em rotacdo de 3000 rpm a uma temperatura de 4°C.
Em seguida, 100 pL do sobrenadante foram misturados com 200 pL de tampao TRIS (0.4 M,
pH 8.9) e com 5 uL de 5,5-dithiobis-2-nitro-benzoic acid (DTNB, Sigma-Aldrich, EUA) e
agitadas por 3 min. A absorbfncia foi entyo determinada a 412 nm contra um reagente branco
(sem o homogenato). A concentranyo de GSH foi expressa em pg de GSH/mg de tecido a
partir de uma curva padrdo (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

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

Os niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a ¢ IL-6 no intestino foram
quantificados por ELISA. Os segmentos do duodeno foram coletados e homogeneizados em
PBS 1% (contendo inibidor de protease, 1:100). A deteccdo das citocinas IL-6 e TNF-a foi
realizada por meio do Kit DuoSet (R&D Systems, EUA). Resumidamente, as placas para
ELISA de 96 pogos foram incubadas com o anticorpo de captura para IL-6 ou TNF-a por 18h
em temperatura ambiente com 100pL de anticorpo para cada pogo. Posteriormente, as placas

foram lavadas trés vezes com 200uL de tampdo de lavagem (R&D Systems, EUA) e
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blogueadas com 200uL de BSA 1% (R&D Systems, EUA) por 1 h. Apds o bloqueio, 100uL
das amostras ou da curva padrédo foram adicionadas em cada poc¢o e incubadas por 2 h em
temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas trés vezes com 200ul de tampéo de
lavagem e depois incubadas com anticorpo de deteccdo para IL-6 ou TNF-a em temperatura
ambiente por 2 horas. Na etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés vezes
com 200uL de tampdo de lavagem e incubadas com 100 pL de estreptavidina em temperatura
ambiente por 20 minutos. Novamente, as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de
tampdo de lavagem. Na etapa seguinte, 100 uL da solucdo substrato para revelacdo (R&D
Systems, EUA) foram adicionados em cada poco e incubados por 20 min a temperatura
ambiente, sendo protegidos da luz. A reacdo enzimatica foi cessada, adicionando 50 pL
solucdo de parada (H2SOs). Enfim, a absorbancia foi medida & 450nm. O resultado foi

expresso em pg/mL.

4.6.8 Avaliacdo do escore de diarréia

No 7° dia do protocolo experimental foi avaliado o grau de diarreia dos animais
por meio do escore de diarreia descrito por Kurita et al. (2000). A regido perianal dos animais
foi observada quanto a presenca de sujidade e a caracteristica das fezes, quando presentes. De
acordo com essas caracteristicas, foi dado um dos seguintes escores: Escore 0= fezes de
aspecto normal; escore 1= fezes levemente alteradas, um pouco umedecidas; escore 2= fezes
umidas com pouca sujidade perianal; escore 3= fezes Umidas com bastante sujidade perianal
(Figura 7).

Figura 7 — Representacdo esquematica dos escores de diarreia descrito por Kurita et al.
(2000).

ESCORE AVALIACAO DA DIARREIA

Escore 0 Fezes com aspecto normal

Escore 1 Fezes levemente alteradas, pouco umedecidas.
Escore 2 Fezes imidas com pouca sujidade perianal

Escore 3 Fezes imidas com bastante sujidade perianal.
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4.6.9 Transito intestinal e medida do comprimento do intestino delgado

No 7° dia do protocolo experimental foi avaliado o transito intestinal, conforme
descrito anteriormente (LIU et al., 2014; SOARES et al., 2008), e a medida do comprimento
do intestino delgado

Primeiramente, os animais foram submetidos ao jejum por 18h. Decorrido este
tempo, injetou-se 0,3 mL da refeicdo teste (0,75 mg de vermelho de fenol/mL de solucéo
glicosada a 5%) por gavagem (via intragastrica). Ap6s 20 min, os animais foram eutanasiados
por decapitacdo e foi isolado o estbmago do intestino delgado, ocluindo o esfincter pilérico
por meio de fio de algoddo. Na etapa seguinte, mensurou-se o comprimento do intestino
delgado por meio de uma régua de 60 cm. Apds essa medida o intestino foi dividido em
intestino proximal (40% do comprimento total do intestino delgado), intestino medial (30%
do comprimento total do intestino delgado) e intestino distal (30% do comprimento total do
intestino delgado). Em seguida, esses segmentos do trato gastrintestinal (estdmago, intestino
proximal, intestino medial e intestino distal) foram retirados, inseridos em tubos falcon de 15
mL (contendo 10 mL de NaOH 0,1M), homogeneizados mecanicamente (em nitrogénio
liquido com auxilio de cadinho e pistilo) e centrifugados (2800 rpm, 10 min, 4°C). Apoés a
centrifugagdo, ImL de cada homogenato foi transferido para tubo de ensaio contendo 50 puL
de TCA 20%. Esta mistura foi vortexada por 40s e centrifugadas (2800 rpm, 20 min, 4°C).
Em seguida, adicionou-se 75 uL de cada sobrenante em placa de 96 pogos ¢ adicionou-se 100
uL de solugdo de NAOH 0,5M em cada pogo. Por fim realizou-se a leitura da absorbancia das
amostras em 570 nm. A porcentagem de vermelho de fenol em cada segmento foi avaliada

conforme descrito anteriormente (JUSTINO et al., 2015).

4.6.10 Avaliagéo da atividade da acetilcolinesterase

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) do intestino delgado (duodeno, jejuno
ou ileo) e no cdlon foi determinada de acordo com método proposto por Ellman et al. (1961).
Este método tem como principio a medida da velocidade de producdo de tiocolina, a medida
que a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, € hidrolisada. Essa reacdo ocorre por
meio da reagdo continua do tiol com o ion 5:5-ditiobis-2-nitrobenzoato para produzir o anion
amarelo do &cido 5-tio-2-nitro-benzoico, resultando num produto de cor amarelada.

Primeiramente, os segmentos do intestino delgado foram homogeneizados em
tampao fosfato de sodio (na propor¢ao de 10 mg de tecido para 100 pL de tampao fosfato de
sodio, pH 7,0) e centrifugados (5000 rpm, 20 min, 4°C). Em seguida, adicionaram-se 500 puL
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de tampao fosfato de sodio, 895 pL de dgua destilada, 50 pL de solucdo de DTNB (0,04g de
DTNB e 0,015g de bicarbonato de sddio em 10 mL de tampao fosfato de sédio pH 7,0) e 5 uLL
do homogenato em cubetas de vidro. Apés a adicdo do homogenato, a absorbancia foi zerada.
Na etapa seguinte, inseriu-se 50 pL de solugdo de iodeto de ATC (0,073g de ATC
reconstituido em 5 mL de adgua destilada) em cada cubeta. Imediatamente, realizou-se a leitura
no tempo O e 3 minutos da absorbancia do produto dessa reagdo em 412 nm por meio de
espectrofotbmetro. A atividade enzimatica € medida por meio da leitura da variacdo da
absorbancia por minuto, durante 3 minutos, sendo a reacdo linear durante pelo menos 10
minutos. A atividade especifica foi expressa em nanomoles de ATC hidrolisados por

miligrama de proteina por minuto (hmoles/mg de proteina/min).

4.7 Analise estatistica

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média * erro padréo da
média (EPM), exceto os escores histopatoldgicos que foram expressos pela mediana.

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad
Prism, versdo 5.0. Para a realizacdo da analise estatistica entre os grupos foram utilizados os
seguintes testes: o teste de analise de variancia (ANOVA) seguido pelo pOs-teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni; para os escores histoldgicos foi utilizado o teste de
Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn; para a variavel perda ponderal, realizou-se o teste
two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de comparacdes mdaltiplas de Bonferroni; e para a
variavel sobrevida, utilizou-se o teste o teste Mantel- Cox log rank.

O nivel de significancia adotado foi de 0,05 (a0 = 5%) e niveis descritivos (p)

inferiores a esse valor foram considerados significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do ALA na perda ponderal induzida por irinotecano.

A perda ponderal é uma importante caracteristica clinica de pacientes em uso de
quimioterapicos, como irinotecano. Da mesma forma, camundongos submetidos ao modelo
de mucosite intestinal experimental também a apresentam, sendo um importante marcador do
estabelecimento e reprodutibilidade do modelo.

Conforme apresentado na figura 8, irinotecano ocasiona perda ponderal acentuada
(p<0,0001) a partir do 2° dia do protocolo experimental, isto é, 24h depois da administracdo
da primeira dose, que persiste de forma crescente até o 5° dia do protocolo experimental
guando comparado ao grupo controle. Ao passo que ALA, apenas na dose de 200 mg/kg,
reduziu parcialmente a perda ponderal de animais submetidos & mucosite intestinal induzida

por irinotecano.
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Figura 8 — ALA reduz a perda de peso em camundongos submetidos a mucosite intestinal
induzida por irinotecano.
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Camundongos Swiss (n=12) receberam salina (Grupo controle, 0,9%, i.p.) ou irinotecano (Grupo IRI, 75 mg/Kg,
i.p. durante quatro dias). Uma hora antes da administracdo do quimioterapico, administrou-se ALA (Grupo ALA
50+irinotecano, 50 mg/Kg; Grupo ALA 100+irinotecano, 100 mg/Kg; Grupo ALA 200+irinotecano, 200 mg/Kg,
v.0.) durante quatro dias e os animais foram eutanasiados no quinto dia do protocolo experimental. Os animais
foram pesados diariamente até o quinto dia do protocolo experimental. A inducdo da mucosite intestinal por
irinotecano induziu perda de peso em todos 0s grupos tratados com o quimioterapico quando comparado ao
grupo controle. Enquanto que o tratamento desses animais com ALA na dose de 200 mg/Kg reduziu
parcialmente essa perda de peso induzida por irinotecano. Os pontos representam a média+ EPM do percentual
de variagdo do peso inicial. Para andlise estatistica foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste de
Bonferroni, onde # p<0,0001 vs grupo controle, * p<0,0001 vs grupo IRI e & p<0,0001 vs grupo ALA 200.
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5.2 Efeito do ALA na sobrevida de camundongos submetidos a mucosite intestinal

induzida por irinotecano.

A insercdo do irinotecano no tratamento do cancer colorretal aumentou a
sobrevida dos pacientes, porém ainda ndo chega a 50%. Esse achado também é reproduzido
no modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano em camundongos.

Conforme apresentando na figura 9, o irinotecano ocasiona morte de
camundongos a partir do 6° dia do protocolo experimental que ocorre de forma crescente até o
10° dia do protocolo experimental. A reducdo da sobrevida em camundongos pelo irinotecano
se torna significativa (p<0,05) a partir do 7° dia do protocolo experimental em relagédo ao
grupo controle, resultando em sobrevida de 25% no 10° do protocolo experimental. Ao passo
que ALA (na dose de 200 mg/kg) aumentou (p<0,05) a sobrevida no 9° e 10° do protocolo
experimental, em torno de 75% e 53% respectivamente, de animais submetidos a mucosite

intestinal induzida por irinotecano.
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Figura 9 — Efeito do ALA na sobrevida de camundongos submetidos a mucosite intestinal
induzida por irinotecano.
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Os camundongos foram acompanhados até o 10° dia do protocolo experimental para avaliar a porcentagem de
sobreviventes até esse periodo. Os pontos representam o percentual (%) de sobreviventes. Para andlise estatistica
foi utilizado o teste Mantel- Cox log rank para curva de sobrevida. Onde # p<0,01 vs grupo controle e * p<0,01 vs
grupo IRI.
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5.3 Efeito do ALA nas alteraces histoldgicas induzidas por irinotecano.

Conforme apresentado na tabela 1, irinotecano aumentou (p<0,05) o escore
histolégico em todos os segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) quando
comparado ao grupo controle. Enquanto que o ALA (na dose de100 ou 200 mg/kg) preveniu
as alteracOes histoldgicas induzidas por irinotecano, reduzindo o escore histoldgico de forma
significante apenas no duodeno. A administracdo de apenas ALA (200 mg/kg) apresentou
escores histologicos semelhantes ao grupo controle, demonstrando que a dose administrada
ndo causa toxicidade nos animais.

De acordo com a figura 10, em condi¢fes normais (representado neste estudo pelo
grupo controle) as vilosidades e criptas intestinais apresentaram-se integras e com poucas
células inflamatorias (figura 10A). Enquanto que irinotecano promoveu desarranjo das criptas
intestinais, encurtamento das vilosidades intestinais, vacuolizacdo de células epiteliais e
intenso infiltrado de células inflamatorias (figura 10B). Por outro lado, ALA 200 preveniu
essas alteracdes histoldgicas induzidas por irinotecano no duodeno (figura 10C).

Ao mensurar o comprimento da altura das vilosidades intestinais, observou-se que
irinotecano a reduz (p<0,05; 148,7+5,53) em torno de 66% quando comparado ao grupo
controle (407,2+5,43). Enquanto que ALA (na dose de 100- 227,4+7,07- ou 200 mg/Kkg,
253,1+8,54), preveniu (p<0,05) os efeitos do irinotecano nas vilosidades do duodeno,
apresentando uma reducao apenas em 33% da altura das vilosidades intestinais em relacdo ao
grupo controle (figura 11A).

De acordo com a figura 9B, irinotecano diminuiu (p<0,05, 72,53+2,16) a
profundidade das criptas duodenais comparado ao grupo controle (120,7+£2,08). Enquanto que
ALA (na dose de 100- 108,2+2,62) ou 200 mg/kg, 92,5+2,85), preveniu (p<0,05) os efeitos do
irinotecano na profundidade das criptas intestinais (figura 11B).

Ao mensurar a razdo vilosidade/cripta do duodeno, observou-se que irinotecano a
diminuiu (p<0,05, 2,10+0,10) comparado ao grupo controle (3,45+0,07). Ao passo que ALA
(apenas na dose de 200, 2,87+0,13) aumentou (p<0,05) a razdo vilosidade/cripta comparado

ao grupo irinotecano (figura 11C).
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Tabela 1 — Efeito do ALA no escore histopatologico de segmentos intestinais de

camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.

Segmentos Grupos experimentais
do intestino
Controle IRI ALAS50+IRI  ALA100+IRI ALA 200+IRI ALA 200
Duodeno 0(0-0) 3(3-3)# 2(2-3)# 2 (1-3)* 1(0-2)* 0 (0-0)
Jejuno 0(0-0) 3(3-3)# 3(3-3)# 3(1-3)# 3(2-3)# 0 (0-0)
fleo 0(0-0) 3(2-3)# 2(0-3) 2 (1-3)# 2 (0-3)# 0 (0-0)

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 IRl (n=6/grupo).
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Figura 10 — Efeito do ALA nas alteragdes histoldgicas do intestino delgado de camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Segmentos do duodeno foram removidos e corados pelo método de hematoxilina e eosina (H&E) para andlise
histopatolégica. Os segmentos intestinais do grupo controle apresentam integridade das criptas (tracejado preto)
e das vilosidades intestinais (tracejado vermelho), além da presenca de escassas células inflamatérias na lamina
prépria (painéis A). Irinotecano (painel B) ocasionou reducdo da altura das vilosidades (seta verde), desarranjo e
lesdo das criptas intestinais (seta preta), incluindo vacuolizacdo de células epiteliais (seta azul) e formacao de
intenso infiltrado de células inflamatérias (seta vermelha). ALA (na dose de 200 mg/kg) preveniu essas
alteragdes induzidas por irinotecano (painel C). Todos os painéis foram obtidos na escala de 100 um.
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Figura 11 — ALA aumenta o comprimento das vilosidades, a profundidade das criptas e a

razdo vilosidade/cripta do duodeno de camundongos submetidos a mucosite intestinal

induzida por irinotecano.
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Segmentos do duodeno foram removidos e corados com H&E para mensurar o comprimento das vilosidades (A),
a profundidade das criptas (B) e a razdo vilosidade/cripta (C) do duodeno. Cerca de 10 vilosidades e 10 criptas
foram analisadas de cada corte histoldgico. Os valores foram apresentados como média+ EPM da altura das
vilosidades intestinais (um), da profundidade das criptas intestinais (um) ou da razdo vilosidade/cripta. Para
analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo
controle, * p<0,05 vs grupo IRI e & p<0,05 vs grupo ALAL100+IRI .
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5.4 Efeito do ALA nos niveis teciduais de GSH no duodeno de camundongos submetidos

a mucosite intestinal induzida por irinotecano.

A GSH é um antioxidante fisioldgico presente no meio intracelular da maioria das
celulas. A sintese desse antioxidante ndo ocorre de forma concomitante & sua utilizagdo pela
célula. Por conta disso, a avaliacdo dos seus niveis teciduais vem sendo amplamente utilizada
como marcador de esse oxidativo.

De acordo com os dados apresentados na figura 12, irinotecano diminuiu (p<0,05,
108,1+9,7) os niveis de GSH no duodeno quando comparado ao grupo controle (241,9+11,0).
Enquanto que ALA (apenas na dose de 200 mg/kg, 166,7+14,3) aumentou (p<0,05) os niveis
desse antioxidante fisiologico no duodeno de animais submetidos a mucosite intestinal

induzida por irinotecano.
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Figura 12 — ALA aumenta os niveis de GSH no duodeno de camundongos submetidos a

mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Segmentos do duodeno foram coletados para mensurar os niveis de GSH, antioxidante fisiol6gico. Observa-se
gue irinotecano diminui os niveis de GSH no duodeno quando comparado ao grupo controle. Enquanto que o
ALA na dose de 200 mg/kg aumenta os niveis desse antioxidante fisiolégico no duodeno de animais submetidos
& mucosite intestinal induzida por irinotecano. 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 ANOVA seguido do teste
de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo IRI.
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5.5 Efeito do ALA nos niveis teciduais de MPO no duodeno de camundongos submetidos

a mucosite intestinal induzida por irinotecano.

A MPO é uma enzima presente nos granulos azuréfilos dos neutrofilos. Devido a
isso, ela é utilizada amplamente como um importante indicador de recrutamento de
neutrofilos.

Conforme apresentado na figura 13, em condi¢Ges normais (representada pelo
grupo controle) hé a presenca de neutrofilos no duodeno, conforme detectado pelos niveis de
MPO, porém em baixos niveis. Comparado ao grupo controle (0,76x0,39), irinotecano elevou
(p<0,05, 3,36%0,55) os niveis de MPO no duodeno. Enquanto que ALA (na dose de 100-
1,53+0,4- ou 200, 0,89+0,29) diminuiu (p<0,05) os niveis dessa enzima no duodeno de

animais submetidos & mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Figura 13 — ALA reduz os niveis de MPO no duodeno de camundongos submetidos a

mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Segmentos do duodeno foram coletados para mensurar os niveis de MPO, enzima presente nos granulos
azurofilos dos neutrofilos. Observa-se que irinotecano eleva os niveis de MPO no duodeno quando comparado
ao grupo controle. Enquanto que o ALA reduz os niveis dessa enzima no duodeno de animais submetidos a
mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de
MPO expressos em U MPO/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 IRI.
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5.6 Efeito do ALA nos niveis teciduais de IL-6 e de TNF-o. no duodeno de camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.

A IL-6 e 0 TNF-a sdo citocinas pro-inflamatdrias que podem ser sintetizadas por
mastocitos, macrdfagos, células gliais entéricas e neurdnios.

De acordo com os dados apresentados na figura 14A, irinotecano aumentou
(p<0,05, 65,9+11,4), cerca de 300%, os niveis de IL-6 em amostras duodenais quando
comparado ao grupo controle (25,2+5,1). Ao passo que ALA (na dose de 200 mg/kg,
20,6%5,0), reverteu os efeitos do irinotecano na sintese dessa citocina pro-inflamatoria no
duodeno.

Em relacdo aos niveis de TNF-q, irinotecano aumentou (p<0,05, 235,8+21,0) 0s
niveis dessa citocina pro-inflamatdria em amostras de duodeno quando comparado ao grupo
controle (114+22,2. No entanto, ALA (na dose de 200, 165,5+11,3) ndo reduziu a sintese
dessa citocina no duodeno de animais submetidos a mucosite intestinal induzida por

irinotecano (figura 14B).
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Figura 14 — Efeito do ALA nos niveis de IL-6 e de TNF-a no duodeno de camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Segmentos do duodeno foram coletados para mensurar os niveis de IL-6 (A) e de TNF-o (B), uma citocina pro-
inflamatoria. Observa-se que irinotecano eleva os niveis de TNF-&4 (A) e de IL-6 (B) no duodeno quando
comparado ao grupo controle. Enquanto que o ALA reverte os efeitos de irinotecano apenas nos niveis de 1L-6
no duodeno de animais submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os valores foram apresentados
como médiat+ EPM dos niveis de IL-6 ou de TNF-a 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 IRI.
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5.7 Efeito do ALA na imunomarcacgao de IL-1p no duodeno de camundongos submetidos

a mucosite intestinal induzida por irinotecano.

A IL-1B é uma citocina pro-inflamatdria que pode ser sintetizada por células
epiteliais, neutrofilos, macrofagos, células gliais e neurdnios.

Conforme apresentado na figura 15, em condi¢des normais (representado pelo
grupo controle) ha escassa imunomarcacdo de IL-1B, restringindo-se na sua maior parte
células localizadas na cripta intestinal (figura 15A). Comparado ao grupo controle,
irinotecano eleva a imunomarcacdo dessa citocina pro-inflamatéria no duodeno (figura 15B).
Observou-se células imunomarcadas no epitélio e na ldmina propria da mucosa duodenal e na
submucosa (figura 15B). Enquanto que ALA (na dose de 200 mg/kg) diminuiu a
imunomarcacao de IL-1p principalmente no epitélio duodenal e na camada submucosa (figura
15C).

Ao realizar a contagem de células com imunomarcacdo positiva para IL-1p,
observou-se que irinotecano elevou (p<0,05), em torno de 184%, o numero de células
imunopositivas para essa citocina pré-inflamatoria quando comparado ao grupo controle. Por
outro lado, ALA (na dose de 200 mg/kg) diminuiu 0 nimero dessas células imunopositivas
nas amostras duodenais de animais submetidos & mucosite intestinal induzida por irinotecano
(figura 16).
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Figura 15 — ALA diminui a imunomarcacdo de IL-1f no duodeno de camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Segmentos do duodeno foram removidos e processados para a realizagdo de imunohistoquimica para IL-1pB, que
€ uma citocina pro-inflamatéria. Nota-se aumento da imunomarcacdo para IL-1 no duodeno de animais
submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano (painel B) quando comparado ao controle (painel A).
Enquanto que ALA na dose de 200 diminui a imunomarcacdo dessa citocina pré-inflamatéria em animais
submetidos & mucosite intestinal por irinotecano (painel C) quando comparado ao grupo IRIl. Todos os painéis
foram obtidos na escala de 50 pm.
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Figura 16 — ALA reduz o ndmero de células imunopositivas para IL-1p no duodeno de

camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Segmentos do duodeno foram removidos e processados para a realizacdo de imunohistoquimica para IL-1f, que
é uma citocina pré-inflamatoria. Foram fotografados de 8 a 10 campos/corte histologico (escala de 50 um). As
células imunopositivas para IL-1p foram quantificadas por meio do software ImageJ. Observa-se que irinotecano
aumenta o nimero de células positivas para IL-1p no duodeno quando comparado ao grupo controle. Enquanto
gue ALA diminui essa imunomarcagdo no duodeno de animais submetidos a mucosite intestinal induzida por
irinotecano. Os valores foram apresentados como média+ EPM do nimero de células positivas para IL-1p (por
campo). 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 IRI.



55

5.8 Efeito do ALA na imunomarcacéo de Ki67 no duodeno de camundongos submetidos

a mucosite intestinal induzida por irinotecano.

O Ki67 é uma proteina presente em células em divisdo celular, sendo um
importante marcador de proliferacdo celular.

No intestino, em condicBes fisiologicas (representada pelo grupo controle),
observa-se intensa imunomarcacdo positiva para Ki67 principalmente nas criptas duodenais
(figura 17A). Ao passo que irinotecano a reduziu de forma acentuada nas criptas duodenais
(figura 17B). No entanto, ALA (na dose de 200 mg/kg) aumentou a imunomarcacao de Ki67
nas criptas do duodeno de animais submetidos @ mucosite intestinal induzida por irinotecano
(figura 17C).

Ao realizar a contagem das células positivas para Ki67 nas criptas duodenais,
observou-se que irinotecano diminuiu (p<0,05, 6,36+0,7), em cerca de 70%, o nimero de
células com imunomarcac&o positiva para Ki67 nas criptas do duodeno quando comparado ao
grupo controle (19,5+0,8). Enquanto que ALA (na dose de 200 mg/kg, 19,0£1,2) reverteu
(p<0,05) os efeitos do irinotecano na imunomarcacdo de Ki67 das células das cripta do

duodeno (figura 18).
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Figura 17 — ALA aumenta a imunomarcacdo de Ki67 no duodeno de camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Segmentos do duodeno foram removidos e processados para a realizacdo de imunohistoquimica para Ki67, que é
um marcador de proliferacdo celular. Observa-se reducdo da imunomarcacéo para Ki67 nas criptas duodenais de
animais submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano (painel B) quando comparado ao controle
(painel A). Enquanto que ALA na dose de 200 aumenta a imunomarcagdo desse marcador de proliferacéo celular
nas criptas duodenais de animais submetidos a mucosite intestinal por irinotecano (painel C) quando comparado
ao grupo IRI (painel B). Todos os painéis foram obtidos na escala de 50 pm.
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Figura 18 - ALA aumenta o nimero de células imunopositivas para Ki67 no duodeno de

camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Segmentos do duodeno foram removidos e processados para a realiza¢do de imunohistoquimica para Ki67, que €
um marcador de proliferacdo celular. Foram fotografados de 8 a 10 campos/corte histologico (escala de 50 pum).
As células imunopositivas para IL-1B foram quantificadas por meio do software Imagel. Observa-se que
irinotecano diminui o ndmero de células positivas para Ki67/cripta intestinal quando comparado ao grupo
controle. Enquanto que ALA aumenta essa imunomarcagdo nas criptas duodenais de animais submetidos a
mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os valores foram apresentados como média+ EPM do nimero de
células positivas para Ki67 (por cripta duodenal). 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 IRI.
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5.9 Efeito do ALA no escore de diarreia de camundongos submetidos a mucosite

intestinal induzida por irinotecano.

A diarreia € um dos principais efeitos colaterais presente em pacientes que
utilizam quimioterapicos, como irinotecano. Essa condicéo clinica também é reproduzida em
modelos animais de mucosite intestinal induzida por irinotecano.

Conforme demonstrado na figura 19, irinotecano aumentou (p<0,0009) o escore
de diarreia, ocasionando na grande maioria dos animais diarreia grave (representada pelo
escore 3), quando comparado ao grupo controle (escore 0, auséncia de diarreia). Ao passo que
ALA reduziu (p<0,0009) de forma acentuada o escore de diarreia em animais submetidos a

mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Figura 19 — ALA reduz a diarreia em camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida

por irinotecano.
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Camundongos Swiss (n=6 ou 7) receberam salina (Grupo controle, 0,9%, i.p.) ou irinotecano (Grupo IRI, 75
mg/Kg, i.p. durante quatro dias). Uma hora antes da administragdo do quimioterapico, administrou-se ALA
(Grupo ALA 200+irinotecano, 200 mg/Kg, v.0.) durante quatro dias. No 7° dia do protocolo experimental, a
regido perianal dos camundongos foi observada para o estabelecimento do escore de diarreia de acordo com uma
escala de 0 a 3. O escore 0 equivale a presenca de fezes sélidas e auséncia de sujidade e 3 equivale a fezes
Umidas com bastante sujidade perianal. Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn. Os valores foram expressos como mediana, onde # p<0,0009 vs grupo controle e * p<0,0009 vs grupo IRI.
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5.10 Efeito do ALA no comprimento do intestino delgado de camundongos submetidos a

mucosite intestinal induzida por irinotecano.

Pacientes que utilizam irinotecano podem apresentar dor abdominal que pode
estar associada a alteragdes na motilidade gastrintestinal. Essas alteragdes podem ser
evidenciadas por meio da mensuracao do comprimento do intestino delgado.

De acordo com os dados apresentados na figura 20, irinotecano diminuiu
(p<0,0001, 25,5+1,5) o comprimento do intestino delgado, indicando encurtamento do
masculo liso intestinal, quando comparado ao grupo controle (49,6+1,4). Enquanto que ALA
(na dose de 200 mg/kg, 34,3+1,6) reverteu (p<0,0001) esse efeito no intestino delgado de

animais submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Figura 20 — ALA reverte o encurtamento do intestino delgado de camundongos submetidos a

mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados e o intestino delgado foi coletado para
mensurar 0 seu comprimento. Irinotecano reverte a atrofia no intestino delgado quando comparado ao grupo
controle. Ao passo que ALA (200 mg/kg) aumenta o comprimento do intestino delgado de camundongos
submetidos & mucosite intestinal induzida por irinotecano. Os valores foram apresentados como média+ EPM do
comprimento do intestino delgado em cm. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do
teste de Bonferroni, onde # p<0,0001 vs grupo controle e * p<0,0001 vs grupo IRI.
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5.11 Efeito do ALA no transito intestinal de camundongos submetidos a mucosite

intestinal induzida por irinotecano.

No sétimo dia do protocolo experimental avaliou-se o transito intestinal por meio
do método do vermelho de fenol. Geralmente, pacientes tratados com irinotecano apresentam
dismotilidades intestinais, como aumento do transito intestinal. Este também é reproduzido no
modelo experimental de mucosite intestinal induzida por irinotecano.

Em relacdo ao centro geométrico da refeicdo teste (figura 21), observou-se que
irinotecano o reduziu (p<0,002, 0,8+0,02) em relacéo ao grupo controle (1,2+0,04), indicando
que a refeicdo teste concentrou-se no estbmago (por retardo do esvaziamento gastrico) e
apresentou-se em menor nivel nos segmentos intestinais (por aumento do transito intestinal).
Ao passo que ALA (na dose de 200 mg/kg) aumentou (p<0,002, 1,13+0,07) o centro
geométrico de massa em animais submetidos & mucosite intestinal induzida por irinotecano.

Ao mensurar a porcentagem de vermelho de fenol presente no duodeno, jejuno,
ileo e cdlon (figura 22), observou-se que irinotecano reduziu (p<0,0001) o contetudo de
vermelho de fenol (%) no jejuno, em torno de 50%, quando comparado ao grupo controle.
Enquanto que ALA (na dose de 200mg/kg) aumentou (p<0,0001), em torno de 173%, o
contetdo de vermelho de fenol no jejuno, de camundongos submetidos a mucosite intestinal

experimental.
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Figura 21 — Efeito do ALA no centro geométrico da refeicdo teste de camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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No 7° dia do protocolo experimental, os animais receberam refeicéo teste (vermelho de fenol por gavagem), 20
min depois foram eutanasiados, a porcéo proximal (duodeno), a por¢do medial (jejuno) e a porgdo distal (ileo)
foram isoladas e processadas para a analise da retencéo fracional da refeicdo teste. Em seguida, mensurou-se o
centro geométrico da refei¢do. Irinotecano diminui o centro geométrico da refeicdo quando comparado ao grupo
controle. Ao passo que ALA (200 mg/kg) o aumenta em camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida
por irinotecano. Os valores foram apresentados como média+ EPM do centro geométrico da refeigdo. Para
analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,002 vs grupo
controle e * p<0,002 vs grupo IRI.
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Figura 22 — Efeito do ALA no contetdo de vermelho de fenol no intestino de camundongos

submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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No 7° dia do protocolo experimental, os animais receberam refei¢do teste (vermelho de fenol por gavagem), 20
min depois foram eutanasiados a por¢édo proximal (duodeno), a por¢do medial (jejuno) e a porgéo distal (ileo)
foram isoladas e processadas para a analise da retencdo fracional da refeigdo teste. Irinotecano reduz a
porcentagem de conteildo de vermelho de fenol no jejuno quando comparado ao grupo controle. Ao passo que
ALA (200 mg/kg) diminui os efeitos do irinotecano nesses segmentos de animais submetidos a mucosite
intestinal. Os valores foram apresentados como média+ EPM da porcentagem de contetido de vermelho de fenol.
Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,0001 vs
grupo controle e * p<0,0001 vs grupo IRI.
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5.12 Efeito do ALA na atividade da acetilcolinesterase em camundongos submetidos a

mucosite intestinal induzida por irinotecano.

Para investigar o mecanismo pelo qual ALA diminui o transito intestinal e a
diarreia, mensurou-se a atividade da acetilcolinesterase (marcador indireto dos niveis de
acetilcolina, um neurotransmissor excitatorio, tecidual).

Conforme apresentado na figura 23, irinotecano diminuiu (p<0,05) a atividade da
acetilcolinesterase apenas no jejuno (figura 23B, 0,07+0,02) quando comparado ao grupo
controle (2,5+0,2). Ao passo que ALA ndo reverteu esse efeito em nenhum dos segmentos

avaliados.
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Figura 23 — Efeito do ALA na atividade da acetilcolinesterase no intestino delgado (duodeno,

jejuno e ileo) de camundongos submetidos & mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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No 5° dia do protocolo experimental, segmentos do duodeno (A), do jejuno (B) e do ileo (C) foram coletados
para avaliar a atividade da acetilcolinesterase. Os valores foram apresentados como média+ EPM da atividade da
acetilcolinesterase em nmol/mg de proteina/min. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle.
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que o ALA foi capaz de reduzir o
recrutamento de neutrofilos, estresse oxidativo e atenuar as alteracdes histologicas induzidas
por irinotecano no duodeno. Além disso, também observou-se que o ALA diminuiu a
diarreia, melhorou o trénsito intestinal e aumentou a sobrevida dos animais submetidos a
mucosite intestinal induzida por irinotecano.

O modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano foi primeiramente
descrito por Ikuno et al (1995) e sofreu adaptacGes de acordo com o tipo de animal e a
obtencdo das caracteristicas clinicas que mimetizam as condicdes apresentadas pelos
pacientes em uso desse quimioterapico. Dessa forma, a dose de irinotecano utilizada neste
estudo para induzir a mucosite intestinal em camundongos foi de 75mg/kg, conforme utilizada
por estudos anteriores (ARIFA et al., 2014; MELO et al., 2008; WONG et al., 2015). Essa
dose é utilizada devido a sua capacidade de mimetizar os achados clinicos como diarreia,
reducdo da sobrevida e perda de peso, bem como inflamacdo intestinal e alteracbes da
motilidade intestinal, conforme demonstrado pelo presente estudo. Em ratos, a dose de
irinotecano usada varia de 60 a 250 mg/kg (BOWEN et al., 2007; LIN et al., 2012; NAKAO
et al., 2012; SEZER; USTA; CICIN, 2009; STRINGER et al., 2009). Enquanto que as doses
utilizadas em camundongos é de 60 mg/kg (GUABIRABA et al., 2014; LIMA-JUNIOR et al.,
2012, 2014) ou 75 mg/kg (ARIFA et al., 2014; MELO et al., 2008; WONG et al., 2015).

Primeiramente, exibiu-se no presente estudo que o irinotecano reduziu a perda de
peso, conforme apresentado por outros estudos (ARIFA et al., 2014; GUABIRABA et al.,
2014; LIMA-JUNIOR et al., 2012, 2014; MELO et al., 2008; WONG et al., 2015). Enquanto
gue o ALA diminuiu essa perda de peso induzida por irinotecano. De forma semelhante, ALA
promoveu ganho de peso em ratos submetidos ao estresse por desmame precoce (FAN et al.,
2015) e camundongos submetidos a inflamacéo intestinal induzida por radiacdo (JEONG et
al., 2016). Varios fatores tem mostrado contribuir para a perda de peso promovida por
irinotecano, como nauseas, inapeténcia, perda de integridade da barreira epitelial intestinal e
diarreia. Além disso, a perda de peso acentuada induzida pelos quimioterapicos vem sendo
associada a reducéo da sobrevida (PERSSON; GLIMELIUS, 2002).

Na etapa seguinte, demonstrou-se no presente estudo que o irinotecano ocasionou
reducdo das vilosidades intestinais com vacuolizacdo de células epiteliais intestinais, perda da
arquitetura e necrose das criptas intestinais, incluindo intenso infiltrado de células

inflamatdrias na mucosa intestinal, conforme ja observado por estudos anteriores (ARIFA et
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al., 2014; GUABIRABA et al., 2014; LIMA-JUNIOR et al., 2012, 2014; MELO et al., 2008;
WONG et al., 2015). No entanto, ao tratar os animais com ALA, observou-se redugdo dessas
alteracdes histologicas induzidas por irinotecano no duodeno, bem como aumento das
vilosidades intestinais. De forma similar, ALA promoveu aumento das vilosidades do
intestino delgado de animais submetidos ao estresse por desmame precoce (FAN et al., 2015)
e a inflamac&o intestinal induzida por radiacdo (JEONG et al., 2016).

Devido a esses achados, levantou-se a hipotese de que a recuperacdo do
comprimento das vilosidades poderia estar associado com algum efeito do ALA na
proliferacdo de células epiteliais intestinais, logo realizou-se uma imunohistoquimica para
Ki67. Os achados deste estudo evidenciaram que o ALA reverteu o efeito do irinotecano na
proliferacdo de células epiteliais da cripta duodenal, aumentando a imunomarcacéo de Ki67.

Em linhagens de células cancerigenas da tiredide e do pulmado, ALA inibiu a
proliferacdo dessas células (FEUERECKER et al., 2012; MICHIKOSHI et al., 2013).
Portanto, sugere-se que o efeito do ALA na proliferacdo de células da cripta intestinal
observado no presente estudo foi por mecanismo indireto. Possivelmente, esse efeito
observado no presente estudo foi secundario a reducéo da inflamacédo pelo ALA.

Devido ao ALA ser considerado um potente antioxidante, investigou-se 0s niveis
de GSH. Dessa forma, observou-se neste estudo que ALA diminuiu o consumo de GSH na
mucosite intestinal induzida por irinotecano. Assim como no presente estudo, estudos
anteriores ja haviam demonstrado que irinotecano reduzia consideravelmente os niveis de
GSH (ALVAREGA et al., 2016; ARIFA et al., 2014). ALA, como ja esperado, aumentou 0S
niveis de GSH na mucosa duodenal de animais submetidos a mucosite intestinal induzida por
irinotecano. Achado semelhante também foi observado em modelo de lesdo renal induzida por
metotrexato em ratos tratados com ALA (CAKIR et al., 2015).

Um dos mecanismos pelos quais ALA estimula o aumento de GSH é por meio da
fosforilacdo e translocacdo do fator nuclear de transcricdo derivado de eritrdide 2 (Nrf2). Em
condigdes normais, Nrf2 se encontra inativo no citoplasma ligado a proteina Kelch like-ECH-
associado proteina 1 (Keapl) a qual impede sua translocacdo para o nucleo. Este fator é
ativado por alteracfes do estado redox da célula, tais como o aumento das concentragdes de
EROs, subprodutos de danos oxidativos e reduzida capacidade antioxidante (SHI et al., 2016).
No nucleo, Nrf2 interage com o elemento de resposta ao antioxidante para iniciar a
transcricdo de genes e proteinas que contribuem para neutralizar as espécies reativas de
oxigénio (YANG et al., 2016).
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ALA também reduziu o recrutamento de neutrofilos para o duodeno de animais
submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano, observado de forma indireta por
meio nos niveis da atividade de MPO. De forma semelhante, ALA também reduziu os niveis
de MPO na leséo pulmonar induzida por LPS e na colite induzida por acido trinitrobenzeno
sulfénico (TNBS) (LIN et al., 2013; KOLGAZI et al., 2006).

Os neutréfilos liberam enzimas como metaloproteinases (MMM-9) e MPO que
contribuem para a lesdo tecidual quando liberados em grandes quantidades por degradarem o
colageno tecidual (KOLACZKAWSKA; KUBES, 2013). Durante a inflamacéo, as citocinas
pro-inflamatorias, quimiocinas e fatores de crescimento estimulam o recrutamento de
neutrdfilos para o sitio da lesdo. Nesse contexto, IL-1p tem demonstrado estimular a migracao
de neutrdfilos (OLIVEIRA et al. 2008). Essa citocina pro-inflamatoria ativa NFkB, que ao ser
ativado se transloca para o nucleo, estimulando a transcricdo de genes de diversas
quimiocinas, de moléculas de adesédo e de citocinas pré-inflamatérias (LAWRENCE, 2009).
Neste aspecto as quimiocinas, como a IL-8, estimulam diretamente a migracdo dos neutrofilos
(ZEILHOFER; SCHORR, 2000). Apesar de néo ter sido demonstrado no presente estudo, ja
foi demonstrado previamente que irinotecano aumenta IL-8 na mucosite intestinal
experimental (ARIFA et al., 2014; LIMA-JUNIOR et al., 2012, 2014; MELO et al., 2008)

Ao avaliar a expressdo proteica de TNF-a, IL-6 e IL-1pB, observou-se que ALA
diminuiu a expressdo apenas de IL-6 e IL-1B na mucosite intestinal induzida por irinotecano.
Na imunohistoquimica, demonstrou-se que a redugdo de IL-1B ocorreu principalmente no
epitélio. Assim como no presente estudo, ALA também diminuiu IL-1p e IL-6 na lesédo
intestinal induzida pela radiagdo em camundongos (JEONG et al., 2016).

A IL-6 é considerada como uma citocina pleiotropica por agir de forma proé-
inflamatdria e anti-inflamatéria dependendo dos seus niveis teciduais e da via ativada.
Durante a inflamacdo IL-6 podo ser liberada por células epiteliais intestinais, mastdcitos,
células gliais e neurdnios entéricos, estimulando via NFkB a expressdo das citocinas IL-1a e
TNF-4 (SCHELLER et al., 2011). Nesse contexto, ja foi demonstrado previamente que ALA
modula a ativacdo de NFkB em mondcitos, assim como também reduziu a ativacao desse
fator de transcricdo na leséo intestinal induzida por radiagdo em modelo experimental
(JEONG et al., 2016; LEE; HUGHES, 2002). No presente estudo ndo demonstramos a
redu¢do da ativagdo de NFkB de forma direta, porém a diminui¢do de IL-1p e TNF-a
promovido por ALA na mucosite intestinal induzida por irinotecano podem indicar de forma

indireta esse processo.
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Na etapa seguinte, investigamos se 0 ALA seria capaz de melhorar a diarreia e as
alteracGes na motilidade intestinal induzidas por irinotecano, avaliando o escore de diarreia e
transito intestinal. Os resultados desse estudo demonstraram que o irinotecano causou diarreia
grave e aumentou o transito intestinal, conforme j& apresentando por estudos anteriores
(ARIFA et al., 2014; GUABIRABA et al., 2014; LIMA-JUNIOR et al., 2012, 2014).
Enquanto que o ALA foi capaz de reverter essas alteragdes induzidas por irinotecano.
Semelhante aos achados do presente estudo, ALA ja demonstrou previamente atenuar a
diarreia em ratos ap0s desmame precoce do aleitamento materno (FAN et al., 2015).

Para investigar o mediador envolvido nesse efeito do ALA na motilidade
intestinal e diarreia, realizou-se a avaliagdo da atividade da acetilcolinesterase. No presente
estudo, irinotecano diminuiu a atividade da acetilcolinesterase apenas no jejuno, mas nao no
duodeno. No entanto, ALA nédo preveniu a inibicdo dessa enzima induzida por irinotecano.
Esse achado indica que os efeitos de ALA na prevencdo da diarreia e das alteragbes da
motilidade n&o ocorrem via acetilcolinesterase.

O irinotecano ao inibir a atividade da acetilcolinesterase, ele promove a sindrome
colinérgica (DODDS; RIVORY, 1999; MORTON et al., 1999). A acetilcolinesterase regula
0s niveis de acetilcolina presentes no meio extracelular. A acetilcolina ¢ o principal
neutransmissor excitatério no intestino (ROSAS-BALLINA; TRACEY, 2009). Apesar de
ALA ndo ter revertido o efeito do irinotecano na atividade da acetilcolinestase, a acetilcolina
gue esta presente nos segmentos intestinais poderiam contribuir para o efeito anti-inflamatério
do ALA na mucosite intestinal induzida por irinotecano, porém nao houve relacdo direta para
esse efeito, uma vez que ALA apresentou melhor resultado no duodeno que ndo apresentou
alteracdes na atividade da acetilcolinesterase.

Em adicdo, também mostrou-se no presente estudo que ALA diminuiu o
encurtamento do mdsculo liso intestinal induzido por irinotecano. Estudos prévios ja
demonstraram que irinotecano promove o encurtamento do musculo liso intestinal por
promover hipercontratilidade desse musculo intestinal (ARIFA et al., 2014; GUABIRABA et
al., 2014).

Devido ao ALA ter atenuado as alteragdes histoldgicas, a inflamacdo, a diarreia e
a dismotilidade induzidas por irinotecano, levantou-se a hipdtese de que ele seria capaz de
melhorar a sobrevida de camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por
irinotecano. Os dados desse estudo demonstraram que o irinotecano reduziu a sobrevida dos
camundongos submetidos a mucosite intestinal. Ao passo que o ALA foi capaz de melhorar a

sobrevida dos camundongos submetidos & mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Por fim, este estudo evidenciou que irinotecano diminui a proliferacdo de células
epiteliais da cripta intestinal, promovendo o seu desarranjo e reduzindo as vilosidades
intestinais. A lesdo destas estruturas € potencializada, pelo aumento de TNF-a, IL-6 e IL-18,
com consequente recrutamento de neutrofilos. Em conjunto, esses mediadores ocasionam
alteracbes da motilidade intestinal, como diarreia, retencdo gastrica e acelera¢do do transito
intestinal, resultando em perda de peso e reducdo da sobrevida de animais submetidos a
mucosite intestinal induzida por irinotecano. No entanto, ALA previne essas alteracdes
induzidas pelo irinotecano aumentando a proliferacdo de células epiteliais da cripta duodenal
e inibindo a sintese de IL-1p pelo epitélio intestinal, diminuindo assim a inflamagao induzida
por irinotecano. Além disso, a reducédo de IL-6 sugere importante neuroprotecdo entérica pelo
ALA evidenciado pela melhora das dismotilidades intestinal induzida por irinotecano. Em
conjunto, esses efeitos do ALA contribuiram para a reducéo da perda de peso e a melhora na

sobrevida dos animais submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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7 CONCLUSAO

ALA previne a inflamacéo (reduzindo o recrutamento de neutrofilos e a sintese de
IL-1B, TNF-a e IL-6) e reduz a inibicdo da proliferacdo de células epiteliais da cripta
duodenal induzidos por irinotecano. Além disso, ALA atenua a diarreia, a perda de peso e as
alteracbes da motilidade gastrintestinal induzidas por irinotecano, bem como aumenta a
sobrevida de animais submetidos a mucosite intestinal experimental.

E necesséario o desenvolvimento de mais estudos para desvendar o mecanismo
pelo qual o ALA induz esses importantes efeitos que atenuam essas alteragcdes induzidas por

irinotecano.
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I sobrevida de

animais

inibigdo da proliferagdo de
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APENDICE A - MATERIAIS UTILIZADOS NO ESTUDO

Farmacos
Farmacos Fabricante Cadigo do produto

Irinotecan Bergamo 39151
Acido alfa-lipdico Sigma-Aldrich T5625
Reagentes e materiais

Reagentes/materiais Fabricante Codigo do produto
Albumina sérica bovina Sigma-Aldrich A2153-100
DAB Dako K3468
Dako Pen Dako 52002
Diluente do anticorpo Spring Bioscience ADS-125
DTNB Sigma-Aldrich D8130-5
HTAB Sigma-Aldrich -
Inibidor de protease Sigma-Aldrich P8340
Kit de citocinas para TNF-a R&D Systems DY410
Kit de citocinas para IL-6 R&D Systems DY406
O-dianosidina Sigma-Aldrich -
Peroxido de hidrogénio Abcam Ab64218
Reagente A e B (dosagem de citocinas) R&D Systems DY999
Reagente diluente (dosagem de citocinas) R&D Systems DY995
Solugéo de parada (dosagem de citocinas) R&D Systems DY994
Tampdao de lavagem 25x concentrado (dosagem de R&D Systems 895126
citocinas)
Vermelho de fenol Dinémica -
Solucbes

Solugdes Preparo

Formol tamponado a 10%

6,59 de fosfato de sodio dibasico

4¢ de fosfato de s6dio monobaésico

800 mL de agua destilada

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

Completar para 1000 mL.

PBS (concentrado 10x)

80g de Cloreto de sodio

2g de KCI

11,49 de fosfato de s6dio monobésico
4,5 g de fosfato de sodio 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 agua destilada

Tampdo citrato (concentrado 10x)

29,4q de Citrato de sodio
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900 mL de &gua destilada
Ajustar o pH para 6,0
Completar para 1000 mL.

Tampdo citrato (concentrado 1x)

20 mL de tampéo citrato 10x
180 mL de &gua destilada

Solucdo de DTNB

13,2 mg de DTNB
3,33 mL de metanol
Observagao: Proteger a solugéo da luz.

Tampéo TRIS

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