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RESUMO

O cancer de colorretal (CCR) é umas das principais neoplasias atualmente, tanto
devido a sua incidéncia quanto a sua mortalidade. Uns dos principais tratamentos
para 0 CCR consiste no uso do irinotecano. Entretanto, esse quimioterapico pode
desencadear um efeito colateral conhecido como mucosite intestinal, que cursa com
uma intensa diarreia, afetando de forma direta a qualidade de vida do paciente,
podendo acometer cerca de 20-40% dos pacientes em quimioterapia. Ainda nao é
totalmente esclarecida a fisiopatologia da mucosite, para a qual ndo existe
tratamento especifico. Assim, a investigacdo de mecanismos fisiopatoldgicos pode
contribuir para a descoberta de biomarcadores ou novas estratégias terapéuticas.
Estudos anteriores apontam o envolvimento no Toll-like receptor 4 (TLR4) no
equilibrio da homeostase intestinal. Contudo, o papel do TLR4 na patogénese da
mucosite intestinal ainda ndo é compreendido. Objetivo: Avaliar o papel do TLR4 e
polimorfismos desse receptor na patogénese da mucosite intestinal experimental e
clinica. Métodos: Camundongos C57BL/6 machos (WT, 20-25g) ou deletados
geneticamente para o receptor TLR4 (TLR4™), receberam salina (5 ml/kg, i.p.) ou
irinotecano (45 mg/kg, i.p.), uma vez ao dia/4 dias, para inducdo da mucosite
intestinal. Os animais foram pesados diariamente e os escorres de diarreia foram
medidos no sétimo dia apds o inicio do tratamento. Apos o sacrificio, uma amostra
de intestino foi retirada para dosagem de mieloperoxidase e anélise histopatologica e
morfométrica. Clinicamente, o impacto de polimorfismos de TLR4 no curso da
mucosite foi avaliado em pacientes com cancer colorretal. Para tanto, realizou-se um
estudo coorte de genotipagem para os polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP)
Asp299Gly (rs 4986790) e Thr399lle (rs 4986791) do TLR4 em pacientes com CCR
que faziam tratamento quimioterapico a base de irinotecano. Os dados obtidos foram
analisados por ANOVA/teste de Bonferroni ou Kruskal Wallis/teste de Dunn. Para
genotipagem, as andlises foram feitas através do Equilibrio de Hardy-Weiberg e
regressdo logistica. Resultados: A administracdo de irinotecano causou uma
significativa perda ponderal e diarreia, associada a uma pronunciada infiltracdo de
neutréfilos no intestino, alteragdes morfométricas e destruicdo da arquitetura das
vilosidades e criptas em camundongos TLR4” quando comparados aos WT, nos

quais ndo se verificaram tais alteracbes. Adicionalmente, os resultados da



genotipagem indicaram para o polimorfismo Asp299Gly uma associacdo do
genétipo homozigoto selvagem A/A com uma diminuicdo de risco de
desenvolvimento de CCR. Entretanto, ndo foi encontrada uma associacdo
significativa dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle com variaveis clinicas
como diarreia, dor abdominal e nausea. Conclusdo: O TLR4 é essencial para
manutencdo da homeostase do intestino e protecdo contra a toxicidade do

irinotecano.

Palavras-chaves: Mucosite intestinal. Irinotecano. Receptor Toll-like 4.

Polimorfismo.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is a disease with high incidence and mortality. Irinotecan 1s
an anticancer drug used as first and second-line therapy for CRC. Conversely,
irinotecan-associated side effects include intestinal mucositis and severe diarrhea,
which affect approximately 20-40% of patients undergoing chemotherapy, reducing
patients’ quality of life. The pathophysiology of mucositis is not completely known,
the reason why no specific treatment is available. Then, the investigation of the
underlying pathophysiological mechanisms can provide new disease biomarkers
and/or novel therapeutic strategies. Previous studies report the involvement of the
Toll-like receptor 4 (TLR4) in the regulation of intestinal homeostasis. However, the
role of TLR4 in the pathogenesis of intestinal mucositis is still to be investigated.
Objective: To evaluate the role of TLR4 and its receptor polymorphisms in the
pathogenesis of experimental and clinical intestinal mucositis. Methods: C57BL/6
(WT, 20-25g) or TLR4 knockout mice (TLR4™) were injected with saline (5 ml/kg,
i.p.) or irinotecan (45 mg/kg, i.p.) once daily/4 days for induction of intestinal
mucositis. Animals were daily weighted and, on the seventh day post first dose of
chemotherapy, diarrhea severity was assessed. The animals were killed and an ileum
sample was harvested for myeloperoxidase assay and histopathological and
morphometric analysis. In a clinical approach, the impact of TLR4 polymorphisms
on mucositis development was verified through a genotyping cohort study in CRC
patients. The study consisted on the analysis of single nucleotide polymorphisms
(SNP) Asp299Gly (rs 4986790) and Thr3991le (rs 4986791) for TLR4 in patients
with CRC who underwent irinotecan-based chemotherapy. Data were analyzed with
ANOVA / Bonferroni test or Kruskal Wallis / Dunn test. For genotyping, analyzes
were performed through the Hardy-Weiberg equilibrium and logistic regression.
Results: Irinotecan injection caused a significant body weight loss and increased
diarrhea associated with neutrophil infiltration in the intestine, morphometric
changes and destruction of the villi and crypts architecture in TLR4™ mice versus
WT animals, which showed no signs of intestinal injury. In addition, the genotyping
study indicated that the Asp299Gly polymorphism was associated with the
homozygous wild-type A/A genotype and with a decreased risk of CRC. However,

there was no association of Asp299Gly or Thr399lle polymorphism with diarrhea,
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abdominal pain and nausea. Conclusion: TLR4 is essential for the maintenance of

intestinal homeostasis and to protect from irinotecan-related intestinal damage.

Key-words: Intestinal mucositis. Irinotecan. Toll-like Receptor 4. Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

Cancer é o termo utilizado para definir um conjunto de doengas que tem como
caracteristicas a proliferacdo de células de maneira desordenada e a sua capacidade de
invadir tecidos adjacentes ou até mesmo espalhar-se para outros orgdos, formando
metastases (OMS, 2015).

S@o descritas como Marca Registrada do Céancer (Hallmarks of Cancer)
alteracdes envolvendo células e tecidos, que podem ser resumidas em oitos
caracteristicas: crescimento autossuficiente, insensibilidade aos supressores de
crescimento, replicacGes ilimitadas, resisténcia a apoptose, angiogénese, invasdo de
tecido e metastase, e 0s dois ultimos, definidos mais recentemente: reprogramacéo do

metabolismo energético e escape a imunovigilancia (figura 1).

Figura 1 — Marca Registrada do Cancer.

Marcas emergentes h
Escape a
imunovigilancia
Crescimento

autossuficiénte

Desregulagdo do
metabolismo energético

. ) Insensibilidade aos
Resisténcia a
supressores de

Indugdo de Invasdo de tecido
angiogénese e metastase

Replicagdes
ilimitadas

As marcas do cancer - capacidades distintivas e complementares que permitem o

crescimento do tumor e disseminagdo metastatica.
Fonte: Adaptado de Hanahan; Weinberg, 2011.

E indiscutivel que o cancer, principalmente nos paises em desenvolvimento, é

um importante problema de salde publica mundial, pois 70% das mortes por cancer
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ocorrem em paises subdesenvolvidos. E licito mencionar que o cancer é a segunda causa
de ébitos no mundo (OMS, 2015). Contudo, apenas 1 em cada 5 paises de baixa e média
renda fornecem dados necessarios para incentivar a politica de combate ao cancer
(OMS, 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 8,8 milhdes de
pessoas foram & obito no ano de 2015 em virtude dessa doenca em todo o mundo.
Dentre os principais tipos de cancer responsaveis por esses numeros, tem-se pulméo
(1,69 milhdes de mortes), figado (788.000 mortes), colorretal (774.000 mortes),
estdmago (754.000 mortes) e mama (571.000 mortes). Acredita-se que um terco das
mortes por cancer séo em decorréncia de fatores comportamentais e alimentares, como,
por exemplo, alto indice de massa corporea, alimentacdo ndo saudavel, sedentarismo,
uso de tabaco e uso de alcool. Sendo assim, muitas mortes podem ser prevenidas,
através da conscientizacdo do paciente em evitar esses fatores de risco (OMS, 2017).

No Brasil, estimam-se que para cada ano do biénio 2018-2019, conforme
ilustrado na figura 2, havera 17.380 novos casos de cancer colorretal (CCR) em homens
e 18.980 em mulheres. Desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de
cancer ocupa a quarta posicdo nos homens e a terceira nas mulheres na regido Nordeste
do pais. J& no estado do Ceard, a estimativa para esse tipo de cancer é de 940 novos
casos da doenca, dentre os quais, 430 casos serdo provenientes de Fortaleza (INCA,
2018).

Figura 2 — Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2018, por sexo, exceto pele ndo melanoma*.

Prostata 54220 HM% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bringuio e Pulmio 18.740 B.7% Cdlon e Reto 18.9E0 0.4%
Calon e Reto 17.380 B1% Colo do Utero 16.370 B1%
Estdmago 13.540 B,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 B,2%
Cavidade Oral 11.200 5.2% Glindula Tirenide 8.040 4,0%
Esdofapo 3.240 3.8% Estémago 7730 3.8%
Bexiga 6.690 3.1% Corpa do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3.0% Owiario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2.8% Sisterna Mervoso Cendral 5.510 2,7%
Sistema Merwoso Cenral 5.810 2.7% Leucemias 4.860 2.4%

*Mameros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2018.

Apesar do crescente nimero de casos, em alguns paises desenvolvidos, a

incidéncia da doenca vem diminuindo nos ultimos anos, sendo uma resposta ao
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rastreamento para deteccdo e remocao de lesdes percussoras. Porém, essa realidade ndo
¢ a mesma para 0s paises em desenvolvimento, pois o indice da doenca vem
aumentando nesses paises (INCA, 2018).

O CCR é uma doenca complexa que geralmente progride ao longo de varios
anos. O seu desenvolvimento pode ser caracterizado como um processo dindmico que
envolve deferentes etapas, desde o aparecimento de polipos adenomatosos pré-malignos
até 0 CCR (COLEMAN; TSONGALLIS, 2016).

Esse tipo de cancer engloba tumores que acometem um segmento do intestino
grosso. E tratavel e curavel na maioria dos casos quando diagnosticado de maneira
precoce e ainda quando ndo se encontra em metastase. O surgimento dessa doenca
acontece em quase todos os casos a partir de polipos, que sdo lesbes benignas que
crescem na parede interna do intestino grosso. A deteccdo e remogédo dos poélipos antes
de se tornarem malignos é uma maneira de prevenir o aparecimento de tumores (INCA,
2018).

O risco de desenvolver a doenga aumenta no decorrer da idade, porém, alguns
fatores modificaveis podem estar associados com o0 aumento do risco, tais como
obesidade, sedentarismo, consumo de alcool, tabagismo, consumo excessivo de carne
vermelha ou processada, baixa ingestdo de célcio e alimentos ricos em fibras, frutas e
vegetais. Fatores hereditarios também aumentam o risco de desenvolver CCR, tais como
historico familiar ou pessoal de cancer colorretal e/ou pélipos, e historia pessoal de
doenca inflamatéria cronica (OMS, 2015).

O tratamento mais comum para 0 CCR ndo metastatico é geralmente cirtrgico
para remocao da area afetada e linfonodos adjacentes, podendo ser até mesmo curativo,
sendo o estadiamento cirurgico a principal ferramenta utilizada para estabelecer o
estagio da doenca nos pacientes recém diagnosticados. A profundidade da lesdo na
parede intestinal (T), o numero de linfonodos acometidos (N), e a presenca de
metastases a distancia (M) continuam sendo as informacdes mais relevantes para esta
definicdo (EDGE et al., 2010). O prognostico desses pacientes varia conforme o
estadiamento e a disponibilidade de tratamento. Por estddio do TNM, as taxas de
sobrevida variam, pois quanto mais precoce o diagndstico maior a taxa de sobrevida.

Os tumores colorretais tém grande potencial para disseminacdo a distancia. Os
sitios de metastases mais frequentes desse tipo de tumor sdo figado (38-60%),
linfonodos abdominais (39%), pulméo (38%), peritdnio (28%), ovario (18%), adrenal
(14%), pleura (11%), osso (10%) e cérebro (8%) (KEMENY; SEITER,1993).
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No CCR metastatico (CCRm) a remocao cirdrgica de lesdes metastaticas é uma
importante opcdo de tratamento, porém, grande parte dos pacientes com a doenca
metastatica apresentam tumores irressecaveis, com isso, a quimioterapia citotoxica é a
principal forma de tratamento para esses pacientes (LEAL; FERREIRA; SASSE, 2017).
Por vérias décadas, o tratamento utilizado para 0 CCRm, baseava-se unicamente na
terapia com 5-fluoracil (5-FU) (DOUILLARD et al., 2000). Contudo, houve a
incorporagéo de novas drogas como o irinotecano, a oxaliplatina e terapias alvo como o
bevacizumabe, impactando no tempo de sobrevida dos pacientes (LEAL; FERREIRA,;
SASSE, 2017).

O tratamento de primeira linha utilizado para o tratamento de CCRm,
atualmente, consiste na utilizacdo de combinagdes de agentes citotdxicos em diferentes
protocolos, como: 5-FU, leucovorin e oxaliplatina (FLOX e FOLFOX), ou irinotecano
(FOLFIRI e IFL) (RIBEIRO et al., 2016). Estudos multicéntricos demostraram que a
adicdo do irinotecano aos tratamentos convencionais com 5-FU para CCRm trouxeram
ganhos para o regime em bolus (SALTZ et al., 2000) ou infusional (DOUILLARD et
al., 2000). Pacientes que tiveram o acréscimo desse quimioterapico apresentaram uma
melhor taxa de resposta (35% vs. 22%) maior tempo mediano para progressao (6,7
meses vs. 4,4 meses) e sobrevida global mediana (17,1meses vs.14,1 meses) quando
comparados a pacientes sem uso do irinotecano. Porém, 0s regimes com o irinotecano
se mostraram continuamente mais toxicos, embora a toxicidade tenha sido considerada
manejavel. Posteriormente, esse agente citotoxico associado ao regime infusional de
fluorouracil (FOLFIRI) se mostrou superior ao regime de combinagdo dele com
fluorouracil em bolus (IFL) em sobrevida mediana livre de progressdo (7,6 vs. 5,9
meses) (FUCHS et al., 2008).

A despeito do claro avanco terapéutico, a ponto de melhorar o prognostico de
varios tumores, 0s pacientes oncoldgicos continuam sofrendo em demasia com 0s
efeitos colaterais toxicos da quimioterapia e radioterapia. Além disso, o conhecimento
ainda insatisfatorio da patogénese de boa parte dessas reacdes adversas se reflete no
namero bastante limitado de opgOes terapéuticas protetoras (BOSSI, et al., 2015).
Consequentemente, efeitos adversos sérios levam muitas vezes a interrupgdo da
quimioterapia ou radioterapia, comprometendo a eficacia global do tratamento
oncologico (BOSSI, et al., 2015).

Nesse contexto, tem sido referido que as toxicidades gastrointestinais, entre

outras estdo estritamente relacionadas com a diminuicdo da adesdo do paciente ao
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tratamento oncoldgico. A questdo é que a interrupcdo do tratamento, dependendo da
doenca e da fase da terapia, aumenta os custos para o sistema de salde, tornando-se uma
questdo de saude publica. Nos Estados Unidos estima-se um impacto econdmico anual
de 100-330 bilhdes de dolares relacionado a falta de ades@o ao tratamento oncologico
(BOSSI, et al., 2015). Infelizmente, no Brasil, ndo dispomos de dados demograficos e

de farmacoeconomia relativos as toxicidades do tratamento oncoldgico.

1.2 Irinotecano

O irinotecano é um derivado semi-sintético da camptotecina (CPT). Esta foi
primeiramente isolada a partir da casca da Camptotheca acuminata (arvore feliz
chinesa) em 1966 por Wall e Wani, eles descobriram que o extrato dessa planta tinha
uma atividade antitumoral em testes in vitro e em modelos experimentais de leucemia
em murinos. O CPT é um alcaléide tipo quinolona, que possui uma baixa estabilidade e
solubilidade e ainda ocasionou reagOes adversas graves em pacientes que estavam
fazendo ensaios clinicos para cancer de c6lon, assim, o composto deixou de ser testado.
Porém no final da década de 80 foram realizadas modificacdes estruturais na CPT,
devido a identificagdo da enzima topoisomerase | como alvo celular e indicando o seu
mecanismo de agdo antitumoral. Com isso, muitas moléculas foram produzidas a partir
da estrutura da CPT, porém somente duas foram aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA), o irinotecano (CPT-11) e o topecano, como demostrado na
figura 3 (MARTINO et al., 2017).

Figura 3 — Estruturas da Camptotecina, Topotecano e Irinotecano.
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Fonte: MARTINO et al., 2017.
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O CPT-11 tornou-se disponivel no Japdo em 1994, para o tratamento de cancer
de pulmdo, colo de uUtero e ovario. J& em 1996, nos Estados Unidos, foi aprovado
primeiramente para o tratamento do CCRm refratario ao 5-FU, e posteriormente
aprovado para utilizacdo em combinagdo com 5-FU e leucovorin, para o tratamento de
primeira linha de CCRm (FUJITA, et al., 2015).

O irinotecano é um pré-farmaco que é convertido em seu metabdlito ativo SN-
38 (Figura 4) pela enzima carboxilesterase (CE). A ativagdo consiste na clivagem da
cadeia lateral piperidina presente na posi¢do C-10, originando o SN-38, que chega a ser
1000 vezes mais potente do que o CPT-11, sendo ainda o principal responsavel pela sua
eficacia e toxicidade. A CE encontra-se no figado, plasma, intestino e tecidos tumorais
(RIVORY, et al., 1996). Apos a clivagem o SN-38 sofre uma glucoronizacdo pela
enzima UGT1A1, formando o SN-38 inativo (SN-38G). Tanto a forma ativa como a
forma sem efeito citotoxico sdo excretadas pela via biliar chegando no intestino, onde a
forma inativa pode ser hidrolisada novamente ao SN-38 através da agdo da f-
glicuronodases produzidas bactérias intestinais (RABBA, et al. 2011). No figado, o ele
ainda é metabolizado pela enzima CYP3A4, gerando dois metabolitos inativos APC (7-
ethyl-10-[4-N-(5-aminopentanoic acid)-1-piperidino]carbonyloxycamptothecin) e NPC
(7-ethyl-10-[4-N-(1-piperidino)-1-amino]carbonyloxycamptothecin), onde o NPC pode
ser metabolizado pela CE em SN-38 (figura 5) (FUJITA, et al., 2015).

Figura 4 — Estrutura do SN-38
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Fonte: Adaptado de RABBA, et al. 2011.
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Figura 5 - Metabolismo do Irinotecano.

Eliminagao
nas fezes

O figado, a enzima CYP3A4 atua sobre o CPT-11 gerando dois compostos inativos, APC (7-etil-10-[4-N-(5-
acido aminopentanoéico)-1-piperidino]-carboniloxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-[4-amino-1-piperidino]-
carboniloxicamptotecina). O NPC pode ser metabolizado pela carboxilesterase (CE) em SN-38. A depuracio do
SN-38 ¢ feita no figado pelo polipeptidio Al da familia da undina difosfato glicosiltransferase 1 (UGT1A1),
gerando glicuronidios de SN-38 (SN-38G), que sdo desprovidos de atividade biologica. CPT-11. SN-38 e SN-
38G sio excretados na bile e chegam ao intestino delgado. No intestino delgado. o CPT-11 pode ser clivado pela
CE intestinal, formando mais SN-38. Além disso, o SN-38G pode ser desconjugado pela a¢do de bactérias
intestinais produtoras de B-glicuronidase, transformando-se novamente em SN-38. Este, por sua vez, é
reabsorvido iniciando um processo de recirculagdo éntero-hepatica (TAKASUNA et al., 1996; CHESTER et.
al., 2003; TALLMAN. 2005).
Fonte: RIBEIRO, R. A. Concurso para provimento ao cargo de professor titular de

Farmacologia Geral, 2011.

O mecanismo citotdxico do irinotecano (figura 6) consiste na inibicéao seletiva da
enzima topoisomerase | (TOP 1), enzima esta que estar relacionada com a replicacao,
transcri¢do, recombinacdo e reparo do DNA. A TOP |, liga-se de modo covalente a
dupla hélice de DNA, levando a quebra de uma das fitas, gerando um relaxamento da
supertorcdo, o0 que permite a sua replicacdo. Apés o relaxamento, a TOP | une as duas
cadeias de DNA, restaurando a sua integridade. O irinotecano age formando um
complexo ndo covalente entre a TOP | e as fitas de DNA, levando a uma quebra
irreversivel na cadeia de DNA, evitando a recombinacdo da fita dupla e
consequentemente levando a uma morte celular (MARTINO et al., 2017).
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Figura 6 — Mecanismo de acdo do Irinotecano.
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Fonte: Sato, et al. 2008.

A toxicidade relacionada ao tratamento com o irinotecano ocorre devido ao
acumulo de seus metabdlitos, principalmente do SN-38, no intestino (GUPTA et al.,
1994), sendo a mucosite gastrointestinal e a diarreia os feitos colaterais mais comuns
relacionados ao uso desse agente citotdxico, interferindo de maneira negativa na
eficacia do tratamento (RIBEIRO et al., 2016).

1.3 Mucosite Gastrointestinal

Mucosite alimentar ou gastrointestinal refere-se ao dano provocado nas mucosas
(cavidade oral ou intestinal) originados pelo uso de quimioterapia e/ou radioterapia
antineoplasicas. Geralmente essas lesdes sdo dolorosas, podem ocorrer de maneira
global ou localizada e prejudicam a ingestdo nutricional do paciente. Os principais
sintomas apresentados sdo dor, nausea, vomito, diarreia, entre outros, sendo a diarreia o
sintoma mais marcante da mucosite intestinal. Esses sintomas s&o decorrentes da néo-
seletividade dos agentes quimioterapicos, visto que também afetam células epiteliais
com alta taxa de proliferacdo no trato gastrointestinal (GIBSON; KEEFE, 2006).

Uma mucosite mais grave pode levar a reducdo da dose do quimioterapico ou até

mesmo a interrupgdo do tratamento. Acomete cerca de 20% a 40% dos pacientes que
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foram submetidos a terapia antineoplasica convencional, sendo altamente significativa e
um fator dose-limitante do tratamento antineoplasico, afetando a qualidade de vida e
sobrevida dos pacientes (LALLA et al., 2014).

A classificacdo da mucosite é realizada por meio de escores, utilizando os
criterios comuns de toxicidade (CTC) desenvolvidos pelo National Cancer Institute
(NCI) norte-americano: grau O (nenhum) — sem diarreia; grau 1 (leve) - aumento de até
4 evacuagOes ao dia; grau 2 (moderado) — aumento de 4 a 6 evacuacOes ao dia,
indicacdo de hidratacdo venosa por tempo inferior a 24h; grau 3 (grave) — aumento
maior ou igual a 7 evacuacbes por dia, incontinéncia, hidratacdo venosa por tempo
superior a 24 horas e hospitalizacdo; grau 4 — risco a vida; grau 5 — morte.

O aparecimento da mucosite geralmente ocorre no primeiro ciclo da
quimioterapia. Um estudo realizado por Keefe et al, (2014) constatou a ocorréncia de
mucosite grau 2 ou superior no ciclo 1 de quimioterapia em 50% dos pacientes com
CCR que receberam FOLFIRI e 30% dos pacientes com CCR que foram tratados com
FOLFOX. Ainda foi relatado episédios de mucosite em aproximadamente 10% dos
pacientes que estavam entre 0 3 ao 5 ciclo dos diferentes protocolos. E por fim, ndo foi
significativo o nimero de casos de mucosite em pacientes nos ciclos 6 em diante. A
incidéncia da diarreia como um todo nesses pacientes do estudo foi de 89% para
FOLFIRI e 50% para FOLFOX, sugerindo que o irinotecano tem papel crucial no
desenvolvimento da diarreia grave, quando incorporado aos regimes quimioterapicos.

A diarreia decorrente ao uso do irinotecano ocorre por dois mecanismos
diferentes, fase inicial e tardia. A diarreia inicial ocorre até 24 horas apds a
administracdo do irinotecano, possui uma fisiopatologia colinérgica, sendo controlada
com o uso de atropina administrada de maneira profilatica. A diarreia tardia ocorre
principalmente entre o sexto e o décimo dia ap6s a administracdo do quimioterapico
(TRIFAN et al., 2002).

N&o existe tratamento e nem prevencdo para a mucosite intestinal, sendo
geralmente utilizado como tratamento paliativo a loperamida, um farmaco opioide ndo
analgésico de acdo periférica que diminui a motilidade intestinal, controlando assim os
episddios diarreicos (KEEFE et al., 2014) sem afetar a lesdo intestinal subjacente
(LIMA-JUNIOR et al., 2012). Porém, em casos mais graves de mucosite, como grau 3 e
4, a loperamida ndo é eficaz (GIBSON; KEEFE, 2006).

A patogénese da mucosite intestinal ainda ndo é totalmente esclarecida.

Portanto, ha interesse em uma melhor compreensdo do mecanismo subjacente. Na
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ultima década, contudo, tem-se verificado um significativo avanco. O Laboratorio de
Farmacologia da Inflamagdo e do Céancer (LAFICA) vem contribuindo com esse
progresso através do desenvolvimento e aprimoramento de modelos experimentais de
mucosite intestinal induzia por quimioterapico, a fim de cooperar com o entendimento
das vias pelas quais esta se desenvolve (CARNEIRO-FILHO et al., 2004; MELO et al.,
2008; SOARES et al., 2008.; SOARES et al., 2011; LEITAO et al., 2011; LIMA-
JUNIOR et al., 2012; SOARES et al., 2013; LIMA-JUNIOR et al., 2014; WONG et al.,
2015; PEREIRA et al., 2016; FERNADES et al., 2018).

Nesse contexto, foi observado pelo nosso grupo que a administracdo de
irinotecano na dose de 75 mg/kg/dia, por 4 dias consecutivos, em camundongos Swiss,
sendo realizada a eutandsia no quinto ou sétimo dia ap6s a primeira dose do
quimioterapico, causa uma significativa diarreia, com diminuicdo da altura das
vilosidades intestinais, perda da arquitetura das criptas e intenso infiltrado celular
inflamat6rio. No mesmo trabalho, foi constatado que o irinotecano aumenta a producéao
de citocinas como TNF-o, IL-1p ¢ KC (quimiocina analoga a IL-8 humana no
camundongo) e que a utilizacdo de inibidores de citocinas (pentoxifilina e talidomida)
reduz significativamente os dados intestinais (MELO et al., 2008).

A utilizagdo de modelos experimentais permite a investigacdo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da mucosite intestinal. Assim, foi estudado o papel de
algumas citocinas e do éxido nitrico (NO) na patogénese da mucosite intestinal por
diferentes quimioterapicos, como, 5-fluorouracil (SOARES et al., 2011; SOARES et
al., 2013), irinotecano (LIMA-JUNIOR, 2008; LIMA-JUNIOR et al., 2012),
metotrexato (LEITAO et al., 2007; LEITAO et al., 2011) ou a combinagdo de 5-
fluorouracil e irinotecano (PEREIRA et al., 2016). Com isso, foi demostrado que na
mucosite intestinal induzida pelo irinotecano, citocinas como a IL-18 e 0 TNF-a
aumentam a expressdo da enzima Oxido nitrico sintase, catalisando a formacdo de NO,
gerando assim intermediarios reativos, como 0 peroxinitrito, sendo este o possivel
mediador final da leséo da mucosa em camundongos tradados com irinotecano.

As espécies reativas de oxigénio (EROS) séo capazes de induzir uma inflamacgéo
através da ativacdo de um complexo citoplasmatico multiproteico, conhecido como
inflamassoma, onde este € composto por receptores semelhantes a NOD (NLR), que
reconhecem moléculas associadas ao dano e ativam a caspase-1, que por sua vez, cliva a
pro-IL1B e a pro-1L-18 para suas formas operacionais (CASSEL et al., 2008; Schroder

et al., 2010). Assim, Lima-Junior et al., 2014, avaliou o envolvimento da IL-18 e
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caspase-1 em camundongos com mucosite intestinal induzida por irinotecano, atraves
da delegéo génica para IL-18 ou caspase-1 e o tratamento de animais selvagens com IL-
18 bp, onde ocorreu a prevencdo do desenvolvimento da diarreia, um aumento nos
niveis de mieloperoxidase (MPO) e a imunomarcacdo para oxido nitrico sintase
reduzida (iNOS).

A microbiota intestinal tem papel fundamental em todas as fases da patogénese
da mucosite. Camundongos tratados com irinotecano apresentam uma translocagéo
bacteriana sistémica e hepatica, sugerindo o envolvimento de padrdes moleculares
associados a patdégenos (PAMPSs) nessa doenca (WONG et al., 2015). A ativacdo da
resposta imune inata no intestino é provocada por receptores de reconhecimento de
patdgenos, incluindo receptores do tipo toll-like (TLRS), que sdo capazes de reconhecer
PAMPs e padrbes moleculares associados ao dano (DAMPS). Nesse contexto, Wong et
al., 2015, estudou o papel dos receptores de reconhecimento de padrdo TLR2 e TLR9 e
da proteina adaptadora MyD88 (fator de diferenciacdo mieloide 88), envolvida na via de
sinalizacdo desses receptores, através da utilizagdo de camundongos knockout para
TLR2, TLR9 ou MyD88. De forma interessante, animais com dele¢do génica para
TLR2 ou MyD88 e injetados com irinotecano apresentaram uma prevencdo do dano
intestinal. Em contrapartida, a delecdo do TLR9 modulou a diarreia, sem, contudo,
alterar o curso da inflamacdo subjacente. Esse achado, indica que os mecanismos de
diarreia e de inflamacdo associados a mucosite podem coordenados por vias distintas
uma da outra.

Adicionalmente, Frank et al., 2015, demostrou que camundongos knockout para
TLR2 tratados com metotrexato apresentaram uma mucosite exacerbada. Ja Sukhotnik
et al., 2014, demostrou que a via de sinalizacdo de TLR4/ MyD88 é protetora contra
danos intestinais induzidos por metotrexato. E ainda foi demostrado por Kaczmarek et
al., 2012, que as vias de sinalizacdo de TLR2 e TLR9 desempenham um papel central
no desencadeamento da mucosite intestinal induzida pela doxorrubicina. Assim, sugere-
se que a patogénese da mucosite parece ser fortemente dependente do agente
quimioterapico utilizado.

Na figura 7, apresenta-se um resumo dos mecanismos patogénicos da mucosite
intestinal por irinotecano. Resumidamente, o irinotecano e SN-38 induzem a apoptose
atraveés da geracdo de EROs, que ativam inflamassoma e IL-1, IL-18 e I1L-33 por meio
da caspase-1. Essas citocinas induzem células residentes a expressar COX-2 e iNOS, o

que acarreta na producgéo de prostaglandinas e 0xido nitrico, gerando um dano intestinal.
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Em consequéncia, DAMPS e PAMPS estimulam TLR a ativarem NF-kB o que aumenta
a expressdo de citocinas pro-inflamatérias, que contribuem para a producdo de
quimiocinas e para o recrutamento de neutréfilos, amplificando a geracdo de espécies
reativas de oxigénio e o dano intestinal (RIBEIRO et al. 2016). Apesar da clara
descricdo do fenbmeno de translocacdo bacteriana durante a mucosite, bem como do
papel de receptores TLR2 e TLR9 (WONG et al., 2015), ndo ha na literatura relatos
quanto ao papel de receptores TLR4. Contudo, o perfil bacteriano em translocacao é
predominantemente de bactérias gram-negativas, que expressam ligantes de superficie
para os receptores TLR4 (WONG et al., 2013).

Figura 7 - Patogénese da mucosite intestinal induzida por irinotecano.
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Fonte: Ribeiro, et al. 2016.

1.4 Receptor Toll-like 4

Receptores Toll-like (TLRs) sdo expressos em células imunoldgicas
(macrdfagos, células dendriticas, neutréfilos e mondcitos) e tém papel critico nas
respostas imunes contra patdgenos invasores, pois funcionam como receptores de

reconhecimento de padrdo (PRR), sendo responsaveis por detectar patdgenos invasores
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fora da célula e nos endossomos e lisossomos intracelulares (AKIRA; UEMATSU,;
TAKEUCHI, 2006). De maneira geral, eles reconhecem moléculas endogenas liberadas
no processo apoptose ou necrose celular, moléculas essas também conhecidas como
DAMPs, e ainda reconhecem os PAMPs, como lipopolissacarideo (LPS), DNA
bacteriano, RNA viral, flagelina e peptidoglicano (figura 8) (TAKEUCHI; AKIRA,
2010).

Figura 8 — Ligantes especificos para receptores Toll-like.
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Os receptores Toll-like (TLR) reconhecem uma variedeade de Padrdes moleculares associados a patogenos
(PAMPs). O reconhecimento do TLR4 requer duas proteinas acessorias: CD14 e MD2. O TLR2 reconhece uma
ampla quantidade de ligantes n3o relacionados estruturalmente e funciona em combinagio com outros (mas nio
todos) receptoes Toll, incluidno TLR1 and TLR6. TLR3 esta envolvida no reconhecimento de fita-dupla
(dsRNA). TLRS é especifico para flagelin bacteriano. enquanto TLR9 € o receptor para CpG ndo metilado, que
sdo abundantes no DNA bacterianao. LPS: Lipopolisacarideo. G-: Gram negativa. G+: gram positivas. Proteina
F RSV: Proteina F do virus sincicial respiratério. CpG DNA: DNA bacteriano. Fonte: Adapatado de
MEDZHITOV, 2003. Nature Reviews Immunology. 1: 135-145, 2003.

O receptor Toll-like 4 (TLR4) é expresso na membrana plasmaética juntamente
com o fator de diferenciacdo mieloide 2 (MD-2) e reconhece o LPS, componente
derivado da membrana externa de bactérias Gram-negativas conhecido por induzir
inflamacgdes sistémicas (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). A cascata de sinalizagido desse
receptor & complexa, tendo duas principais vias (figura 9), uma MyD88-dependente e
uma MyD88-independente/TRIF-dependente. A diferencga no tipo de sinalizagdo ativada
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vai depender do uso seletivo de diferentes combinacdes de moléculas adaptadoras e
transdutoras de sinais (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).

No caminho de sinalizagdo MyD88 dependente, o dominio intracelular TIR
(Toll/Receptor IL-1) se associa a molécula adaptadora MyD88. A MyD88 leva a
fosforilacdo de residuos serina/treonina da quinase IRAK4, onde este, ap0s sua ativacao,
é responsavel pela ativacdo, recrutamento e degradacdo do IRAK-1 e IRAK-2
(KAWAGOE et al, 2008). As IRAKSs se desagregam do MyD88 e ligam-se com o
TRAF6 (fator 6 associado ao receptor TNF) que por sua vez ativa TAK1 (quinase 1
ativada por TGF-B) que forma um complexo com TAB1 (proteina 1 de ligagdo a
TAK1), ativando a IKK (quinase IKB) e a cascata da MAPK. Com isso, o complexo
IKK, composto por IKK-a, IKK-B e IKK-y, ¢ capaz de fosforilar uma proteina inibidora
do NF-kB (IkB). Essa fosforilacdo leva uma translocacdo do fator de transcricdo NF-kB
para o nucleo e ativa a expressdo de genes de citocinas pro-inflamatdrias. A ativacéo da
cascata da MAPK ¢é responsavel pela formacdo de outro complexo de fatores de
transcricdo, o AP-1 (proteina ativadora 1), que tem como alvo os genes que codificam
citocinas (TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

Na via de sinalizacdo MyD88-independente/TRIF-dependente, o TLR4 requer
uma molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM), para ativar o TRIF (proteina
adaptadora contendo o dominio TIR, que induz IFN-B). O TRIF recruta TRAF3 (fator 3
associado ao receptor de TNF) que por sua vez se associa com o TBK1 e IKK-i,
responsaveis pela dimerizacdo, translocacéo e ativacdo do fator IRF3 e IRF7, resultando
na inducdo de IFN (interferon) tipo | e na expressédo de genes induzidos por IFN
(TAKEUCHI; AKIRA, 2010).
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Figura 9 — Vias de sinalizagdo TLR4.
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LPS é reconhecido na superficie celular por 2 conjuntos de complexos TLR4 / MD2. A
estimulacdo do ligando recruta MyD88 e TIRAP para o TLR, e um complexo de IRAKS
e TRAF6 sdo subsequentemente formados. O TRAF6 atua como uma ligase de
ubiquitina E3 e catalisa a formacdo de uma cadeia de poliubiquitina ligada a K63 no
préprio TRAF6 e geracdo de uma cadeia de poliubiquitina ndo conjugada com um
complexo E2 ubiquitina ligase de Ubcl13 e UevlA. A ubiquitinagdo ativa um complexo
de TAK1, TAB1 e TAB2 / 3 resultando na fosforilagdo de NEMO e na ativagdo de um
complexo IKK. O IkB fosforilado é degradado, e o NF-kB liberado transloca-se para o
nacleo, onde impulsiona a expressdo de genes de citocinas. Simultaneamente, a TAK1
ativa as cascatas de MAP quinases levando a ativacdo de AP-1, que também € critico
para a indugdo de genes de citocinas. O LPS induz a translocacdo do TLR4 para o
endossomo junto com o TRAM. TLR4 ativa a sinalizagdo dependente de TRIF, que
ativa NF-xB e IRF3 resultando na inducdo de genes de citocinas pro-inflamatorias e
IFN tipo I. O TRAF6 e o RIP1 ativam 0 NF-kB, enquanto o TRAF3 ¢ responsavel pela
fosforilagdo do IRF3 por TBK1 / IKK-i. NAP1 e SINTBAD sdo necessarios para a
ativacdo do TBK1 / IKK-i. O IRF3 fosforilado transloca-se no nucleo para induzir a
expressdo de genes IFN tipo I.

Fonte: Adaptado de Takeuchi; Akira, 2010.
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Estudos mostraram que o LPS, além de induzir processos inflamatorios, pode
promover a progressdo tumoral, pois age diretamente nas células tumorais, levando a
um aumento de proliferacdo e invasdo da matriz por meio da regulacdo positiva do NF-
kB (ANDREWS et al, 2001; WANG et al, 2003). Outro estudo relatou que a ativacao
do TLR4 pode estar envolvido no desenvolvimento de CCR aumentando a expressao de
COX-2 e do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (FUKATA et al,
2007). Assim, a associacdo do TLR4 com a inflamac&o e o cancer indica um potencial

terapéutico de agonistas e antagonistas desse receptor (AWASTHI, 2014).

1.5 Polimorfismos do TLR4

Polimorfismo é definido como qualquer sequéncia variante ou alternativa de um
alelo que ocupa um determinado loco génico com uma frequéncia superior a 1% na
populagdo em geral. Entretanto, os alelos com frequéncia menor que 1% sdo chamados
de variantes raras (MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003; NUSSBAUM et al,
2008).

As variantes polimorficas funcionais observadas por multiplos alelos para um
dado loco é capaz de influenciar a expressao de determinado gene, ou mesmo de alterar
sua atividade (NUSSBAUM et al, 2008). Alguns fatores sdo de grande importancia no
processo da génese das doencas e impactam diretamente em sua expressao fenotipica.
Dentre estes fatores, tem-se: meio ambiente, infecgdes, fumo, condi¢es nutricionais e
susceptibilidade genética prévia aos mais diversos tipos de doencas
(MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003).

Em busca de adaptar-se ao ambiente em que vivem, todos 0s organismos sofrem
adaptacOes genéticas (KINANE; HART, 2003; TAKASHIBA; NARUISHI, 2006). O
polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP) é o tipo mais comum dentre o0s
polimorfismos, onde ocorre a substituicdo de um Unico nucleotideo por outro, levando a
troca de um Unico par de base, na sequéncia de DNA entre os individuos, podendo
assim afetar a expressdo de proteinas, a estrutura e a fungdo de um gene. Sua ocorréncia
é estimada em uma frequéncia de aproximadamente 1 para cada 1000pb por todo o
genoma e inumeros SNPs ja foram mapeados (BROOKES, 1999).

Em um levantamento realizado por Hollegaard e Bidwell, 2006, observaram-se

associacOes de predisposicdo ou até mesmo protecdo de SNPs em genes de citocinas,
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contribuindo para o aumento ou diminuicdo do risco do paciente para a expressdo
fenotipica de doengas, como doencas infecciosas, doencas autoimunes ou cancer.
QOutros estudos com polimorfismo em genes de reparacdo constatam que essas
modificagcdes na sequéncia do gene apresentam significativa influéncia na modulacédo de
efeitos genotoxicos, em resposta ao dano causado no DNA. Estudos ainda demostram a
influéncia de dezenas de polimorfismos de genes de reparo de DNA sobre atividades
enzimaéticas, incidéncia de cancer, resposta a quimioterapia e radiosensibilidade
(EFFERTH; VOLM, 2005; WANG et al, 2010; LI et al, 2011).

O interesse de investigacdo nessa area tem sido observado também em relacéo
aos polimorfismos em genes de TLRs, visto que estes podem contribuir para diferentes
fendtipos de resposta, incluindo a susceptibilidade para o desenvolvimento do cancer
(BERGMANN et al., 2011; KUTIKHIN et al., 2011).

O gene que codifica 0 TLR4 em humanos consiste em quatro exons e esta
localizado no cromossomo 9g32-g33 (OPAL; ESMON, 2003; ADEREM; ULEVITCH,
2000). Foi descrito, por sequenciamento desse gene, que a maior parte dos
polimorfismos estdo localizados no terceiro éxon, codificando para o dominio
extracelular LRR do receptor (repeticdes ricas em leucina), influenciando assim a
capacidade do receptor de se ligar patdgenos que normalmente reconheceria
(SMIRNOVA, et al. 2001) (figura 10). Dois polimorfismos funcionais (Asp299Gly e
Thr399lle) foram associados com um fenétipo hiporresponsivo ao LPS, onde o primeiro
¢ uma substituicdo do acido aspartico por uma glicina A/G, rs 4986790. J& o outro
polimorfismo consiste na substitui¢cdo da treonina por uma isoleucina C/T, rs 4986791
(ARBOUR, et al. 2000). Essas substituicbes levam a uma alteracdo do sitio receptor de
ligacdo ao ligante (RALLABHANDI, et al. 2006).
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Figura 10 — Localizagdo dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle no receptor toll-like
4,
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Representacdo geral cristalina do complexo *MD-2/TLR4/LPS humano. Ambos o0s
polimorfismos estéo localizados na metade C-terminal do dominio extracelular.

Fonte: Yamakawa, et al.2012.

A descoberta de que esses dois polimorfismos apresentam um efeito sobre
capacidade de resposta ao LPS, levou ao desenvolvimento de muitos estudos. Porém, os
resultados de tais estudos levaram a conclusdes contraditorias sobre o papel desses
polimorfismos e seu efeito na sensibilidade a infec¢bes bacterianas, por exemplo
(SCHRODER; SCHUMANN, 2005). O polimorfismo Asp299Gly tem sido alvo de
varios estudos envolvendo diferentes tipos de cancer. Apetoh, et al. (2007) mostraram
que essa variagdo especifica no gene tem um impacto negativo no progndstico em
pacientes com cancer de mama, pois pacientes que apresentam o alelo polimorfico
recidivam mais rapidamente ap0s radioterapia e quimioterapia baseada em antraciclinas
se comparados aqueles pacientes com alelos selvagens/normais.

Bergmann et al. (2011) sugeriram que estes polimorfismos podem estar
envolvidos no avanco de carcinomas espinocelulares de cabega e pescogo e, ainda, que

esses genoOtipos parecem ter um impacto no sucesso da terapia antitumoral. Tem-se
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verificado que polimorfismos Asp299Gly e Thr3991le de TLR4 impactam diretamente
no risco de cancer associados as lesdes gastricas pré-cancerosas e em cancer de vias
biliares (KUTIKHIN, 2011). Em contrapartida, ndo ha clara indicacdo de que eles
alterem o risco para o cancer de préstata. Em relacdo ao CCR, mama e linfoma, os
resultados sdo conflitantes, sendo necessarios mais estudos nesses grupos de pacientes.
Contudo, ndo h& estudos relacionados a susceptibilidade de pacientes oncoldgicos

colorretais ao desenvolvimento de toxicidades gastrintestinais
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2 JUSTIFICATIVA

Mucosite alimentar ou gastrointestinal refere-se ao dano provocado nas mucosas
(cavidade oral ou intestinal) devido ao uso de quimioterapia e/ou radioterapia. Diversos
farmacos tém sido associados ao estabelecimento dessa toxicidade, como irinotecano, 5-
fluorouracil, metotrexato e doxorrubicina. Aproximadamente 25% dos pacientes em
tratamento com regimes baseados em irinotecano apresentam diarreia grave, com até
sete evacuacOes liquidas ao dia, o que é classificado como diarreia grau 3. Os
mecanismos associados a esta toxicidade ainda ndo sdo plenamente conhecidos.
Contudo, sabe-se que durante o dano epitelial intestinal, hd macica translocacdo
bacteriana para 6rgdos estéreis, como o figado, causando um substancial aumento do
risco de sepse e morte do paciente, pois além da mucosite, o irinotecano também causa
mielotoxicidade. No contexto da patogénese dessa lesdo intestinal, a translocacao
bacteriana tem levado a hipdtese da participacéo de receptores para padrdes moleculares
associados a patdgenos, como o receptor toll-like tipo 4 (TLR4), importante para o
reconhecimento de lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas. Contudo, o papel
desse receptor ainda ndo foi efetivamente demonstrado. Adicionalmente, o0s
polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle de receptores TLR4 tem sido associados ao risco
aumentado de cancer gastrico e de vias biliares.

O estudo de genotipagem tem sido amplamente utilizado como instrumento para
predicdo de um determinado fendtipo. Assim, quando se estuda um individuo do ponto
de vista genético, pode-se predizer sua capacidade de resposta a um determinado
farmaco, além de se verificar o risco do estabelecimento de um efeito indesejavel
associado ao tratamento. As possiveis aplicaces da farmacogenética sdo muitas, dentre
as quais incluem-se: a identificacdo de novos alvos terapéuticos, o desenvolvimento de
exames genéticos para a escolha de farmacos e, até mesmo, um “desenho” individual de
moléculas para ligar em alvos especificos (REIS, 2006). Portanto, o desenvolvimento de
pesquisas que correlacionem polimorfismos de receptores localizados na membrana
celular é uma area de alta relevancia cientifica, incluindo o estudo em pacientes com
cancer de colorretal.

Nesse sentido, no contexto clinico, ainda ndo se sabe qual a relevancia dos
referidos polimorfismos para a susceptibilidade a toxicidade associada aos farmacos

antineoplasicos, como a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano, nem qual a real
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relevancia para o desenvolvimento de cancer colorretal, sendo estes 0s objetivos

primarios do presente trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel do receptor Toll-like 4 (TLR4) na patogénese da mucosite intestinal

induzida pelo quimioterapico Irinotecano.

3.2 Objetivos especificos
e Determinar a posicao de ligacdo do SN-38 e o LPS no complexo MD-2/TLRA4.

e Investigar se a delecdo génica para receptores TLR4 agrava a mucosite intestinal

em animais.

e Associar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos Asp299Gly e

Thr3991le em pacientes com cancer de colorretal e em controles sem cancer;

e Correlacionar a frequéncia dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle com o
grau de diarreia e gravidade da mucosite intestinal em pacientes com cancer de

colorretal.
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O estudo foi divido em trés etapas distintas, onde primeiramente foi realizado um

estudo de docking molecular, seguido de um estudo experimental e por fim estudo

clinico conforme apresentado na figura 11.

Figura 11 — Fluxograma metodol6gico do estudo.
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Os protocolos desenvolvidos foram de acordo com os Padrbes de Uso de

Animais de Laboratério da Universidade Federal do Ceara (UFC). A pesquisa foi

previamente submetida & Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC e

aprovada de acordo com o protocolo CEPA n° 99/10 (ANEXO 1). Para a parte clinica, o

projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFC,
com o numero de CAAE 65206216.7.0000.5054 (ANEXO 2).
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4.2 Docking Molecular

Foi utilizado o softwarer Autodock 4.2 para a ancoragem molecular, no intuito
de prever o local de interacdo entre 0 SN-38 e 0 complexo MD2/TLR4. A estrutura
tridimensional do SN-38 foi construida e geometricamente otimizada usando o software
Avogadro 1.1.0. A estrutura do complexo MD-2/TLR4 de camundongos foi o obtida no
Banco de Dados de Proteinas (PDB:2Z64). Foi permitido o nUmero maximo de tor¢des
para o ligante, até a proteina ser considerada rigida. Foram adicionados hidrogénios e as
cargas parciais de Gasteiger foram calculadas usando o AutoDockTools-1.5.6.

O docking iniciou-se utilizando uma grade que cobria todo o complexo MD-
2/ITLR4. O numero de avaliacBes de energia e de ancoragem foram definidos para
2.500.000 e 1.000, respectivamente. Apds isso, foi realizado uma restricdo da grade aos
locais onde foi obtido os melhores resultados de interacdo. Para essa etapa, 0S nUmeros
de avaliacbes de energia e de ancoragem foram definidos 25.000.000 e 50,
respectivamente. A avaliacdo estrutural dos modelos de ancoragem foi realizada usando
o software UCSF Chimera. Para isso, a estrutura cristalografica do complexo MD-2-
TLR4 com o seu ativador LPS (PDB: 3VvQ2) foi alinhada com os modelos de
ancoragem para comparar os locais de ligacdo entre as posicGes ancoradas do ligante e o
LPS. As imagens finais dos modelos foram criadas utilizando também o software UCSF

Chimera.

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, pesando entre 20 e 25 gramas.
Estes animais foram provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC. Adicionalmente, utilizaram-se
camundongos knockout para receptor Toll-like 4 (TLR4™) machos, pesando entre 20 e
25 gramas, originalmente obtidos pelo Jackson Laboratories (Bar Jarbor, Maine, USA),
criados e fornecidos pelo Biotério de Camundongos Isogénicos do Departamento de
Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FMRP-USP).

O modelo utilizado para a inducdo de mucosite foi de acordo com o protocolo
desenvolvido por Ikuno et al, 1995 e adaptado por Melo et al, 2007 e por Lima-Janior

et al, 2012 no Laboratdrio de Farmacologia da Inflamacdo e do Céncer. Os animais
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receberam administracdo de Irinotecano, na dose de 45 mg/kg, por via intraperitoneal ou
salina (5 mL/kg), por quatro dias consecutivos e avaliados no 7° dias ap6s a primeira

administragao.

4.3.1 Anélise ponderal

A massa corporea dos animais foi medida em gramas (g). Os animais foram
pesados diariamente durante todo o periodo do experimento, sendo os valores
encontrados expressos em % de variacdo da massa corpdrea em relacdo a massa inicial,

onde 100% correspondeu ao peso do animal no primeiro dia de experimento.

4.3.2 Avaliacédo do grau de diarreia

Os eventos diarreicos ocorridos no sétimo dia ap6s o inicio do tratamento com o
irinotecano foram classificados de acordo com os escores propostos por Kurita et al.,
2000 (quadro 1). A diarreia representa um indicativo de indugdo da mucosite, sendo
esse evento 0 mais observado na prética clinica (figura 12).

Quadro 1 — Escores de avaliacdo da diarreia em camundongos.

Escore Avaliacéo da diarreia

Escore O Fezes com aspecto normal

Escore 1 Fezes levemente alteradas, pouco umedecida
Escore 2 Fezes Umidas com pouca sujidade perianal
Escore 3 Fezes Umidas com bastante sujidade perianal

Fonte: Kurita et al., 2000
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Figura 12 — Representacdo dos graus de diarreia de acordo com o grau de intensidade,

apos a administracao de irinotecano em camundongos.

A avaliagdo da diarréia foi realizada através de escores atribuidos de acordo com a intensidade. Grau
0: fezes com aspecto normal; Grau 1: fezes levemente alteradas, pouco umedecidas; Grau 2: fezes
umidas com pouca sujidade perianal; Grau 3: fezes unudas com bastante sujidade perianal.

4.3.3 Contagem de leucdcitos totais

Esse parametro hematologico é necessario para a verificagdo do efeito do
irinotecano na inducéo da leucopenia. Os animais foram levemente anestesiados com
tribromoetanol 2.5% (10 ml/kg, i.p.) para coleta de sangue pelo plexo retro-orbital, e em
seguida foi realizada a contagem de leucdcitos totais em contador automatico de células
(Coulter Ac.T). Os valores foram expressos como numeros de células x 103/uL. A
leucopenia serve como observacdo de controle para a manutencdo da atividade
citotoxica do quimioterdpico sobre o animal, visto que o animal ndo apresenta sitio

tumoral.
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4.3.4 Andlise histopatoldgica e morfométrica da mucosa intestinal

Apobs a eutandsia dos animais por deslocamento cervical, foram removidos
segmentos de 0,5 cm do ileo dos camundongos. Em seguida, as amostras foram fixadas
em formol tamponado 10% e processadas para coloracdo pelo método H&E
(hematoxilina-eosina).

A andlise histopatoldgica do intestino delgado foi através da observacdo das
aspecto das vilosidades e criptas, e pela presenca e intensidade do infiltrado
inflamatdrio (microscopia Optica, magnificacdo 400x). O grau e a gravidade da
mucosite foi determinado de acordo com o sistema de escores sugerido por Woo et al.,
2000 (quadro 2).

Quadro 2 — Escore de analise histopatologica para intestino delgado.

Escore Anélise Histopatoldgica

Escore 0 Auséncia de leséo

Escore 1 Menos de 10% das criptas contém células necroticas

Escore 2 Mais de 10% das criptas contém células necrdticas,

entretanto, a arquitetura permanece intacta

Escore 3 Mais de 10% das criptas contém células necroticas com
perda da arquitetura das criptas (<20%), as vilosidades
encontram-se encurtados e ocorre variavel hipertrofia e

hiperbasofilia nas criptas remanescentes

Escore 4 Semelhante a 3, porém, é mais extensa com perda da

arquitetura das criptas e encurtamento das vilosidades

Fonte: Woo et al., 2000

A analise morfométrica, teve como objetivo obter a medida quantitativa
morfologica de vilosidades (levando em consideracdo o ponto de encontro entre duas
vilosidades até o topo destas — parametro altura da vilosidade) e criptas intestinais
(delimitada como o ponto de encontro entre duas vilosidades com mensuragdo até a
margem da camada submucosa — profundidade da cripta) para se correlacionar com a
capacidade absortiva (razéo altura das vilosidades/profundidade das criptas). Esses

parametros morfométricos foram calculados em pm utilizando-se o software ImageJ



47

versdo 1.36b, sendo medidos entre 5 e 10 vilosidades e criptas por corte histopatoldgico,

em microscopia éptica 100x.

4.3.5 Atividade da enzima Mieloperoxidase

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), uma enzima encontrada nos
granulos azurdfilos de neutréfilos, € utilizada como marcador da presenca de infiltrado
de neutrdfilos no tecido inflamado.

Uma porcéo de ileo foi coletada e incubada em 200 pL de tampéo gelado (NaCl
0,1 M, NaPO4 0,02 M, NaEDTA 0,012 M; pH 4,7). Em seguida, os tecidos foram
homogeneizados com a ajuda de triturador (Pollytron) e 0 homogenato foi centrifugado
a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C, seguido da adicdo de 1000 pL de NaCl 0,2% para
realizar um choque hipotdnico no sedimento celular (pellet). Apdés uma nova
centrifugacdo igual a primeira, o pellet foi ressuspenso em tampao NaPO, 0,05M (pH
5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e realizou-se um
novo ciclo de homogeneizacdo com triturador Pollytron. Posteriormente, o
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C e, ap6s a
centrifugacdo, 50 pL do sobrenadante obtido foram colocados em placas de 96 pocos
para 0 ensaio. Foi adicionado, em cada pogo, 25 uL de TMB (3, 3’, 3, 3-
tetramethylbenzidine: 1,6 mM) e 100 uL de H,0O, (0,5 mM) e a placa foi incubada por 5
minutos a 37 °C. Apds a incubacdo, a reacdo foi interrompida com acido sulfurico 2N.
Foi realizada a quantificacdo dos neutréfilos a partir de uma curva padréo de neutrofilos
(onde o primeiro pogo continha 1 x 10° neutréfilos/ pogo/ 50 pL). Realizou-se as
leituras da absorbancia das amostras leitor de placas no comprimento de onda de 450
nm. E por fim, os resultados foram expressos como nimero de neutrofilos/mg de tecido
(ALVES-FILHO et al., 2006).

4.4 Pacientes

O estudo foi realizado no ambulatorio de oncologia do Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC), situado no bairro Rodolfo Tedfilo. A populagdo estudada foi
de pacientes com diagnostico citoldgico ou histoldgico de Cancer Colorretal candidatos

a quimioterapia com base em 5-fluoruracil e irinotecano ou irinotecano isolado. Os
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voluntarios incluidos no estudo foram atendidos no ambulatério, convidados, pelo
pesquisador responsavel e/ou médico do setor envolvido com esta pesquisa, a participar
do estudo e a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (ANEXO 3).

As amostras de sangue dos voluntarios controles foram obtidas através de uma
aliquota de 4 mL das bolsas de sangue de doadores saudaveis no Centro de Hematologia
e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE).

4.4.1 Elegibilidade

Critérios de incluséo:

Foram incluidos pacientes, atendidos no ambulatério de oncologia, com
diagnostico citologico ou histopatolégico de Cancer Colorretal candidatos a
quimioterapia baseada em irinotecano e 5-fluoruracil em 1% ou segunda linha, que
apresentassem as seguintes caracteristicas:

v Acompanhamento minimo de 12 semanas;
v Interesse voluntario em participar da pesquisa confirmado pela
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;
v" ldade de 21-80 anos (adultos).
Critérios de excluséo:
v' Diagndstico de outra Neoplasia em atividade;
v Gestagdo em andamento;
v Doengas autoimunes;
v"Uso de corticoides ou imunossupressores;
v Doencas cursando com imunossupressao.

4.4.2 Coleta de dados / Avaliacao da toxicidade - mucosite

Os pacientes estudados foram acompanhados semanalmente pelo pesquisador no
intuito de detectar qualquer alteracdo que pudessem ter ocorrido com o paciente nos
intervalos da quimioterapia, como altera¢Bes do ritmo intestinal e sintomas associados a
toxicidade gastrintestinal, como dor abdominal, nauseas/vomitos e diarreia (quadro 3),
bem como o consumo de loperamida e outros tratamentos instituidos.

Os pacientes ainda foram acompanhados por analise de prontuério e através de

conversas com o0 médico responsavel.
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Quadro 3 — Critérios Comuns de Toxicidade.

Escores Diarreia Nauseas Dor abdominal
Grau0  Semdiarreia Sem nausea Sem dor
Graul Aumento de < 4 Consegue comer Dor leve, sem interferir na
evacuagoes ao dia funcéo
Grau2  Aumentode4-6 Ingestéo oral Dor moderada; dor ou
evacuacoes ao dia significativamente analgeésicos que interferem
menor na fungéo, mas nao

interferem nas atividades

diarias
Grau3  Aumento de>7 Ingestdo nédo Dor severa; dor ou
evacuagoes ao dia significativa, requer analgésicos que interferem
liquidos IV fortemente nas atividades
cotidianas
Grau4  Riscoavida - Incapacidade

Fonte: Critérios Comuns de Toxicidade do Instituto Nacional de Cancer dos Estados
Unidos (NCI-CTC).

4.5 Procedimentos laboratoriais com sangue periférico de amostras de pacientes

Foram coletados 4 mL de sangue periférico, em tudo EDTA, de pacientes com
cancer de colorretal que aceitaram participar da pesquisa. A coleta aconteceu antes do
inicio da quimioterapia. Apos a coleta, as amostras foram homogeneizadas por inversao

e colocadas em banho de gelo para serem utilizadas.

4.5.1 Lise de células eritrocitarias

Esse procedimento tem como objetivo a obtengdo de pool de células nucleadas
em trizol para preservacdo de acidos nucleicos e proteinas. A partir desse método
eliminam-se as células eritrocitarias, proporcionando um material mais limpo para

extragéo.
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A amostra de sangue fresco foi centrifugada a 1810 g por 10 minutos a 4°C.
Apos a centrifugacdo foi feita a separacdo do plasma com o concentrado de células
(células vermelhas e brancas) e esse concentrado foi transferido para um tubo contendo
25 mL de solucdo de lise gelado (NH,Cl 0,144M, NH4HCO3; 0,1M). A seguir, 0
material contendo as células e o tampéo foi incubado em banho de gelo por 15 minutos
para ocorrer o processo de hemolise. O material hemolisado foi centrifugado a 3000
rpm por 10 minutos a 4°C, seguido do descarte do sobrenadante e obtencdo do pellet
contendo as células nucleadas. Em seguida, adicionaram-se 250 puL de PBS 1x e 750 pL
de Trizol Reagente® para homogeneizagéo e posterior transferéncia para um microtubo

esteril de 1,5 mL e armazenamento em temperatura de -80°C.

4.5.2 Extragdo de DNA por Trizol Reagente®

A extracdo de DNA foi realizada a partir das células nucleadas conservadas em
Trizol. Para cada 750 pL de Trizol Reagente® foram adicionados 200 pL de
cloroférmio para desproteinizagdo e posterior centrifugacéo a 14.000 RPM por 15 min a
4° C.

Apbs a completa remocdo da fase aquosa (RNA), foi adicionado ao tubo
contendo a interfase (DNA) e a fase organica (proteinas e compostos fenolicos) 500 pL
de solucdo back extraction buffer (Isotiocianato de guanidina 4M, Citrato de sodio di-
hidratado 50mM, Tris- HCI 1M, pH8,0) e em seguida incubado por 30 minutos a 25°C
sob agitacdo constante. Apds incubacdo, centrifugou-se a 120009 por 15 minutos a 4°C.
A seguir, o sobrenadante e a interfase foram transferidos para um microtubo estéril e
adicionados 400 pL de isopropanol, misturando por inversdo. O material foi entio
incubado a -20°C por 12 h para uma melhor precipitacdo do DNA. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C. Apos a remocao do
sobrenadante (proteinas e demais contaminantes), o pellet de DNA foi lavado com 500
pL de Etanol 70% e centrifugado novamente por mais 2 minutos. O processo de
lavagem foi repetido 4 vezes por amostra. Foi retirado o alcool de lavagem e o pellet foi
deixado secar com o tubo aberto por 40 minutos em temperatura ambiente. Apos adicéo
de 30 pL de 4gua DNase/RNase free para hidratacdo por 30 minutos em temperatura
ambiente, foi realizada uma incubacao de 10 minutos a 60°C.

Foram realizadas leituras espectrofotométricas nos comprimentos de ondas de

220, 260 e 280nm para aferi¢cdo de pureza, concentracdo e contaminacdo das amostras, e
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por fim o material foi estocado a -20°C para posterior realizacdo dos experimentos de

genotipagem.

4.5.3 Genotipagem por gPCR

Foram utilizados ensaios de genotipagem TagMan da Applied Biosystems ™,
cada ensaio permite a genotipagem do individuo para um polimorfismo de nucleotideo
unico, escolhidos a partir do snp referencial (rs) obtidos no banco de dados do NCBI.

O DNA extraido foi utilizado para identificacdo de polimorfismos de
nucleotideo Unico do receptor toll-like 4, Asp299Gly (rs 4986790) e Thr399lle (rs
4986791). A genotipagem desses polimorfismos foi feita através da técnica conhecida
como PCR em tempo real, ou qPCR, que é uma evolugdo do método de PCR (reacdo
em cadeia da polimerase). Essa técnica baseia-se na duplicacdo de DNA “in vitro” que
pode ser repetida diversas vezes, amplificando quantidade de DNA suficiente para
realizar diversas analises. Os ensaios de gPCR associam essa metodologia com um
sistema de deteccdo e quantificacdo de fluorescéncia produzidas durante os ciclos de
amplificacdo, sendo utilizados para deteccdo e quantificacdo especifica e sensivel de
alvos de &cido nucléico.

Para cada um dos polimorfismos analisados foi efetuada uma prévia otimizacdo
das condi¢cdes de PCR e da quantidade de amostra a ser utilizada. As reactes de PCR
foram efetuadas num volume de reagdo de 10 pL, em que as misturas de PCR para os
diferentes polimorfismos contiveram 5 puL de TagMan Genotyping Master Mix, 0,5 pL
de TagMan Genotyping Assay Mix e 4,5 uL de DNA (amostra).

Foi utilizado o aparelho Fast 7500 (Applied Biosystems®) nas condigdes de

ciclagem representadas pela figura 13.
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Figura 13 — Condicdes para corrida de genotipagem.
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Fonte: proprio autor.

4.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism®, versdo 5.0,
empregando o teste de andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
comparag¢fes multiplas de Bonferroni ou Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Dunn,
conforme propriedade respectivamente para dados paramétricos e ndo-paramétricos,
baseando-se na continuidade das variaveis em anéalise. Os resultados foram expressos
com média £E.P.M. (erro padrdo da média) para as variaveis com distribuicdo normal
ou pela mediana (minimo-maximo) para as variaveis sem distribui¢cdo normal, sendo a
diferenca considerada estatisticamente significativa quando P<0,05.

As diferencas entre as distribuicdes genotipicas e alélicas e a analise do
Equilibrio de Hardy-Weiberg (P>0,05) foram analisadas com o teste de qui-quadrado
(com um grau de liberdade) ou teste exato de Fisher. O teorema de Hardy-Weinberg
consiste na base tedrica da genética das populacdes, avaliando o principio do equilibrio
génico no processo evolutivo, consistindo em uma importante analise na verificacdo da
populacédo proposta nos estudos de polimorfismos.

A andlise de regressdo logistica foi utilizada para estimar a razdo de chances
(odds ratio) para as varidveis que contribuem para o risco de CCR e para ajustar as
analises de fatores de confusdo que contribuem para a susceptibilidade de CCR. O nivel

de significancia estatistica utilizado foi P<0,05 (2-tail) e todas as analises foram
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efetuadas com recurso ao software SPSS para Windows na versdo 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 O metabdlito ativo do Irinotecano se liga diretamente ao receptor Toll-like 4

Foi realizada a ancoragem molecular para testar a potencial interagéo direta entre
0 SN-38 e TLR4, onde na primeira etapa constatou-se dois possiveis locais de ligacdo
para 0 SN-38, ambos os locais estavam localizados na proteina MD-2 e préximos um do
outro (figura 14A). A melhor posicdo de ligagdo do SN-38 ao ligante foi localizada
numa bolsa hidrofébica (figura 14B). O segundo local, na posi¢do 2, encontra-se no
sitio hidrofobico na borda da molécula MD-2 (figura 14C).

Em seguida, foi realizada uma analise mais refinada na segunda etapa do
procedimento de acoplamento. A interacdo de ligagdo de melhor pontuacdo na posicao 1
foi uma energia de -7,2kcal/mol, onde foi possivel observar que nessa posicdo, a
molécula de SN-38 interagiu principalmente com residuos hidrofobicos (PHE151,
VALG61, ILE32, ILE52, LEU54, TYR131, ILE124), que notavelmente esta bolsa é o
mesmo local de interacdo do LPS. Ja na posicdo 2, a menor energia de ligagdo foi de -
5,9 kcal/mol, onde o SN-38 interagiu com residuos hidrofébicos (PHE126, ILE124,
TYR131, GLY123, VALS82) (figura 14D). Tal orientacdo permitiu uma formacédo de
ligacdo de hidrogénio entre o grupo hidroxilo do anel pirano do SN-38 e a PHE126.
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Figura 14 — O SN-38 interage com o0 complexo MD-2/TLRA4.
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A interacdo entre SN-38 e TLR4 foi verificada por docking molecular. (A) Principais
locais de interagdo entre o SN-38 (verde e azul) e o complexo MD-2/TLR4 (cinza). (B)
Melhor pose ancorada do SN-38 (verde) na parte hidrofébica da proteina MD-2. (C)
Comparacao entre os locais de pose do SN-38 (verde e azul) e LPS (laranja). (D)

Melhor pose ancorada do SN-38 (azul) na borda da proteina MD-2.

5.2 Avaliacéo dos parametros gerais da indugdo da mucosite intestinal por
irinotecano

A mucosite foi induzida através da administracdo de irinotecano na dose de 45
mg/kg durante 4 dias. Durante esse periodo, realizou-se a analise da curva ponderal. No
sétimo dia ap6s a primeira aplicacdo de irinotecano, analisou-se a diarreia e 0s animais
foram sacrificados para analise dos pardmetros gerais de mucosite, como analise
histopatoldgica, morfometria intestinal e dosagem de MPO.

Na figura 15, podemos observar que o irinotecano promoveu uma significativa
(P<0,05) perda ponderal nos animais selvagens (WT) se comparado com 0s animais
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WT injetados com salina (P<0,05). Tal perda ponderal foi ainda mais pronunciada nos
animais TLR4 " que receberam irinotecano quando comparado aos grupos knockout ou
WT tratados apenas com salina ou WT injetado com irinotecano (P<0,05). N&o houve
diferenca estatistica entre os grupos knockout e WT que receberam apenas salina
(P>0,05)

Figura 15 — Efeito da administracdo de irinotecano sobre a variacdo ponderal.
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Os animais foram tratados com salina (5 mL/kg i.p) ou irinotecano (45 mg/kg i.p.)
durante 4 dias e pesados diariamente até o sétimo dia do experimento. O estudo revela
que animais TLR4™ injetados com irinotecano apresentaram perda ponderal quando
comparados com 0s animais que receberam apenas salina. Os pontos representam a
média £ E.P.M da variacdo percentual de massa corporea comparado ao peso inicial. Os
dados foram analisados pelo teste Two-Way ANOVA. *P<0,05 vs grupo salina WT,;

*P<0,05 vs grupo WT injetado com irinotecano.

Quanto a analise dos escores de diarreia, observou-se (figura 16) que o

irinotecano induz uma significativa (P<0,05) diarreia moderada ou grave no sétimo dia
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experimental em animais TLR4™ quando comparado ao grupo WT tratados com salina

ou irinotecano.

Figura 16 — Efeito da administracdo do irinotecano sobre 0s escores de diarreia em
camundongos C57BL/6.
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Os animais foram tratados com salina (5 mL/kg i.p.) ou irinotecano (45 mg/kg i.p.)
durante 4 dias e a diarreia foi avaliada no sétimo dia de experimento. Esta foi avaliada
através de escores propostos por Kurita et al., 2000. Pelo grafico, podemos constatar
que animais knockout tratados com irinotecano apresentam um aumento na mediana dos
escores atribuidos a diarreia quando comparados aos animais WT tratados com salina ou
com irinotecano. Os valores representam a mediana e variagdo dos escores de diarreia.
Os dados foram analisados pelo teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
*P<0,05.

Podemos observar que os animais que receberam irinotecano apresentaram uma

significativa leucopenia quando comparados ao grupo salina (tabela 1).
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Tabela 1 — Efeito da administracdo do irinotecano sobre a contagem de leucocitos em
camundongos C57BL/6.

N° de leucocitos

Grupo (cel. x 10° .uL™)
WT + salina 4,825 + 0.36
WT + Irinotecano 45 mg/kg 2.733 £ 0.15°
TLR4™ + salina 4.489 + 0.57
TLR4" + Irinotecano 45 mg/kg 3.331 £ 0.45°

Os animais foram tratados com salina (5 mL/kg i.p.) ou irinotecano (45 mg/kg i.p.)
durante 4 dias e eutanasiados no sétimo dia experimental. Amostra de sangue foi
coletada do plexo retro-orbital e, em seguida, foi realizada a contagem do nimero total
de leucdcitos no contador automatico de células — Colter. A tabela apresenta o efeito do
Irinotecano em diminuir o ndmero total de leucdcitos circulantes. Os valores
representam a média £ E.P.M. do numero de leucdcitos totais por 103/uL. Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. * P <0,05 vs
grupo controle de tipo selvagem injetado com solucdo salina. ® P <0,05 versus seu

respectivo grupo de controle de nocaute injetado com solucao salina.

Apobs a eutanasia, amostras do intestino foram utilizadas para processamento
histopatologico e anélise morfométrica. Observou-se que, no setimo dia de experimento,
o irinotecano em animais TLR4”" promoveu uma importante reducdo (P<0,05) da razdo
vilosidade/cripta quando comparado aos demais grupos experimentais (figura 17A), o
que foi confirmado por escores histopatoldgicos (Figura 17B e C). Tais escores indicam
que houve dano a superficie mucosa quanto a conjuntiva associados a alteracdo no

epitélio e a presenca de infiltrado inflamatorio.
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Figura 17 - AlteracGes histopatologicas e morfométricas decorrentes da administracao

de irinotecano.
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Os animais foram tratados com salina (5 mL/kg i.p.) ou irinotecano (45 mg/kg i.p.)
durante 4 dias e a analise de dano morfométrico (A) e histopatologico (B e C) foi
avaliada no sétimo dia de experimento. Segmentos de intestino foram removidos e
processados para a técnica de coloracdo H&E. Os dados indicam que o irinotecano
induz uma reducdo da razdo vilosidade/cripta em animais TLR4” (A) quando
comparados com camundongos TLR™" tratados apenas com salina ou com animais WT
que receberam salina ou irinotecano. O dano tecidual também foi constatado de maneira
significativa por meio de escores (B e C). Para analise estatistica utilizou-se o teste One-
Way ANOVA/Bonferroni (A) ou Kruskal Wallis/Dunn (B) ou teste t ndo-pareado (C).
As diferencas estatisticas estdo indicadas na figura.

As alteracGes histopatologicas representativas estdo indicadas na figura 18.
Conforme apresentado, houve uma destruicdo da arquitetura das vilosidades e criptas,
além do aumento da presenca de células polimorfonucleares e necrose de células nos
animais TLR4” tratados com irinotecano, quando comparados aos demais grupos
(figural8).



60

Figura 18 — Fotomicrografia da mucosa intestinal de camundongos C57BL/6 ap0s a

administracéo de irinotecano. /-
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Os animais foram tratados com salina (5 mL/kg i.p.) ou irinotecano (45 mg/kg i.p.)
durante 4 dias e amostras de ileo foram coletadas no sétimo dia experimental para
analise histopatoldgica. Os segmentos intestinais foram removidos e corados pelo
método de H&E. Na mucosa dos animais TLR4” que receberam irinotecano as
vilosidades apresentaram-se encurtadas, aléem de observarem-se vacuolizagGes de

enterocitos e infiltragdo de neutréfilos. Aumento 100x.

Animais knockout para TLR4 que receberam irinotecano apresentaram um
aumento significativo do infiltrado neutrofilico em comparagdo com os demais grupos

(figura 19), confirmando o dano inflamatério exacerbado.
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Figura 19 — Efeito da administragdo do irinotecano sobre a infiltragdo de neutréfilos no
intestino de camundongos C57BL/6.
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Os animais foram tratados com salina (5 mL/kg i.p.) ou irinotecano (45 mg/kg i.p.)
durante 4 dias. A infiltracdo neutrofilica em amostras de intestino foi analisada no
sétimo dia experimental através do ensaio de mieloperoxidase. O grafico mostra que
animais TLR4™ que receberam irinotecano apresentaram aumento na atividade de MPO
quando comparados aos demais grupos. Os valores representam a média = E.P.M. do
namero de neutrofilos por mg de tecido. A analise estatistica foi realizada com o teste
One-Way ANOVA seguido do teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas estdo

apresentadas na figura.

5.3 Estudo dos polimorfismos em pacientes com cancer de colorretal

O ndmero amostral deste estudo (n) foi igual a 91 individuos, onde 21 eram
voluntarios com CCR (grupo CCR) e 70 eram voluntarios sem cancer (grupo controle).
A média de idade do grupo CCR foi de 55 anos e a média de idade do grupo controle foi
de 32 anos. Quanto ao sexo, foram incluidos nesse estudo 13 individuos do sexo
feminino (61,9%) e 8 individuos do sexo masculino (38,1%) para o grupo CCR. Para o

grupo controle, foram incluidos 32 individuos do sexo feminino (45,7%) e 38
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individuos do sexo masculino (54,3%). Nos dois grupos foi realizada a distribuicao
genotipica e alélica de cada polimorfismo e no grupo CCR foram estudadas ainda
variaveis (diarreia, nausea e dor abdominal — figura 20) de acordo com cada

polimorfismo.

Figura 20 — Porcentagem geral das variaveis estudadas no grupo CCR.
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Andlise percentual das varidveis estudadas nos pacientes com céancer colorretal em
tratamento com irinotecano. (A) Analise dos escores de diarreia. (B) Anélise dos

escores de nausea. (C) Analise dos escorres de dor abdominal.

5.3.1 Analise do polimorfismo rs 4986790

A genotipagem do polimorfismo Asp299Gly (figura 21) foi realizada através da
técnica de PCR em tempo real no aparelho Fast 7500 (Applied Biosystems®), onde
obteve-se a distribuicdo genotipica e a frequéncia alélica (tabela 2) do polimorfismo em
questdo. N&o foi possivel fazer a genotipagem de dois individuos do grupo controle. A
discriminacdo génica pode ndo ter ocorrido nessas amostras provavelmente por uma
degradacéo do DNA.



Figura 21 — Genotipagem do polimorfismo Asp299Gly.
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Discriminacéo alélica do polimorfismo rs 4986790 de todos os individuos participantes

da pesquisa.

Tabela 2 — Frequéncia alélica, distribuicdo genotipica e equilibrio de Hardy-Weinberg

nos grupos pacientes e controles para o rs 4986790 do TLR4 para o polimorfismo

Asp299Gly dos individuos participantes da pesquisa.

Gene/SNP  Grupo Frequéncia Alélica Frequéncia Génica H-W teste
A G AA AG GG X?  pvalor
TLR4 Controle 126 (92,6%) 10 (7,4%) 58(852%) 10(14,8%) 00(0%) 0,42 0,512
rs4986790
CCR 40 (95,2%) 2 (4,8%) 20(952%) 00(0%) 1(48%) 21  0,0001

Valor estatisticamente significante para H-W teste é de p=0,05.
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Os genotipos analisados para o polimorfismo rs 4986790 ndo se encontram em
equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,05) nos individuos do grupo CCR. Através do teste
de qui-quadrado, foi obtida associacdo significante entre o grupo controle e 0 grupo
CCR (p=0,032). N&o foram encontradas significancias nas analises de correlacdo da
frequéncia genotipica do polimorfismo rs 4986790 do gene TLR4 no grupo CCR com
as variaveis diarreia, dor abdominal, e ndusea (tabela 3). No intuito de verificar qual
genotipo estava associado com o risco da doenca, foi realizada a regressdo logistica
multinominal, obtendo-se que o gendtipo homozigoto A/A estava associado com a com
a diminuigdo de risco de CCR (p=0,011, OR 4,028E-009, IC 4,886E-010 - 3,321E-008)
(tabela 4).

Tabela 3 — Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson para associar a frequéncia génica do
SNP rs4986790 do gene do TLR4 com as variaveis estudadas.

Variaveis X2 P
Diarreia 1,155 0,764
Nausea 3,360 0,339
Dor abdominal 1,155 0,561

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Tabela 4 — Regressdao logistica multinominal para associar os genotipos do SNP

rs4986790 do gene TLR4 entre o grupo controle e o de pacientes com CCR.

Variaveis IC 95% para Exp (B)
Weenétipo p valor Exp (B) Minimo Maximo
AA
Controle AG
GG
AA 0,011  4,028E-009 4,886E-010 3,321E-008
CCR AG 0,995
GG 0,011 674832619,3 674832619,3 674832619,3

Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.

5.3.2 Analise do polimorfismo rs 4986791

A genotipagem do polimorfismo Thr399lle (figura 22) foi feita através da
técnica de PCR em tempo real no aparelho Fast 7500 (Applied Biosystems®), onde
obtivemos a distribuicdo genotipica e a frequéncia alélica (tabela 5) do polimorfismo em
questdo. N&o foi possivel fazer a genotipagem de dois individuos do grupo controle. A
discriminacdo génica pode ndo ter ocorrido nessas amostras provavelmente por uma
degradacdo do DNA.
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Figura 22 — Genotipagem do polimorfismo Thr399lle.
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Discriminacao alélica do polimorfismo rs 4986791 de todos os individuos participantes

da pesquisa.

Tabela 5 — Frequéncia alélica, distribui¢do genotipica e equilibrio de Hardy-Weinberg
nos grupos pacientes e controles para o rs 4986791 do TLR4 para o polimorfismo

Thr399lle dos individuos participantes da pesquisa.

Gene/SNP Grupo Frequéncia Alélica Frequéncia Génica H-W teste

C T cc CT TT X?  pvalor

TLR4  Controle 131(96,3%) 5(3,7%) 63 (926%) 5(74%) 00(0%) 0,099 0,753
rs4986791
CCR  40(952%) 2(4,8%) 20(952%) 00(0%) 1(48%) 21  0,0001

Valor estatisticamente significante para H-W teste € de p=0,05.
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Os gendtipos analisados para o polimorfismo rs 4986791 ndo se encontram em
equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0.05) nos individuos do grupo CCR. Através do teste
de qui-quadrado, ndo foi obtida associacédo significante entre o grupo controle e o grupo
CCR (P=0,091). Néo foram encontradas significancias nas andlises de correlacdo da
frequéncia genotipica do polimorfismo rs 4986790 do gene TLR4 no grupo CCR com
as variaveis diarreia, dor abdominal e nausea (tabela 6). No intuito de verificar qual
gendtipo estava associado com o risco da doenca, foi realizada a regressao logistica
multinominal, obtendo um p= 0,91, ndo podendo assim associar a presenca desse

polimorfismo com o risco de desenvolvimento do céancer de colorretal.

Tabela 6 — Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson para associar a frequéncia génica do
SNP rs4986791 do gene do TLR4 com as variaveis estudadas.

Variaveis X2 P
Diarreia 1,155 0,764
Nausea 3,360 0,339
Dor abdominal 1,155 0,561

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, descrevemos que o SN-38, o metabdlito ativo do
irinotecano, se liga diretamente ao receptor Toll-like 4. A eficacia dos quimioterapicos
parece ser parcialmente devida a modulacdo da funcdo das células imunes do
hospedeiro (SHURIN, 2013). Em contrapartida, os agentes antitumorais também
promovem respostas pro-inflamatorias que contribuem para os efeitos colaterais
(LIMA-JUNIOR, et al. 2014; BAO, et al. 2016). Com exemplo, temos que o paclitaxel
regula a resposta imune ao atingir o TLR4 (KAWASAKI, 2000) e ativa a cascata de
sinalizacdo MyD88-dependente (BYRD-LEIFER, et al. 2001). Considerando que, em
dados preliminares do laboratério, o irinotecano foi capaz de modular a capacidade do
paclitaxel em induzir neuropatia periférica, além do reconhecido envolvimento do
MyD88 na mucosite induzida pelo Irinotecano, questionamos se 0 SN-38 poderia
regular o TLR4 com um mecanismo parecido ao do paclitaxel. Através do docking
molecular, observamos que o SN-38 ocupou a cavidade hidrofobica do complexo MD-
2/TLRA4, responsavel pelo reconhecimento de LPS bacteriano. Com isso, detectemos
que o SN-38 interage com 0 TLR4 no mesmo local de ligagédo ao LPS.

Também demostramos que a administracdo de irinotecano foi capaz de induzir
uma significativa lesdo na mucosa intestinal, com relevante perda do epitélio, sendo
observado alteracGes da arquitetura tecidual com encurtamento das vilosidades,
vacuolizacio e necrose celular das criptas em animais TLR4™. Verificou-se também
que esses animais apresentaram uma significativa perda de peso, um aumento da
resposta inflamatdria, constatada através da presenca de infiltrado de células
polimorfonucleares e diarreia.

O dano intestinal induzido pelo irinotecano é um fato bem descrito na literatura
(LIMA-JUNIOR, et al. 2012; MELO, et al. 2008; LIMA-JUNIOR, et al. 2014; IKUNO,
et al. 1995), estudos nos quais o irinotecano leva a uma perda acentuada do
revestimento celular epitelial, encurtamento das vilosidades, expressdao de mediadores
inflamatorios, como fator de necrose tumoral-alfa, interleucina-1beta, interleucina-18,
oOxido nitrico, além da presenca de infiltrado inflamatorio na lamina propria.

Uma das manifestacbes mais comuns associada ao uso da quimioterapia é a
diarreia (ARNOLD, et al. 2005). A diarreia associada ao irinotecano é classificada em
duas fases, uma inicial que ocorre em 43 a 51% dos pacientes, dentre os quais 7 a 22%

desses pacientes sdo classificados com grau elevado e a fase tardia, onde a diarreia
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ocorre em cerca de 83 a 88% dos pacientes, onde 14 a 31% estdo nos grau 3 a 4
(KRISHNAMURTHI; DREWS; SAVARESE, 2013). Experimentalmente, a diarreia
induzida por irinotecano é reproduzida em trabalhos de nosso grupo em que se
utilizaram camundongos. Nesse contexto, a administracdo intraperitoneal de 75 mg/kg
de irinotecano por 4 dias consecutivos induz uma grave mucosite marcada por uma
importante diarreia de grau moderado a intenso a partir do quinto dia de experimento
(WONG, et al. 2015; LIMA-JUNIOR, et al. 2008).

Contudo, dados obtidos em outros estudos de nosso laboratério indicam que a
dose de 45 mg/kg de irinotecano é considerada, na verdade, uma sub-dose que nédo
acarreta mucosite intestinal, demostrado atraves de um modelo experimental utilizando
diferentes doses de administracdo de irinotecano isolado ou associado com 5-FU em
camundongos (PEREIRA, et al. 2016). Com isso, torna-se relevante estudar a
patogénese da mucosite intestinal a partir de um modelo experimental, onde a diarreia é
utilizada como uma manifestacdo clinica de acompanhamento do estabelecimento da
doenca e marcadora da lesdo inflamatdria que acomete a mucosa intestinal.

Os resultados aqui apresentados, utilizando um modelo murino com
administracdo diaria de 45 mg/kg de irinotecano por 4 dias via intraperitoneal,
mostraram que animais TL4"" tratados com irinotecano apresentaram uma significativa
diarreia quando comparados aos animais TLR4" tratados com salina ou mesmo com
animais WT que receberam irinotecano. Esse achado sugere que a delecdo genética para
receptores TLR4 induz um agravo da mucosite.

Um estudo realizado em animais por Nakao, et al. 2012, sugere que o
irinotecano causa danos as proteinas claudina-1 e ocludina, gerando alteracdes na
barreira epitelial intestinal, permitindo uma translocacdo bacteriana que por sua vez
pode contribuir para um agravo da mucosite.

O lumen intestinal constitui uma grande fonte de LPS bacteriano, onde este é um
estimulo fundamental para a ativagdo celular residente na lamina propria
(SIMIANTOMAKI; JAYSUBGHE; KIRKPATRICK, 2002). Achados do nosso
laboratorio indicam que a administracdo de irinotecano em camundongos leva a um
aumento da translocacdo bacteriana para 6rgédos estéreis, com identificacdo bioquimica
de bacilos gram-negativos no figado e no linfonodo mesentérico. Adicionalmente a isso,
achados na literatura demostram que pacientes em uso de quimioterapia apresentam um
crescimento de Enterobactérias (STRINGER, et al. 2009; RAM, et al. 2012) durante o
cancer colorretal (AZCARATE-PERIL, et al. 2011; WANG, et al. 2012) e na colite
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(LUPP, et al. 2007; DE SOUZA, et al. 2012), como consequéncia de uma alteracdo
funcional e do sistema imunoldgico intestinal.

De forma interessante, a delecdo genética para receptores TLR2 e TLR9
contribuiu para a reducdo global da mucosite (delecdo de TLR2 somente) ou controle
somente da diarreia (delecdo para TLR9) (WONG et al., 2015), indicando que cada
receptor TLR contribui de forma diferencial para os mecanismos patogénicos da
mucosite induzida por quimioterapia.

Levando em consideracdo que o irinotecano tem a capacidade de modificar o
equilibrio da microbiota intestinal, contribuindo para o desenvolvimento da mucosite
intestinal e que a proteina adaptadora MyD88 tem um importante papel sinalizador para
receptores reconhecedores dessas bactérias, nosso grupo de pesquisa, realizou um
experimento utilizando animais com delecdo génica para MyD88 e tratados com
irinotecano 75 mg/kg, ip. por 4 dias. Constatou-se que esses animais tiveram uma
melhor sobrevida, apresentaram uma diminuigdo dos eventos de diarreia e ainda uma
menor bacteremia quando comparados a camundongos selvagens tratados com
irinotecano. Esses dados indicam que a proteina adaptadora MyD88 contribui de
maneira prejudicial na patogénese da mucosite intestinal. Sendo esta proteina um
sinalizador celular importante de TLR2, 4 e 9 (WONG, et al. 2015), optamos por
avaliar o papel de receptores TLR4 na patogénese da mucosite.

Um dos principais motivos para a realizacdo desse estudo foram os achados
iniciais de uma pesquisa realizada em nosso laboratorio, onde foi encontrado um
aumento da imunomarcacdo do receptor TLR4 por anélise imunoistoquimica em
amostras intestinais de animais selvagens tratados com Irinotecano, sugerindo que
exista uma correlacao entre o processo inflamatério e a ativacdo do TLR4.

No nosso estudo, fica claro que o sistema imune dos animais knochout para
TLR4 ndo foi capaz de impedir o desenvolvimento de uma mucosite. Pelo contrario,
agravou o dano intestinal, o que indica que este receptor é fundamental para o
retardamento do desenvolvimento da mucosite, uma vez que ele age na ativacdo de NF-
kB, que por sua vez estimula a producéo de citocinas importantes no reconhecimento e
combate as bacterias em translocagdo. O controle da sinalizacdo basal de TLR4 no
intestino, portanto, é essencial para manter a homeostase intestinal (CARIO, 2016).

Entretanto, uma ativacdo excessiva de TLRs, como 0 TLR2 e TLRY, contribui
para uma producdo exacerbada de citocinas de tal maneira que estas podem estar

associadas ao desenvolvimento e gravidade da mucosite, uma vez que a modulagéo



71

destes mediadores inibe o curso da mucosite (MELO et al., 2008; LIMA-JUNIOR et al.,
2014; WONG et al., 2015). Em nossa percepcéo, o papel de diferentes receptores TLR
no curso da mucosite deve ser melhor compreendido. Ao que parece, a ativagdo de
TLR4 sinaliza, em um momento inicial, para o efetivo combate as infeccdes, por
reconhecer o patdgeno, enquanto o TLR2 e TLR9 contribuiriam para a amplificacdo da
sinalizac&o e, consequentemente, a geragao do dano.

O bindmio inflamacgdo-cancer € algo bem estabelecido na literatura (WANG,
KARIN, 2015). Foi demostrado que a sinalizacdo diminuida dos receptores da
imunidade inata pode ser um importante fator patogénico no desenvolvimento de
inflamacdes intestinais (PODOLSKY, 2002), incluindo a mucosite e ainda interferir na
patogénese do cancer. Com isso, uma reducdo na funcéo dos TLRs pode estar associada
com um aumento do risco de cancer (AHMED; WANG; REDMOND, 2013). Contudo,
o0 papel de TLRs na carcinogénese ainda é incerto.

No intuito de verificar se o receptor Toll-like 4 também possa estar associado a
patogénese da mucosite intestinal em humanos, resolvemos estudar se os polimorfismos
funcionais desse receptor sdo capazes alterar a frequéncia de toxicidades
gastrointestinais em pacientes com cancer de colorretal fazendo o uso de irinotecano.
Tal hipdtese levou em consideracdo a exacerbacdo de eventos de diarreia e agravo da
mucosite em animais com delec&o génica para o TLRA4.

O TLR4 possui dois polimorfismos e mais investigados sdo Asp299Gly
(rs4986790) e Thr399lle (rs4986791), onde a substituicdo do aminoacido no Asp299Gly
afeta a regido extracelular desse receptor, podendo acarretar uma diminui¢cdo do
reconhecimento ou interacdo de proteina e ainda uma diminuicéo da responsividade ao
LPS (ARBOUR, et al. 2000). Como consequéncia a essa mudanca, a ativacdo de TLR4
pode ser afetada, levando a uma resposta inflamatdria exagerada e proporcionando uma
grave lesdo tecidual (ZHU, et al. 2013).

De modo geral, mais da metade dos pacientes CCR recrutados nesse estudo
(52,3%) apresentaram algum grau de diarreia, onde também vimos que a grande maioria
dos pacientes CCR relataram a presenca de nausea (76,2%) e dor abdominal (52,3%),
confirmando o poder de toxicidade do irinotecano.

Dados na literatura mostram que pacientes em tratamento com irinotecano
apresentam uma mudanca no perfil de bactérias intestinais, onde a diarreia provocada
pelo uso desse quimioterapico pode ser originada pelo aumento populacional de

bactérias, como Escherichia coli, que sdo produtoras de beta-glicuronidades no
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intestino. Estas bactérias sdo capazes de clivar o grupamento glicuronideo acoplado ao
irinotecano eliminado por via biliar, levando a uma reativacdo do quimioterapico e
prolongando o tempo de meia-vida do farmaco (STRINGER, et al. 2008). Essas
bactérias apresentam ligantes (LPS) para o receptor TLR4, que poderiam ativar um
processo inflamatdrio intestinal e contribuir para a lesdo observada na mucosite.

De maneira curiosa, 0 uso de probidticos ocorre tanto na prevencao de tumores
quanto na regulacdo da microbiota intestinal, sendo ainda eficaz como uma terapia
auxiliar no tratamento de pacientes com CCR, pois ajudam a reduzir os quadros
diarreicos causados pelo irinotecano, porém seu uso ndo € indicado naqueles pacientes
imunossuprimidos (AC CAMARGO, 2017). Assim, tanto a microbiota intestinal quanto
os polimorfismos genéticos podem influenciar na capacidade da toxicidade intestinal
induzida pelo irinotecano, sendo estas e outras potenciais variaveis as possiveis
explicacOes para a ndo associacdo dentro do presente estudo.

N&o se conseguiu correlacionar a mucosite intestinal com a presenga do
polimorfismo em pacientes com CCR que fazem o uso de irinotecano. Possivelmente,
isso tenha ocorrido devido ao baixo numero de pacientes participantes da pesquisa nesse
estudo. De forma interessante, os SNPs na regido promotora desse receptor tém sido
associados ao aumento de doencas infecciosas e inflamatérias, tais como sepse
(LORENZ, et al. 2002), candidiase (VAN DER GRAFF, et al. 2006), colite ulcerativa
(SHEN, et al. 2010), doenca de Crohn (HUME, et al. 2008; SHEN, et al. 2010) e outras
doencas inflamatdrias intestinais (FRANCHIMONT, et al. 2004), tendo ainda um
impacto na homeostase intestinal, podendo levar a uma inflamagdo cronica
(DAVOODI; HASHEMI; SEOW, 2012).

Sabe-se que 0 TLR4 é expresso em células tumorais, como no cancer colorretal,
onde esse alto nivel de expressdo ocorre principalmente devido as infec¢bes por
bactérias gram-negativas no célon, levando a uma indugdo da producdo de citocinas
pro-inflamatorias (SEMLALI, et al. 2016). Em condi¢cbes normais, as células da
barreira epitelial intestinal expressam pouco TLR4 e em caso de doencas inflamatodrias e
infecciosas, 0 seu nivel de expressdo é aumentado (CARIO; PODOLSKY, 2000;
CARIO, et al. 2006).

De forma interessante, demonstramos que o polimorfismo Asp299Gly pode estar
relacionado com o aumento do risco de o paciente desenvolver cancer colorretal, onde
pacientes que apresentaram o gendtipo homozigoto selvagem (A/A) tem um menor

risco de desenvolver a doenga quando comparados com aqueles que apresentam o
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gendtipo homozigoto mutante (G/G). Esse dado ainda € incerto na literatura, porém,
uma revisao realizada em 2015, analisou nove estudos, com o total de 1198 pacientes
com CCR e 1290 voluntarios saudaveis, constatando que portadores do gendtipo
homozigoto mutante para o polimorfismo Asp299Gly podem estar correlacionados
com um risco aumentado de desenvolver CCR, sugerindo que esse alelo mutante pode
servir como fatores de risco genético para CCR (SHENG, et al. 2015).

O TLR4 pode desempenhar um papel importante no controle da metastase,
através da ativacdo de multiplas moléculas sinalizadoras, dentre elas o NF-kB, que
induz a transcri¢cdo dos genes codificando citocinas, quimiocinas e moléculas de adeséo
(BARNES; KARIN, 1997). Porém, o up-regulation do TLR4 pode ser correlacionada
com o0 aumento da metéstase no cancer de prostata e ainda com o grau do tumor no
carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢co (HUA, et al. 2009; SZCZEPANSKI, et al.
2009). Assim, o efeito do TLR4 na progresséo do cancer e na metastase vai depender do
nivel de sua expressdo e de sua localizacdo, se no microambiente ou na célula tumoral
(WANG, KARIN, 2015).

Ja é claro que a presenca do TLR4 nas células imunes impede a progressdo do
tumor e metéstase. No entanto, a presenca desse receptor em células tumorais pode
promover a metéstase. 1sso foi revelado através de anélises funcionais que constataram
que a auséncia do TLR4 em células tumorais leva uma reducdo na capacidade
metastatica dessas células para os pulmdes (AHMED; WANG; REDMOND, 2013). Por
outro lado, a auséncia do TLR4 em células imunes leva um aumento significativo do
crescimento tumoral. Assim, o TLR4 pode desempenhar fungdes opostas quando
expresso em células tumorais e células imunes (AHMED; WANG; REDMOND, 2013).
Outro estudo demostra que a expressao reduzida de TLR4 tem sido associada com o
aumento do potencial metastatico do cancer de colorretal (SIMIANTONAKI, et al.
2007).

Um experimento realizado com camundongos mostrou que 0s animais que nao
apresentavam o TLR4 ou que possuiam um alelo polimérfico do TLR4 nédo
conseguiram estabelecer uma resposta imunolégica contra células tumorais tratadas com
antraciclinas e, ainda, os tumores que proliferaram em camundongos deficientes de
TLR4 tiveram uma resposta refrataria a quimioterapia (APETOH, et al. 2007).

Quando ocorre uma desregulacéo da sinalizacdo de TLR4 devido a presenca de

polimorfismos de nucleotideo Unico, pode ocorrer uma alteracdo na ligacdo do ligante e
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na producdo de citocinas pro-inflamatdrias, modulando assim o risco de inflamacao
cronica e até mesmo cancer (KUTIKHIN, 2011).

Um estudo realizado em 2011 por Eyking e colaboradores, mostrou que células
Caco-2 que sofreram transfeccdo do TLR4 com o polimorfismo Asp299Gly
apresentaram um aumento significativo nos niveis de expressao do gene e nas proteinas
associadas a inflamagdo e tumorigénese quando comparadas com as ceélulas
transfectadas com TLR4 selvagem. Conclui-se que esse polimorfismo é capaz de
induzir a progressdo neoplasica em células Caco-2 e ainda pode ser associado CCR
mais agressivo em humanos.

Na literatura, existem achados controversos quanto ao risco de desenvolvimento
de cancer e a presenca desses polimorfismos. Estudos apontam que existe uma baixa
incidéncia dos polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle em pacientes asiaticos (LIN, et
al. 2005; OKAYAMA, et al. 2002), ndo podendo entdo correlacionar a presenca do
polimorfismo com o risco de desenvolvimento de céncer de colorretal naquela
populagdo (DAVOODI; SEOW, 2011), nem em indianos (NISSAR, et al. 2017). Ainda,
de acordo com Omrane e colaboradores, ndo foram encontradas evidéncias que mostrem
uma associacdo desses polimorfismos e a susceptibilidade ao CCR na populagédo
tunisiana, porém, os mesmos podem estar associados as variaveis clinicas, como
diferenciacdo e arquitetura tumoral.

Por outro lado, resultados mostram que a detec¢do do polimorfismo Asp299Gly
estd correlacionado com o risco aumento de 4 vezes para o desenvolver cancer de
prostata na populacdo indiana (PRIYADARSHINI, et al. 2013). Entretanto, uma meta
analise sugeriu que o Asp299Gly apresenta um efeito protetor no cancer de prdstata,
enguanto esse polimorfismo e o Thr399lle estdo associados ao risco elevado de cancer
gastrointestinal (JING; LI; YUAN, 2012; SHENG, et al. 2015).

Outro estudo sugeriu uma forte evidéncia da associacdo entres os polimorfismos
do TLR4 e o CCR, indicando que esses polimorfismos poderiam ser utilizados como
biomarcadores para escolha no tratamento desse tipo de cancer (SEMLAIL, et al. 2016).
De forma complementar, realizou-se uma avaliacdo na populacdo caucasiana, onde se
concluiu que pacientes homozigotos para o polimorfismo Asp299Gly tem um risco
aumentado de desenvolver cancer de colorretal (NUNES, et al. 2013).

Nossos resultados vdo ao encontro ao esses pesquisadores que correlacionam a
presenca do polimorfismo com o risco de desenvolver a doenga, pois sugerimos que a

presenca do polimorfismo Asp299Gly pode ser correlacionado ao desenvolvimento do


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jing%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22441122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22441122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22441122
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cancer. Resultados parecidos tiveram autores que estudaram a presenca desses
polimorfismos com associacdo do desenvolvimento e prognostico do CCR
(MESSARITAKIS, et al. 2018).

Assim, uma abordagem experimental, como a aqui realizada, que sugere que
receptores TLR4 sdo importantes fatores protetores contra a toxicidade da
quimioterapia, aliados aos achados clinicos, que sugeriram uma associacdo de
polimorfismos desses mesmos receptores com o desenvolvimento de cancer colorretal,
apresentam em conjunto a importancia de se compreender com maior profundidade

como o sistema imunologico pode contribuir no prognostico dos pacientes.
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7 CONCLUSOES

v O receptor toll-like 4 é de extrema importancia para definir o curso da mucosite,
pois 0 mesmo é essencial para manter a homeostase intestinal, de tal maneira
que a sua auséncia pode desencadear em danos intestinais mediado pelo

irinotecano.

v' Ainda ndo podemos sugerir uma possivel correlacdo do polimorfismo

Asp299Gly do TLR4 com um maior risco de desenvolvimento de CCR.
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Apresentagio do Projeto:

estudo sera realzado no ambulatorio de oncologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC),
situado no baimo Rodoffo Teofilo. A populacac estudada sera de pacientes com diagnostico citologico ou
histologico de Cancer Colormetal candidatos a quimicterapia de primeira linha com base em 5-fluoneracil e
Iringtecano ou irnnotecanc isolade. Os individuos incluidos no projeto serae atendidos no ambulatorio,
conwvidados, pelo pesquisador responsave! efou medico do setor envolvido com esta pesquisa, a participar
do estudo e a assinar o temmo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). A estimativa inicial & de que o
projeto conclua a analise de 80 pacientes e 160 woluntarios saudavets, estes serao oriundos de bolsas de
sangue do HEMOCE. Criterios de inclusao: Serao incluidos pacientes, atendides no ambulatorio de
oncobogia do hospital locus do estudo, com diagnostico citologice ou histopatologice de Cancer Colometal
candidabos a quimicterapia baseada em innotecan e 5fluoneacd em 1a ou segunda linha, que apresentem
as seguintes caracteristicas: Performance Status : ECOG entre 0 e 2; Expectativa de vida superior a 12
semanas; Interesse voluntaric em participar da pesguisa confirmado pela assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Idade de 21-60 anos (adultes) Criterios de Exclusao: Diagnostico de
outra Meoplasia em atividade ou metastases. Qualquer doenca inflamatoria, inclusive atopias. Fadioterapia
intestinal previa ou previsaoc de ratamento com imadiacao durante
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a gquimisterapia Gestacao em andamento. Deencas autoimunes. Uso de corficoides ou IMUNoSsUprEssones.
Patologias que cursem com imunessupressac. Os pacientes recem diagnosticados com cancer colometal
que aceitarem participar da pesquisa serao solictados a assinar o TCLE. Serao coletados 10 ml de sangue
wenoso periferico antes do inicic da quimicterapia. no momento do diagnostico. O mesmo paciente sera
acompanhado ao longo do tratamento com nova coleta de 10 ml de sangue venoso penfenco nos dias 8. 15
e 22 do primeiro ciclo de quimicterapia. Os pacientes estudados receberac semanalmente um dianio de
sinfomas os quas sera0 estimulades a preencher diariamente com a ajuda de seus familiares e cuidadores.
Alteracoes do ritmo intestinal e sintomas associades a toxicidade gastrintestinal como tontura, dor
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abdominal. nauseas/vomitos, lesoes orais & diarreia, bem como o consumo de loperamida e outros
tratamentos institwidos serao considerados. Os pacientes seao pesados semanalmente e terao anamnese e
exames fisicos realizades para a pesquisa do estado nuiricional & afericac ngorosa da toxicidade dimica. As
reducoes & atrasos de dose, relativos ac plano terapeutico inicial serao considerados na analise da
toxicidade dinica. Os dados clinicos coletados serao compilados e organizados de forma a permitir 3
pesquisa de sua commelacao com as alteracoes na frequencia linfocitaria, dosagem de citocinas e
polimorfismo do receptor toll-ike 4.Come controles, sera utlizado sangue de doadores saudaveis onundo do
banco de sangue do hemocentro do ceara. 10 mL de sangue heparnizado serao coletados por puncao
wenosa perferica no Dia 1 (D1), D8, 015 e D22 do primeire ciclo de quimisterapia, e diluido em 10 mL de
PBS. Em seguida, a solucan sera submetida a separacao em gradiente de ficoll para cbtencao das celulas
mononucieares de sangue periferico (CMSP). A contagem dos linfocitos sera realizada em camara de
Meubawer. As celulas serao resuspensas em meie RPMI completo com 10% de soro fetal bovine (SFB) e
mancadas com os anticorpos de superficie e intracelular. O plasma resultante da separacao em gradiente de
ficoll sera utilizade para dosagem de citocinas por Luminex, de acorde com as recomendacoes do
fabricante. Uma parte da amostra de sangue sera utilizada para extracac do DMA, seguida da analise de
polimorfismo do receptor toll-like 4 utlizando a tecnica de PCR em tempo real.

Obijetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Awaliar a frequencia de celulas linfocitarias Thi, Th2, Thi7 e Tregs no sangue perferico de pacientes com
cancer colometal antes & durante a terapia com irinotecano.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:
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(O presente projete de pesquisa nao trara risco 3os seus participantes, exceto um pequeno desconforto ou
dor no local da coleta de sangue.

Beneficios:

(s beneficies serao no ambite da comunidade cientfica, com a descoberta de possiveis biomarcadores da
miucosite intestingl cawsada pela quimicterapia nos pacientes, fato gque no futwre pode auxiliar na melhoria
da qualidade de vida.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

PESQUISA CONTRIBUIRA PARA O ENTENDIMENTO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS HO
SURGIMENTO DE mucosite intestinal NOS PACIENTES COM Cancer Colorretal DURANTE O
TRATAMENTO COM  QUIMICTERAPIA ASSIM, PROPICIARA A descoberta de possiveis biomarcadores
da mucosite intestinal causada pela guimicterapia nos pacientes.

Considerages sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
TERMOS ADEQUADOS.

Recomendagdes:

MADA A ACRESCEMTAR.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

MADA A ACRESCEMTAR.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-TCLE

ESTUDO DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS SANGUINEAS NA PATOGENESE
DA MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR IRINOTECANO

Vocé estd sendo convidado como participante do projeto de pesquisa intitulado: "Estudo das
subpopulagdes linfocitarias sanguineas na patogénese da mucosite intestinal induzida por
irinotecano. Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente todas as
informacdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos
dessa pesquisa sejam esclarecidos

Este trabalho tem por objetivo investigar o papel das células do seu sistema de defesa do sangue
no desenvolvimento de um efeito desconfortavel que pode aparecer durante o tratamento do
cancer colorretal, a mucosite intestinal. Além disso, serd realizado um estudo genético para
avaliar alteracBes em uma molécula presente nas células de defesa do sangue (polimorfismos do
receptor Toll-like 4). Essas alteragdes serdo correlacionadas com o grau de diarréia e a
intensidade da mucosite. O tratamento é muito importante para combater as células do tumor
que se originou no intestino. Os remédios indicados pelo médico sdo os mais eficazes, no
combate a doenga, disponiveis para o atual momento. Entretanto, estas medicacdes podem
causar inflamacgdo na boca e intestino, provocando aftas, Ulceras (feridas), alteracdo do gosto
dos alimentos, dor ao engolir e diarréia, além de diminuir o nimero de glébulos brancos, células
responsaveis pela defesa do seu organismo, muitas vezes prejudicando o andamento do
tratamento e a sua eficacia. O estudo dessas células e desses polimorfismos é extremamente
necessario, para identificagdo de marcadores biol6gicos que possam antecipar o risco de
desenvolver determinadas reagdes. Os dados obtidos pelo estudo servirdo para que futuros
pacientes possam ter uma diminuicdo destes efeitos indesejaveis. Para tanto, vocé devera
realizar os exames de sangue nos dias indicados pela equipe médica que o atende. Sera coletado
10mL de sangue de uma veia do seu braco, podera causar um pequeno desconforto, mas nao
trard riscos a sua vida. Durante o periodo de quimioterapia, vocé tera visitas semanais ao seu
médico, quando ele fard o acompanhamento clinico dos efeitos colaterais produzidos pela
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quimioterapia. VVoceé ira receber um diério de sintomas para preencher em casa, com a ajuda dos
seus familiares com perguntas simples sobre os possiveis efeitos colaterais e medicacdes que
vier a usar. Este diario serd devolvido a equipe médica e substituido por outro em todas as
semanas dos trés primeiros ciclos de tratamento. E muito importante que vocé seja cuidadoso e
atento no preenchimento do dirio. Em hipotese alguma este material podera sofrer qualquer
outra andlise sem 0 seu conhecimento e prévia autorizagdo. Durante a pesquisa, vocé podera
retirar o seu consentimento a qualquer momento. Sua identidade serd mantida em sigilo, sendo a
divulgacdo dos resultados dos exames totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a
discussdo em ambiente académico com propdsito cientifico, sem qualquer possibilidade de
identificacdo dos pacientes por outros componentes da equipe de saude, exceto pelos
responsaveis diretos por seu tratamento. A sua participacdo devera ser voluntéria e consciente.
Vocé ndo receberd qualquer pagamento por sua participacdo neste estudo. Em qualquer
momento, vocé terd o direito de desistir da pesquisa sem necessidade de dar explicagdes. A
eventual desisténcia ndo acarretara prejuizo ou discrimina¢do quanto a manutencdo do seu
tratamento

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é a Dra
Camila Fernandes que pode ser encontrado no endereco a seguir: Rua Coronel Nunes
de Melo, n°® 1000, NPDM-LAFICA, Universidade Federal do Cear4, telefone celular:
85-997793854.

ATENCAO: Se voce tiver alguma consideracio ou ddvida, sobre a sua participacio na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ —
Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teofilo, fone: 3366-8344/46. (Horério:
08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ é a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel
pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo
seres humanos.

O abaixo assinado ,___anos, RG: , declara que
é de livre e espontanea vontade que esta como participante de uma pesquisa. Eu declaro
que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apos
sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetdo, como também
sobre a pesquisa, e recebi explicacdes que responderam por completo minhas duvidas. E
declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do participante da pesquisa Data




Assinatura

Nome do pesquisador Data
Assinatura

Nome da testemunha Data
Assinatura

(se o voluntéario ndo souber ler)

Nome do profissional que aplicou o TCLE Data

Assinatura
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