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RESUMO

Papel de citocinas, 6xido nitrico sintase e ciclooxigenase-2 na mucosite
intestinal induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) — efeito da
pentoxifilina, talidomida e celecoxibe. Autora: MARIA LUISA PEREIRA DE
MELO. Doutorado em Farmacologia, Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara. Defesa:
08 de junho de 2007. Orientador: Prof. Dr. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro.

Introducdo: O cloridrato de irinotecano (CPT-11) €& wum inibidor da
topoisomerase |, clinicamente efetivo no tratamento de varios tipos de cancer.
Apesar da mucosite intestinal (Ml) acompanhada de severa diarréia ser o efeito
colateral mais limitante do uso terapéutico do CPT-11, os exatos mecanismos
que levam a estes efeitos ndo sao estabelecidos. Objetivo: avaliar o
envolvimento de mediadores inflamatdrios (citocinas, 6xido nitrico — NO e
prostaglandinas — PGs) na patogénese dos eventos que acompanham a Ml
induzida pelo CPT-11; e estudar o efeito de inibidores da sintese e liberagao de
citocinas, como pentoxifilina (PTX) e talidomida (TLD), e de um inibidor seletivo
da ciclooxigenase-2 (COX-2), o celecoxibe (CLX), na lesdo intestinal induzida
pelo CPT-11. Material e Métodos: camundongos Swiss, machos, foram
tratados durante quatro dias consecutivos com CPT-11 (50, 75 e 100 mg/kg,
i.p.) ou veiculo (0,5 mL, i.p.), a fim de se obter a melhor dose capaz de induzir
injurias consistentes com o minimo de letalidade. Os animais foram tratados
com PTX (1,7, 5 e 15 mg/kg, s.c.), TLD (15, 30, 60 mg/kg, s.c), CLX (3, 10, 30
mg/kg, gavagem) ou veiculo (0,5 mL, s.c. ou gavagem), um dia antes da
primeira administracdo do  CPT-11 (75 mg/kg), e diariamente, até o sacrificio,
no quinto ou sétimo dia. Os seguintes parametros foram avaliados: diarréia,
variagdo de massa corpérea, leucograma, sobrevida, andlise histopatoldgica,
atividade de mieloperoxidase (MPO), dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1B e
KC) por ELISA e imunohistoquimica para TNF-a, IL-13, INOS e COX-2 nas
mucosas duodenais. Resultados: CPT-11 induziu diarréia significante,
acompanhada de perda acentuada de massa corpérea, leucopenia e reducao
da sobrevida. As alteracdes histopatoldgicas intestinais induzidas pelo CPT-11
caracterizaram-se pela presenca de infiltrado inflamatdrio nas células da lamina
prépria, perda da arquitetura das criptas e achatamento dos vilos. Observou-se
ainda, aumento intestinal na atividade de MPO e dos niveis de TNF-q, IL-13 e
KC, além do aumento significativo na marcagao imunohistoquimica para TNF-
a, IL-1B, INOS e COX-2. O tratamento com PTX inibiu a diarréia tardia, reduziu
as alteracdes histopatologicas, a atividade de MPO, e os niveis de TNF-q, IL-
1B e KC, assim como a marcacgao imunohistoquimica para TNF-q, IL-13 € INOS
na mucosa duodenal, entretanto, ndo preveniu significativamente a perda de
massa corporea, a leucopenia e tampouco a mortalidade dos animais. O
tratamento com TLD reduziu as lesdes histopatolégicas induzidas pelo CPT-11
na mucosa intestinal, os niveis intestinais de MPO e TNF-a, bem como a
marcacao imunohistoquimica de TNF-a, mas nao foi capaz de prevenir a
diarréia, a perda de massa corporea, a leucopenia e a sobrevida. O tratamento
com CLX nao foi capaz de reduzir os parametros inflamatorios e sistémicos
observados nos animais tratados com CPT-11. Concluséo: Estes resultados
sugerem o envolvimento de TNF-a, IL-1B, KC, NO e PGs na patogénese da Mi
induzida pelo CPT-11. PTX e TLD preveniram significativamente as alteragbes



histologicas e inflamatdrias induzidas pelo CPT-11, entretanto, somente PTX foi

capaz de inibir o curso da diarréia.
Palavras-chave: CPT-11, mucosite, citocinas, oOxido nitrico sintase,
ciclooxigenase-2, pentoxifilina, talidomida, celecoxibe.



ABSTRACT

Role of cytokines, nitric oxide synthase and cyclooxygenase-2 in the
CPT-11-induced intestinal mucositis — effect of pentoxifylline, thalidomide
and celecoxib. MARIA LUISA PEREIRA DE MELO. Post-graduation in
Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology of the Medicine
Faculty of the Ceara Federal University. Defense: 2007, june 08. Oriented by
Dr. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro.

Introduction: Irinotecan (CPT-11) is an inhibitor of DNA topoisomerase | and
clinically effective against several cancers. A major toxic effect of CPT-11 is
delayed diarrhea; however, the exact mechanism by which the drug induces
diarrhea has not been established. Purpose: The aim of the present study was
to elucidate the involvement of cytokines (TNF-a, IL-18 and KC), nitric oxide
(NO) and prostaglandins (PGs) in the pathogenesis of CPT-11-induced
mucositis and the effects of the cytokine production inhibitors, pentoxifylline
(PTX) and thalidomide (TLD), as well as the effects of the selective
cyclooxygenase (COX-2) inhibitor, celecoxib (CLX), in the CPT-11 induced
intestinal mucositis, in mice. Materials and methods: the animals were treated
with CPT-11 (50, 75 or 100 mg/kg, i.p.) or vehicle (0,5 ml, i.p.) daily for four
days, in order to investigate the best dose able to induce intestinal mucositis
without important mortality. In another set of experiments, the animals received
PTX (1.7, 5, 15 mg/kg, s.c.), TLD (15, 30, 60 mg/kg, s.c.), CLX (3, 10, 30 mg/kg,
oral gavage) or vehicle (0,5 ml, s.c. or oral gavage) one day before the 1%
administration of CPT-11 (75 mg/kg; i.p.) and daily until the sacrifice, on the 5™
or 7" day. The systemic parameters evaluated were: diarrhea, body mass
variation, survival curve and leucogram. In addition, it was also performed
histological analysis, myeloperoxidase (MPO) activity assay, duodenum levels
of TNF-q, IL-18 and KC by ELISA and immunohistochemistry for TNF-a, IL-18,
INOS and COX-2 in the duodenal segments. Results: CPT-11 induced an
important diarrhea, weight loss, leucopenia and mortality increase. It was also
observed histopathological changes, such as shortened villi, loss of the crypt
architecture and inflammatory cells infiltration, observed in the lamina propria,
as well as, an increase in MPO activity, TNF-a, IL-18 and KC tissue levels and
a marked immuno-staining for TNF-a, IL-1B, iINOS and COX-2. The treatment
with PTX inhibited the delayed diarrhea and reduced the following parameters:
histopathological alterations, MPO activity, tissue levels of TNF-a, IL-1B and
KC, and the immuno-staining for TNF-a, IL-18 and iNOS, however, did not
prevent leucopenia, weight loss and mortality. TLD significantly reduced all the
inflammatory parameters evaluated, but was not able to prevent diarrhea,
leucopenia, weight loss and mortality. On the other hand, CLX did not inhibit the
inflammatory nor the systemic alterations induced by CPT-11. Conclusion:
These results suggest an important role of TNF-a, IL-1B8, KC, NO and PGs in
the pathogenesis of intestinal mucositis induced by CPT-11. PTX and TLD
showed a protector effect in intestinal structures, however, only PTX reduced
the severity of CPT-11-induced diarrhea.

Key words: irinotecan, mucositis, cytokines, nitric oxide synthase,
cyclooxygenase-2, pentoxifylline, thalidomide, celecoxib.
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1 INTRODUGAO

Apesar do tratamento farmacoldgico do cancer ter tido um significativo
avango a partir de 1950, infelizmente, mais de 50% de todos os pacientes com
cancer nao respondem a terapia inicial e a doenga progride para a doencga
metastatica (CHU, 2005). Além disso, estes agentes farmacolégicos ndo sé&o
especificos para as células tumorais e, portanto, atingem todas as células de divisdo
celular ativa. Deste modo, tanto as células malignas como os tecidos normais que
possuem rapida proliferacdo estdo sujeitos a acdo destas drogas.
Consequentemente, estas substancias podem provocar efeitos tdxicos graves
(RANG et al., 2001; CALABRESI; CHABNER, 2003), sendo um dos 6rgaos afetados
o trato gastrintestinal (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999).

Enquanto o manejo de diversas toxicidades relacionadas a quimioterapia,
como a mielossupresséo, nauseas e vomitos, tem evoluido, a incidéncia de mucosite
tem aumentado. Os protocolos de tratamentos com altas doses de quimioterapia e
esquemas terapéuticos que usam radioterapia e quimioterapia concomitante
provavelmente tenham colaborado para este aumento. No entanto, pouco tem sido
descoberto para prevenir e controlar a mucosite (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999;
CHU, 2005).

Segundo Rubenstein et al. (2004), a mucosite intestinal é observada entre
5-15% dos pacientes em protocolos padrao, e é descrita com uso de agentes como
metotrexato (MTX) (GIBSON et al., 2002a; GIBSON et al., 2002b; CARNEIRO-FILHO
et al., 2004), 5-fluorouracil (5-FU) (SONIS et al., 2004a), ciclofosfamida (WOO et al.,
2000); gencitabina (APOSTOLIDOU et al., 2003; MURAD et al., 2003), capecitabina
(BOEHMER; JAEGER, 2002; BORNER et al., 2002) e cloridrato de irinotecano (CPT-
11) (GIBSON et al., 2003; SONIS et al., 2004a; ALIMONTI et al., 2004).

No que tange ao CPT-11, a mucosite acompanhada de diarréia tem sido
descrita na literatura como seu principal efeito toxico (ABIGERGES et al., 1995;
BOKEMEYER; HARTMANN, 1999; ALIMONTI et al., 2004), e esta constitui o objeto

de investigagao da presente pesquisa.

1.1 Cloridrato de irinotecano (CPT-11)
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O CPT-11 é um derivado semi-sintético da camptotecina. Esta substancia
foi inicialmente isolada nos Estados Unidos, por Wall et al., em 1966, de uma planta
nativa na China e no Tibet, Camptotheca acuminata. Apesar dos estudos desta
eépoca terem evidenciado seu potencial antineoplasico, sua comercializagcéo so6 teve
inicio na década de 1990, quando foi sintetizada uma molécula com menor
toxicidade, o CPT-11 (TAKIMOTO; ARBUCK, 2001; ALIMONTI et al., 2004).

Nos ultimos anos, o CPT-11 tem sido utilizado como agente unico ou
combinado com outros protocolos para tratamento de primeira e segunda linha para
o cancer colorretal (SALTZ et al., 2001; VAMVAKAS et al. 2002; ROSATI et al., 2002;
CHESTER et al., 2003). Também tem sido utilizado no cancer de ovario (FUJII et al.,
2002), linfoma de Hodgkin’s (RIBRAG et al., 2003), pulmdo (ROCHA-LIMA et al.,
2004a; LANGER, 2004), pancreas (ROCHA-LIMA et al., 2004b), mama (PEREZ et
al., 2004) e de estdmago (AJANI, 2005; ENZINGER et al., 2005).

1.1.1 Estrutura quimica

O CPT-11 é um sal triildratado, 7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]
carboniloxi-camptotecina, que possui um anel (a-hydroxi-3-lactona) que sofre
hidrdlise reversivel no lumen intestinal produzindo carboxilato e lactona (GUPTA et
al., 1997; DODDS et al.,, 1998; IKEGAMI et al., 2001; YANG et al., 2006a). A
estrutura quimica do CPT-11 na forma de lactona pode ser vista na Figura 1.

FIGURA 1 — Estrutura quimica do cloridrato de irinotecano (CPT-11) lactona.
Fonte: DODDS et al. (1998).
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1.1.2 Farmacocinética

O CPT-11 é uma pré-droga convertida no seu metabdlito ativo, SN-38 (7-
etil-10-hidroxicamptotecina), pela enzima carboxilesterase (CE), particularmente
hCE2. O SN-38 é 100 a 1.000 vezes mais ativo que o CPT-11 (RIVORY et al., 1996;
XIE et al, 2002; CHESTER et al, 2003). A CE encontra-se presente
abundantemente no figado e em menor quantidade no duodeno, jejuno, ileo, colon e
reto. Esta enzima libera a cadeia lateral da dipiperidina presente na posicdo C-10 da
molécula de irinotecano (ALIMONTI et al., 2004).

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

O metabolismo da droga é principalmente hepatico por uma enzima do
sistema P450, particularmente CYP3A4, que gera componentes inativos como APC
(7-etil-10-[4-N-(5-acido aminopentandico)-1-piperidino]-carboniloxicamptotecina) e
NPC (7-etil-10-[4-amino-1-piperidino]-carboniloxicamptotecina) (CHESTER et al.,
2003; MATHIJSSEN et al., 2004). Pequena parte de APC pode ser metabolizada
pela CE em SN-38 (RIVORY et al.,, 1996; MATHIJSSEN et al., 2004); ja o NPC é
metabolizado completamente em SN-38 por esta enzima, contribuindo na atividade e
toxicidade do CPT-11 in vivo (RIVORY et al, 1996; DODDS et al.,, 1998;
MATHIJSSEN et al., 2004).

Apos o CPT-11 ser convertido em SN-38 nos tecidos, a detoxificagao
ocorre pela sua conjugagdo com a enzima uridina difosfato glicuronosil-transferase
(UDP-GT) — UGT1A1, com a formagédo de SN-38 glicuronidio (SN-38G), composto
inativo (HAAZ et al., 1997; CHESTER et al., 2003; MATHIJSSEN et al., 2004). Gupta
et al. (1997) observaram que a atividade da enzima UDP-GT pode ser modulada pelo
acido valproico e fenobarbital. O primeiro provoca aumento da biodisponibilidade do
SN-38, porque inibe glicuronidacdo, enquanto a administracdo do fenobarbital
aumenta a reagdo de conjugacdo do SN-38, pois induz UDP-GT, podendo ser

benéfico seu uso em pacientes com comprometimento da funcao hepatica.
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CPT-11 e SN-38 sao transportados ligados as seguintes proteinas:
glicoproteina P (P-gp), transportador canalicular multiespecifico de anions organicos
(cMOAT) e proteina 2 associada a resisténcia multidroga (MRP2) (TAKIMOTO;
ARBUCK, 2001; TAKASUNA et al., 2006).

A eliminagédo da droga é preferencialmente pelas fezes (60-70%), sendo
também excretada pela bile (25%) e urina (10-20%) (ALIMONTI et al., 2004). Quando
SN-38G é eliminado pela bile no intestino, uma parte é excretada pelas fezes; outra
parte pode ser re-transformada em SN-38 por bactérias intestinais produtoras de
B-glicuronidase (como Escherichia coli e Clostridium perfringens) (TAKASUNA et al.,
1998; XIE et al, 2002). O uso de antibidticos como penicilina associado a
estreptomicina (TAKASUNA et al., 1998; TAKASUNA et al.,, 2006), neomicina
associado a bacitracina (TAKASUNA et al., 2006) e cefalosporina (CHOWBAY et al.,

2003) reduz o acumulo de SN-38 no intestino.

1.1.3 Mecanismo de acao

O CPT-11 e seu metabdlito ativo (SN-38) sao inibidores seletivos da
topoisomerase |, uma enzima envolvida na replicagcdo e transcricdo do acido
desoxirribonucléico (DNA). As topoisomerases mantém a conformacgéo tridimensional
do DNA através da remocgao dos espirais durante a replicacdo e transcricao,
aliviando a tensdo da torcdo produzida pelo enrolamento da molécula. A
citotoxicidade deve-se ao dano no DNA durante fase S do ciclo celular, quando as
enzimas de replicacdo do DNA colidem com um complexo ternario da droga, com o
DNA e com a topoisomerase |. Este dano induzido pela droga nao é corrigido de
forma eficaz, provocando apoptose (TAKIMOTO; ARBUCK, 2001; ALIMONTI et al.,
2004).

CPT-11 e SN-38 na forma de carboxilato s&o inibidores menos potente da
topoisomerase | e tém atividade antitumoral mais fraca que a lactona. Entre as duas
formas ha um equilibrio pH-dependente, sendo que o pH acido promove formagao de
lactona e o pH basico resulta na forma anibnica do hidroxiacido (ARIMORI et al.,
2001; IKEGAMI et al., 2002).

1.1.4 Toxicidade
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As camptotecinas tém em geral menos efeitos adversos que a maioria dos
agentes antineoplasicos (RANG et al., 2001). Os efeitos tdéxicos mais severos e que
limitam o seu uso sdo a mielossupressao (principalmente neutropenia) e a diarréia
tardia (SALIBA et al., 1998; TAKIMOTO; ARBUCK, 2001; CHESTER et al., 2003;
ALIMONTI et al., 2004). Outros efeitos adversos (grau 3 e 4) relatados s&o: nauseas
e vOmitos (9%), astenia (14%), alopecia (53%), elevagdo das transaminases
hepaticas (8%) e anemia (9%) (ABIGERGES et al.,1995).

A neutropenia, apesar de alta incidéncia, 23% (ENZINGER et al., 2005) a
43% dos pacientes (ROSATI et al.,, 2002), pode ser facilmente tratada com a
administracao de G-CSF (fator estimulante da col6nia de granuldcitos) (ALIMONTI et
al., 2004).

Dois tipos de diarréia sdo associados com o uso do CPT-11: diarréia
aguda ou precoce e diarréia cronica ou tardia (RUBEINSTEIN et al., 2004). O
primeiro tipo, de curso geralmente leve, ocorre durante ou logo apos administragao
da droga pelo aumento da atividade colinérgica, pois o CPT-11 inibe
acetilcolinesterase (AChE) (GANDIA et al.,, 1993; DODDS et al.,, 1999; DODDS;
RIVORY, 1999; DODDS et al.,, 2001). O segundo, de inicio tardio, possui alta
incidéncia, em torno de 82% (SALIBA et al., 1998), e, quando grave, pode limitar a
eficacia do tratamento, ja que muitas vezes é necessario reduzir sua dose ou até
mesmo suspender a administragdo da droga (ABIGERGES et al., 1994; IKEGAMI et
al., 2002; DUNCAN; GRANT, 2003; ALIMONTI et al., 2004).

1.2 Mucosite intestinal

1.2.1 Fisiopatologia

Mucosite alimentar € um termo que descreve a inflamacao, erosao e
lesdes ulcerativas no trato alimentar secundario a quimioterapia e/ou radioterapia do
cancer (LALLA et al.,, 2006). A incidéncia € alta no transplante de medula 6ssea,
terapia continua para cancer de mama e colon e na terapia de tumores de cabeca e
pescoco. Nos protocolos de alto risco, a mucosite severa ocorre em mais de 60% dos
casos (RUBENSTEIN et al., 2004).
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Os mecanismos fisiopatoldgicos e o papel dos mediadores inflamatérios
no curso da mucosite oral sdo bem estabelecidos, entretanto, ainda ndo é bem
esclarecida a patogénese da mucosite intestinal (DUNCAN; GRANT, 2003; GIBSON;
KEEFE, 2006). Publicagdes recentes de Keefe (2004) e Bowen et al. (2006) afirmam
que a patobiologia da mucosite intestinal € um processo tdo complexo quanto o
proposto para a mucosite oral. Por este motivo, atualmente tem sido proposto o
termo mucosite alimentar que abrange tanto a mucosite oral como a intestinal
(KEEFE, 2004; KEEFE, 2006; BOWEN et al., 2006; PETERSON et al., 2006).

A mucosite induzida por agentes quimioterapicos ou radioterapia é
causada por danos nas células epiteliais com subsequente indugéo local da resposta
inflamatoria (SONIS et al.,, 2004a; SONIS, 2004; KEEFE, 2004). Na literatura séo
descritos alguns fatores de risco que predispdem os pacientes a mucosite intestinal,
tais como: comprometimento do estado imunoldgico, altos niveis enddégenos de
citocinas pré-inflamatérias, ma condigdo nutricional, composi¢cao da flora intestinal
(DUNCAN; GRANT, 2003; AVRITSCHER et al., 2004).

A elevada taxa de proliferacdo celular no intestino explica o fato destas
células serem afetadas por drogas utilizadas na quimioterapia do cancer. Ocorre
destruicdo das células de divisao presentes nas criptas, responsaveis pela renovagao
epitelial dos vilos (KEEFE et al., 2000; GIBSON et al., 2002a; GIBSON et al., 2002b;
XIAN, 2003; SONIS et al., 2004a; RUBENSTEIN et al., 2004; BOWEN et al., 2006;
GIBSON; KEEFE, 2006). Assim, as células epiteliais continuam a ser descamadas no
topo dos vilos e as drogas inibem a proliferacao celular, o que promove atrofia do
epitélio, provocando alteragdes histologicas que incluem atrofia da mucosa, com
consequente inflamacgao, lesdo e ulceragdao (DUNCAN; GRANT, 2003; SONIS et al.,
2004a; RUBEINSTEIN et al., 2004).

Duncan e Grant (2003), em trabalho de revisdo, descrevem o0s
mecanismos da mucosite intestinal em quatro fases: periodo inicial, restituicao,
inflamacao, recuperacao.

A fase inicial caracteriza-se pela agdo das drogas quimioterapicas que
bloqueiam a sintese do DNA por inibigdo da topoisomerase e sintese do timidilato.
Pode também ocorrer alteragcbes na molécula do acido ribonucléico (RNA) e
formagao de radicais livres. Desse modo, as células progenitoras de divisdo rapida
presentes nas criptas sdo afetadas. Todas estas alteracbes inibem o processo

mitdtico, provocando ruptura dos processos celulares e de interagdes célula
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substrato, que afetam a integridade celular e provocam o estimulo para o influxo de
células inflamatdérias e imunes da lamina prépria (DUNCAN; GRANT, 2003).

Durante a segunda fase ocorre paralisagdo da divis&o celular por algumas
horas e apoptose. Isto induz a perda progressiva de células nas criptas e ativa os
processos de restituicdo. Nesta etapa ha um colapso na profundidade e no niumero
de criptas, encurtamento dos vilos e deplecao de células caliciformes (XIAN et al.,
1999; KEEFE et al., 2000). A inflamag&o ocorre em terapia agressiva e é
caracterizada por perda celular juntamente com um processo de restituigdo continuo,
levando a uma completa perda da superficie absortiva e da integridade da barreira.
Esta fase caracteriza-se por perdas de fluidos e colonizacdo bacteriana (DUNCAN;
GRANT, 2003).

E por fim, no processo de recuperagdo ocorre uma significativa
proliferacao celular ao redor de trés a quatro dias apds o término da terapia, que leva
a restauragao funcional das criptas, bem como seu aumento. Conseqlientemente,
ocorre uma recuperacao na estrutura e funcdo dos vilos, com retorno da superficie
absortiva do intestino por volta de uma semana (XIAN et al., 1999; DUNCAN;
GRANT, 2003).

Segundo Keefe et al. (2000), a quimioterapia do cancer causa apoptose
que precede a hipoplasia das criptas no intestino delgado de humanos. A primeira
anormalidade notada no primeiro dia apds o tratamento quimioterapico € o aumento
de apoptose, seguindo-se da redugao das criptas, da area dos vilos e do indice
mitdtico a partir do terceiro dia. A hiperplasia das criptas se inicia no quinto dia e
ocorre antes da normalizagdo da mucosa intestinal.

As modificacbes que as células sofrem quando morrem por apoptose séo
decorrentes da ativacdo de certas proteases citossdlicas chamadas caspases
(BOWEN et al., 2006). O controle da apoptose depende da expressdo dos genes
apoptoticos e antiapototicos da familia Bel-2 (THORNBERRY, 1998; KEEFE, 2004;
KEEFE et al., 2004; KEEFE, 2006; BOWEN et al., 2006). Sabe-se, hoje, que a
quimioterapia do cancer aumenta a expressao de fatores apoptéticos da proteina Bcl-
2 (KEEFE, 2004; BOWEN et al., 2006).

O intestino delgado é predominantemente o local de maior destruicao
induzida por drogas quimioterapicas (KEEFE, 2006; BOWEN et al., 2006). Apesar do
tratamento com MTX e CPT-11 provocar destruicdo também no célon, as alteragdes

sao consideravelmente menores (GIBSON et al., 2003). Postula-se que a mucosite é
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usualmente mais proeminente no intestino delgado pela diferenga na expressao de
fatores pro-apoptoéticos e antiapoptoticos da proteina Bcl-2 em diferentes regides
intestinais (KEEFE et al., 2004). Além disso, as ceélulas do intestino delgado
apresentam turnover maior que as do intestino grosso (BOWEN et al., 2006).

Outros estudos apontam que a relacdo entre apoptose e proliferagao
intestinal depende da expressao dos fatores de transcricao p53 e p21 (KEEFE et al.,
2004; GIBSON et al., 2005; BOWEN et al., 2006). Pritchard et al. (1998) mostraram
que p53 é responsavel pela destruicdo de criptas decorrente do tratamento com
5-FU. Observou-se que camundongos geneticamente manipulados — knockout
(p53"') tratados com 5-FU, tiveram menor resposta apoptoética que camundongos
normais (p53**). Posteriormente, Gibson et al. (2005) observaram que o uso de MTX
(5 mg/kg) induziu aumento da atividade apoptotica, destruicdo severa das criptas e
aumento da expressao de p53 sem aumento da expressao de p21.

Os fatores de transcricdo, destacando-se o fator de transcricdo nuclear
kappa B (NF-kB), possuem um papel-chave no desenvolvimento da mucosite oral,
pois modificam a expressao de citocinas e enzimas (SONIS, 2002; SONIS, 2004;
SONIS et al., 2004a). Na patogénese da mucosite intestinal, Yeoh et al. (2005)
referem seu aumento de expressdo acompanhando as alteragdes no tecido colorretal
apoés tratamento radioterapico em seres humanos. A radiacdo ativa e aumenta a
expressdo de NF-kB, que ativa as proteinas como a ciclooxigenase-2 (COX-2).
Bowen et al. (2007) identificaram que a proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) também sinaliza a destruicdo intestinal induzida por CPT-11 e que o
aumento de expressdo das caspases 1 e 3 € responsavel pelo processo de
apoptose.

As citocinas, o Oxido nitrico (NO) e as prostaglandinas (PGs), por
possuirem um papel de grande relevancia na regulacdo do processo inflamatério,
tém se mostrado como fortes candidatas a serem agentes endogenos liberados em
resposta a agentes quimioterapicos (KASE et al., 1997; WILLIAMS, 2001; TRIFAN et
al., 2002; DE KONING et al., 2006; LEITAO et al., 2007). Sabe-se que estes
mediadores estdo implicados na patogenia da mucosite oral, entretanto, o processo
de ativagdo dos componentes pro-inflamatérios e os mecanismos desencadeados
pela mucosite intestinal ainda ndo estdo bem esclarecidos.

1.2.2 Manifestagdes clinicas
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A mucosite manifesta-se clinicamente pelo aparecimento de sintomas
gastrintestinais como distensdo abdominal, dor abdominal e diarréia, as quais podem
levar a desidratagdo e a ma-absor¢do de nutrientes (DUNCAN; GRANT, 2003;
SONIS et al.,, 2004a; RUBENSTEIN et al., 2004; AVRITSCHER et al., 2004;
GIBSON; KEEFE, 2006).

A diarréia caracteriza-se pelo aumento da freqliéncia das evacuacobes e
reducao da consisténcia das fezes, que pode ou ndo ser acompanhada de sangue e
célicas (SALTZ, 2003; GIBSON; KEEFE, 2006). Para medir a severidade da diarréia
induzida por quimioterapicos, o National Cancer Institute (NCI, 2006) recomenda os
seguintes escores: 0 — auséncia de diarréia; 1 — aumento menor que quatro
evacuacgdes por dia em relacdo ao pré-tratamento; 2 — aumento de quatro a seis
evacuacdes por dia ou diarréia noturna, presenca de codlicas moderadas; 3 —
aumento de sete a nove evacuacdes por dia ou incontinéncia, presenca de célicas
severas; 4 — aumento de dez evacuagdes, ou mais por dia ou visualizagao
macroscopica de sangue nas fezes ou necessidade de suporte parenteral.

A acdo da quimioterapia na fisiologia e estrutura do trato gastrintestinal
contribui para anorexia, diminuicdo do consumo de alimentos e reducao da absorcao
de nutrientes, que induzem a desnutricao e caquexia (BOKEMEYER; HARTMANN,
1999; DUNCAN; GRANT, 2003; AVRITSCHER et al., 2004; SONIS, 2004; GIBSON;
KEEFE, 2006), manifestada clinicamente por perda tecidual, atrofia da musculatura
esquelética, miopatia, perda rapida de tecido gorduroso, atrofia de érgaos viscerais e
anergia (MATTOX, 2005). Esta condigcao reduz a qualidade de vida dos pacientes e
aumenta a sua morbidade (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999; RUBENSTEIN et al.,
2004). Algumas vezes no tratamento da mucosite é necessario hospitalizagdo, uso
de medicamentos e nutricdo parenteral total, com conseqliente aumento de custo
(SONIS et al., 2004a), podendo ainda provocar atraso ou reducdo da administragcao
do tratamento quimioterapico (RUBENSTEIN et al., 2004).

Além disso, a mucosite quando associada a neutropenia pela
mielossupressao € um fator de risco para septicemia (SONIS, 2004; AVRITSCHER et
al., 2004). A resposta inflamatéria desencadeada pode ser agravada por infecgoes
secundarias, que poderao levar a translocagédo bacteriana e a septicemia (WOO et
al., 2000), podendo também aparecer obstrugéo intestinal, perfuragdo e formacao de
fistulas (RUBEINSTEIN et al., 2004).
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1.2.3 Tratamento

Apesar dos grandes avangos no conhecimento da mucosite intestinal, nao
existe um protocolo definitivo para a prevencédo e tratamento destas lesdes (GIBSON
et al., 2002a e 2002b; SALTZ, 2003; GIBSON; KEEFE, 2006). Comités de estudo da
mucosite (Multinational Association of Supportive Care in Cancer — MASCC;
International Society for Oral Oncology — ISOQ) elaboraram um guia pratico para a
prevencdo e tratamento da mucosite oral e gastrintestinal. Neste painel
recomenda-se o tratamento da diarréia com loperamida, um agente que reduz a
peristalse, aumenta o tempo de transito intestinal e promove a reabsor¢ao de agua
(RUBENSTEIN et al., 2004; KEEFE et al., 2007).

Lenfers et al. (1999) recomendam a budesonida, um corticosteroide,
quando houver falha no tratamento com o uso da loperamida e também para ser
utilizado profilaticamente no controle da diarréia induzida pelo CPT-11 e 5-FU.
Entretanto, a maioria dos estudos indica o uso de octreotida quando nao houver
melhora da diarréia com loperamida (ZIDAN et al., 2001; RUBENSTEIN et al., 2004;
PETERSON et al., 2004; GIBSON; KEEFE, 2006; KEEFE et al., 2007). A octreotida é
um analogo da somatostatina, que inibe horménios gastrintestinais e regula o
transporte de agua e eletrélitos na mucosa intestinal (ZIDAN et al., 2001).

Existem outros agentes sendo investigados como substancias com
potencial de prevenir e tratar a mucosite intestinal como a glutamina, fatores de
crescimento e citocinas antiinflamatérias (PETERSON et al., 2004,
BULTZINGSLOWEN et al., 2006).

Sabe-se que a glutamina € um precursor essencial para a sintese de
purinas e pirimidinas, é a fonte energética preferencial para os enterdcitos e ativa a
proliferacédo celular, ampliando o estimulo de fatores de crescimento como o fator de
crescimento epidérmico (EGF) e fator de crescimento insulina simile-1 (IGF-1)
(PALANCH, 2000). Alguns autores defendem que a glutamina melhora a barreira
intestinal e estimula o crescimento dos vilos apds a quimioterapia (KLIMBERG et al.,
1990; PALANCH, 2000; PETERSON et al., 2004; HARSHA et al., 2006). Apesar de
achados positivos do efeito da glutamina na mucosite intestinal experimental
(KLIMBERG et al., 1990; HARSHA et al., 2006), em estudo clinico com 5-FU n&o se

observou efeito benéfico com o uso deste aminoacido (OKUNO et al., 1999).
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Entretanto, Savarese et al. (2000) descreveram que a suplementagao oral de
glutamina preveniu clinicamente a diarréia tardia decorrente do tratamento com
CPT-11. O ultimo consenso publicado pela se¢cao de mucosite da MASCC e ISOO
nao recomenda o uso de glutamina para a prevencédo da mucosite intestinal (KEEFE

et al., 2007).

No que se refere aos fatores de crescimento, em modelos
animais, observou-se aumento na expressao do fator de crescimento do
hepatécito (HGF) no periodo de hiperproliferagdo das criptas, sugerindo
seu papel positivo no processo de reparo (XIAN et al., 2000). Do mesmo
modo, IGF-1 atenuou a mucosite induzida por MTX (HOWARTH, 2003) e
5-FU (COOL et al.,, 2005), por promover a proliferagdo intestinal,
acelerando o reparo epitelial.

Van't Land et al. (2004) observaram que a suplementacao oral
de lactoferrina protegeu ratos da mucosite intestinal induzida por MTX,
por inibicao da proliferacdo de células epiteliais, via bloqueio de peptideo
glucagon simile (GLP-2). Segundo o autor, uma parada temporal do
turnover das células epiteliais protege da destruicdo induzida por
quimioterapicos.

A administracdo do fator de crescimento de queratindcitos (KGF), que
possui acao trofica nas células epiteliais, ndo protegeu o intestino delgado das
alteracbes morfométricas (area dos vilos, tamanho das criptas e indice mitético)
induzidas pelo MTX, apesar de proteger o intestino da redugao de peso provocada
por este agente antitumoral (GIBSON et al., 2002a). Huang et al. (2002) também né&o
encontraram evidéncias de que o EGF teria um papel preventivo e indutor no reparo
da destruigao intestinal provocada por 5-FU. Por outro lado, experimentalmente, uma
dieta rica em glutamina, fator de crescimento transformador-beta (TGF-B) e acidos
graxos de cadeia curta (SCFAs), ingerida antes e durante o tratamento com MTX,
protegeu ratos da perda de peso, hipoalbuminemia e das lesGes gastrintestinais
induzidas pela droga (HARSHA et al., 2006).

Outros estudos observaram a acéo protetora da interleucina-11 (IL-11),

uma citocina antiinflamatéria. Especula-se que IL-11 pode reduzir a ativacdo de

citocinas. Na mucosite oral, Sonis et al. (2000) demonstraram que o tratamento com
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IL-11 recombinante humano (rhiL-11) foi efetivo para atenuar a mucosite oral
induzida por 5-FU em hamsters, pela sua habilidade em reduzir a expressao do fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e da interleucina-1beta (IL-18). A administragdo de
IL-11 teve também efeito positivo na mucosite intestinal induzida pelo MTX,
reduzindo a perda de peso e melhorando a morfometria intestinal. Entretanto, 1L-11
nao preveniu apoptose das criptas induzida pela quimioterapia (GIBSON et al.,
2002b).

Outras estratégias tém sido propostas para terapia da diarréia induzida
pelo CPT-11. Alguns estudos apontam o efeito protetor dos antibiéticos na toxicidade
intestinal induzida pelo CPT-11, por estes reduzirem a exposi¢cao do intestino grosso
ao SN-38 por inibicao do desenvolvimento das bactérias produtoras de
B-glicuronidase (GUPTA et al.,, 1997; TAKASUNA et al.,, 1998; CHOWBAY et al.,
2003; TAKASUNA et al., 2006). Chowbay et al. (2003) também testaram em ratos a
administracao por via oral (v.0.) de carvao mineral na tentativa de reduzir absorgao
intestinal do CPT-11, SN-38 e SN-38G, e ndo observaram efeito no controle da
diarréia. Em modelo experimental (IKEGAMI et al., 2002) e em estudo clinico
(TAMURA et al., 2004), a alcalinizagédo do trato intestinal, através da administragéao
de bicarbonato de sodio, preveniu a diarréia, provavelmente por reduzir a
concentracdo de CPT-11 e SN-38 na forma lactona (IKEGAMI et al., 2002).

A administracédo de IL-15 (11 doses de 100 ou 400 ug/kg), em ratos,
reduziu a destruicdo da mucosa intestinal induzida pelo CPT-11, a incidéncia de
diarréia e a letalidade dos animais. As duas doses foram efetivas, apesar de melhor
resposta ser observada com a menor dose. Este efeito positivo parece ser pelo fato
de IL-15 inibir a apoptose celular e/ou estimular o crescimento de células no epitélio
intestinal. Esta citocina também pode melhorar a imunidade, reduzindo a acido das
bactérias intestinais e reduzindo a mielossupressao induzida pelo CPT-11 (CAO et
al., 1998).

Experimentalmente, observou-se que a co-administracdo de St. John’s
wort ou erva-de-Sao-Joao (Hypericum perforatum) melhorou a toxicidade intestinal
induzida pelo pelo CPT-11, pela sua capacidade de inibir citocinas como TNF-a, IL-6,
IL-1B e IFN-y (HU et al., 2006).

Conclui-se, pois, que os mecanismos celulares e moleculares envolvidos
na patogénese da mucosite intestinal ainda ndo sado totalmente esclarecidos. Além

disso, o seu tratamento consiste apenas em uma abordagem essencialmente
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paliativa, ndo existindo um protocolo de atendimento eficaz. Entretanto, torna-se
cada vez mais evidente a participacdo de mediadores inflamatérios na infiltracao
celular, lesao tecidual, ulceragado, secregao e cicatrizagao intestinal (SARTOR, 1994;
SAKAI et al., 1995 e 1997; WILSON; GIBSON, 1997; BARRACHINA et al., 2001; DE
KONING et al., 2006; BULTZINGSLOWEN et al., 2006). Considerando estes
aspectos, o conhecimento dos mecanismos especificos do processo inflamatério que
induz as lesbes teciduais abre novas perspectivas na utilizagdo de agentes
moduladores da resposta inflamatéria para o tratamento e prevencdo da mucosite
intestinal. A seguir, serdo abordados os mediadores inflamatérios e os agentes

farmacoldgicos que serao avaliados na presente pesquisa.

1.3 Mediadores inflamatoérios envolvidos na mucosite intestinal

1.3.1 Citocinas

As citocinas compreendem um amplo grupo de glicoproteinas de baixo
peso molecular que possuem a capacidade de modular a atividade celular em
condigdes fisioldgicas e patolégicas. Podem ser sintetizadas por todas as células
nucleadas do corpo, mas sao liberadas principalmente por macrofagos e linfécitos. A
maioria delas age localmente, de forma autdcrina, ou seja, atuam sobre os
receptores das proprias células que as produzem; e de forma paracrina, atuam em
células-alvo vizinhas ou distantes (SARTOR, 1994; NICOLA, 1994).

Em geral, as citocinas sao pleiotrdpicas, isto é, tém multiplos efeitos, uma
unica citocina pode interagir com mais de um tipo de célula, ter muitas atividades
bioldgicas, interagir com outras citocinas com atividades sinérgicas ou antagénicas.
Estas agbes incluem numerosos efeitos nas células do sistema imune e modulagéo
da resposta inflamatdria. A producao constitutiva das citocinas € normalmente baixa
ou ausente, a sua sintese € regulada por varios estimulos indutores em nivel de
transcrigdo (NICOLA, 1994).

A exposig¢ao do intestino a determinadas citocinas reproduz a inflamagao
intestinal, induzindo a migragdo de macrofagos, linfécitos e eosindfilos da lamina

prépria para a superficie do epitélio. Estas células representam uma importante
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defesa contra microrganismos luminais e facilitam o processo de reparo por aumento
no processo de restituicdo (SARTOR, 1994; WILSON; GIBSON, 1997; MAHIDA et
al.,1997; WILLIAMS, 2001; DE KONING et al., 2006).

Segundo Williams (2001), citocinas inflamatérias, tais como IL-1, IL-6,
TNF-q, interferon-gama (IFN-y) e IL-2; e antiinflamatdrias, antagonista do receptor de
IL-1 (IL-1ra), TGF-B, IL-4, IL-10, IL-11 estdo envolvidas na lesdo e reparo da mucosa.
Wilson; Gibson (1997) destacam no processo inflamatorio intestinal a importancia da
IL-8, IL-2, IFN-y e IL-1B. No entanto, segundo o mesmo autor, IL-4 e IL-10 podem
perpetuar a injuria epitelial por inibir a migracao celular. No presente trabalho, sera
especulado o papel de citocinas como TNF-a, IL-1B e quimiocina derivada de
queratinocitos (KC).

O TNF é expresso em duas formas: TNF-a e TNF-B. TNF-a é produzido
por macrofagos, células natural Killer e mastdcitos, enquanto TNF- é primariamente
um produto de linfocitos T ativados. Sao atividades bem definidas destas citocinas, a
habilidade de ativar neutrdfilos, estimular a producédo de IL-1, inibir a atividade da
lipoproteina lipase, induzir a caquexia e choque séptico (PALLADINO Jr.; FINKLE,
1986; FONG; LOWRY, 1990). O TNF-a tem sido apontado como um dos mediadores
inflamatdrios implicados nas alteragdes da fisiologia intestinal por induzir expansao
na populacido de células residentes da lamina propria e epitélio intestinal, com
consequente liberagcédo de citocinas como IL-1, IL-6 e IL-8; e também de derivados
lipidicos, enzimas, oxidantes, capazes de provocar secrecdo e lesdo na mucosa
intestinal (McKAY; PERDUE, 1993; SARTOR, 1994).

Existem duas formas de IL-1, a IL-1a e IL-1B, que possuem atividades
biolégicas semelhantes e se ligam com a mesma afinidade aos receptores de
membrana. Existe um terceiro membro na familia de genes IL-1, o IL-1ra, que inibe
as acobes inflamatdrias de IL-1, porque compete biologicamente pela ligagdo com
receptores de IL-1 (AREND, 1991). IL-1 possui influéncia marcante no
desenvolvimento de lesdes e na secrecao intestinal por estimular a sintese de PGs
(THEODOROU et al., 1994) e IL-8 (SARTOR, 1994). In vitro, demonstrou-se que o
efeito secretdrio intestinal do sobrenadante de macréfagos estimulados pela toxina A
foi dependente da atividade de IL-13 (ROCHA et al., 1998).

A KC é o homdlogo de IL-8 em camundongos, que pertence a uma familia
de pequenas proteinas estruturalmente semelhantes, as quimiocinas, consideradas

uma sub-familia das citocinas. E bem estabelecido que citocinas pré-inflamatérias
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como TNF-a e IL-1 sdo indutores da sintese de IL-8, um poderoso ativador de
neutréfilos (LARSEN et al., 1989; MARTICH et al., 1991; THOMAZZI et al., 1997).
Demonstrou-se experimentalmente que IL-8 induz a inflamacédo intestinal,
caracterizada pela ativagcdo de células imunes, endoteliais e epiteliais, e pelo

recrutamento de células inflamatorias circulantes (SARTOR, 1994).

1.3.2 Oxido nitrico (NO)

Furchogott e Zawadzki, em 1980, demonstraram que o relaxamento
vascular induzido pela acetilcolina foi dependente da presenca do endotélio e
evidenciaram que este efeito foi mediado por um fator, posteriormente conhecido
como fator de relaxamento dependente do endotélio (EDRF). Em 1987, demonstrou-
se que o EDRF era o NO (CLANCY et al., 1998). Atualmente, sabe-se que o NO é
produzido por varias células e que, além de regular a vasodilatagdo, desempenha
outros papéis relevantes como na transmissdo de estimulos nervosos, na fisiologia
pulmonar, na coagulagdo sanglinea e na resposta inflamatéria (MONCADA et al.,
1997; CLANCY et al., 1998).

O NO é uma pequena molécula composta de um atomo de nitrogénio e
oxigénio, apresentando um elétron desemparelhado, o que o torna altamente reativo.
Possui meia-vida curta, menor que 15 segundos. E, apds transmitir um sinal
transforma-se espontaneamente em nitrito e nitrato (CLANCY et al., 1998; KENDALL
et al., 2001).

A enzima oxido nitrico sintase (NOS) é responsavel pela sintese de NO a
partir do substrato L-arginina. Trés isoformas de NOS sdo descritas, sendo uma NOS
induzida (iINOS) expressa em resposta a estimulos patolégicos, e duas NOS
constitutivas (cNOS), que estao presentes em condigdes fisiolégicas no endotélio e
neurdnios. As enzimas constitutivas sdo responsaveis pela sintese de pequenas
quantidades de NO, enquanto a atividade da iINOS ¢é, aproximadamente, mil vezes
maior (MONCADA et al., 1997; CLANCY et al., 1998).

A atividade das formas constitutivas € regulada principalmente pela
concentracdo de calcio intracelular. O NO produzido por essa enzima atua como
mecanismo de transdugdo. Os efeitos fisioldégicos das baixas concentracées de NO
produzidas em condi¢gdes normais pela cNOS sdo mediados pelo monofosfato de

guanosina ciclico (cGMP). O NO é o ativador enddgeno da guanilato ciclase soluvel,
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levando a formacdo de cGMP, que atua como segundo mensageiro em muitas
células. Entretanto, os efeitos citotoxicos e citoprotetores de altas concentragcbes de
NO relacionam-se com sua atividade como radical livre (MONCADA et al., 1997).

A expressao de iINOS é resultado de uma resposta inflamatéria localizada
ou difusa, resultante de uma lesdo ou dano tecidual e € regulada a nivel
transcricional (MONCADA et al.,, 1997; KENDALL et al., 2001). Tem sido
demonstrado na literatura que as citocinas como TNF-a, IL-13 (CLANCY et al., 1998;
RIBEIRO et al.,, 2002; KENDALL et al, 2001) e interferon gama (IFN-y)
(BARRACHINA et al., 2001; KENDALL et al., 2001) estimulam a expressao da
enzima com consequente produgao de NO. Por outro lado, a indugao de iNOS pode
ser suprimida por citocinas antiinflamatérias, tais como IL-4 e IL-10, e por
glicocorticéides (CLANCY et al., 1998; KENDALL et al., 2001).

O NO é um potente vasodilatador e seu envolvimento na resposta
inflamatéria pode estar relacionado com sua habilidade de aumentar a
permeabilidade vascular e o edema através de alteragdes no fluxo sanguineo local e
do aumento na producdo de PGs (KENDALL et al.,, 2001). Além disso, o NO
produzido pela INOS atua como uma molécula citotéxica contra microrganismos
invasores e células tumorais. A acao citostatica e citotoxica do NO se deve a sua
atividade inibidora de enzimas na cadeia respiratéria e na sintese de DNA. O NO
interage com anions superoxidos produzindo substancias téxicas como o
peroxinitrito. Embora o NO seja importante para a defesa e na manutengcéo da
homeostase, a sua produgao excessiva pode causar danos teciduais ao hospedeiro e
pode estar envolvido na patogénese de condigbes como o choque séptico
(MONCADA et al., 1997; KENDALL et al., 2001). E extensivamente mostrado na
literatura que o NO derivado da iNOS é mediador de doencgas inflamatdrias, incluindo
cistite hemorragica (SOUZA-FILHO et al., 1997; RIBEIRO et al., 2002), pancreatite
(GOMEZ-CAMBRONERO et al., 2000) e mucosite oral (LEITAO et al., 2007).

No trato gastrintestinal estdo presentes as isoformas constitutiva e
induzida. O NO tem um papel estimulante da migracao epitelial (WILSON; GIBSON,
1997; KUBES; McCAFFERTY, 2000; DIJKSTRA et al., 2004). O NO na forma
constitutiva mantém intacta a barreira da mucosa, pelo seu efeito antioxidante, pela
sua capacidade de reduzir a infiltragcao de neutrdfilos e inibir a enzima dinucleotideo
fosfato de nicotinamida adenina (NADPH) oxidase. Portanto, a inibicdo da enzima

NOSc aumenta o estresse oxidativo e a permeabilidade intestinal (KUBES E
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MCCAFFERTY, 2000; POTOKA et al., 2002). Por outro lado, a presenga de iNOS
contribui para inflamacéo intestinal, induz apoptose e estimula a secrec¢ao intestinal
(KUBES; McCAFFERTY, 2000; BARRACHINA et al., 2001; POTOKA et al., 2002;
DIJKSTRA et al.,, 2004) e parece ser importante na evolugdo da translocagéo
bacterina (POTOKA et al., 2002). Assim, o manejo da atividade desta enzima pode
ser uma opg¢ao para o tratamento de condicdes inflamatérias do intestino (DIJKSTRA
et al., 2004).

1.3.3 Prostaglandinas (PGs)

Os eicosanodides estdo envolvidos no controle de varios processos
fisiologicos e estdo entre os mais importantes mediadores da resposta inflamatoria
(VANE et al., 1998; HINZ; BRUNE, 2002; VANE; BOTTING, 2003).

A sintese dos eicosandides pode ser desencadeada por diversos
estimulos que ativam receptores de membrana acoplados a proteina G, resultando
na ativagédo da fosfolipase A, a qual hidrolisa fosfolipideos de membrana liberando
acido araquidénico (AA). O AA é substrato para duas vias enzimaticas: a via das
COXs, que induz a sintese de PGs e dos tromboxanos (TXs), e a via das
lipoxigenases, responsavel pela sintese dos leucotrienos e lipoxinas (VANE et al.,
1990; VANE et al., 1998; HINZ; BRUNE, 2002; VANE; BOTTING, 2003).

A COX, isolada em 1976 e clonada em 1988, é a enzima-chave que
cataliza duas etapas na sintese das PGs. As COXs possuem duas atividades
distintas, uma de endoperoxido redutase que oxida o AA em PGG;; e outra que
reduz PGG,; em PGH,. PGH; é entdo transformado por outras enzimas em PGDo,
PGE,, PGFy,, prostaciclina (PGl;) e tromboxano A, (TXAz) (VANE et al., 1990; VANE
et al., 1998; HINZ; BRUNE, 2002; VANE; BOTTING, 2003).

Sabe-se, atualmente, que dois genes expressam duas isoformas distintas
bastante similares da enzima, COX-1 e COX-2, que possuem a estrutura primaria
protéica similar e catalisam a mesma reacédo (VANE et al., 1998; VANE; BOTTING,
2003). A COX-1 é expressa constitutivamente, ou seja, estar presente nas células em
condigbes fisiologicas, principalmente nos vasos sanguineos, plaquetas, trato
gastrintestinal e rins. A COX-2, com expressao predominantemente no processo
inflamatdrio, € induzida na presenga de citocinas (IL-1, IL-2, TNF-a), fatores de
crescimento e endotoxinas (VANE et al., 1998; HINZ; BRUNE, 2002). As citocinas
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antiinflamatorias como IL-4, IL-10 e IL-13 e os corticosteréides reduzem a indugao de
COX-2 (ONOE et al., 1996; VANE et al., 1998; HINZ; BRUNE, 2002). Atualmente,
sabe-se que COX-2 também é expressa em pequenas quantidades constitutivamente
(VANE et al., 1998).

Recentemente, foi descrita uma terceira isoenzima de COX, a COX-3; e
duas proteinas derivadas de COX-1, denominadas proteinas COX-1 parcial
(PCOX-1). A COX-3 e uma das proteinas parciais da COX-1, PCOX-1a, sdo obtidas
a partir do gene de COX-1. COX-3 compartilha todas as caracteristicas cataliticas e
estruturais tanto de COX-1 como de COX-2 (WILLOUGHBY et al., 2000;
CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Sabe-se que PGs desempenham um papel relevante na fisiopatologia das
diarréias inflamatérias. Os eicosanodides sdo ativados durante a inflamagao intestinal
pela COX-2 (TAN et al., 2000; STURM; DIGNASS, 2002). Trabalhos in vitro relatam o
papel deste mediador no estimulo a secrecao de cloro e agua no intestino (SAKAI et
al., 1995 e 1997; SUZUKI et al.,, 2000). Por outro lado, as PGs também sao

importantes nos mecanismos de reparo intestinal (TAN et al., 2000).

1.4 Moduladores farmacolégicos

1.4.1 Pentoxifilina (PTX)

A pentoxifilina (PTX / 1-[5-oxohexil]-3,7-dimetilxantina), inicialmente
descrita como agente hemorreoldgico, possui efeito hemodinamico primario devido a
sua capacidade de reduzir a viscosidade do sangue e aumentar a deformabilidade
dos eritrocitos. A reducdo da viscosidade do sangue e do plasma ocorre pela
reducdo da agregacao plaquetaria e das concentragdes plasmaticas de fibrinogénio,
0 que diminui o potencial de formagcdao de trombos, melhorando a perfusdo na
circulacao microvascular. A PTX exerce estes efeitos farmacolégicos por inibir a
fosfodiesterase, aumentando desta forma as concentragcbes intracelulares de
monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), bem como por reduzir a sintese do TXA; e

aumentar a sintese de PGl,. Ja o aumento da deformabilidade dos eritrécitos envolve
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aumento do trifosfato de adenosina (ATP) e nucleotideos nos eritrocitos (WARD;
CLISSOLD, 1987).

A droga é rapidamente metabolizada por reducéo, formando o metabdlito
ativo 1-(-5-hidroxihexil)-3,7-dimetilxantina (metabdlito 1); e por oxidacdo a outros
metabdlitos, especialmente metabdlito 4 e 5. O farmaco na forma inicial e o
metabdlito ativo ligam-se a membrana dos eritrocitos. A principal via de excregao € a
renal sob a forma de metabdlitos polares hidrossoluveis (WARD; CLISSOLD, 1987).

A PTX tem sido utilizada em doencas oclusivas arteriais periféricas e
disturbios de natureza aterosclerética ou diabética, como claudicagao intermitente e
ulceras nas pernas e gangrena, alteragbes circulatorias cerebrais, estados
isquémicos e pds-apopléticos (WARD; CLISSOLD, 1987; BOMBINI et al., 2004).

Novos usos da PTX estdo sendo pesquisados e se relacionam ao seu
efeito antiinflamatorio, por afetar a aderéncia de neutrdfilos, a produgao de citocinas
(GOMEZ-CAMBRONERO et al., 2000; CARNEIRO FILHO et al., 2001; ABDEL-
SALAM et al., 2003; BOMBINI et al., 2004; LIMA, 2004; LIMA et al. 2005), 6xido
nitrico (BESHAY et al., 2001) e a molécula de adeséo intercelular (ICAM-1) (FUNK et
al., 1995). Assim, a PTX e seus metabdlitos modulam a adesdo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMN), a producdo de superdxidos e a desgranulagcao
(SULLIVAN et al.,1988). Devido ao seu potencial imunomodulador, a PTX tem sido
alvo de pesquisas para o tratamento de doengas inflamatérias (GOMEZ-
CAMBRONERO et al., 2000; CARNEIRO-FILHO et al., 2001), da perda de peso dos
pacientes com cancer (MATTOX, 2005) e cancer (MISIRLIOGLU et al., 2006).

Varios estudos tém comprovado que a PTX reduz os niveis de TNF-a
(SULLIVAN et al., 1988; STRIETER et al., 1988; NEUNER et al., 1994; FUNK et al.,
1995; HUIZINGA et al., 1996; SCHMIDT-CHOUDHURY et al., 1996; VAN FURTH et
al., 1997; REIMUND et al., 1997; SILVA et al., 2000; MARCINKIEWICZ et al., 2000;
HADDAD et al., 2002; JI et al., 2004), por inibir a transcricdo do seu gene (DOHERTY
et al., 1991) pelo aumento da geracgao intracelular de cAMP (STRIETER et al., 1988;
MARCINKIEWICZ et al., 2000). In vitro, a inibicdo de TNF-a, em parte suprime a
sintese de IL-2 (JEWETT; BONAVIDA, 1994), apesar da expressao de IL-2 também
ser reduzida em culturas de células tratadas com PTX (FUNK et al.,, 1995). A

producao de outras citocinas proinflamatdrias também € inibida in vitro e in vivo com
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o tratamento com PTX, tais como IL-1B (NEUNER et al., 1994; VAN FURTH et al.,
1997; REIMUND et al., 1997; SILVA et al.,, 2000), IFN-y (FUNK et al., 1995;
MARCINKIEWICZ et al., 2000; SAMARDZIC et al., 2001), de IL-6 (MARCINKIEWICZ
et al., 2000), IL-8 (MARTICH et al., 1991; NEUNER et al., 1994; GUTIERREZ-REYES
et al., 2006) e IL-12 (MARCINKIEWICZ et al., 2000; SAMARDZIC et al., 2001) e IL-18
(SAMARDZIC et al., 2001). A supressao de citocinas inflamatérias pode ser pelo
efeito inibitorio na ativacado de NF-kB (JI et al., 2004).

Em contraste com a bem documentada acido anti-TNF-a, o papel da
inibicdo da produgédo de algumas citocinas € contraditério. A incubagdo de PTX em
macrofagos peritoneais (MARCINKIEWICZ et al.,, 2000) e em cultura de epitélio
alveolar (HADDAD et al., 2002) provocou supressdo de IL-6. No entanto, outros
trabalhos in vitro ndo mostraram alteracéo significativa nos niveis de IL-6 em células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) tratadas com PTX (NEUNER et al.,
1994; FUNK et al.,, 1995; REIMUND et al., 1997). In vivo, o tratamento com PTX
reduziu a ativagédo de IL-6 em PBMCs (NEUNER et al. 1994) e em intestino de ratos
tratados com lipopolissacarideo (LPS) (JI et al.,, 2004), mas nado teve efeito na
expressdo de IL-6 em suinos com pleuropneumonia (MYERS et al., 2002). Em
relacdo a IL-8, a PTX nao modificou significativamente sua expressdao em alguns
estudos in vitro (REIMUND et al., 1997; MYERS et al., 2002) e in vivo (MYERS et al.,
2002), apesar de Neuner et al. (1994) e Gutierrez-Reyes et al. (2006) terem relatado
down regulation desta citocina ap6s tratamento com PTX.

O efeito regulador da PTX sobre IL-10, uma citocina antiinflamatdria,
parece ser dependente da concentragdo da droga. Assim, concentragées maiores
(10 M) provocaram sua inibigdo, enquanto o uso em menor concentragdo (10 M),
induziu produgdo aumentada (D’HELLENCOURT et al.,, 1996). In vitro, alta
concentracdo de PTX também inibiu a producédo de IL-10 em macréfagos ativados
com LPS. Esta inibigdo ocorreu juntamente com a redug¢ao da subunidade IL-12p35 e
com o aumento da sintese de IL-12p40 (MARCINKIEWICZ et al., 2000). Ji et al.
(2004), em modelo de sepse induzida por LPS, quando utilizaram a PTX (doses de
6,25; 12,5; 25; 50 e 100 mg/kg) observaram aumento na expressao de IL-10 mRNA,

sendo que o efeito maior ocorreu na dose de 25 mg/kg.

1.4.2 Talidomida (TLD)
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A talidomida (TLD), uma a-N-fitalimidoglutarimida, foi descoberta por
Wilhelm Kunz, em 1954 (KUNZ et al., 1956). Em 1957, foi comercializada como
droga hipnotico-sedativa, amplamente vendida nos paises europeus, asiaticos, no
Canada e América do Sul, tornando-se o medicamento mais vendido na Alemanha
Ocidental (ERIKSSON et al., 2001). No inicio da década de 1960, ela foi prescrita
como sedativo e agente antinauseas indicado para gestantes, sendo responsavel
pelo nascimento de milhares de criangcas com deformagdes congénitas como
focomelia (encurtamento de membros), amelia (auséncia de membros) e alteragdes
em orelhas, olhos, coracdo e sistema gastrintestinal (KLAUSNER et al.,, 1996;
CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000; MATTHEWS; McCOY, 2003). Apos a
confirmagcdo de seus graves efeitos teratogénicos, a TLD teve sua licenga de
comercializagao cancelada (MATTHEWS; McCOY, 2003).

Outros efeitos colaterais tém sido descritos com uso da TLD, entre eles
destacam-se: o0 aparecimento de neuropatia periférica, sonoléncia, astenia,
parestesia (CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000; ERIKSSON et al., 2001), tontura,
alteragdes do humor, constipacdo e leucopenia (CALABRESE; FLEISCHER Jr.,
2000).

Apesar da sua proibicdo, em 1965, o médico israelita Jacob Sheskin
prescreveu TLD como sedativo para pacientes com hanseniase, observando que
estes apresentaram uma acentuada reducdo da dor e do processo inflamatério
associado ao eritema nodoso da lepra (SHESKIN, 1965). Posteriormente,
pesquisadores demonstraram que estes pacientes apresentaram niveis sanguineos
aumentados de TNF-a (SARNO et al., 1991) e que a TLD possui a capacidade de
inibicdo desta citocina, quando expressa em quantidade superior, denotando, pois, o
seu potencial imunomodulador (SAMPAIO et al.,, 1991; MOREIRA et al.,, 1993;
TAVARES et al., 1997; KIM et al., 2004). Em 1998, o seu uso para o tratamento da
lepra foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), marcando
definitivamente o seu renascimento, que é atualmente um dos principais agentes
terapéuticos para o tratamento do leproma (JAKEMAN; SMITH, 1994).

A TLD ressurge como farmaco promissor para o tratamento de outras
desordens sistémicas, devido as suas propriedades antiinflamatérias,
imunossupressoras, antiangiogénicas, antivirais (KLAUSNER et al., 1996;
MATTHEWS; McCOY, 2003) e anticaquexia (KLAUSNER et al., 1996; MATTOX,
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2005). Assim, seu uso tem sido pesquisado em patologias como artrite reumatoéide
(HUIZINGA et al.,, 1996; CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000), doenga de Crohn
(ERIKSSON et al., 2001; BAUDITZ et al., 2002), cancer (CWILICH et al., 2001;
GOVINDARAJAN, 2000; TEO, 2005; DU et al., 2005; VILLALONA-CALERO et al.,
2007), sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (KLAUSNER et al., 1996;
CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000; ERIKSSON et al.,, 2001), tuberculose
(KLAUSNER et al., 1996; TAVARES et al., 1997), sindrome de Behget (SHEK; LIM,
2002; CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000; ERIKSSON et al., 2001), lupus
eritematoso discoide (CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000, ERIKSSON et al., 2001),
mieloma multiplo (RAJKUMAR et al., 2000; CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000;
ERIKSSON et al., 2001; MATTHEWS; McCOQY, 2003). O uso da TLD como agente
imunossupressor tem sido descrito na doenca do enxerto-versus-hospedeiro, apdés o
transplante de medula (VOGELSANG et al., 1989).

No Brasil, existe uma legislagao referente ao uso de TLD, que s6 pode ser
utilizada nas seguintes doengas em programas oficiais: hanseniase (na reacgéo
hansénica tipo eritema nodoso), AIDS (nas Uulceras aftoides idiopaticas), lupus
eritematoso e doenca enxerto-versus-hospedeiro. No momento da prescricdo, o
paciente devera receber um termo de esclarecimento e devera preencher um termo
de responsabilidade (BRASIL, 1998).

Nos ultimos anos, ha um interesse no desenvolvimento de analogos da
TLD, visando a obtencdo de suas caracteristicas farmacolégicas sem o seu efeito
teratogénico. Varios analogos da TLD foram sintetizados como lenalidomide,
revlimid, CC-5013, CC-4047 e ACTIMID, que possuem potente atividade
antiinflamatadria e anticancer (TEO, 2005).

Os mecanismos moleculares do efeito da TLD ndo sdo totalmente
esclarecidos, apesar de seus efeitos antiinflamatérios e imunomoduladores serem
bem demonstrados in vitro e in vivo (CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000;
ERIKSSON et al., 2001). E bem documentado pela literatura que a TLD reduz o TNF-
a (SAMPAIO et al., 1991; MOREIRA et al., 1993; MOREIRA et al., 1997; TAVARES
et al., 1997; KIM et al., 2004). In vitro, a TLD inibiu a sintese de TNF-a em cultura de
mondcitos humanos estimulados com LPS e produtos de M. leprae (SAMPAIO et al.,
1991, MOREIRA et al., 1993) e em cultura de macréfagos obtida do lavado bronco-

alveolar de pacientes com tuberculose (TAVARES et al., 1997). In vivo, apds
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administragao de TLD observou-se menor sintese de TNF-a apés o desafio com LPS
para induzir choque séptico (MOREIRA et al., 1997).

O bloqueio na produgéao de TNF-a parece néo ser completo (MOREIRA et
al., 1993). In vitro, a TLD reduz a sintese de TNF-a através do aumento da
degradacdo do mRNA (MOREIRA et al., 1993; KIM et al., 2004), reduzindo a meia-
vida da molécula de 30 para 17 minutos (MOREIRA et al., 1993).

Em varios estudos, a inibicdo induzida por TLD mostrou ser especifica
para TNF-a (SAMPAIO et al.,1991; MOREIRA et al., 1993; TAVARES et al., 1997;
KIM et al., 2004). A literatura relata que a TLD nao afetou os niveis de IL-13
(SAMPAIO et al.,1991; MOREIRA et al., 1993; MOREIRA et al., 1997; BAUDITZ et
al., 2002; KIM et al., 2004), IL-6 (SAMPAIO et al.,1991; MOREIRA et al., 1993;
BAUDITZ et al.,, 2002), IL-8 (KIM et al., 2004), fator estimulante das colbénias de
granulécitos e macrofagos (GM-CSF) (SAMPAIO et al., 1991), IFN-y (MOREIRA et
al., 1997). Entretanto, outros autores demonstraram que a TLD também suprime a
producado de IL-12 em PBMCs (MOLLER et al., 1997) e em individuos com doencga
de Crohn (BAUDITZ et al., 2002). Corral e Kaplan (1999) descrevem que a droga tem
um duplo efeito nos niveis de IL-12, reduzindo esta citocina quando PBMC sao
estimulados por LPS, embora aumente quando estas células sao ativadas via
receptor de células T (upregulation na expresséo de células T tipo CD40). In vivo, a
TLD inibiu os niveis séricos TNF-a em 93% e IL-6 em 50%, bem como estimulou a
producao de IL-10 (MOREIRA et al., 1997).

A TLD também tem efeito em outros componentes da funcdo celular
(MATTHEWS; McCOY, 2003). A pré-incubacdo de PMN com TLD inibiu a
quimiotaxia (FAURE et al., 1980; DUNZENDORFER et al., 1997). Outro mecanismo
antiinflamatério apontado por Fujita et al. (2001), € que a TLD e seus analogos
inibem a indugdo de COX-2 mediada por LPS, reduzindo a producdo de PGE;.
Parece também que ela tem um papel na regulagdo dos linfocitos auxiliares,
conhecidos como T-helper (Th). In vitro, em cultura de PBMCs, a TLD induziu
aumento na producgao de linfocitos Th2 e de IL-4 e IL-5; e inibiu a producado de
linfécitos Th1 e IFN-y (McHUGH et al., 1995). Entretanto, Verbon et al. (2000)
demonstraram que em individuos saudaveis, a administragdo de uma dose (v.0.) de
TLD aumentou IFN-y e reduziu IL-5, sem afetar os niveis de IL-2 e IL-4 em PBMCs.
In vitro e in vivo, dados sugerem que a TLD pode aumentar o numero e a fungao de

células natural Killer (NK), melhorando a imunidade celular (DAVIES et al., 2001).
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O potencial antineoplasico da TLD provavelmente se deve ao seu efeito
antiangiogénico e imunomodulador, bem como a sua ag¢ao indutora de apoptose
(CWILICH et al., 2001; TEO, 2005). A atividade antiangiogénica ocorre por bloqueio
do fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) e do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEFG) (TEO, 2005; MATTHEWS; McCOQY, 2003). A TLD ainda
inibe o crescimento tumoral por degradacdo da COX-2 (DU et al.,, 2005) e por
estimular a proliferagao de linfécitos T, aumentando a atividade citotoxica anticancer
(TEO, 2005).

Alguns estudos tém sugerido que o efeito antiinflamatério e
antiangiogénico da TLD pode ser mediado pelo bloqueio na ativacdo de NF-kB,
através da inativagcdo do inibidor kappa B (IkB) kinase (KEIFER et al., 2001;
MAJUMDAR et al., 2002). Recentemente, mostrou-se que a administragdo de TLD
pode melhorar potencial terapéutico do CPT-11, pela sua capacidade de inibir o
NF-kB, responsavel em induzir mecanismos de resisténcia a este agente antitumoral
(VILLALONA-CALERO et al., 2007).

1.4.3 Celecoxibe (CLX)

Desde 1899, quando o quimico alemao Felix Hoffman motivou a Bayer a
produzir o acido acetilsalicilico, patenteado como aspirina, as drogas
antiinflamatérias nao-esterdides (DAINEs) passaram a ser os agentes mais
largamente utilizados em todo mundo, apesar do seu mecanismo de agao somente
ter sido esclarecido em 1971, por John Vane (VANE et al., 1990). Vane propés que
estes agentes suprimem o processo inflamatorio pela inibicdo da COX, impedindo
assim a sintese das PGs (VANE, 1971).

Com a descoberta da COX-2, uma nova perspectiva terapéutica apareceu
com o desenvolvimento de drogas mais seletivas e com menores efeitos adversos,
os inibidores seletivos da COX-2 (VANE; BOTTING, 2003). Os inibidores nao
seletivos de COX-2 inibem ndo somente a resposta inflamatéria, mas também a
producao fisiologica de PGs que protege a mucosa do trato gastrintestinal da
destruicdo do acido cloridrico e mantém o funcionamento normal dos rins e o
processo de agregacao plaquetaria quando requerido (VANE et al.,, 1998; VANE;

BOTTING, 2003). Mais recentemente, novas motivagées para o uso clinico foram
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encontradas com a descricdo de uma terceira variante da ciclooxigenase, a COX-3
(WILLOUGHBY et al., 2000; CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

A primeira geragao dos inibidores especificos da COX-2 é representada
pelo nimesulide, etodalaco e meloxicam. A descoberta da especificidade destes
compostos foi constatada apds a comercializacdo, pela observacido clinica e
experimental da reduzida incidéncia dos efeitos colaterais gastrintestinais.
Posteriormente, a utilizacdo das técnicas de cristalografia de raios X permitiu a
elucidacédo gradativa da estrutura das COXs. Entdo, a partir da modificagdo
molecular dos primeiros inibidores de COX-2, visando o aumento da seletividade
sobre COX-2, foram sintetizadas estruturas com grupamento carboxilico e com
presenca de grupos sulfonamida ou sulfona, originando os inibidores seletivos de
segunda geragao, como o celecoxibe (CLX) (HINZ; BRUNE, 2002).

Em modelos animais e em seres humanos, o CLX ¢é absorvido
rapidamente e metabolizado através de uma via oxidativa (PAULSON et al., 2001). A
inibicdo da COX-2 ocorre através da formagdo de um complexo enzima-inibidor
fortemente ligado, que se dissocia lentamente. Estudos in vitro e in vivo demonstram
que o CLX possui baixa afinidade para COX-1, portanto, ele nao interfere nos
processos fisioldégicos normais da enzima no estdbmago, intestinos, plaquetas e rins,
reduzindo os efeitos colaterais (VANE et al., 1998; VANE; BOTTING, 2003).

O CLX foi aprovado em 1998 pela FDA como agente antiinflamatério e
analgésico (HINZ; BRUNE, 2002). Os inibidores seletivos de COX-2 também tém
sido testados no tratamento e prevencdo de alguns tipos de cancer (VANE et
al.,1998; HINZ; BRUNE, 2002; GROSCH et al., 2006).

Estudos epidemioldgicos e in vitro em modelos animais evidenciaram que
COX-2 tem participagdo em alguns processos neoplasicos, notadamente cancer de
coélon (VANE et al., 1998; HINZ; BRUNE, 2002; GROSCH et al., 2006). A
superexpressdao de COX-2 aumenta a proliferacido celular e inibe a apoptose
(GROSCH et al., 2006). Assim, os inibidores especificos da COX-2 podem oferecer
uma alternativa terapéutica profilatica na redugcdo de PGs nestes individuos (HINZ;
BRUNE, 2002; GROSCH et al., 2006).

Alguns achados sugerem que as PGs derivadas de COX-2 contribuem no
processo patologico da doenga de Alzheimer. A proteina amildide é capaz de ativar a

microglia, induzindo a elevacgéo da expressao neuronal de COX-2, que potencializa o
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processo oxidativo, induz a sintese de citocinas pro-inflamatérias, acelerando o
processo de neurodegeneracao (VANE et al.,1998; HINZ; BRUNE, 2002).

Por outro lado, atualmente a literatura tem relatado o aumento de eventos
tromboembdlicos com o uso prolongado dos inibidores de COX-2. O CLASS
(Celecoxib Long-term Arthritis Safety Study), um estudo retrospectivo, verificou que o
CLX apresenta potencial de aumentar o risco dos eventos cardiovasculares, pelo fato
de os inibidores de COX-2 permitirem o aumento de COX-1 (MUKHERJEE et al.,
2001).

1.5 Justificativa e objetivos

A literatura mostra que a mucosite intestinal associada a diarréia € um
grave efeito téxico do CPT-11 (IKUNO et al., 1995; SALIBA et al., 1998; ZIDAN et al.,
2003; GIBSON et al., 2003; SALTZ et al., 2003; ALIMONTI et al., 2004; BOWEN et
al., 2006), que pode levar a desidratacdo, a ma-absor¢cdo dos nutrientes e
consequentemente a deterioracdo do estado geral do paciente (DUNCAN; GRANT,
2003; SONIS, 2004; RUBEINSTEIN et al., 2004; GIBSON; KEEFE, 2006). Além
disso, a mucosite juntamente com a neutropenia, outro efeito colateral do CPT-11, &
um fator de risco para septicemia e translocacdo bacteriana, podendo este quadro
provocar complicacdes como obstrucao intestinal, perfuracdo e formacgao de fistulas
(SONIS, 2004; AVRITSCHER et al., 2004). Na presenga de diarréia grave pode-se
necessitar reduzir a dose do farmaco ou até mesmo suspender a sua administragao,
interferindo na eficacia do tratamento do cancer (ABIGERGES et al., 1994; IKEGAMI
et al., 2002; DUNCAN; GRANT, 2003; ALIMONTI et al., 2004).

Apesar do impacto das manifestagcdes clinicas, o0s mecanismos
fisiopatolégicos e moleculares responsaveis pelo curso da mucosite intestinal ainda
ndao sao bem estabelecidos (DUNCAN; GRANT, 2003; SONIS et al., 2004a;
RUBEINSTEIN et al., 2004; GIBSON; KEEFE, 2006). Do mesmo modo, ainda nao se
tem um protocolo padrdo para a prevencgéo e controle da diarréia (GIBSON et al.,
2002a e 2002b; ALIMONTI et al., 2004; GIBSON; KEEFE, 2006).

Sabe-se que a mucosite intestinal induzida por agentes quimioterapicos

provoca danos nas células epiteliais e consequente resposta inflamatdria local
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(DUNCAN; GRANT, 2003; SONIS et al.,, 2004a, SONIS, 2004). No entanto, sao
escassos os dados sobre a participagdo de mediadores inflamatérios nesta condigao.
Desta forma, o estudo dos mecanismos e mediadores envolvidos na mucosite
intestinal induzida pelo CPT-11 torna-se relevante. Além disso, o esclarecimento
destes mecanismos aponta para a possibilidade de uso de moduladores especificos
da resposta imunoldgica e da inflamacgéo para o tratamento e controle da mucosite
intestinal induzida por esta droga, melhorando a qualidade de vida e reduzindo a
incidéncia de co-morbidades. Isto permitira maior liberdade de tratamento,
propiciando maior efetividade no uso deste agente farmacoldgico.

Assim, o objetivo geral do presente estudo foi estudar os mediadores
inflamatorios responsaveis pelos eventos que acompanham a mucosite intestinal
induzida pelo CPT-11 em camundongos Swiss. Para tanto, foram estabelecidos os
seguintes objetivos especificos:

— Desenvolver o modelo de mucosite intestinal induzido por CPT-11 em
camundongos, reproduzindo as alteragdes morfo-funcionais e histoldgicas classicas.

— Avaliar o papel de citocinas (TNF-a, IL-18 e KC) na fisiopatologia dos
eventos inflamatoérios da mucosite intestinal induzida por CPT-11.

— Avaliar a possivel participacdo do 6xido nitrico (NO) e das
prostaglandinas (PGs) na lesao intestinal provocada pelo CPT-11, através do estudo
imunohistoquimico para detecgcdo da expressao das enzimas Oxido nitrico sintase
induzida (iINOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2).

— Estudar o efeito de inibidores farmacoldgicos da sintese e liberacédo de
citocinas como pentoxifilina (PTX) e talidomida (TLD) na les&o intestinal induzida pelo
CPT-11.

— Verificar o efeito de um inibidor seletivo da COX-2, celecoxibe (CLX), na

lesao intestinal provocada pelo CPT-11.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais de experimentagao

Foram utilizados camundongos Swiss, do sexo masculino, com massa
corpérea variando entre 25 a 30 g, provenientes do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Estes animais acomodaram-se dois dias
antes do experimento em gaiolas e permaneceram nas mesmas condigdes nos dias
da pesquisa.

Todos foram mantidos em ciclos de alternancia claro/escuro de 12 horas
em estante ventilada. A dieta oferecida foi racao balanceada utilizada rotineiramente
no biotério, e agua a vontade. Os experimentos realizados seguiram o Manual sobre
Cuidados e Usos de Animais de Laboratério, estipulados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), que segue as normas da National Research
Council (U.S.A., 1996). O projeto foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica
em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC (protocolo 02/04 — ANEXO 1).

2.2 Drogas, solugdes, corantes e anticorpos

— Cloridrato de irinotecano — CPT-11 (Camptosar ®: ampolas 5 mL — 100
mg/mL, Pharmacia & Upjohn Co, Kalamazoo, EUA)

— Pentoxifilina (Trental ®: ampolas de 5 mL — 20 mg/mL, Hoechst, Séao
Paulo, Brasil)

— Talidomida (comprimidos de 100 mg, CEME, Brasil)

— Celecoxibe (Celebra ®: capsulas de 100 mg, Searle, Sdo Paulo, Brasil)

— Solugéo salina: cloreto de NaCl a 0,9% (15M): frasco de 500 mL
(Tayuyna)

— Dimetil sulféoxido (DMSO ®: Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
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— Alcool etilico 70% (Reagen)
— Cloral hidratado 10%: (Reagen)
— Formaldeido 40% (Reagen)

— Tampao fosfato de potassio: solugao A — 988mL + solugdo B — 12mL

Solucao A:
KH2PO4 (Synth)...cceeiieieeeeeeee e 6,8 g
Agua destilada 1L
Solucao B:
KoHPO4 (Synth)...coeeiee e 8,79
Agua destilada .........c.ocooeeeeeeieieeeee, 1L
— Tamp&o de brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB)
HTAB (Sigma).......cceeeeiiiiiiiiiiiiiiii 59
Tampao fosfato de potassio ..........ccccceeeeeeees 1L

— Perdxido de hidrogénio (0,1%)

Peroxido de hidrogénio 30% (Vetec) ............. 1 mL
Agua destilada ............cccoeveveeererieeeeee, 29 mL
— Solucédo de o-dianisidina

O-dianisidina (Sigma) ..........cooovveirivieecieeeenn. 16,7 mL
Tampao fosfato de potassio ...........cccceeeeee 10 mL
H2O02 e 50 pL
Agua destilada ...........ccooeeeeeeiiieeeeen, 90 mL
— Liquido de Turk

Acido acético glacial P. A. (Merck) ................ 20 mL
Violeta de genciana .........cccccceeeeeeiiiiiiiiiniinns 2mL
Agua destilada .........c.ccoooeeeeeeiiieeeeee, 1L

— Hematoxilina (Reagen)

— Eosina (Merck)

— Hematoxilina de Mayer (Reagen)

— Vectastatin - kit ABC (Vector)

— Anticorpo primario policlonal de carneiro anti-TNF-qa, anti-IL-1 e anti-KC
(National Institute for Biological Standards and Control — NIBSC, UK)

— Anticorpo secundario biotinilado anti-IgG de carneiro (National Institute
for Biological Standards and Control — NIBSC, UK)
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— Anticorpo primario policlonal de carneiro anti-TNF-a e anti-COX-2 (Santa
Cruz Biotechnology, CA, U.S.A))

— Anticorpo primario policlonal de coelho anti-1 e anti-INOS (Santa Cruz
Biotechnology, CA, U.S.A.)

— Anticorpo secundario biotinilado anti-lgG de carneiro (Santa Cruz
Biotechnology, CA, U.S.A))

— Anticorpo secundario biotinilado anti-lgG de coelho (Santa Cruz
Biotechnology, CA, U.S.A.)

2.3 Modelo de indugao da mucosite intestinal

Utilizou-se o0 modelo de mucosite intestinal experimental baseado no
descrito por lkuno et al. (1995) adaptado pelo Laboratério de Farmacologia da
Inflamagéo e do Cancer (LAFICA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia,
da Faculdade de Medicina da UFC.

Inicialmente, realizou-se um estudo piloto com o objetivo de se escolher a
dose que induz injurias consistentes nas mucosas intestinais com o minimo de
letalidade. Os animais foram tratados com CPT-11 nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg
ou solucdo salina 0,9% (0,5 mL), administrados por via intraperitoneal (i.p) durante
quatro dias consecutivos.

Verificou-se que a administragdo do CPT-11 (75 mg/kg) durante quatro
dias consecutivos induziu a mucosite e diarréia com menor indice de mortalidade,
comparado com a dose de 100 mg/kg. Diante destes achados, resolveu-se seguir
este protocolo experimental, utilizando-se, entretanto, CPT-11 em menor dose (75
mg/kg). Os animais foram sacrificados no quinto ou sétimo dias experimentais para o
estudo dos aspectos relacionados a mucosite intestinal e para se testar o efeito de
diferentes classes de drogas no desenvolvimento e nos eventos que acompanham a
mucosite intestinal induzida pelo CPT-11 em camundongos Swiss. A escolha destes
dias baseou-se no fato do aparecimento da diarréia ter inicio no sexto dia, sendo que
no sétimo dia observou-se maior pico da diarréia, maior perda de peso e maior
mortalidade, demonstrando a presenga de um processo patolégico severo. O

protocolo do modelo experimental utilizado pode se visto na Figura 2.
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Sacrificio
Dia5ou7

Segmentos do
CPT Duodeno, Jejuno e ileo
(4 dias consecutivos)

*Analise histopatolégica e morfométrica
*Avaliagao inflamatéria

FIGURA 2 — Desenho esquematico do protocolo da mucosite intestinal experimental.

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo de CPT-11 (75 mg/kg) por quatro dias
consecutivos. Os animais foram sacrificados no quinto ou sétimo dia experimental, e segmentos do
duodeno, jejuno e ileo foram removidos e processados para analise histopatolégica, morfométrica e
avaliagao inflamatéria (atividade de mieloperoxidase, dosagem de citocinas, avaliagao da expressao de
citocinas e das enzimas 6xido nitrico sintase induzida — iINOS e ciclooxigenase-2 - COX-2).
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2.4 Grupos experimentais

Os animais foram submetidos aos protocolos de acordo com os grupos
experimentais discriminados a seguir, com o objetivo de avaliar o efeito de agentes
farmacoldgicos na mucosite intestinal induzida pelo CPT-11, a fim de determinar os
componentes inflamatorios responsaveis pela mesma.

Todos os tratamentos seguiram o esquema proposto por Trifan et al.
(2002). Os animais foram tratados durante sete dias consecutivos, com inicio um dia
antes da inducado da mucosite intestinal pelo CPT-11. Considerou-se como primeiro
dia experimental o inicio da administragdo do CPT-11. O numero de animais

utilizados em cada grupo foi no minimo 8 (oito)

2.4.1 Grupo normal

Este grupo foi constituido por animais ndo submetidos a mucosite intestinal
e que receberam o veiculo utilizado na diluigdo da droga em estudo, administrada

pela mesma via utilizada pelo grupo experimental.

2.4.2 Grupo controle

Este grupo foi constituido por animais submetidos a mucosite intestinal e
que receberam o veiculo utilizado na diluicdo da droga em estudo, administrada pela

mesma via utilizada pelo grupo experimental.

2.4.3 Grupo tratado com PTX

Os animais submetidos a mucosite intestinal induzida por CPT-11 foram
divididos em 3 (trés) grupos, os quais receberam PTX nas doses de 1,7, 5 e
15 mg/kg, administrada por via subcutanea (s.c). A PTX foi diluida em solug&o salina
0,9%.
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2.4.4 Grupo tratado com TLD

Os animais submetidos a mucosite intestinal induzida por CPT-11 foram
divididos em 3 (trés) grupos, os quais receberam TLD nas doses de 15, 30 e 60
mg/kg, administrada por via subcutéanea (s.c). A TLD foi diluida em solugdo a 2% de
dimetil sulféxido (DMSO) em salina 0,9%.

2.4.5 Grupo tratado com CLX

Os animais submetidos a mucosite intestinal induzida por CPT-11 foram
divididos em 3 (trés) grupos, os quais receberam celecoxibe nas doses 3, 10 e 30

mg/kg, administrado por gavagem (v.0.). O CLX foi diluido em agua destilada.

2.5 Parametros avaliados

2.5.1 Avaliagao da diarréia

A severidade da diarréia foi monitorada duas vezes ao dia, durante todo o
periodo experimental (sete dias), utilizando-se os escores descritos por Kurita et al.
(2000), onde se tem: 0 — normal, auséncia de diarréia; 1 — diarréia leve, fezes
levemente umedecidas; 2 — diarréia moderada, fezes sem formas com presencga de
quantidade moderada de sujidades na regido perianal; e 3 — diarréia grave, fezes
aquosas com grande quantidade de sujidades na regido perianal.

A diarréia que apareceu até uma hora apés a administracido do CPT-11 foi
considerada diarréia precoce; e a que foi observada depois de 6-24 horas apds a
administracao foi considerada tardia (KASE et al., 1997; ARIMORI et al., 2001).

2.5.2 Analise ponderal
Os animais tiveram a massa corporal avaliada diariamente durante todo o

periodo experimental, em balanca tipo Filizola, com capacidade de 6000g e

sensibilidade de 1g. Este parametro era avaliado imediatamente antes da
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administracdo do agente quimioterapico, e, apos o término da administragdo do
CPT-11, diariamente, sempre pela manha até o sétimo dia. Os valores encontrados
foram expressos como variagdo de massa corpoérea (g), obtida através das diferengas

das massas corporeas determinadas diariamente e a inicial.

2.5.3 Leucograma

Os animais foram anestesiados com éter e, em seguida, colhidas amostras
de sangue periférico por pungédo na artéria ocular, imediatamente antes do sacrificio.
Utilizou-se 20 pL de sangue diluido em 380 uL do liquido de Turk para contagem do
numero total de leucocitos em camara de Neubauer, conforme metodologia descrita
por Moura et al. (1998). Os valores foram expressos em numero total de leucécitos x

10%/mm?3,

2.5.4 Avaliagao da sobrevida

Diariamente registrou-se a mortalidade dos animais em cada grupo

experimental para se avaliar a taxa de sobrevida em cada tratamento.

2.5.5 Analise histopatologica e morfométrica

Apo6s o sacrificio dos animais, foram removidos segmentos do duodeno,
jejuno e ileo. A seguir, tais espécimes foram fixados em formalina tamponada 10% e
processados para coloragao pelo método hematoxilina-eosina (H&E).

A caracterizacao histopatoldgica foi realizada através de um microscopio
Nikon com um aumento de 100 e 400x. Neste estudo foram analisados os aspectos
dos vilos e criptas, bem como presenca e intensidade do infiltrado inflamatério. O
grau de severidade da mucosite foi graduado de acordo com os seguintes escores
descritos por Woo et al. (2000): 0 — auséncia de leséo; 1 — menos de 10% das criptas
contém células necréticas; 2 — mais de 10% das criptas contém células necréticas,
mas a arquitetura permanece intacta; 3 — mais de 10% das criptas contém células
necroticas com perda da arquitetura das criptas (< 20%), os vilos encontram-se

encurtados e ocorre variavel hipertrofia e hiperbasofilia nas criptas remanescentes;
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4 — semelhante a 3, entretanto, € mais extensa a perda da arquitetura das criptas e o
encurtamento dos vilos.

Na analise morfomeétrica, utilizou-se microscopio Nikon com objetivas 10x
e lente ocular micrométrica Leitz Wetzlar 10x. As variaveis morfométricas avaliadas
incluiram altura dos vilos, considerada desde o topo até a base, correspondente a
juncao cripta/vilo; e profundidade das criptas, definida como a invaginagao entre os
vilos adjacentes (CARNEIRO FILHO et al., 2004). Estas medidas realizaram-se com
auxilio do programa de computador NIH image (U.S.A, 2005), considerando-se a
média aritmética destas medidas obtidas entre cinco a dez locais diferentes. Os

valores foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) em micrémetros

(Hm).

2.5.6 Atividade de mieloperoxidase (MPO)

No momento do sacrificio, uma por¢cdo do intestino foi processada para
mensuragdo da atividade de MPO, segundo método adaptado pelo descrito por
Bradley et al. (1982). Esta analise teve a finalidade de avaliar a reacao inflamatéria
da mucosite intestinal induzida por CPT-11, pois esta enzima € um marcador do
conteudo de neutrdfilos nos tecidos.

As amostras obtidas foram pesadas e mantidas a temperatura de -70°C
até a realizacdo do ensaio. Durante a determinacéo, as amostras foram trituradas por
duas vezes em homogeneizador Politron Ultra-Turrax em solugdo tampao, sob
condigbes adequadas de refrigeracdo. A seguir, estas foram centrifugadas
(centrifuga 5804R) a temperatura de 4°C, durante dez minutos, com freqliiéncia de
4.200 rpm. O sobrenadante, entdo, foi colhido para determinagdao da atividade de
MPO por ensaio colorimétrico, com uso de um leitor de ELISA, utilizando-se uma
placa com 96 pogos e realizando-se duas leituras. Os valores encontrados foram

expressos em unidade de MPO/mg de tecido.
2.5.7 Dosagem de citocinas (TNF-a, IL-18 e KC) no duodeno
A producdo de citocinas foi determinada através do conteudo dessas

citocinas no tecido da mucosa intestinal. Ap6s o sacrificio dos animais (5° e 7° dia

experimental), foram removidos segmentos do duodeno e estocados a -70°C para
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posterior homogeneizagao e coleta do sobrenadante para dosagem de TNF-a, IL-13
e KC, segundo descrito por Safieh-Garabedian et al. (1995). A deteccdo das
concentragcdes destas citocinas foi realizada por ensaio imunoenzimatico (ELISA),
conforme protocolo de Cunha et al. (1993), o qual seguiu as etapas: (1) incubagao
com 2 pg/mL de anticorpo anti-TNF, anti-IL-18 e anti-KC diluidos em tamp&o de
bicarbonato (pH 8.2) — 100 plL/pogo (placa de 96 pogos) por 16-24h a 4°C; (2)
lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v; (3) bloqueio com albumina
bovina 1% diluida em tamp&o de lavagem, 100 uplL/pogo por duas horas a
temperatura ambiente; (4) lavagem da placa (3x); (5) incubagdo com a curva padréo
de TNF-a, IL-18 e KC diluida em tampao de lavagem e das amostras a serem
dosadas (100 pL/pogo por 16-24h a 4°C); (6) lavagem da placa (3x); (7) incubagado
com anticorpo biotinilado diluido 1:1.000 em tamp&o de lavagem contendo 1% de
soro normal de carneiro por uma hora a temperatura ambiente; (8) lavagem da placa
(3x); (9) incubagao com avidina-peroxidase (DAKO) diluida 1:5.000 em tampéao de
lavagem, 100 ulL/pogo por 15 minutos a temperatura ambiente; (10) lavagem da
placa (3x); (11) incubagdo com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampao
substrato, 100 uL/pogo, cobriu-se a placa e deixou-se no escuro por 5-20 minutos a
temperatura ambiente; (12) a reagao foi paralisada com 150 uL/pogo de H,SO4 1M;
(13) leitura em espectrofotometro a 490 nm. Os resultados foram expressos em

pg/mL como a curva padré&o.

2.5.8 Avaliagao da expressao de citocinas (TNF-a e IL-1B) e de enzimas (iNOS,

COX-2) por imunohistoquimica

Imunohistoquimica para TNF-a, IL-1B, INOS e COX-2 foi realizada
utilizando-se o método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU et al., 1981). No
sétimo dia, os animais foram sacrificados e tiveram o duodeno removido e fixado em
formol 10% por 24 horas para confeccdo de I|aminas apropriadas para
imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e alcool e
imersos em tampéao citrato 0,1 M (pH 6,0), sob aquecimento em forno de microondas,
por 15 minutos para a recuperagcao antigénica. Apos o resfriamento, obtido em
temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com solugao

tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da peroxidase enddgena
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com solugao de H,O2 a 3% (15 minutos). Os cortes foram entao incubados overnight
(4°C) com os anticorpos primarios anti-TNF-a, anti-IL-1B, anti-INOS e anti-COX-2,
diluidos em PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA) na concentragdo 1:200,
1:400, 1:200 e 1:200, respectivamente. Apds a lavagem no dia seguinte, foi feita a
incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado anti-IgG, diluidos 1:200 ou 1:400
em PBS-BSA, por 30 minutos. Depois de lavado, os cortes foram incubados com o
complexo estrepto-avidina peroxidase conjugada (complexo ABC Vectastain ®) por
30 minutos. Apds nova lavagem com PBS, seguiu-se coloragdo com o cromdgeno
3,3 diaminobenzidine-perdxido (DAB), seguida por contracoloragdo com hematoxilina
de Mayer. Por fim, realizou-se a desidratacdo das amostras e montagem das
laminas. Controles negativos foram processados simultaneamente como descrito
acima, sendo que o anticorpo primario foi substituido por PBS-BSA 5%.

O grau de expresséao foi avaliado por escores descritos por Yeoh et al.
(2005), onde se tem: 0 — sem marcacgado; 1 — leve marcagao; 2 — moderada

marcagao; 3 — moderada a intensa marcacgao e 4 — intensa marcacao.

2.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad
Prisma, version 4.01 (2004). Nos escores de avaliacdo da diarréia e analise do grau
de mucosite, os dados obtidos foram expressos como mediana (md) acompanhada
pelos respectivos valores extremos do rol de dados e comparados através do teste
de Kruskal-Wallis com comparacdo de Dunn. As taxas de sobrevida foram calculadas
pelo teste de Kaplan-Meier e os dados analisados pelo teste de Logrank. Nos demais
parametros, os resultados foram expressos como média acompanhada pelo erro
padrdao da média (média + EPM) e para comparacdo utilizou-se a analise de
variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni. Em todos os paréametros, considerou-se

estatisticamente significante p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Modelo da mucosite intestinal induzida pelo CPT-11

Para se estabelecer o modelo de mucosite intestinal induzida pelo
cloridrato de irinotecano (CPT-11) em camundongos Swiss, inicialmente se testou as
doses de 50, 75 e 100 mg/kg de peso, administradas pela via intraperitoneal (i.p.)
durante quatro dias consecutivos. A escolha de tais doses baseiou-se no modelo
descrito por lkuno et al. (1995), que administraram 100 mg/kg (i.p.) durante quatro

dias consecutivos.

3.1.1 Avaliacao da diarréia induzida pelo CPT-11

A Tabela 1 mostra que o CPT-11 administrado por quatro dias
consecutivos, nas doses de 75 e 100 mg/kg, induziu diarréia tardia quando
comparado aos animais que receberam solug¢ao salina.

A diarréia precoce referida pela literatura (Jansman et al., 2001;
Rubenstein et al., 2004) foi observada nos grupos administrados com CPT-11 nas
doses de 50, 75 e 100 mg/kg, porém a sua incidéncia na maioria dos animais foi de
grau leve (escore 1) e ndo apresentou significado estatistico (p > 0,05). No primeiro
dia, apés uma hora da administragdo da droga, as doses de 75 e 100 mg/kg
induziram diarréia leve em 25% e 37,5% dos animais. No segundo e terceiro dias, a
dose de 75 mg/kg provocou diarréia leve em 35,5% e a de 100 mg/kg em 43,75%,
sendo que no terceiro dia no grupo em que se administrou a maior dose, um animal
(6,25%) apresentou diarréia de grau moderado (escore 2). No quarto dia, a incidéncia
da diarréia precoce foi maior, 50% para o grupo que recebeu 75 mg/kg e 56,25%
para os animais administrados com CPT-11 em 100 mg/kg, destes apenas um animal
(6,25%) dos que receberam maior dose apresentou diarréia grave (escore 3). O
grupo administrado com CPT-11 (50 mg/kg) apresentou menor incidéncia de diarréia
precoce, diarréia leve foi observada no segundo e quarto dias em 12,5% e em 25%

dos animais, respectivamente.
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Entretanto, a diarréia tardia (escore 3; 0-3) teve ocorréncia significante
(p < 0,05) nas doses de 75 e 100 mg/kg, com inicio no sexto e quinto dias
experimentais, respectivamente. No sétimo dia experimental, diarréia grave (escore
3) encontrava-se presente em 83,33% dos animais que receberam a dose de 75

mg/kg, e em 87,35% nos que foram administrados 100 mg/kg.

3.1.2 Efeito do CPT-11 na variagdo da massa corpérea

A Figura 3 demonstra que o tratamento durante quatro dias com CPT-11,
nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg, provocou perda de peso significativa (p < 0,05) em
camundongos Swiss. A reducdo de peso teve inicio no quarto dia apos o inicio da
administragcdo da droga e foi dose-dependente, sendo maior no grupo tratado com

maior dose.

3.1.3 Efeito do CPT-11 no leucograma

Observa-se na Figura 4 que os animais tratados com CPT-11, nas doses
de 50, 75 e 100 mg/kg por quatro dias consecutivos, apresentaram leucopenia
(p < 0,05). Redugdo maior no numero total de leucdcitos foi observada nos grupos

que receberam maiores doses (75 e 100 mg/kg).

3.1.4 Efeito do CPT-11 na sobrevida dos animais

Analisando-se a Figura 5, verifica-se que o CPT-11 provocou aumento
significativo (p < 0,05) de mortalidade de forma dose-dependente. No sétimo dia
experimental, a dose de 100 mg/kg induziu morte em 50% dos animais, enquanto os
grupos que receberam a quantidade de 75 e 50 mg/kg a mortalidade foi de 25%

(sobrevida de 75%) e 12,5% (sobrevida de 87,5%), respectivamente.
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TABELA 1 — Efeito de diferentes doses do cloridrato de irinotecano (CPT-11) na

indugao de diarréia em camundongos Swiss.

CPT-11
Dia Salina 50 mg/kg 75 mg/kg 100 mg/kg
1° 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1)
2° 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)
3° 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-2)
4° 0 (0-0) 0 (0-1) 0,5 (0-1) 1 (0-3)
5° 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-3) 3 (0-3)*
6° 0 (0-0) 0 (0-2) 3 (0-3)* 3 (0-3)*
7° 0 (0-0) 0 (0-3) 3 (0-3)* 3 (0-3)*

Os animais receberam CPT-11 (50, 75 e 100 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por quatro dias
consecutivos (i.p.). A diarréia foi avaliada por escores propostos por Kurita et al. (2000), onde se tem: 0
— normal, auséncia de diarréia; 1 — diarréia leve, fezes levemente umedecidas; 2 — diarréia moderada,
fezes sem formas com presenca de quantidade moderada de sujidades na regido perianal; e 3 —
diarréia grave, fezes aquosas com grande quantidade de sujidades na regido perianal. Os valores
representam mediana e variagao, e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagéao de
Dunn. * Diferenga estatistica comparado aos animais tratados com salina (p < 0,05). O ndmero de
animais utilizados em cada grupo foi no minimo oito.
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FIGURA 3 — Efeito de diferentes doses do cloridrato de irinotecano (CPT-11) na

variagdo da massa corporea de camundongos Swiss.

Os animais receberam CPT-11 (50, 75, 100 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por quatro dias
consecutivos (i.p.). As massas corporeas foram avaliadas diariamente até o sétimo dia experimental.
Os pontos representam média + EPM da variacdo de massa corpoérea (g), calculada através das
diferencas das massas corpdreas obtidas diariamente e a inicial. Os dados foram analisados pelo teste
de Bonferroni (ANOVA). * Diferenca estatistica comparado aos animais tratados com CPT-11
(p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo oito.
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FIGURA 4 — Efeito de diferentes doses do cloridrato de irinotecano (CPT-11) no

leucograma de camundongos Swiss.

Os animais receberam CPT-11 (50, 75 e 100 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por quatro dias
consecutivos (i.p.). O sangue foi colhido por puncgéo na artéria ocular imediatamente antes do sacrificio
e a contagem do numero total de leucécitos foi realizada em camara de Neubauer, conforme descrito
por Moura et al. (1998). Os valores representam média £+ EPM do numero total de leucécitos x 10%/mm?®
e foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). * Diferenga estatistica comparado aos animais
tratados com salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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FIGURA 5 — Efeito de diferentes doses do cloridrato de irinotecano (CPT-11) na

curva de sobrevida de camundongos Swiss.

Os animais receberam CPT-11 (50, 75, 100 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por quatro dias
consecutivos (i.p.). As taxas de sobrevida foram calculadas pela curva de Kaplan-Meier e a diferenga
entre os grupos pelo teste de logrank. * Diferenga estatistica comparado aos animais tratados com
salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo dez.
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3.1.5 Efeito do CPT-11 nas estruturas histoldgicas do intestino

A Figura 6 mostram as alteragcdes histologicas observadas com o
tratamento com CPT-11 na dose de 75 mg/kg por quatro dias consecutivos. Os
animais que nao receberam tratamento com CPT-11 apresentaram as estruturas
intestinais (duodeno, jejuno e ileo) com vilosidades e criptas integras, com epitélio
cilindrico recobrindo os vilos intestinais e a estrutura intacta das criptas com células
de Paneth. Entretanto, nos animais submetidos ao tratamento durante quatro dias
com CPT-11 nas doses de 75 e 100 mg/kg, observou-se encurtamento acentuado
das vilosidades intestinais, necrose parcial de criptas, achatamento e vacuolizagao
de enterdcitos, presenca de infiltrado celular inflamatério na mucosa com predominio
de células mononucleares e redugao de células caliciformes. No ileo dos animais que
foram injetados com CPT-11 (75 e 100 mg/kg) verificou-se infiltragdo muito
acentuada de leucdcitos mononucleares. Por outro lado, nos animais que receberam
50mg de CPT-11/kg também no periodo de quatro dias, as alteragdes estruturais do
intestino ndo foram significativas. Verificou-se vacuolizagado de enterdcitos, sendo as
criptas preservadas no duodeno e jejuno. No ileo observou-se achatamento das
vilosidades e uma destruicdo parcial das criptas.

Quando se analisou as lesdes intestinais de acordo com a classificacdo do
grau de mucosite intestinal pelos parametros descritos por Woo et al. (2000)
observou-se que os animais tratados durante quatro dias consecutivos com CPT-11,
nas doses de 75 e 100 mg/kg, apresentaram incidéncia significativa (p < 0,05) de
mucosite intestinal classificada como escore 4 nos trés segmentos intestinais.
Portanto, o CPT-11 nestas doses induziu lesbes extensas nos vilos e criptas no
duodeno, jejuno e ileo. J& o grupo que recebeu 50 mg/kg apresentou lesdes
significativas apenas no ileo, escore 4 (2-4). Neste grupo, no duodeno e jejuno
observaram-se criptas com pequena redugao de profundidade, mas com arquitetura
intacta classificados com escores 2 (1-3) e 1 (1-3), respectivamente (Tabela 2).

A Figura 7 mostra os dados morfométricos dos vilos e criptas do duodeno,
jejuno e ileo. Os resultados mostram que o CPT-11 nas doses administradas
provocou encurtamento significativo nos vilos nas trés por¢des intestinais de forma
dose-dependente (p < 0,05). No duodeno, verificou-se redugédo no tamanho dos vilos
em torno de 33,10% no grupo que recebeu a dose de 50 mg/kg, 69,16% para o grupo

de 75 mg/kg e 76,43% para o que recebeu 100 mg/kg. No jejuno, a redugédo do
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tamanho dos vilos foi de 40,71%, 57,62% e 65% para as doses de 50, 75 e 100
mg/kg. No ileo, a medida dos vilos reduziu em 30,27%, 51,22% e 49,26% para as
dose de 50, 75 e 100 mg/kg, respectivamente.

No duodeno e jejuno, a profundidade das criptas apresentou-se reduzida
(p < 0,05) nos grupos que receberam doses maiores em 22,08% e 24,60% no
duodeno e 31,70% e 30,78% para o jejuno, nas doses de 75 e 100 mg/kg,
respectivamente. Entretanto, no ileo todas as doses administradas induziram
diminuic&o significativa (p < 0,05) na profundidade das criptas, que foi de 22,65%,
26,07% e 26,74% para os animais que receberam 50, 75 e 100 mg/kg,

respectivamente.
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FIGURA 6 — Fotomicrografias da mucosa duodenal de camundongos Swiss normais

e dos submetidos a mucosite intestinal pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p.). Foram
sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido e processado para a técnica de
coloragédo pelo método H&E (A e D — aumento de 100x; B, C, E, F — 400x). Mucosa intestinal de
animais normais, nao submetidos a mucosite intestinal, mostrando vilos (A, B) e criptas (C)
preservados. Mucosa intestinal de animais que receberam CPT-11, mostrando encurtamento dos vilos
(D,E), achatamento e vacuolizagdo de enterdcitos (seta E), necrose de criptas (F) e infiltrado de
células mononucleares (cabeca de seta F).
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TABELA 2 — Efeito de diferentes doses do cloridrato de irinotecano (CPT-11) na

indugdo de mucosite intestinal em camundongos Swiss.

CPT-11
Salina 50 mg/kg 75 mglkg 100 mg/kg
Duodeno 0 (0-0) 2(1-3) 4 (3-4)* 4 (4-4) *
Jejuno 0 (0-0) 1(1-3) 4 (3-4)* 4 (4-4)*
ileo 0 (0-0) 4 (2-4)* 4 (4-4)* 4 (4-4)*

Os animais receberam CPT-11 (50, 75 e 100 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por quatro dias
consecutivos (i.p.). Foram sacrificados no sétimo dia experimental, e segmentos do duodeno, jejuno e
ileo foram removidos e processados para a técnica de coloracdo pelo método H&E. A avaliacido
histolégica foi realizada por escores propostos por Woo et al. (2000), onde se tem: 0 — auséncia de
lesdo; 1 — menos de 10% das criptas contém células necréticas; 2 — mais de 10% das criptas contém
células necréticas, mas a arquitetura permanece intacta; 3 — mais de 10% das criptas contém células
necrdticas com perda da arquitetura das criptas (< 20%), os vilos encontram-se encurtados, variavel
hipertrofia/hiperbasofilia nas criptas remanescentes; 4 — lesées mais extensas que em 3. Os valores
representam mediana e variagéo, e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagéo de
Dunn. * Diferenga estatistica comparado aos animais tratados com salina (p < 0,05). O numero de
animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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FIGURA 7 — Efeito de diferentes doses do cloridrato de

morfometria intestinal de camundongos Swiss.

Os animais receberam CPT-11 (50, 75 e 100 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por quatro dias
consecutivos (i.p.). Foram sacrificados no sétimo dia experimental, e segmentos do duodeno, jejuno e
ileo foram removidos e processados para a técnica de coloragdo pelo método H&E. Os valores
EPM e foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). * Diferenga
estatistica comparado aos animais tratados com salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em

representam média *

cada grupo foi no minimo seis.
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3.1.6 Efeito do CPT-11 na atividade de MPO no duodeno

A Figura 8 mostra que o tratamento com CPT-11 nas doses estudadas
aumentou significativamente (p < 0,05) a atividade de MPO no intestino (duodeno),
no sétimo dia experimental. Este aumento enzimatico expressivo demonstra que este

agente quimioterapico provocou infiltragao de neutrdfilos no intestino.

3.1.7 Efeito do CPT-11 nos niveis de citocinas (TNF-a, IL-18 e KC) no duodeno

Os resultados apresentados na Figura 9 mostram o efeito do tratamento
com CPT-11 (75 mg/kg) nos niveis de TNF-q, IL-18 e KC no duodeno de animais
sacrificados nos dias 5 e 7. O CPT-11 (75 mg/kg) aumentou significativamente
(p < 0,05) os niveis de TNF-a de animais sacrificados no quinto e sétimo dias
experimentais. Entretanto, as citocinas IL-18 e KC somente apresentaram aumento

significativo (p < 0,05) no sétimo dia experimental.

3.1.8 Efeito do CPT-11 na expressao de citocinas (TNF-a e IL-1B) e de enzimas
(iINOS e COX-2) na mucosa duodenal

Na Tabela 3 observam-se as graduagdes das marcag¢des do TNF-a, IL-1j3,
INOS e COX-2 pelo estudo imunohistoquimico das mucosas do duodeno de
camundongos normais e dos submetidos a mucosite intestinal pelo tratamento com o
CPT-11.

Os animais normais apresentaram leve marcacao de TNF-q, IL-1 ao nivel
do epitélio dos vilos (escore 1; 1-1). No grupo de animais submetidos a mucosite
observa-se um aumento significativo (p < 0,05) da marcacdo de TNF-a e IL-18 no
epitélio de revestimento e nas células da lamina prépria (escore 4; 4-4 e 4; 3-4,
respectivamente). A marcagdo de IL-13 também foi observada nas células
endoteliais (Figura 10).

A mucosite intestinal induzida pelo CPT-11 provocou aumento significativo
(p < 0,05) na expresséo de iINOS no segmento do duodeno (escore 4; 3-4). Pode-se
ver na Figura 11 que a marcagdo de iNOS encontra-se intensa no epitélio de

revestimento e especialmente nas células da lamina propria, mostrando que houve
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aumento na atividade desta enzima no curso da mucosite intestinal. Os animais
normais apresentam leve a moderada marcacgao no epitélio dos vilos (escore 1; 1-2).

Quanto a expressdo da COX-2, pode-se verificar na Figura 12, que o
tratamento com CPT-11 aumentou significativamente (p < 0,05) a marcagcéo da COX-
2 no epitélio de revestimento e nas criptas (escore 2,5; 2-3). Nos animais normais

observam-se leve marcagao desta enzima (escore 1;1-1).
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FIGURA 8 - Efeito de diferentes doses do cloridrato de irinotecano (CPT-11) na

atividade de mieloperoxidase (MPO) no duodeno de camundongos Swiss.

Os animais receberam CPT-11 (50, 75 e 100 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por quatro dias
consecutivos (i.p.). Foram sacrificados no sétimo dia experimental, e uma porgao do duodeno foi
congelada no freezer a -70°C. A atividade de MPO foi determinada por ensaio colorimétrico, segundo
método modificado pelo descrito por Bradley et al. (1982). Os valores representam média + EPM da
unidade de MPO/mg de tecido e foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). * Diferenca
estatistica comparado aos animais tratados com salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em
cada grupo foi no minimo seis.
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FIGURA 9 — Efeito do cloridrato de irinotecano (CPT-11) nos niveis de citocinas

(TNF-a, IL-1B e KC) no duodeno de camundongos Swiss.

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugéo salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p.).
Foram sacrificados no quinto ou sétimo dia experimental, e uma por¢do do duodeno foi congelada no
freezer a -70°C. O ensaio foi realizado por ELISA através do método descrito por Cunha et al. (1993).
Os valores representam média £+ EPM da quantidade de citocinas (pg/mL) e foram analisados pelo
teste de Bonferroni (ANOVA). * Diferenga estatistica comparado aos animais tratados com salina
(p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo cinco.
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TABELA 3 — Efeito do cloridrato de irinotecano (CPT-11) no grau de expresséao de

citocinas (TNF-a e IL-18) e de enzimas (iNOS e COX-2) na mucosa duodenal de

camundongos Swiss.

Controle negativo Salina CPT-11 (75 mg/kg)
TNF-a 0 (0-0) 1(1-1) 4 (4-4)*
IL-1B 0 (0-0) 1(1-1) 4 (3-4)*
iINOS 0 (0-0) 1(1-2) 4 (3-4)*
COX-2 0 (0-0) 1(1-1) 2,5 (2-3)*

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p.). Foram
sacrificados no sétimo dia experimental, e 0 duodeno foi removido para técnica de imunohistoquimica
para deteccao de TNF-q, IL-13, INOS e COX-2. Controle negativo, duodeno de um animal submetido a
mucosite intestinal na auséncia de anticorpo primario anti-TNF-a, anti-IL-1f3, anti-iINOS e anti-COX-2. O
grau de expresséao foi avaliado por escores descritos por Yeoh et al. (2005), onde se tem: 0 — sem
marcagao; 1 — leve marcagao; 2 — moderada marcagado; 3 — moderada a intensa marcagao e 4 —
intensa marcagdo. Os valores representam mediana e variacdo, e foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis com comparacgdo de Dunn. * Diferenca estatistica comparado aos animais tratados com
salina (p < 0,05). O nimero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo cinco, a exceg¢ao do

controle negativo (n=1).
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FIGURA 10 — Fotomicrografias da marcagao de citocinas (TNF-a e IL-13) na mucosa
duodenal de camundongos Swiss normais e dos submetidos a mucosite intestinal

pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugéo salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p.).
Foram sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido para técnica de
imunohistoquimica para detec¢do de TNF-a e IL-13 (aumento de 400x). Controle negativo, duodeno
de um animal submetido a mucosite intestinal na auséncia de anticorpo primario anti-TNF-a (A) e anti-
IL-1B8 (B). Duodeno de um animal normal, mostrando leve marcagdo de TNF-a (C) e IL-1B (D) no
epitélio dos vilos. Duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal, apresentando intensa
marcagao de TNF-a (E) e IL-1B (F) no epitélio de revestimento (seta), células da lamina proépria
(cabega de seta) e do endotélio (seta branca).
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FIGURA 11 — Fotomicrografias da marcacao da enzima oxido nitrico sintase induzida

(iNOS) na mucosa duodenal de camundongos Swiss normais e dos submetidos a

mucosite intestinal pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugao salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p.).
Foram sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido para técnica de
imunohistoquimica para detecgdo de iINOS (aumento de 400x). Controle negativo, duodeno de um
animal submetido a mucosite intestinal na auséncia de anticorpo primario anti-iNOS (A). Duodeno de
um animal normal, mostrando leve a moderada marcagao de iINOS no epitélio dos vilos (B). Duodeno
de um animal submetido a mucosite intestinal, apresentando intensa marcagéo de iINOS no epitélio de
revestimento (seta C) e nas células da lamina propria (cabeca de seta D).
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FIGURA 12 — Fotomicrografias da marcagéo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) na
mucosa duodenal de camundongos Swiss normais e dos submetidos por mucosite

intestinal pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugéo salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p.).
Foram sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido para técnica de
imunohistoquimica para detecgdo de COX-2 (aumento de 400x). Controle negativo, duodeno de um
animal submetido a mucosite intestinal na auséncia de anticorpo primario anti-COX-2 (A). Duodeno de
um animal normal, mostrando leve marcagdo de COX-2, principalmente nas criptas (B). Duodeno de
um animal submetido a mucosite intestinal, apresentando moderada a intensa marcacédo de COX-2 no
epitélio de revestimento (seta C) e nas criptas (cabega de seta C).
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3.2 Efeito do tratamento com PTX na mucosite intestinal induzida pelo CPT-11

3.2.1 Efeito da PTX na severidade da diarréia induzida pelo CPT-11

A Tabela 4 mostra o efeito da PTX, nas doses de 1,7, 5 e 15 mg/kg, na
severidade da diarréia induzida pelo CPT-11. A droga foi administrada durante sete
dias consecutivos, iniciando-se o tratamento um dia antes da indugdo da mucosite
intestinal com o CPT-11. Os resultados demonstram que a PTX nas menores doses
(1,7 e 5 mg/kg) reduziu significativamente a gravidade da diarréia induzida por
CPT-11 no sétimo dia experimental (p < 0,05). No sexto dia, apesar de n&o ser
verificado diferenga estatistica, observa-se uma tendéncia para melhora do quadro

diarréico.

3.2.2 Efeito da PTX na variagdo da massa corpdrea de animais com mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11

Os dados apresentados na Figura 13 demonstram que a PTX em nenhuma
dose reverteu a perda de massa corpdérea nos animais com mucosite intestinal
induzida pela administragcao de CPT-11 (p > 0,05), quando administrada no modelo
proposto, ou seja, por sete dias, sendo iniciada a primeira dose um dia antes do
CPT-11.

3.2.3 Efeito da PTX no leucograma de animais com mucosite intestinal induzida pelo
CPT-11

A Figura 14 mostra que o tratamento durante sete dias com a PTX, nas
doses de 1,7, 5 e 15 mg/kg, ndo alterou (p > 0,05) as contagens do numero de
leucdcitos totais no sangue periférico dos animais submetidos a mucosite intestinal

induzida pela administracdo de quatro dias consecutivos de CPT-11.
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3.2.4 Efeito da PTX na sobrevida de animais com mucosite intestinal induzida pelo
CPT-11

A Figura 15 mostra que a PTX, nas doses de 1,7, 5 e 15 mg/kg, ndo
alterou significativamente (p > 0,05) a sobrevida dos animais com mucosite intestinal
provocada pelo CPT-11. Sobrevida de 90% foi observada no grupo que recebeu 5
mg/kg, seguida pelo grupo tratado com PTX 1,7mg/kg, que teve sobrevida de 87,5%.
Por outro lado, o grupo em que a PTX foi administrada em maior dose (15mg/kg)
apresentou sobrevida de 80%, enquanto o grupo nao tratado com a PTX teve
sobrevida de 75%.
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TABELA 4 — Efeito de diferentes doses da pentoxifilina (PTX) na severidade da

diarréia induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) em camundongos Swiss.

CPT-11 (75 mg/kg)

PTX (mg/kg)

Dia Normal Salina 1,7 5 15

1° 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-1)
2° 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-0)
3° 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)
4° 0 (0-0) 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-2) 0 (0-2)
5° 0 (0-0) 0 (0-3) 0 (0-3) 0 (0-3) 0 (0-3)
6° 0 (0-0) 3 (0-3)# 1 (0-3) 1(0-2) 2 (0-3)
7° 0 (0-0) 3 (0-3)# 0 (0-3)* 0 (0-3)* 2 (0-3)

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam PTX (1,7, 5, 15 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. A diarréia foi
avaliada por escores propostos por Kurita et al. (2000), onde se tem: 0 — normal, auséncia de diarréia;
1 — diarréia leve, fezes levemente umedecidas; 2 — diarréia moderada, fezes sem formas com
presenca de quantidade moderada de sujidades na regido perianal; e 3 — diarréia grave, fezes aquosas
com grande quantidade de sujidades na regido perianal. Os valores representam mediana e variagao,
e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagdo de Dunn. # Diferenga estatistica
comparado aos animais normais (p < 0,05). * Diferenga estatistica comparado ao grupo com mucosite
intestinal e tratado com salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo
oito.
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FIGURA 13 — Efeito de diferentes doses da pentoxifilina (PTX) na variagdo da massa
corpérea em camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida pelo cloridrato de
irinotecano (CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam PTX (1,7, 5, 15 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. As massas
corporeas foram avaliadas diariamente até o sétimo dia experimental. Os pontos representam média +
EPM da variagdo de massa corpérea (g), calculada através das diferengas das massas corpéreas
obtidas diariamente e a inicial. Os dados foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA).
# Diferenga estatistica comparado aos animais com mucosite intestinal tratados com salina e PTX
(p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo oito.
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FIGURA 14 — Efeito de diferentes doses da pentoxifilina (PTX) no leucograma de
camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida pelo cloridrato de irinotecano
(CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam PTX (1,7, 5 e 15 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. O sangue foi
colhido por pungdo na artéria ocular imediatamente antes do sacrificio e a contagem do numero total
de leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer, conforme descrito por Moura et al. (1998). Os
valores representam média + EPM do numero total de leucécitos x 10%/mm? e foram analisados pelo
teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenca estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05). O
numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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FIGURA 15 — Efeito de diferentes doses da pentoxifilina (PTX) na curva de sobrevida

de camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida por cloridrato de irinotecano

(CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam PTX (1,7, 5 e 15 mg/kg) ou solugédo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. As taxas de
sobrevida foram calculadas pela curva de Kaplan-Meier e a diferenga entre os grupos pelo teste de
logrank. # Diferencga estatistica comparado aos animais com mucosite intestinal tratados com salina e
PTX (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo dez.
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3.2.5 Efeito da PTX nas estruturas histologicas do intestino de animais com mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11

O tratamento com a PTX, nas doses de 1,7 e 5 mg/kg durante sete dias
consecutivos, com inicio um dia da indug¢do da mucosite, melhorou a estrutura
histolégica dos animais tratados com o CPT-11, ou seja, reduziu o encurtamento dos
vilos, aumentou a profundidade das criptas e reduziu o infiltrado de células
mononucleares na lamina prépria nos animais submetidos a mucosite intestinal
(Figuras 16).

Quando se utilizou o escore histolégico (Woo et al., 2000) para classificar
as lesdes intestinais verificou-se que a PTX na dose de 1,7 mg/kg, administrada por
sete dias, reduziu significativamente (p < 0,05) a destruicdo provocada pelo uso do
CPT-11 no duodeno, jejuno e ileo. Ja, a administragdo de PTX 5 mg/kg melhorou
significativamente (p < 0,05) apenas as estruturas histolégicas da por¢cao duodenal e
jejunal. No entanto, a PTX (15 mg/kg) n&o reverteu significativamente  (p > 0,05) as
alteragdes histolégicas induzidas pelo CPT-11 de nenhum segmento intestinal
(Tabela 5).

Os resultados da analise morfométrica do intestino de animais com
mucosite intestinal induzida por CPT-11 tratados e n&o-tratados com a PTX podem
ser observados na Figura 17, onde se observa que a PTX nas doses utilizadas
aumentou significativamente (p < 0,05) a profundidade das criptas intestinais nos
segmentos duodenal e jejunal em média em 82,82% e 47,88%, respectivamente. Por
outro lado, no ileo apenas a menor dose (1,7 mg/kg) reduziu significativamente
(p < 0,05) a destruigédo das criptas induzidas pelo CPT-11 em 53,29%, apesar de se
verificar uma tendéncia de melhora com as outras doses. Em relagao a altura dos
vilos, observou-se que no duodeno a PTX nas doses de 1,7 e 5 mg/kg reduziu
significativamente (p < 0,05) o encurtamento em 77,7 e 62,65%, respectivamente.

Assim, a PTX parece ter um papel protetor das lesdes induzidas por CPT-11.
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FIGURA 16 - Fotomicrografias da mucosa duodenal de camundongos Swiss
normais, dos submetidos a mucosite intestinal pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11)

sem tratamento e com tratamento com pentoxifilina (PTX).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugao salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p). A
PTX (1,7 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% foi administrada durante sete dias (s.c.), iniciando um dia
antes do CPT-11. Os animais foram sacrificados no sétimo dia experimental, o duodeno foi removido e
processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (A, D e G —aumento de 100x; B, C, E, F, H,
| — 400x). Mucosa intestinal de animais normais, ndo submetidos a mucosite intestinal, mostrando vilos
(A, B) e criptas (C) preservados. Mucosa intestinal de animais que receberam CPT-11, mostrando
encurtamento dos vilos (D, E), achatamento e vacuolizagao de enterdcitos (seta E), necrose de criptas
(F) e infiltrado de células mononucleares na l&mina propria (cabega de seta F). Mucosa intestinal de
animais que receberam CPT-11 e PTX, mostrando menor encurtamento dos vilos (G, H), aumento da
profundidade das criptas, menor infilirado de células inflamatdrias na lamina prépria (1).
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TABELA 5 — Efeito de diferentes doses da pentoxifilina (PTX) no grau de mucosite

intestinal induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) em camundongos Swiss.

CPT-11 (75 mg/kg)

PTX (mg/kg)
Normal Salina 1,7 5 15
Duodeno 0 (0-0) 4 (3-4)# 1 (0-4)* 2 (0-3)* 3(1-4)
Jejuno 0 (0-0) 4 (4-4)# 2 (0-4)* 2 (0-4)* 4 (0-4)#
fleo 0 (0-0) 4 (4-4)# 2 (1-4) 4 (3-4)# 4 (3-4)#

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam PTX (1,7, 5, 15 mg/kg) ou solugéo salina 0,9%por via subcutanea
(s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram sacrificados no
sétimo dia experimental e segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram removidos e processados para a
técnica de coloragéo pelo método H&E. A avaliagéo histoldgica foi realizada por escores propostos por
Woo et al. (2000), onde se tem: 0 — auséncia de les&o; 1 — menos de 10% das criptas contém células
necréticas; 2 — mais de 10% das criptas contém células necréticas, mas a arquitetura permanece
intacta; 3 — mais de 10% das criptas contém células necréticas com perda da arquitetura das criptas (<
20%), os vilos encontram-se encurtados, variavel hipertrofia/hiperbasofilia nas criptas remanescentes;
4 — lesbes mais extensas que em 3. Os valores representam mediana e variagdo, e foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagao de Dunn. # Diferenga estatistica comparado aos animais
normais (p < 0,05). * Diferenca estatistica comparado ao grupo com mucosite intestinal e tratado com
salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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FIGURA 17 — Efeito de diferentes doses da pentoxifilina (PTX) nas alteragdes
morfométricas intestinais induzidas pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) em

camundongos Swiss.

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam PTX (1,7, 5 e 15 mg/kg) ou solugédo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Os animais
foram sacrificados no sétimo dia experimental, e segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram removidos
e processados para a técnica de coloragdo pelo método H&E. Os valores representam média + EPM e
foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenca estatistica comparado aos animais
normais (p < 0,05). * Diferenga estatistica comparado ao grupo com mucosite intestinal e tratado com
salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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3.2.6 Efeito da PTX na atividade de MPO no duodeno de animais com mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11

Através dos dados mostrados na Figura 18, verifica-se que o tratamento
com PTX (1,7, 5 e 15 mg/kg) foi capaz de reduzir de forma significante (p < 0,05) a
atividade da MPO no duodeno. Portanto, a PTX preveniu a migragao neutrofilica na

lesdo intestinal observada na mucosite intestinal induzida pelo CPT-11.

3.2.7 Efeito da PTX nos niveis de citocinas (TNF-a, IL-18 e KC) no duodeno de

animais com mucosite intestinal induzida pelo CPT-11

O tratamento com PTX (1,7 mg/kg) reverteu significativamente (p < 0,05) o
aumento de TNF-qa, IL-1B8 e KC na mucosa duodenal nos animais submetidos a

mucosite intestinal pela administracao de CPT-11 (Figura 19).

3.2.8 Efeito da PTX na expressao de citocinas (TNF-a e IL-13) e de enzimas (iINOS e
COX-2) na mucosa duodenal de animais com mucosite intestinal induzida pelo
CPT-11

Na Tabela 6 observa-se o efeito da PTX (1,7 mg/kg) no grau de marcagao
de TNF-a IL-18 e INOS na mucosa duodenal de camundongos submetidos a
mucosite intestinal.

As Figuras 20E e 20F mostram o duodeno de um animal submetido a
mucosite intestinal, onde se vé marcag¢des de TNF-a e IL-1B ao nivel do epitélio de
revestimento e nas células da lamina prépria, mostrando um aumento (p < 0,05) na
expressao destas citocinas (escore 4; 4-4 e 4; 3-4). Nas fotomicrografias 20G e 20H,
pode-se observar uma redugéo significativa (p < 0,05) na marcagéo de TNF-a e IL-13
tanto ao nivel do epitélio de revestimento como na lamina propria (escores 2; 2-3)
nos animais tratados com PTX.

As Figuras 21C e 21D mostram o duodeno de um animal submetido a
mucosite intestinal induzida pelo CPT-11 apresentando forte marcacdo de iINOS ao
nivel do epitélio de revestimento e nas células da lamina propria (escore 4; 3-4). A
PTX reduziu (p < 0,05) a marcagcdao de iNOS no epitélio de revestimento, e

especialmente nas células da lamina proépria (escore 1,5; 1-2) (Figura 21E).
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FIGURA 18 — Efeito de diferentes doses da pentoxifilina (PTX) na atividade de
mieloperoxidase (MPO) no duodeno de camundongos Swiss com mucosite intestinal

induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam PTX (1,7, 5 e 15 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram
sacrificados no sétimo dia experimental, e uma porgéo do duodeno foi congelada em freezer a -70°C.
A atividade de MPO foi determinada por ensaio colorimétrico, segundo método modificado pelo
descrito por Bradley et al. (1982). Os valores representam média + EPM da unidade de MPO/mg de
tecido e foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenca estatistica comparado aos
animais normais (p < 0,05). * Diferenga estatistica comparado ao grupo com mucosite intestinal e
tratado com salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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FIGURA 19 — Efeito da pentoxifilina (PTX) nos niveis de citocinas (TNF-a, IL-1B e
KC) no duodeno de camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida pelo
cloridrato de irinotecano (CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam PTX (1,7 mg/kg) ou solugéo salina 0,9% por via subcutanea (s.c.)
durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram sacrificados no sétimo dia
experimental, e uma porgao do duodeno foi congelada no freezer a -70°C. O ensaio foi realizado por
ELISA através do método descrito por Cunha et al. (1993). Os valores representam média + EPM da
quantidade de citocinas (pg/mL) e foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenca
estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05). * Diferenca estatistica comparado ao grupo com
mucosite intestinal tratado com salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no
minimo cinco.
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TABELA 6 — Efeito da pentoxifilina (PTX) no grau de expressao de citocinas (TNF-a e
IL-18) e da enzima 6xido nitrico sintase induzida (INOS) na mucosa duodenal de
camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida pelo cloridrato de irinotecano
(CPT-11).

CPT-11 (75 mg/kg)

Controle Normal Salina PTX (1,7 mg/kg)
negativo
TNF-a 0 (0-0) 1(1-1) 4 (4-4)* 2 (2-3)*
IL-1B 0 (0-0) 1(1-1) 4 (3-4)# 2 (2-3)*
iINOS 0 (0-0) 1(1-2) 4 (3-4)* 1,5 (1-2)*

A mucosite intestinal foi induzida através da administracdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam PTX (1,7 mg/kg) ou solucao salina 0,9%por via subcutanea (s.c.)
durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram sacrificados no sétimo dia
experimental, e o duodeno foi removido para técnica de imunohistoquimica para detec¢cdo de TNF-q,
IL-1B e iNOS. Controle negativo, duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal na auséncia
de anticorpo primario anti-TNF-a, anti-IL-1p e anti-iINOS. O grau de expressao foi avaliado por escores
descritos por Yeoh et al. (2005), onde se tem: 0 — sem marcacgao; 1 — leve marcagéo; 2 — moderada
marcagao; 3 — moderada a intensa marcagao e 4 — intensa marcagao. Os valores representam
mediana e variagcdo, e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagao de Dunn. #
Diferenca estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05). * Diferenca estatistica comparado ao
grupo com mucosite intestinal e tratado com salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada
grupo foi no minimo cinco, a excegéo do controle negativo (n=1).



91

FIGURA 20 — Fotomicrografias da marcagao de citocinas (TNF-a e IL-13) na mucosa
duodenal de camundongos Swiss normais, dos submetidos a mucosite intestinal pelo
cloridrato de irinotecano (CPT-11) sem tratamento e com tratamento com
pentoxifilina (PTX).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugéo salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p.).
PTX (1,7 mg/kg) ou solucdo salina 0,9% foi administrada durante sete dias (s.c.), iniciando um dia
antes do CPT-11. Os animais foram sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido
para técnica de imunohistoquimica para detecgdo de TNF-a e IL-1B (aumento de 400x). Controle
negativo, duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal na auséncia de anticorpo primario
anti-TNF-a (A) e anti-IL-18 (B). Duodeno de um animal normal, mostrando leve marcacdo de TNF-a
(C) e IL-1B (D) no epitélio dos vilos. Duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal,
apresentando intensa marcagéo de TNF-a (E) e IL-13 (F) no epitélio de revestimento (seta), células da
I&mina prépria (cabega de seta) e do endotélio (seta branca). Duodeno de um animal submetido a
mucosite intestinal tratado com PTX, mostrando a redugao na marcagéao de TNF-a (G) e IL-1B (H) ao
nivel no epitélio de revestimento e nas células da lamina propria.
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FIGURA 21 — Fotomicrografias da marcagcéo da enzima 6xido nitrico sintase induzida
(iINOS) na mucosa duodenal de camundongos Swiss normais, dos submetidos a
mucosite intestinal pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) sem tratamento e com

tratamento com pentoxifilina (PTX).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugao salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p.).
A PTX (1,7 mg/kg) ou solugéo salina 0,9% foi administrada durante sete dias (s.c.), iniciando um dia
antes do CPT-11. Os animais foram sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido
para técnica de imunochistoquimica para detecgdo de iINOS (aumento de 400x). Controle negativo,
duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal na auséncia de anticorpo primario anti-iNOS
(A). Duodeno de um animal normal, mostrando marcagao leve a moderada de iINOS no epitélio dos
vilos (B). Duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal, apresentando intensa marcagao de
iINOS no epitélio de revestimento (seta C) e nas células da lamina prépria (cabegca de seta D).
Duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal tratado com PTX, mostrando a redugéo na
marcacgao de iNOS no epitélio de revestimento e nas células da |lamina prépria (E).
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3.3 Efeito do tratamento com TLD na mucosite intestinal induzida pelo CPT-11

3.3.1 Efeito da TLD na severidade da diarréia induzida pelo CPT-11

Pode-se observar na Tabela 7 que o tratamento durante sete dias com
TLD (15, 30 e 60 mg/kg) n&o reverteu significativamente (p > 0,05) a diarréia induzida
pelo CPT-11.

3.3.2 Efeito da TLD na variagdo da massa corporea de animais com mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11

A Figura 22 demonstra que a TLD, nas doses de 15, 30 e 60 mg/kg, por
sete dias consecutivos, ndo reduziu de forma estatisticamente significativa (p > 0,05),
a perda de peso dos animais com mucosite intestinal experimental induzida pelo
CPT-11.

3.3.3 Efeito da TLD no leucograma de animais com mucosite intestinal induzida pelo
CPT-11

Na Figura 23 pode-se observar que o tratamento durante sete dias com
TLD, nas doses de 15, 30 e 60 mg/kg (s.c.) nao foi capaz de alterar a contagem total
de leucdcitos no sangue de animais submetidos a mucosite intestinal experimental
com CPT-11 (p > 0,05).

3.3.4 Efeito da TLD na sobrevida de animais com mucosite intestinal induzida pelo
CPT-11

O tratamento com TLD durante sete dias consecutivos, nao foi capaz de
reduzir a mortalidade de animais submetidos a mucosite intestinal induzida por CPT-
11 (p > 0,05). Os grupos tratados com salina e TLD (15 mg/kg) apresentaram taxa de
sobrevida de 70% e os grupos em que foram administrados TLD 30 e 60mg/kg

tiveram sobrevida de 60% e 66,67 %, respectivamente (Figura 24).
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TABELA 7 — Efeito de diferentes doses da talidomida (TLD) na severidade da diarréia

induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) em camundongos Swiss.

CPT-11 (75 mg/kg)

TLD (mg/kg)

Dia Normal Salina 15 30 60

1° 0 (0-0) 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-2)
2° 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)
3° 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-2)
4° 0 (0-0) 0 (0-2) 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-3)
5° 0 (0-0) 0 (0-3) 0 (0-3) 0 (0-3) 0 (0-3)
6° 0 (0-0) 3 (0-3)# 1 (0-3) 1 (0-3) 1 (0-3)
7° 0 (0-0) 3 (2-3)# 1 (0-3) 1 (0-3) 1 (0-3)

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam TLD (15, 30 e 60 mg/kg) ou solugédo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. A diarréia foi
avaliada por escores propostos por Kurita et al. (2000), onde se tem: 0 — normal, auséncia de diarréia;
1 — diarréia leve, fezes levemente umedecidas; 2 — diarréia moderada, fezes sem formas com
presenca de quantidade moderada de sujidades na regido perianal; e 3 — diarréia grave, fezes aquosas
com grande quantidade de sujidades na regido perianal. Os valores representam mediana e variagao,
e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagdo de Dunn. # Diferenga estatistica
comparado aos animais normais (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no
minimo oito.
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FIGURA 22 — Efeito de diferentes doses da talidomida (TLD) na variagdo da massa

corpdérea em camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida por cloridrato de
irinotecano (CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administracdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam TLD (15, 30 e 60 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. As massas
corporeas foram avaliadas diariamente até o sétimo dia experimental. Os pontos representam média +
EPM da variagao de massa corpérea (g), calculada através das diferengas das massas corpoéreas
obtidas diariamente e a inicial. Os dados foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA).
# Diferenca estatistica comparado aos animais com mucosite intestinal tratados com salina e TLD
(p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo oito.
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FIGURA 23 — Efeito de diferentes doses da talidomida (TLD) no leucograma de
camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida pelo cloridrato de irinotecano
(CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administracdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam TLD (15, 30 e 60 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. O sangue foi
colhido por pungao na artéria ocular imediatamente antes do sacrificio e a contagem do numero total
de leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer, conforme descrito por Moura et al. (1998). Os
valores representam média + EPM do niimero total de leucdcitos x 10°/mm?® e foram analisados pelo
teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenca estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05). O
numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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FIGURA 24 — Efeito de diferentes doses da talidomida (TLD) na curva de sobrevida

de camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida por cloridrato de irinotecano

(CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam TLD (15, 30 e 60 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. As taxas de
sobrevida foram calculadas pela curva de Kaplan-Meier e a diferenga entre os grupos pelo teste de
logrank. # Diferencga estatistica comparado aos animais com mucosite intestinal tratados com salina e
TLD (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo dez.



98

3.3.5 Efeito da TLD nas estruturas histolégicas do intestino de animais com mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11

A Figura 25 e a Tabela 8 mostram o grau de mucosite intestinal de
camundongos Swiss submetidos a mucosite intestinal induzido pelo CPT-11 tratados
com TLD nas doses de 15, 30 e 60 mg/kg (s.c.) durante sete dias. Os resultados
demonstram que o tratamento com TLD na maior dose (60 mg/kg) preveniu o
surgimento das lesdes intestinais induzidas pelo CPT-11 apenas no segmento
duodenal (p < 0,05) quantificadas pelo critério de Woo et al. (2000).

Quando se fez a analise quantitativa dos vilos e criptas através da
morfometria observou-se que apenas a maior dose mostrou proteger as criptas do
segmento duodenal da destruicdo induzida pelo CPT-11 (p < 0,05). No jejuno e ileo
nenhuma dose foi capaz de reverter significativamente (p > 0,05) o achatamento dos

vilos e a destruicao das criptas induzida pelo tratamento quimioterapico (Figura 26).
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FIGURA 25 — Fotomicrografias do duodeno de camundongos Swiss normais, dos

by

submetidos a mucosite intestinal pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) sem
tratamento e com tratamento com talidomida (TLD).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugédo salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p). A
TLD (60 mg/kg) ou solucdo salina 0,9% foi administrada durante sete dias (s.c.), iniciando um dia
antes do CPT-11. Os animais foram sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido
e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (A, D e G — 100x; B, C, E, F, H, | — 400x).
Mucosa intestinal de animais normais, ndo submetidos a mucosite intestinal, mostrando vilos (A, B) e
criptas. (C) preservados. Mucosa intestinal de animais que receberam CPT-11, mostrando
encurtamento dos vilos (D, E), achatamento e vacuolizagdo de enterdcitos (seta E), necrose de criptas
(F) e infiltrado de células mononucleares (cabega de seta F). Mucosa intestinal de animais que
receberam CPT-11 e TLD, mostrando menor encurtamento dos vilos (G, H), aumento da profundidade
das criptas e menor infiltrado de células inflamatérias na lamina propria (1).
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TABELA 8 — Efeito de diferentes doses da talidomida (TLD) no grau de mucosite

intestinal induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) em camundongos Swiss

CPT-11 (75 mg/kg)

TLD (mg/kg)

Normal Salina 15 30 60
Duodeno 0 (0-0) 4 (4-4)* 2(1-4) 2 (1-4) 1(1-4)*
Jejuno 0 (0-0) 4 (3-4)* 4 (1-4)* 3 (1-4) 3 (1-4)
ileo 0 (0-0) 4 (4-4)* 2 (1-4) 4 (1-4)* 4 (1-4y

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam TLD (15, 30 e 60 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram
sacrificados no sétimo dia experimental e segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram removidos e
processados para a técnica de coloragédo pelo método H&E. A avaliagéo histologica foi realizada por
escala de escores proposta por Woo et al. (2000), onde se tem: 0 — auséncia de lesdo; 1 — menos de
10% das criptas contém células necréticas; 2 — mais de 10% das criptas contém células necréticas,
mas a arquitetura permanece intacta; 3 — mais de 10% das criptas contém células necréticas com
perda da arquitetura das criptas (< 20%), os vilos encontram-se encurtados, variavel
hipertrofia/hiperbasofilia nas criptas remanescentes; 4 — lesées mais extensas que em 3. Os valores
representam mediana e variagao, e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagéao de
Dunn. # Diferenca estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05). * Diferenga estatistica
comparado ao grupo com mucosite intestinal e tratado com salina (p < 0,05). O numero de animais
utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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FIGURA 26

CPT-11 (75 mg/kg)

CPT-11 (75 mg/kg)

CPT-11 (75 mg/kg)

Efeito de diferentes doses da talidomida (TLD) nas alteragdes

morfométricas intestinais induzidas pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) em

camundongos Swiss.

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam TLD (15, 30 e 60 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram
sacrificados no sétimo dia experimental, e segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram removidos e
processados para a técnica de coloragao pelo método H&E. Os valores representam média + EPM e
foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenga estatistica comparado aos animais
normais (p < 0,05). * Diferenca estatistica comparado ao grupo com mucosite intestinal e tratado com
salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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3.3.6 Efeito da TLD na atividade de MPO no duodeno de animais com mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11

A Figura 27 mostra o efeito da administragéo durante sete dias de TLD (15,
30 e 60 mg/kg) na atividade de MPO nos animais com mucosite intestinal induzida
por CPT-11. Observou-se que a TLD foi capaz de inibir significativamente (p < 0,05)
a ativacdo de MPO no intestino (duodeno), o que demonstra que no grupo tratado
com esta droga houve uma menor infiltragdo de neutrdfilos, o que talvez explique em

parte o efeito positivo da TLD nas lesdes intestinais.

3.3.7 Efeito da TLD nos niveis de citocinas (TNF-a, IL-18 e KC) no duodeno de

animais com mucosite intestinal induzida pelo CPT-11

Na Figura 28 observa-se que o tratamento durante sete dias com TLD
(60 mg/kg) reverteu significativamente (p < 0,05) o aumento de TNF-a na mucosa
intestinal nos animais submetidos a mucosite intestinal induzida pelo CPT-11. Por
outro lado, a TLD falhou em reduzir os niveis de IL-1B e KC nos animais com

mucosite intestinal e sacrificados no sétimo dia experimental.

3.3.8 Efeito da TLD na expresséao de citocinas (TNF-a e IL-1B) e de enzimas (iNOS e
COX-2) na mucosa duodenal de animais com mucosite intestinal induzida pelo
CPT-11

Na Tabela 11 e na Figura 29 observam-se o resultado do efeito da TLD
(60 mg/kg) na marcagcdo de TNF-a e IL-18 por imunohistoquimica na mucosa
duodenal de camundongos submetidos a mucosite intestinal pelo CPT-11. As
fotomicrografias 29E e 29F mostram o duodeno de um animal submetido a mucosite
intestinal e tratado com salina, onde se vé além das marcacgdes de TNF-a e IL-13 ao
nivel do epitélio de revestimento, marcacbes nas células da lamina prépria,
mostrando assim, um aumento significativo (p < 0,05) na expressao destas citocinas
no processo inflamatério (escore 4; 4-4). Na fotomicrografia 29G pode-se observar
uma reducio evidente do TNF-a tanto ao nivel do epitélio de revestimento como

também na lamina prépria (escore 2; 1-3), entretanto, confirmou-se por esta técnica
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que a TLD nao alterou a expressao de IL-1B no intestino de animais submetidos a
mucosite intestinal, cujo escore foi 4 (3-4) (Figura 29H).

Na Figura 30 pode-se observar o efeito da TLD (60 mg/kg) na marcagao
de INOS pelo estudo imunohistoquimico do duodeno de camundongos, onde se
constata uma intensa marcacao de iINOS ao nivel do epitélio de revestimento e nas
células da lamina propria (escore 4; 3-4) nos animais submetidos a mucosite
intestinal (Figuras 30C e 30D). A fotomicrografia 30E mostra redugdo na marcacgéo
de iNOS ao nivel do epitélio de revestimento, e especialmente nas células da lamina
prépria, no entanto esta diferenga nao foi significativa (p > 0,05) quando se fez a
graduacado nas amostras estudadas segundo o critério de Yeoh et al. (2005), onde

observou-se escore de 2,5 (2-4).
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FIGURA 27 — Efeito de diferentes doses da talidomida (TLD) na atividade de
mieloperoxidase (MPO) no duodeno de camundongos Swiss com mucosite intestinal

induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam TLD (15, 30 e 60 mg/kg) ou solugédo salina 0,9% por via
subcutanea (s.c.) durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram
sacrificados no sétimo dia experimental e uma porg¢ao do duodeno foi congelada em freezer a -70°C. A
atividade de MPO foi determinada por ensaio colorimétrico, segundo método modificado pelo descrito
por Bradley et al. (1982). Os valores representam média + EPM da unidade de MPO/mg de tecido e
foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenga estatistica comparado aos animais
normais (p < 0,05). * Diferenca estatistica comparado ao grupo tratado com salina (p < 0,05). O
numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.



105

150+ ”
1254 '
=
£ 1004 *
2 ==
~ 75-
3
% 504
|_
254
C T ] v
Normal Salina TLD (60 mg/kg)
CPT-11 (75 mg/kg)
400+ #
350+ # |
— 300+ T
£ 2504
£ 2004
= 150-
= 100-
50+
C ] ) v
Normal Salina TLD (60 mg/kg)
CPT-11 (75 mg/kg)
- # #
1250 —_1 T
1000+
-
£ 7501
(o)
e
o 500+
X
250+
C ) ] v
Normal Salina TLD (60 mg/kg)

CPT-11 (75 mg/kg)

FIGURA 28 — Efeito da talidomida (TLD) nos niveis de citocinas (TNF-q, IL-18 e KC)

no duodeno de camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida pelo cloridrato

de irinotecano (CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam TLD (60 mg/kg) ou solugao salina 0,9% por via subcutanea (s.c.)
durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram sacrificados no sétimo dia
experimental, e uma por¢ao do duodeno foi congelada no freezer a -70°C. O ensaio foi realizado por
ELISA através do método descrito por Cunha et al. (1993). Os valores representam média + EPM da
quantidade citocinas (pg/mL) e foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenga
estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05). * Diferencga estatistica comparado ao grupo com
mucosite intestinal tratado com salina (p < 0,05). O nimero de animais utilizados em cada grupo foi no

minimo cinco.
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TABELA 9 — Efeito da talidomida (TLD) no grau de expresséao de citocinas (TNF-q,
IL-18) e da enzima 6xido nitrico sintase induzida (INOS) na mucosa duodenal de
camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida pelo cloridrato de irinotecano
(CPT-11)

CPT-11 (75 mg/kg)

Controle Normal Salina TLD (60 mg/kg)
negativo
TNF-a 0 (0-0) 1(1-1) 4 (4-4)* 2 (1-3)*
IL-1B 0 (0-0) 1(1-1) 4 (3-4)# 4 (3-4)
iINOS 0 (0-0) 1(1-2) 4 (3-4)* 2,5 (2-4)

A mucosite intestinal foi induzida através da administracdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam TLD (60 mg/kg) ou solucéo salina 0,9% por via subcutanea (s.c.)
durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram sacrificados no sétimo dia
experimental, e o duodeno foi removido para técnica de imunohistoquimica para detec¢cdo de TNF-q,
IL-1B e iNOS. Controle negativo, duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal na auséncia
de anticorpo primario anti-TNF-a, anti-IL-1p e anti-iINOS. O grau de expressao foi avaliado por escores
descritos por Yeoh et al. (2005), onde se tem: 0 — sem marcacgao; 1 — leve marcagéo; 2 — moderada
marcagao; 3 — moderada a intensa marcagao e 4 — intensa marcagao. Os valores representam
mediana e variagcdo, e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagao de Dunn. #
Diferenca estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05). * Diferenca estatistica comparado ao
grupo com mucosite intestinal e tratado com salina (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada
grupo foi no minimo cinco, a excegéo do controle negativo (n=1).
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FIGURA 29 - Fotomicrografias da marcagao de citocinas (TNF-a e IL-B) na mucosa
duodenal de camundongos Swiss normais, dos submetidos a mucosite intestinal pelo
cloridrato de irinotecano (CPT-11) sem tratamento e com tratamento com talidomida
(TLD).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugdo salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p).
TLD (60 mg/kg) ou solugéo salina 0,9% foi administrado durante 7 dias (s.c.), iniciando um dia antes
do CPT-11. Os animais foram sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido para
técnica de imunohistoquimica para detecgdo de TNF-a e IL-13 (aumento de 400x). Controle negativo,
duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal na auséncia de anticorpo primario anti-TNF-a
(A) e anti-IL-1B (B). Duodeno de um animal normal, mostrando leve marcagdo de TNF-a (C) e IL-13
(D) no epitélio dos vilos. Duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal, apresentando
intensa marcagdo de TNF-a (E) e IL-1B (F) no epitélio de revestimento (seta), células da lamina
prépria (cabeca de seta) e do endotélio (seta branca). Duodeno de um animal submetido a mucosite
intestinal tratado com TLD, mostrando a redugdo na marcagéo de TNF-a (G), mas nao de IL-1B (H) no
epitélio de revestimento e nas células da lamina propria.
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FIGURA 30 — Fotomicrografias da marcacao da enzima éxido nitrico sintase induzida

(iNOS) na mucosa duodenal de camundongos Swiss normais, dos submetidos a
mucosite intestinal pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) sem tratamento e com

tratamento com talidomida (TLD).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solugao salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p). A
TLD (60 mg/kg) ou solugéo salina 0,9% foi administrada durante sete dias (s.c.), iniciando um dia
antes do CPT-11. Os animais foram sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido
para técnica de imunohistoquimica para detecgdo de iINOS (aumento de 400x). Controle negativo,
duodeno de um animal submetido & mucosite intestinal na auséncia de anticorpo primario anti-
iNOS(A). Duodeno de um animal normal, mostrando marcacéo leve a moderada de iINOS no epitélio
dos vilos (B). Duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal, apresentando intensa marcagao
de iINOS no epitélio de revestimento (seta C) e nas células da lamina prépria (cabega de seta D).
Duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal tratado com TLD, mostrando pequena redugao
na marcacao de iNOS ao nivel do epitélio de revestimento e, especialmente nas células da lamina
prépria (E).
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3.4 Efeito do tratamento com CLX na mucosite intestinal induzida pelo CPT-11

3.4.1 Efeito do CLX na severidade da diarréia induzida pelo CPT-11

Os resultados da Tabela 10 demonstram que o CLX, nas doses de 3, 10 e
30 mg/kg, néo reduziu a severidade da diarréia induzida pelo CPT-11 (p > 0,05) em
nenhum dos dias estudados. Nao houve também alteracdo na incidéncia da diarréia

precoce, avaliada imediatamente e apés uma hora da administragao da droga.

3.4.2 Efeito do CLX na variagdo da massa corporea de animais com mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11

Os dados observados na Figura 31 demonstram que o CLX (3, 10 e
30 mg/kg) ndo foi capaz de reduzir a perda de peso dos animais com mucosite
intestinal induzida com CPT-11 na dose de 75 mg/kg (p > 0,05).

3.4.3 Efeito do CLX no leucograma de animais com mucosite intestinal induzida pelo
CPT-11

Os resultados apresentados na Figura 32 mostram que o CLX, nas doses
de 3, 10 e 30 mg/kg, administrado por sete dias consecutivos, ndo reverteu a

leucopenia induzida pelo tratamento com CPT-11 (p > 0,05).

3.4.4 Efeito do CLX na sobrevida de animais com mucosite intestinal induzida pelo
CPT-11

A Figura 33 demonstra que o CLX reduziu significativamente (p < 0,05) a
sobrevida dos animais submetidos ao tratamento com CPT-11. No sétimo dia
experimental, a sobrevida do grupo tratado com CLX na dose de 3 mg/kg foi de 50%,
enquanto nos grupos tratados com CLX 10 e 30 mg/kg foi de 35,29% e 38,89%,
respectivamente. O grupo com mucosite intestinal, mas ndo tratado com CLX, teve
sobrevida de 75%.
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TABELA 10 — Efeito de diferentes doses do celecoxibe (CLX) na severidade da

diarréia induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) em camundongos Swiss.

CPT-11 (75 mgl/kg)

CLX (mg/kg)

Dia Normal Agua 3 10 30
1°  0(0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)
20 0 (0-0) 0 (0-2) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)
3°  0(0-0) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1) 0 (0-1)
4 0(0-0) 0 (0-3) 0 (0-2) 0 (0-3) 0 (0-3)
50 0 (0-0) 0 (0-3) 2 (0-3) 0 (0-3) 3 (0-3)
6° 0 (0-0) 3 (0-3)# 1,5 (0-3) 3 (0-3) 3 (0-3)
7°  0(0-0) 3 (0-3)# 2 (0-3) 3 (2-3)# 3 (0-3)

A mucosite intestinal foi induzida através da administragcdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam CLX (3, 10 e 30 mg/kg) ou agua destilada por gavagem durante
sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. A diarréia foi avaliada por escores
propostos por Kurita et al. (2000), onde se tem: 0 — normal, auséncia de diarréia; 1 — diarréia leve,
fezes levemente umedecidas; 2 — diarréia moderada, fezes sem formas com presenca de quantidade
moderada de sujidades na regido perianal; e 3 — diarréia grave, fezes aquosas com grande quantidade
de sujidades na regido perianal. Os valores representam mediana e variagdo, e foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis com comparacao de Dunn. # Diferenca estatistica comparado aos animais
normais (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo oito.
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FIGURA 31 — Efeito de diferentes doses de celecoxibe (CLX) na variagdo da massa

corpérea de camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida pelo cloridrato de
irinotecano (CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam CLX (3, 10 ou 30 mg/kg) ou agua destilada por gavagem durante
sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. As massas corpoéreas foram avaliadas
diariamente até o sétimo dia experimental. Os pontos representam média + EPM da variagdo de
massa corporea (g), calculada através das diferengas das massas corpéreas obtidas diariamente e a
inicial. Os dados foram analisados pelo teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenga estatistica
comparado aos animais com mucosite intestinal tratados com agua destilada e com CLX (p < 0,05). O
numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo oito.
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FIGURA 32 — Efeito de diferentes doses do celecoxibe (CLX) no leucograma de

camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida por cloridrato de irinotecano
(CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam CLX (3, 10 e 30 mg/kg) ou agua destilada por gavagem durante
sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. O sangue foi colhido por puncdo na
artéria ocular imediatamente antes do sacrificio e a contagem do numero total de leucdcitos foi
realizada em camara de Neubauer, conforme descrito por Moura et al. (1998). Os valores representam
média + EPM do numero total de leucécitos x 10 /mm?® e foram analisados pelo teste de Bonferroni
(ANOVA). # Diferenca estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05). O ndmero de animais
utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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FIGURA 33 — Efeito de diferentes doses do celecoxibe (CLX) na curva de sobrevida

de camundongos Swiss com mucosite intestinal induzida pelo cloridrato de
irinotecano (CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam CLX (3, 10 e 30 mg/kg) ou agua destilada por gavagem durante
sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. As taxas de sobrevida foram calculadas
pela curva de Kaplan-Meier e a diferencga entre os grupos pelo teste de logrank. # Diferenga estatistica
comparado aos animais com mucosite intestinal tratados com agua destilada e CLX (p < 0,05).
* Diferencga estatistica comparado aos animais com mucosite intestinal tratados com agua destilada
(p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo dez.
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3.4.5 Efeito do CLX nas estruturas histologicas do intestino de animais com mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11

O tratamento com CLX nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg, durante sete dias
consecutivos, ndo reverteu significativamente as alteragdes histolégicas no duodeno,
jejuno e ileo induzidas pelo CPT-11. Quando se classificou a mucosite segundo os
escores descritos por Woo et al. (2000), verificou-se que o tratamento com CLX nao
reduziu significativamente (p > 0,05) o grau de mucosite intestinal provocada pela
administragado do CPT-11 (Tabela 11).

A Figura 34 mostra que nenhuma dose utilizada no tratamento com CLX foi
capaz de reverter significativamente (p > 0,05) as alteragdes morfométricas
observadas no duodeno, jejuno e ileo de camundongos Swiss com mucosite

intestinal injduzida pelo CPT-11.
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TABELA 11 — Efeito de diferentes doses do celecoxibe (CLX) no grau de mucosite

intestinal induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) em camundongos Swiss.

CPT-11 (75 mg/kg)

CLX (mg/kg)
Normal Agua 3 10 30
Duodeno 0 (0-0) 4 (4-4YH 3 (0-4) 2 (0-4) 4 (0-4)
Jejuno 0 (0-0) 4 (3-4)# 4 (0-4)# 3 (2-4) 4 (2-4)#
ileo 0 (0-0) 4 (3-4)# 3 (0-4) 4 (2-4% 4 (3-4)

A mucosite intestinal foi induzida através da administracdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam CLX (3, 10 e 30 mg/kg) ou agua destilada por gavagem durante
sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram sacrificados no sétimo dia
experimental, e segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram removidos e processados para a técnica
de coloragao pelo método H&E. A avaliagdo histoldgica foi realizada por escores propostos por Woo et
al. (2000), onde se tem: 0 — auséncia de lesdo; 1 — menos de 10% das criptas contém células
necroticas; 2 — mais de 10% das criptas contém células necréticas, mas a arquitetura permanece
intacta; 3 — mais de 10% das criptas contém células necréticas com perda da arquitetura das criptas
(< 20%), os vilos encontram-se encurtados, variavel hipertrofia/hiperbasofiia nas criptas
remanescentes; 4 — lesbes mais extensas que em 3. Os valores representam mediana e variagao, e
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagdo de Dunn. # Diferenca estatistica
comparado aos animais normais (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no
minimo seis.
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FIGURA 34 — Efeito de diferentes doses do celecoxibe (CLX) nas alteracbes

morfométricas intestinais induzidas pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) em

camundongos Swiss.

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam CLX (3, 10 e 30 mg/kg) ou agua destilada por gavagem durante
sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram sacrificados no sétimo dia
experimental, e segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram removidos e processados para a técnica
de coloragéo pelo método H&E. Os valores representam média £+ EPM e foram analisados pelo teste
de Bonferroni (ANOVA). # Diferenca estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05). O nimero
de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.



117

3.4.6 Efeito do CLX na atividade de MPO no duodeno de animais com mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11

Os resultados apresentados na Figura 35 mostram que nenhuma dose de
CLX foi capaz de reduzir (p > 0,05) a atividade da MPO no intestino de animais com
mucosite intestinal. Portanto, o tratamento com CLX ndo reduziu a infiltragao

neutrofilica induzida pelo CPT-11.

3.4.7 Efeito do CLX na expressao da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) na mucosa

duodenal de animais com mucosite intestinal induzida pelo CPT-11

Na Tabela 12 e na Figura 36 observam-se o resultado do efeito do CLX
(30 mg/kg), na marcagcao de COX-2 por imunohistoquimica na mucosa duodenal de
camundongos submetidos a mucosite intestinal pelo CPT-11. A fotomicrografia 36C
mostra o duodeno de animais tratados com CPT-11, onde se vé além das marcacdes
de COX-2 ao nivel do epitélio de revestimento, marcagdes nas criptas, mostrando
assim, um aumento na expressao de COX-2 (p < 0,05) na evolugdo da mucosite
(escore 2,5; 2-3). Entretanto, o tratamento com CLX nao foi capaz de reduzir

(p > 0,05) a expressao desta enzima no intestino (escore 2; 1-3) (Figura 36D).
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FIGURA 35 — Efeito de diferentes doses do celecoxibe (CLX) na atividade de

mieloperoxidase (MPO) no duodeno de camundongos Swiss com mucosite intestinal

induzida por cloridrato de irinotecano (CPT-11).

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos. Os animais receberam CLX (3, 10 e 30 mg/kg) ou agua destilada por gavagem durante
sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram sacrificados no sétimo dia
experimental, e uma porg¢do do duodeno foi congelada em freezer a -70°C. A atividade de MPO foi
determinada por ensaio colorimétrico, segundo método modificado pelo descrito de Bradley et al.
(1982). Os valores representam média + EPM da unidade de MPO/mg de tecido e foram analisados
pelo teste de Bonferroni (ANOVA). # Diferenca estatistica comparado aos animais normais (p < 0,05).
O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo seis.
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TABELA 12 — Efeito do celecoxibe (CLX) no grau de expressao da enzima
ciclooxigenase-2 (COX-2) na mucosa duodenal de camundongos Swiss com

mucosite intestinal induzida pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11)

CPT-11 (75 mg/kg)

Controle Normal Salina CLX (30 mg/kg)
negativo
COX-2 0 (0-0) 1(1-1) 2,5 (2-3)* 2 (1-3)

A mucosite intestinal foi induzida através da administragdo do CPT-11 (75 mg/kg de peso, i.p.) por
quatro dias consecutivos. Os animais receberam CLX (30 mg/kg) ou agua destilada por gavagem
durante sete dias, iniciando um dia antes do tratamento com CPT-11. Foram sacrificados no sétimo dia
experimental, e o duodeno foi removido para técnica de imunohistoquimica para deteccdo de COX-2.
Controle negativo, duodeno de um animal submetido @ mucosite intestinal na auséncia de anticorpo
primario anti-COX-2. O grau de expresséao foi avaliado por escores descritos por Yeoh et al. (2005),
onde se tem: 0 — sem marcacgao; 1 — leve marcagao; 2 — moderada marcacao; 3 — moderada a intensa
marcagao e 4 — intensa marcagao. Os valores representam mediana e variagcédo, e foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis com comparagao de Dunn. # Diferenga estatistica comparado aos animais
normais (p < 0,05). O numero de animais utilizados em cada grupo foi no minimo cinco, a excegéo do
controle negativo (n=1).
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FIGURA 36 — Fotomicrografias da marcacéo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) na
mucosa duodenal de camundongos Swiss normais, dos submetidos a mucosite
intestinal pelo cloridrato de irinotecano (CPT-11) sem tratamento e com tratamento

com celecoxibe (CLX).

Os animais receberam CPT-11 (75 mg/kg) ou solucéo salina 0,9% por quatro dias consecutivos (i.p).
O CLX (30 mg/kg) ou agua destilada foi administrado por gavagem durante sete dias, iniciando um dia
antes do CPT-11. Os animais foram sacrificados no sétimo dia experimental, e o duodeno foi removido
para técnica de imunohistoquimica para detecgdo de COX-2 (aumento de 400x). Controle negativo,
duodeno de um animal submetido & mucosite intestinal na auséncia de anticorpo primario anti-COX-2
(A). Duodeno de um animal normal, mostrando leve marcagdo de COX-2, principalmente nas criptas
(B). Duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal, apresentando moderada a intensa
marcagao de COX-2 no epitélio de revestimento (seta C) e nas criptas (cabeca de seta C). Duodeno
de um animal submetido a mucosite intestinal tratado com CLX, mostrando que n&o houve redugéo na
marcagao de COX-2 (D).
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4 DISCUSSAO

Estudos clinicos apontam que o CPT-11 associa-se com a incidéncia de
mais de 20% de mucosite intestinal severa (RUBENSTEIN et al., 2004), podendo
chegar a acometer até 40% dos pacientes (ALIMONTI et al., 2004). Entretanto, a
patogénese da mucosite intestinal induzida por este agente ainda nao esta
totalmente esclarecida e ndo existe um protocolo definitivo para a sua prevencgao e
tratamento (GIBSON et al., 2002a e 2002b; ALIMONTI et al., 2004; GIBSON; KEEFE,
2006).

Devido a dificuldade encontrada para se determinar os mecanismos
envolvidos na mucosite intestinal em seres humanos, tém-se desenvolvido modelos
experimentais com o objetivo de investigar os mediadores relacionados e avaliar os
efeitos de diferentes agentes farmacoldgicos, a fim de reduzir a sua incidéncia e
severidade.

A mucosite intestinal foi induzida em camundongos Swiss seguindo-se
inicialmente o modelo proposto por Ikuno et al. (1995), que utilizou durante quatro
dias a dose de 100 mg/kg. Escolheu-se o camundongo pela sua semelhanga
fisiologica e imunologica com humanos (WADE; DALY, 2005) e pelo fato destes
animais terem um facil manejo e necessitarem de uma menor quantidade de droga.
Entretanto, observou-se nos animais que receberam a dose de 100 mg/kg uma alta
mortalidade (50%), e entado foram testadas as doses de 50 e 75 mg/kg durante quatro
dias consecutivos.

O presente estudo demonstrou que o tratamento com CPT-11 (75 e
100 mg/kg) causou significante mucosite intestinal acompanhada de diarréia,
corroborando outros trabalhos que relatam que a diarréia € uma manifestacao clinica
importante observada na mucosite intestinal (DUNCAN; GRANT, 2003; SONIS et al.,
2004a; RUBENSTEIN et al., 2004; AVRITSCHER et al., 2004; GIBSON; KEEFE,
2006). Dois tipos de diarréia sdo associados com o uso do CPT-11: a diarréia
precoce e a diarréia tardia (JANSMAN et al., 2001; RUBENSTEIN et al., 2004).

Apesar da incidéncia da diarréia precoce observada em nosso estudo nao
ter sido significativa sob o ponto de vista estatistico, ndo foi desprezivel o seu

aparecimento nos animais tratados com CPT-11 nas doses maiores. A dose de
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75 mg/kg induziu diarréia leve (escore 1) em 35,5% dos animais apds a segunda e
terceira administragao, e 50% apo6s a quarta. Percentagem maior foi vista na dose de
100 mg/kg, onde se observou 43,75% dos animais com diarréia no segundo e
terceiro dias e 56,25% apos a ultima administracéo. Incidéncia superior foi relatada
por Kase et al. (1997), em ratos, apdés a administragao (i.v.) de 60 mg/kg de CPT-11
por quatro dias consecutivos, que observou diarréia precoce de grau leve (escore 1)
no primeiro e segundo dias de administragdo da droga, aparecendo em 50% e
83,33% dos animais, respectivamente. No terceiro e quarto dias, diarréia aguda foi
observada em todos os ratos de forma severa (escore 2). Esta diferengca pode ser
justificada pelo fato de nosso trabalho ser com camundongo Swiss e nao ratos Wistar
como o do referido autor. Além disso, a via intravenosa constitui uma via mais rapida
de administracdo de drogas obtendo-se a concentragdo desejada com exatidao,
enquanto a via intraperitoneal (i.p.), por nés utilizada, caracteriza-se pela ocorréncia
de perdas no metabolismo de primeira passagem no figado, apesar de oferecer uma
grande area de superficie absortiva, onde a droga entra rapidamente na circulagao,
principalmente pela veia porta (BENET et al.,, 2003). Saliente-se também que o
modelo experimental por nés escolhido, conforme relatado por Ikuno et al. (1995), é
utilizado para o estudo da diarréia tardia.

A diarréia precoce ocorre geralmente com uso do CPT-11 em altas doses,
em consequéncia do aumento da atividade colinérgica, que estimula a contratilidade
intestinal, prejudicando a fungao absortiva e secretora da mucosa intestinal (GANDIA
et al.,, 1993; DODDS et al.,, 1999; DODDS; RIVORY, 1999). Freqlientemente, é
acompanhada de outros sintomas colinérgicos como salivagdo, dor abdominal,
vémitos, congestdo nasal e bradicardia (GANDIA et al., 1993; SALIBA et al., 1998;
TAKIMOTO; ARBUCK, 2001). Kase et al. (1997) caracterizaram a diarréia precoce
induzida pelo CPT-11 como aquela que ocorre até uma hora apos a administracéo da
droga. Esta diarréia geralmente é transitoria e dificimente severa, podendo ser
rapidamente suprimida com uso de atropina (KASE et al., 1997; SALIBA et al., 1998;
DODDS et al., 1999; DODDS; RIVORY, 1999; TAKIMOTO; ARBUCK, 2001; SALTZ
et al., 2003).

Varias teorias tentam justificar a atividade colinérgica do CPT-11. Dodds et
al. (1999) sugerem que este efeito € mediado por estimulo ganglionar provocado pela
liberacdo da cadeia lateral dipiperidina quando o irinotecano é ativado a SN-38 pelas

esterases. Porém, outros estudos verificaram que o CPT-11 possui atividade
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anticolinesterasica, sendo um inibidor potente, reversivel e seletivo da AChE
(DODDS; RIVORY, 1999; DODDS et al.,, 2001). Segundo Kase et al. (1997), os
sintomas de diarréia precoce acompanham um aumento de PGE; no cdlon
descendente, sendo que a administracdo de atropina inibe seu aparecimento e
normaliza os niveis de PGE,. Ja o tratamento com indometacina normaliza PGE,,
mas falha na prevencao da diarréia precoce. Portanto, a diarréia ocorre devido a
acao anticolinesterasica da droga que provoca hiperperistaltismo mediado pelo
aumento de PGE:.

No6s demonstramos que o sintoma da diarréia tardia causado pelo
tratamento durante quatro dias com CPT-11, na dose de 100 mg/kg, teve inicio no
quinto dia experimental, acometendo 75% dos animais (escore 3; 0-3), enquanto a
dose de 75 mg/kg apareceu no sexto dia em 50% do grupo (escore 3; 0-3). Portanto,
o aparecimento dos sintomas diarréicos € diretamente proporcional a dose
administrada, o que foi também relatado por outros autores. Ikuno et al. (1995)
relataram o aparecimento de diarréia em camundongos apés 5,8 dias da primeira
administracdo da droga na dose de 100 mg/kg por quatro dias seguidos. Doses
inferiores (30 e 60 mg/kg) durante quatro dias consecutivos foram testadas por Kase
et al. (1997), em ratos, que verificaram que a dose de 60 mg/kg induziu diarréia tardia
a partir do terceiro dia de administracdo da droga. Entretanto, a administracdo da
dose de 30 mg/kg nao foi capaz de induzir diarréia neste modelo experimental.

Clinicamente, a diarréia tardia ocorre em 82% (SALIBA et al., 1998) a 87%
dos pacientes (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999; JANSMAN et al., 2001), sendo
que em 30% destes a diarréia ocorre em forma severa (ENZINGER et al., 2005).
Quando ela aparece em periodo concomitante com a mielossupressdo pode
provocar o desenvolvimento de uma complicacdo infecciosa (BOKEMEYER;
HARTMANN, 1999; JANSMAN et al., 2001). Além disso, quando grave pode limitar a
eficacia terapéutica do tratamento com CPT-11, ja que algumas vezes é necessario
reduzir sua dose ou até mesmo suspender seu uso (BOKEMEYER; HARTMANN,
1999; IKEGAMI et al., 2002; ABIGERGES et al. 1994; ALIMONTI et al., 2004), como
ja referido.

Existem relatos que a diarréia tardia induzida pelo CPT-11 é secretoria,
decorrente da reducdo intestinal de absorcdo de fluidos e com a presenca de
componentes exsudativos (SAKAI et al., 1995, 1997; SALIBA et al., 1998). A diarréia,

portanto, pode ser causada pelo transporte anormal de agua e ions por falha nos
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mecanismos secretorios, provavelmente provocada pelas alteragbes das células
epiteliais induzidas pelo agente quimioterapico (IKUNO et al., 1995; SALIBA et al.,
1998).

Nossos achados mostraram que o tratamento com CPT-11 (75 e 100
mg/kg) induziu uma destruicdo significante da mucosa do duodeno, jejuno e ileo,
caracterizando mucosite grau 4, segundo o critério de classificacdo descrito por Woo
et al. (2000). Observou-se achatamento acentuado dos vilos, acompanhado de uma
reducao significativa do tamanho e numero das criptas, vacuolizagédo de enterdcitos e
infiltrado de células inflamatdrias na lamina proépria.

Esses dados estdo de acordo com prévios estudos que demonstram
aspectos similares da mucosite intestinal induzida pelo CPT-11 (IKUNO et al., 1995;
CAOQO et al., 1998; KURITA et al., 2000; GIBSON et al., 2003; YANG et al., 2006a).
Em camundongos, a administracdo de 100 mg/kg (durante quatro dias — i.p.) alterou
a mucosa intestinal no sétimo dia experimental por induzir apoptose e diferenciagao
de células caliciformes. Observou-se no ileo, vacuolizagao epitelial, dilatacdo dos
vasos sanguineos com infiltrado de células PMN, e redugdo do tamanho dos vilos.
No ceco, encontrou-se hiperplasia de células caliciformes, com aumento da produgao
de muco. Estas alteragcbes estruturais e funcionais sao responsaveis pela ma-
absorcao de agua e eletrolitos e hipersecrecdo de mucina que ocasionam a diarréia
(IKUNO et al., 1995). Ja em outro modelo experimental, a administracdo do CPT-11
na dose de 200 mg/kg, por trés dias consecutivos (i.v.), provocou, 24 horas apds o
final do tratamento, encurtamento dos vilos, que quando presentes mostraram-se de
forma irregular e atrofiada, reducéo da profundidade das criptas, e ainda reducéo de
células caliciformes (CAO et al.,, 1998). Os achados de Gibson et al. (2003)
mostraram que as alteragdes histologicas induzidas em ratos pelo CPT-11 em dose
unica (100, 150 e 200 mg/kg, i.p.) foram marcantes no cdélon, que apresentou
debridagao celular e hipersecrecdo de muco na superficie luminal, entretanto, com
pouco infiltrado inflamatorio.

A mucosite intestinal é atribuida a alta taxa de proliferacao e turnover das
células do intestino que é afetada pela quimioterapia do cancer. Estas drogas
provocam destruigcdo das células de divisao presentes nas criptas, responsaveis pela
renovagao epitelial dos vilos (KEEFE et al., 2000; GIBSON et al., 2002a e 2002b;
XIAN, 2003; SONIS et al., 2004a; RUBEINSTEIN et al., 2004; BOWEN et al., 2006;

GIBSON; KEEFE, 2006). E consenso que os agentes quimioterapicos causam
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apoptose, que provoca hipoproliferagao das criptas (KEEFE et al., 2000; GIBSON et
al., 2002a e 2002b; GIBSON; KEEFE, 2006).

Os eventos histopatologicos que acompanham a mucosite intestinal em
modelo animal s&o idénticos aos observados em humanos. No intestino delgado
sabe-se que a apoptose nas criptas ocorre desde o primeiro dia apés administracéo
da droga, precedendo a atrofia dos vilos e criptas. Estas alteragdes sao
acompanhadas pelo aparecimento dos sintomas gastrintestinais, prejuizo da
absorcdo de monossacarideos e aumento da permeabilidade intestinal que ocorre
entre o terceiro e sétimo dia apds quimioterapia (KEEFE et al., 2000).

A magnitude da destrui¢ao induzida pelo CPT-11 foi também avaliada por
morfometria, onde se observou reducdo da altura dos vilos nas trés porcdes
intestinais em todas as doses estudadas (50, 75, 100 mg/kg), bem como menor
profundidade das criptas em todo intestino com as doses de 75 e 100 mg/kg. A dose
de 50 mg/kg reduziu significativamente a profundidade das criptas apenas no ileo.

Comparando nosso estudo com o desenvolvido por Gibson et al. (2003),
encontram-se diferengas. Estes pesquisadores verificaram no jejuno aumento de
apoptose acompanhado de aumento do aprofundamento das criptas quando ratos
receberam CPT-11 na dose unica de 100 ou 150 ou 200 mg/kg (i.p.). Este aumento
da profundidade das criptas pode indicar a tentativa de recuperagcdo do epitélio
(LIMA, 2004). Esta diferenca de resultados deve-se ao fato dos experimentos
ocorrerem em tempos diferentes. Gibson et al. (2003) observaram hipoplasia de
criptas 24 horas apds a administracao de dose unica de CPT-11 e hiperplasia apés
72 horas. No nosso modelo, o CPT-11 foi administrado por quatro dias consecutivos,
assim a tentativa de recuperacao das criptas trés dias apdés o término da
administracdo da droga ainda n&o havia iniciado, provavelmente pelo fato de o
tratamento ter sido mais prolongado.

Keefe et al (2000), em estudo clinico utilizando regimes de multiplas
drogas quimioterapicas, observaram redugdo na area dos vilos e no tamanho das
criptas em 24 e 26%, respectivamente, no terceiro dia apds a quimioterapia, sendo
que no 16° dia estas medidas retornaram aos valores iniciais. A contagem mitética
também reduziu em 72% no terceiro dia apds quimioterapia e retornou aos valores
anteriores ao tratamento no 16°.

Outras pesquisas observaram que os produtos do metabolismo do CPT-11
estdo implicados na génese da diarréia (GUPTA et al., 1997; TAKASUNA et al.,
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1998; XIE et al.,, 2002; CHOWBAY et al., 2003; TAKASUNA et al., 2006). Nesta
diregao, Xie et al. (2002), em estudo farmacocinético com o irinotecano, verificaram
correlacdo entre a diarréia e a curva de concentracdo plasmatica do SN-38G,
metabdlito inativo. A diarréia pode ser consequéncia de uma maior concentracao de
SN-38 no intestino formada a partir de SN-38G. As bactérias intestinais formadoras
de glicuronidases seriam responsaveis pela transformacéo de SN-38G em SN-38 no
lumen intestinal, e entdo este composto ativo apresenta efeito toxico, sendo
responsavel pela destruicdo das células intestinais (GUPTA et al., 1997; TAKASUNA
et al., 1998; XIE et al., 2002; CHOWBAY et al., 2003; TAKASUNA et al., 2006).

Um outro aspecto por nés observado foi a variagdo da massa corporea
nos animais com mucosite intestinal. O CPT-11 nas trés doses estudadas (50, 75 e
100 mg/kg) provocou perda de peso a partir do quarto dia experimental. A perda de
peso foi dose-dependente, sendo maior no grupo tratado com maior dose de CPT-11.
Resultados semelhantes foram descritos por Kase et al. (1997), em ratos, onde se
observou perda de peso significativa a partir do terceiro dia de tratamento com
CPT-11 na dose de 60 mg/kg administrado durante quatro dias, e a partir do quarto
dia utilizando 30 mg/kg, seguindo o mesmo protocolo. Reducgao significativa de peso
foi também observada em ratos Sprague-Dawley no sexto dia da primeira injecdo do
CPT-11 (60 mg/kg, i.v.), que foi administrado durante quatro dias consecutivos
(YANG et al., 2006a). A reducdo de peso observada em nosso estudo e de outros
autores pode ser explicada pela redugcao do consumo alimentar, pela diminuicido da
absorgao de alimentos devido as alteracdes das vilosidades intestinais e pela perda
de agua e eletrélitos provocada em consequéncia da diarréia, (DUNCAN; GRANT,
2003; SONIS et al., 2004a; RUBEINSTEIN et al., 2004; AVRITSCHER et al., 2004;
GIBSON; KEEFE, 2006).

No decorrer da presente investigacao, observou-se, ainda, que o CPT-11
nas doses utilizadas (50, 75 e 100 mg/kg) foi capaz de provocar leucocitose
significativa, corroborando estudos clinicos, que demonstram alta incidéncia (30 a
36%) de leucopenia, particularmente neutropenia grau 3 e 4 (VAMVAKAS et al,
2002; PEREZ et al., 2004; ENZINGER et al., 2005). Experimentalmente, o numero de
neutrofilos e linfécitos no sangue foram reduzidos significativamente em ratos
tratados com CPT-11 (YANG et al.,, 2006a). Sabe-se que a mielossupressao
juntamente com a toxicidade gastrintestinal € um dos efeitos colaterais que mais

preocupam no tratamento com CPT-11 pelo risco de septicemia (CAO et al., 1998;
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ALIMONTI et al., 2004). Além disso, leucopenia grave pode aumentar a incidéncia de
diarréia tardia por favorecer a infecgao bacteriana no trato gastrintestinal (KURITA et
al., 2000).

Em nosso modelo experimental, CPT-11 também induziu aumento
significativo de mortalidade de forma dose-dependente. No sétimo dia experimental,
as doses de 50, 75 e 100 mg/kg induziram mortes em 12,5%, 25% e 50% dos
animais. Mortalidade significativa com uso do CPT-11 também foi observada por
Gibson et al. (2003), que relataram mortalidade proporcional a dose administrada.
Neste trabalho, em até 96 horas, a administracdo de dose unica de 100 mg/kg em
ratos nao induziu nenhuma morte. Entretanto, em até 96 horas, quando se injetou
uma dose de 150 mg/kg, 50% dos animais morreram; e no grupo em que foi utilizado
a dose de 200 mg/kg, a mortalidade foi de 100%. Na autdpsia, observou-se peritonite
e perfuracdo duodenal como causa mortis. Alta mortalidade com o tratamento com
CPT-11 também foi observada por Cao et al. (1998), os quais referiram que 86% dos
ratos tratados com 200 mg/kg, durante trés dias consecutivos, morreram até o 12°
dia, sendo que apenas 7% destes animais recuperaram-se da diarréia e
sobreviveram.

Com a finalidade de verificar se houve infiltragdo de células inflamatérias
na lesado intestinal induzida pelo CPT-11, determinou-se no intestino a atividade de
MPO, uma enzima presente nos granulos azurofilos dos neutrofilos e que é utilizada
como marcador indireto da infiltracdo neutrofilica local (BRADLEY et al., 1982).
Observou-se que o CPT-11 foi capaz de aumentar a atividade de MPO,
demonstrando a combinag&do da injuria epitelial com a infiltragdo de neutréfilos na
mucosa, 0 que confirma a hipétese da fase inflamatéria no processo patologico da
mucosite documentado por Sonis em varios estudos (SONIS, 2004, SONIS et al.,
2004a) e descrito por Duncan e Grant (2003). Assim, a mucosite induzida por
agentes quimioterapicos provoca destruicdo de células epiteliais e subsequente
indugdo de resposta inflamatoéria local (SONIS et al.,, 2004a; RUBEINSTEIN et al.,
2004). Os neutrdfilos representam um componente central da resposta imune, que é
importante nos mecanismos como fagocitose, producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e ativacdo de mediadores inflamatérios (REAVES et al., 2005).

Varias evidéncias indicam que a resposta inflamatéria a radiacéo e/ou a
quimioterapia tem um papel importante na patogénese da mucosite (KEEFE, 2004;
GIBSON; KEEFE, 2006; LALLA et al., 2006; BULTZINGSLOWEN et al., 2006).
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Muitos estudos mostram que mediadores inflamatérios participam no
desenvolvimento da lesdo e no processo de cicatrizacao intestinal (SARTOR, 1994;
WILLIAMS, 2001; TRIFAN et al., 2002; DE KONING et al., 2006). Diante de tal fato,
decidiu-se avaliar o envolvimento de algumas citocinas como TNF-a, IL-1B e KC na
fisiopatologia dos eventos inflamatérios da mucosite intestinal induzida pelo CPT-11.

Considerando as fases da mucosite intestinal descritas por Duncan e
Grant (2003), as alteragcdes observadas por nos no sétimo dia experimental
caracterizam a fase inflamatéria da mucosite intestinal, portanto este constitui um
periodo importante para o estudo dos mediadores inflamatérios envolvidos na lesao
intestinal provocada pelo tratamento com o CPT-11. Resolveu-se avaliar também os
niveis intestinais de citocinas no quinto dia experimental, por este ser anterior ao
aparecimento do principal sintoma da mucosite, a diarréia.

O tratamento com CPT-11 aumentou significativamente os niveis
intestinais de TNF-a no quinto e sétimo dia. Entretanto, citocinas como IL-18 e KC
(homdloga a IL-8 dos humanos) apresentaram aumento significativo nos animais
sacrificados no sétimo dia, que corresponde ao periodo em que as lesdes intestinais
estdo severas. Observou-se através da imunohistoquimica que a expressao
aumentada de TNFa e IL-1B foi principalmente no epitélio de revestimento e nas
células da lamina propria.

Provavelmente, na mucosite intestinal citocinas como TNF-a e IL-1
provocam sinais moleculares que amplificam a lesdo. A ativagcdao de TNF-a parece
ocorrer antecipadamente. Esta cascata de citocinas na lesao induzida pelo CPT-11 é
vista em outros estudos. Experimentalmente, € claramente demonstrado que o
TNF-a aparece precocemente na resposta inflamatéria (GOWEN et al., 1988; FONG,;
LOWRY, 1990). Sabe-se também que IL-1q, IL-18 e TNF-a estimulam secrecao de
outras citocinas, dos metabdlitos do acido araquidénico e das proteases por
macrofagos, neutrofilos, células do musculo liso, fibroblastos e células epiteliais
(SARTOR, 1994).

Ja foi previamente descrito que a IL-8 é produzida em resposta a
mediadores inflamatoérios como IL-1B e TNF-a e esta parece ter uma participacao
vital na indugdo da lesado tecidual induzida pela inflamacéo (LARSEN et al., 1989).
Confirmando estes achados, demonstrou-se que IL-8 circula em niveis maximos
apos a atividade de TNF-a (MARTICH et al., 1991). Estas trés citocinas (IL-1, IL-8 e
TNF-a) induzem dor inflamatéria pela sintese de PGs (THOMAZZI et al., 1997). Na
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cascata da inflamacgao, IL-18 e TNF-a estimulam a transcricdo do gene de COX-2
(AKARASEREENONT et al., 1995; DIAZ et al., 1998).

Na mucosite intestinal, alguns autores avaliaram o envolvimento de
citocinas na patogénese do processo. Williams (2001) destaca que as citocinas
inflamatdrias como IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-a e IL-2 contribuem substancialmente para
a severidade e a manutencdo da mucosite intestinal induzida por quimioterapicos.
Gibson et al. (2002b) observaram que a IL-11 atenua as alteragdes morfométricas
em modelo de mucosite induzida por MTX. De Koning et al. (2006) observaram que
macrofagos de camundongos tratados com MTX produziram IL-10 e TNF-a apds
estimulo com LPS. Assim, a produgao de TNF-a parece contribuir para a destruicao
da mucosa, enquanto IL-10 apresenta efeito protetor, pois nos animais com
deficiéncia de IL-10 observou-se maior perda de peso e maior destruicdo intestinal.
Recentemente, demonstrou-se que a mucosite intestinal induzida pelo CPT-11 é
acompanhada pelo aumento nos niveis de TNF-qa, IL-13, IFN-y e IL-6 (HU et al.,
2006; YANG et al., 2006a).

Na mucosite, as citocinas parecem nao sé ter um papel na destruicdo da
mucosa, mas também amplificam a lesdo. O TNF-a ativa NF-kB e inicia a cascata da
MAPK (SONIS, 2004), que sinaliza a destrui¢ao intestinal induzida pelo CPT-11 por
aumentar a expressao das caspases (BOWEN et al., 2007).

Apesar de nenhum estudo ter avaliado o papel da KC na mucosite
intestinal, nossos resultados demonstram que ela parece ser importante no
desenvolvimento da lesdo. Esta quimiocina é considerada como agente indutor do
processo inflamatério intestinal, reconhecido como potente fator quimiotatico de
neutrofilos (WILSON; GIBSON, 1997; REAVES et al., 2005).

Portanto, a mucosite intestinal induzida pelo CPT-11 em camundongos
parece ser um processo complexo, que tem a participagcao de citocinas como TNF-q,
IL-18 e KC (IL-8). NF-kB pode ser o condutor importante, pois modifica a expresséo
de citocinas e enzimas. Sua ativagao resulta em upregulation de uma variedade de
genes e subsequente producdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-183, IL-6 e
IL-8) e de COX-2 (KEIFER et al., 2001; SONIS et al., 2004a; SONIS, 2004; YEOH et
al., 2005; LOGAN.et al., 2007). Sabe-se que a inibicdo de NF-kB melhora a
inflamacgéao (KEIFER et al., 2001).

O aumento da expressdo de TNF-a e IL-13 também se associa com o
desenvolvimento de mucosite oral (RUBEINSTEIN et al., 2004; SONIS, 2004; SONIS
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et al., 2004a). Portanto, estes resultados corroboram a hipdtese atualmente
defendida por alguns autores, que afirmam que a patobiologia da mucosite oral
parece ser também aplicada a mucosite intestinal (RUBEINSTEIN et al., 2004;
KEEFE, 2004; KEEFE, 2006; LALLA et al., 2006; BOWEN et al., 2006; PETERSON
et al., 2006). Sabe-se atualmente que a mucosite oral resulta de uma série de fatores
dindmicos e da interagcdo de eventos celulares e moleculares que envolvem todos os
elementos da mucosa (SONIS, 2004; SONIS et al., 2004a).

Um outro aspecto importante avaliado em nosso estudo foi a expressao de
iINOS por imunohistoquimica. Os resultados mostraram um aumento significante na
marcacao de iNOS no intestino de camundongos Swiss tratados com CPT-11, o que
sugere que o NO pode ser um mediador importante na evolugdo na mucosite
intestinal induzida por esta droga.

O papel de NO na patogénese de condigdes inflamatérias € bem
documentado pela literatura. Experimentalmente, demonstrou-se a participagao de
NO na destruigdo urotelial e nos eventos inflamatérios que acompanham a cistite
hemorragica induzida pela ciclofosfamida (SOUZA-FILHO et al., 1997; RIBEIRO et
al., 2002). Recentemente, em pesquisa desenvolvida no LAFICA, Leitédo et al. (2007)
demonstraram que o aumento na expressao de iINOS nas bochechas de hamsters
submetidos a mucosite oral por 5-FU associou-se com a destruigdo tecidual e com os
eventos inflamatdrios. Observaram ainda, que o bloqueio da producdo de NO teve
um efeito protetor nas lesbes que acompanham a mucosite oral, tais como edema,
infiltrado de células inflamatérias, hemorragia, formacao de ulceras e abcessos e
reducao de infiltracdo de neutrofilos.

Em nosso estudo, o aumento na expressao de iINOS ocorreu juntamente
com o aumento de citocinas como TNF-a, IL-1B e KC. Estes achados confirmam
estudos anteriores que mostram que citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-13
estimulam a producdo de iINOS em modelo de pancreatite e de cistite hemorragica
(GOMEZ-CAMBRONERO et al., 2000; RIBEIRO et al., 2002).

O NO é mediador da citotoxicidade e eventos inflamatérios (MONCADA et
al., 1997). Sabe-se que no intestino, a enzima INOS contribui para inflamagao
intestinal, induzindo apoptose e estimulando a secregdo intestinal (KUBES;
McCAFFERTY, 2000; DIJKSTRA et al., 2004). Entretanto, in vitro, Sakai et al. (2002)
verificaram que o aumento da secrecao de cloro induzido pelo CPT-11 no cdlon

isolado de ratos nao € mediado pela produgao de NO.
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Observou-se ainda uma marcacao moderada de iNOS no epitélio intestinal
de animais ndo submetidos a mucosite intestinal, o que nos leva a acreditar que a
enzima iINOS pode ser constitutivamente expressa no epitélio intestinal normal em
resposta a flora bacteriana local, mas estudos posteriores sdo necessarios para
confirmar esta hipétese. Leitdo et al. (2007) também relataram iINOS no epitélio das
bochechas de hamsters ndo submetidos a mucosite oral.

Diante da confirmacdo da participacdo de citocinas e NO na lesao
intestinal induzida pelo CPT-11, buscou-se no presente trabalho avaliar drogas que
possuem o potencial imunomodulador, com o objetivo de se estabelecer o papel
destes mediadores no desenvolvimento da mucosite intestinal induzida pelo CPT-11,
bem como buscar possibilidades terapéuticas para o seu controle.

Na presente investigacdo, ndés demonstramos que a PTX reduziu
significativamente as lesdes intestinais, melhorando a recuperacéo das criptas e
vilos. As menores doses de PTX (1,7 e 5 mg/kg) apresentaram um melhor efeito
protetor das estruturas intestinais e reduziram significativamente a gravidade da
diarréia induzida pelo CPT-11. Entretanto, a maior dose utilizada (15 mg/kg) néo teve
efeito redutor da diarréia e nem do grau de mucosite intestinal graduada através do
escore histologico, apesar desta dose ter também melhorado a recuperagao das
criptas.

Os efeitos microscépicos foram associados com a reducgao da infiltragao
de neutréfilos detectados através da atividade de MPO. Esta atividade da PTX é
consistente com prévios estudos que mostram que a droga inibiu a migragao de
neutréfilos na cavidade peritoneal induzida pela toxina do Clostridium difficile
(CARNEIRO-FILHO et al.,, 2001) e na cavidade sinovial induzida por ovalbumina
(BOMBINI et al., 2004).

Entretanto, a PTX nao foi capaz de reverter a leucopenia e nem a
alteracdo de peso nos animais submetidos a mucosite experimental, fato ja
observado por Lima (2004). Também, n&o apresentou habilidade de melhorar a
sobrevida dos animais, o que de certa maneira era esperado, visto que ocorreu
melhora nas lesdes intestinais.

Um grande numero de investigagbes tem descrito as propriedades
antiinflamatdrias da PTX, embora, o seu efeito na diarréia induzida pelo CPT-11 néo
tenha sido estudado. O tratamento com dose unica com PTX (12 mg/kg) atenuou o

edema e a inflamacdo na pancreatite experimental (GOMEZ-CAMBRONERO et al.,
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2000). Estudos experimentais realizados em nosso laboratério demonstraram que a
PTX (15, 45 e 135 mg/kg) inibiu em ratos o edema de pata induzida pela toxina A do
Clostridium difficile (CARNEIRO-FILHO et al., 2001), protegeu ratos da mucosite
intestinal induzida por MTX (LIMA, 2004) e hamsters da mucosite oral induzida por 5-
FU, diminuindo a intensidade da hiperemia, edema, eritema e infiltrado de células
inflamatdrias (LIMA et al., 2005). Clinicamente, demonstrou-se que a administragcao
de PTX, em pacientes submetidos a transplante de medula, reduziu a severidade da
mucosite e a necessidade de nutricdo parenteral total (NPT) (BIANCO et al., 1991).
Entretanto, Ferra et al. (1997) ndo observaram efeito benéfico com a administragéao
de PTX nestes pacientes.

A PTX no modelo por nés utilizado teve melhor efeito antiinflamatoério nas
menores doses, o que ja foi descrito em outros trabalhos. Abdel-Salam et al. (2003)
verificaram que a administragao unica de PTX (36 e 72 mg/kg) em ratos 30 minutos
antes da inje¢ao de carragenina reduziu edema de pata. Entretanto, a PTX quando
usada em doses maiores (144, 200 e 300 mg/kg) inicialmente suprimiu a resposta
inflamatdria por um periodo de duas horas, havendo apds este periodo retorno da
inflamacado. Esta reducao da atividade antiinflamatéria pode ser decorrente do seu
efeito vasodilatador que leva ao aumento do volume intraluminal, da pressao
intravascular e da permeabilidade microvascular. E, ainda altas doses desta droga
ativa PGl, e NO, contribuindo na continuidade da resposta inflamatoria (POHANKA;
SINZINGER, 1986). Além disso, a PTX apresenta efeito regulador de IL-10, uma
citocina antiinflamatéria, que parece ser dependente da concentragdao da droga. In
vitro e in vivo, concentragdes maiores de PTX provocam inibicdo de IL-10, enquanto
a menor concentragédo induz uma maior sintese desta citocina (D’HELLENCOURT et
al., 1996; MARCINKIEWICZ et al., 2000; JI et al., 2004). A IL-10 tem sido descrita
como uma citocina reguladora na mucosite intestinal induzida por MTX, restringindo a
excessiva exacerbagdo do processo patologico (DE KONING et al., 2006).
Provavelmente, o efeito terapéutico observado na presente pesquisa em doses
menores que os relatados por outros autores seja pelo fato do nosso modelo utilizar
camundongos, enquanto nos outros trabalhos a PTX foi administrada em ratos e
hamsters.

O efeito protetor da PTX encontrada no presente estudo pode ser
explicado pela sua capacidade de inibir a producdo de citocinas inflamatérias. E

demonstrado na literatura que a PTX reduz citocinas como TNF-a (SULLIVAN et al.,



133

1988; STRIETER et al., 1988; NEUNER et al., 1994; FUNK et al., 1995; HUIZINGA et
al., 1996; SCHMIDT-CHOUDHURY et al., 1996; VAN FURTH et al., 1997; REIMUND
et al., 1997; SILVA et al., 2000; MARCINKIEWICZ et al., 2000; HADDAD et al., 2002;
Jl et al., 2004), IL-18 (NEUNER et al., 1994; VAN FURTH et al., 1997; REIMUND et
al., 1997; SILVA et al., 2000) e IL-8 (MARTICH et al., 1991; NEUNER et al., 1994;
GUTIERREZ-REYES et al., 2006). No presente estudo, demonstramos que o
tratamento com PTX (1,7 mg/kg) reduziu os niveis intestinais de TNF-a, IL-13 e KC.

Foi também observado que o tratamento com PTX reduziu
significativamente a marcagao de iNOS principalmente nas células da lamina prépria.
Estes achados estao de acordo com os descritos por Gémez-Cabronero et al. (2000),
que observaram na pancreatite experimental aumento na produgdo de NO que foi
prevenida com o tratamento com PTX. Beshay et al. (2001) também observaram
supressao dos niveis de expressao da iNOS in vitro e in vivo com o uso da PTX. A
menor produc¢ao de NO nos animais tratados com PTX pode ser em conseqliéncia da
reducdo da infiltracdo de neutréfilos, devido a redugdo de citocinas inflamatorias
como TNF-a, conforme encontrado por nés e por outros autores (GOMEZ-
CAMBRONERO et al., 2000).

O TNF-a foi a primeira citocina observada em niveis elevados na lesao
intestinal induzida pelo CPT-11. Além disso, através da imunohistoquimica & evidente
a sua forte marcagao no epitélio de revestimento intestinal e nas células da lamina
prépria, mostrando sua importante participagdo na patogénese do processo. Assim,
resolveu-se testar o efeito da TLD na mucosite intestinal induzida pelo CPT-11, a fim
de se verificar o papel de TNF-a nesta lesdo intestinal e verificar o potencial
terapéutico desta droga. A agao parcial e especifica da TLD para TNF-a sugere que
esta droga pode ser utilizada no tratamento de condigbes inflamatérias em que
TNF-a induz efeitos téxicos, sem que a resposta imune seja totalmente suprimida
(MOREIRA et al., 1993; KLAUSNER et al., 1996).

Os resultados mostraram que a TLD nao reverteu significativamente a
intensidade da diarréia induzida pelo CPT-11. Entretanto, a maior dose utilizada
(60 mg/kg) alterou de forma significativa alguns aspectos histolégicos da mucosa
duodenal, avaliada pelos escores propostos por Woo et al. (2000) e pela
morfometria. O maior aprofundamento das criptas no segmento duodenal demonstra
uma recuperacao na mucosa intestinal, assim provavelmente, a TLD estimulou a

proliferacdo de células das criptas. Talvez a redugao da resposta inflamatdria tenha
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antecipado a fase de cicatrizagcdo da mucosite intestinal. Os demais segmentos
intestinais ndo foram protegidos pelo tratamento com TLD, o que talvez explique a
ineficacia da droga em prevenir a diarréia.

Um possivel mecanismo que explicaria tais resultados seria a supressao
do TNF-a, considerado agente importante na mucosite (SONIS, 2004; SONIS et al.,
2004a), o que foi confirmado em nosso trabalho, visto que se observou que a TLD
reduziu significativamente os niveis intestinais de TNF-a determinado por ELISA e a
sua marcagao nas células da lamina prépria e no epitélio de revestimento avaliado
por imunohistoquimica. E bem documentado pela literatura que a TLD reduz TNF-a
(SAMPAIO et al., 1991; MOREIRA et al., 1993; MOREIRA et al., 1997; TAVARES et
al., 1997; KIM et al., 2004). In vitro, a TLD inibiu a sintese de TNF-a em cultura de
mondcitos humanos estimulados com LPS e produtos de M. leprae (SAMPAIO et al.,
1991, MOREIRA et al., 1993) e em cultura de macréfagos obtida do lavado bronco-
alveolar de pacientes com tuberculose (TAVARES et al., 1997). In vivo, apds
administracdo de TLD observou-se menor sintese de TNF-a apds o estimulo com
LPS para induzir choque séptico (MOREIRA et al., 1997).

Em nosso estudo, a TLD n&o inibiu IL-1B e KC, o que pode explicar o fato
de TLD néao ter reduzido a severidade da diarréia em nosso modelo experimental, ja
que IL-1B parece ser um estimulador primario da diarréia por inibir a absor¢édo de
agua e cloro (SARTOR, 1994; KREYDIYYEH; AL-SADI, 2002).

Em varios estudos, a inibicdo induzida por TLD mostrou ser especifica
para TNF-a (SAMPAIO et al., 1991; MOREIRA et al., 1993; TAVARES et al., 1997,
KIM et al., 2004). A literatura relata que a TLD nao afetou os niveis de IL-13
(SAMPAIO et al.,1991; MOREIRA et al., 1993; MOREIRA et al., 1997; BAUDITZ et
al., 2002; KIM et al.,, 2004) e IL-8 (KIM et al., 2004). Entretanto, outros estudos
demonstraram que ela também suprime a produgdo de IL-12 em células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs), em mondcitos humanos (MOLLER et
al., 1997) e em individuos com doenga de Crohn (BAUDITZ et al., 2002). Corral e
Kaplan (1999) descrevem que a TLD tem um duplo efeito nos niveis de IL-12,
reduzindo esta citocina quando PBMCs sao estimulados por LPS, embora aumente
quando estas células s&o ativadas via receptor de células T. In vivo, a TLD inibiu os
niveis séricos TNF-a em 93% e IL-6 em 50%, bem como estimulou a producao de
IL-10 (MOREIRA et al., 1997).

Outro aspecto que deve ser destacado, € que a TLD nao reduziu
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significativamente a marcacdo de iINOS de acordo com os critérios de Yeoh et al.
(2005), mostrando que a ativagao de IL-13 pode um fator importante na expressao
desta enzima, conforme ja mencionado na literatura (GOMEZ-CAMBRONERO et al.,
2000).

Em nosso estudo, a TLD (15, 30 e 60 mg/kg) causou redugao significativa
do numero de neutréfilos na mucosa intestinal dos animais sacrificados no sétimo
dia, quantificados pela atividade da MPO. Assim, pode-se concluir que a TLD de
alguma forma reduziu a resposta inflamatéria local. Outras pesquisas relatam o efeito
da TLD na quimiotaxia de leucdcitos, que € o mecanismo responsavel pelo influxo
destas células no local do processo inflamatério (FAURE et al., 1980;
DUNZENDORFER et al., 1997). Faure et al. (1980) verificaram que a pré-incubagéo
de PMN com TLD inibiu significativamente a quimiotaxia. In vitro, Dunzendorfer et al.
(1997) demonstraram que a TLD afetou citocinas e inibiu a transmigracédo de
neutréfilos induzida por LPS através da acao direta nas células endoteliais. Em
modelo de colite experimental, a TLD causou substancial redugcédo da atividade de
MPO na mucosa intestinal (MAZZON et al., 2005), e reduziu a severidade dos sinais
histolégicos e de permeabilidade intestinal (MAZZON; CUZZOCREA, 2006).

Em modelos animais, varias pesquisas realizadas por nosso grupo
demonstraram que a TLD possui potente acdo antiinflamatéria e analgésica.
Verificou-se que a TLD reduziu o edema de pata induzida pela toxina da cdlera
(VIANA et al., 2002), diminuiu as alteragdes macroscopias e a neutrofilia na mucosite
oral induzida por 5-FU em hamsters (LIMA, 2004; LIMA et al., 2005), e melhorou os
aspectos histologicos da mucosa intestinal de ratos submetidos a mucosite induzida
por MTX (LIMA, 2004). A TLD também mostrou reduzir a resposta contorciva
induzida por acido acético e zimosan (RIBEIRO et al.,, 2000) e a incapacitagéao
articular induzida por zimosan (VALE et al., 2006).

Os estudos que abordam o efeito de TLD na diarréia induzida por CPT-11
sao ainda controversos. Clinicamente tem-se demonstrado uma redugdo da
toxicidade gastrintestinal do CPT-11 quando este € administrado em combinagao
com a TLD em pacientes com diagndstico de cancer colorretal (GOVINDARAJAN,
2000; GOVINDARAJAN et al, 2000; TCHEKMEDYIAN, 2002). Segundo
Govindarajan et al. (2000), este efeito pode ser explicado pelo fato da TLD inibir a

sintese de TNF-a, aumentar células responsaveis pela imunidade humoral e reduzir
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a imunidade celular. A TLD pode ainda ter atividade na redugdo da secregao de
calcio e potassio pelo efeito direto da reducao de TNF-a ou pela inibicado da COX.

Em ratos, a TLD melhorou as lesdes intestinais e inibiu a producao
intestinal de citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IFN-y), o processo de apoptose e a
diarréia induzida pelo CPT-11 (YANG et al., 2006a). Outros estudos mostraram que a
associacao da TLD com CPT-11 melhora os sintomas da toxicidade gastrintestinal
pela redugdo da conversdo do CPT-11 em SN-38 e aumento da detoxificagcdo do
metabdlito ativo (SN-38), via processo de glicuronidacédo (YANG et al., 2006a; YANG
et al., 2006b). Entretanto Allegrini et al. (2006), em pacientes com diagnéstico de
cancer avangado, observaram redugdao do metabolismo do CPT-11 e de SN-38
quando o CPT-11 foi administrado em associagao com a TLD, mas nao se observou
reducao significativa na incidéncia de diarréia.

Em relacdo ao efeito da TLD na variacdo ponderal, observou-se que este
farmaco no protocolo aqui utilizado nao reduziu, de forma estatisticamente
significante, a perda de massa corporea dos animais com mucosite intestinal
induzida pelo CPT-11. Era esperado que esta droga realmente ndo apresentasse
efeito protetor na variacdo de massa corpoérea, visto que ela ndo suprimiu a diarréia e
nem o achatamento dos vilos nos animais submetidos a mucosite intestinal por CPT-
11, fatores responsaveis pela desidratacdo e reducdo de absor¢ao de nutrientes
(DUNCAN; GRANT, 2003; SONIS et al., 2004a; RUBEINSTEIN et al., 2004;
AVRITSCHER et al., 2004; GIBSON; KEEFE, 2006). Além disso, o efeito sedativo da
TLD (CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000; ERIKSSON et al., 2001; MATTHEWS;
MAcCOQY, 2003) pode ter contribuido na reducao da ingestdo de alimentos e liquidos,
sendo mais um fator agravante da perda de peso nestes animais. Contrariando estes
resultados, em estudo clinico em pacientes com cancer colorretal recebendo
quimioterapia com CPT-11, Govindarajan et al. (2000) mostraram que a associagao
de CPT-11 com TLD evitou a deterioracdo do estado nutricional decorrente dos
efeitos toxicos do CPT-11 no trato gastrintestinal, melhorando a qualidade de vida
nestes pacientes. Experimentalmente, Lima (2004) ndo observou melhora de peso do
tratamento com TLD em hamsters com mucosite oral e ratos com mucosite intestinal.
Entretanto, Yang et al. (2006a) relatou que a TLD atenuou a perda de peso a partir
do sexto dia experimental em ratos tratados com CPT-11.

Apesar de alguns estudos mostrarem acéo positiva da TLD na protegao de
estados caquéticos pelo seu efeito redutor de TNF-a (GOVINDARAJAN et al., 2000;
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MATTHEWS; MAcCOQY, 2003), o papel exato da TLD na caquexia permanece pouco
elucidado. Nao existem relatos consistentes do efeito benéfico para a caquexia e
seus sintomas associados quando o medicamento € administrado isoladamente
(ZHOU et al., 2002).

Em relacado ao efeito da TLD nos niveis de leucdcitos totais, evidenciou-se
que esta nao foi capaz de reverter significativamente a leucopenia induzida pelo
tratamento com CPT-11. Esta condigdo descrita na literatura com uso de CPT-11
(ROSATI et al., 2002; ENZINGER et al., 2005) e observada por nos, possivelmente
nao foi prevenida com uso da TLD devido a sua propria capacidade de induzir
leucopenia (CALABRESE; FLEISCHER Jr., 2000; MATTHEWS; McCOQY, 2003). Este
fato merece atencdo, visto que a leucopenia € um fator de risco para infecgdes
secundarias que podem provocar translocagéo bacteriana e septicemia (WOO et al.,
2000; SONIS, 2004; AVRITSCHER et al., 2004).

Um outro aspecto avaliado foi o potencial da TLD em melhorar a sobrevida
de animais submetidos a mucosite intestinal por CPT-11. Nossos resultados
mostraram que esta droga né&o foi capaz de reverter significativamente a mortalidade
observada no modelo de mucosite, 0 que era esperado ja que a TLD nao teve um
efeito protetor consistente nas lesbes observadas e ainda, pelo fato desta droga
potencializar o efeito leucopénico do CPT-11, conforme comentado anteriormente.

Pode-se concluir que a TLD apresentou no nosso estudo um efeito
protetor moderado das alteracbes intestinais induzidas pelo CPT-11. Este fato nos
leva a supor que a mucosite induzida pelo CPT-11 € um processo multifatorial, onde
existe a participacdo de varios mediadores inflamatérios. Desta forma, TLD néo se
mostrou eficaz como tratamento da mucosite intestinal em camundongos Swiss, ja
que nao reverteu o principal sintoma, a diarréia. O efeito positivo de PTX foi
consistente pelo fato desta droga interferir nos niveis de todas estas citocinas. Assim,
o efeito parcial da TLD foi pelo fato deste farmaco ser inibidor mais especifico para
TNF-a e mostra que IL-18 e KC sdo cruciais no desenvolvimento da lesdo. Estes
resultados sugerem que na resposta inflamatéria induzida pelo CPT-11, a citocina
inicialmente ativada é o TNF-a que induz a ativacao de IL-1B3, que juntos ativam KC e
NO.

Sugere-se também que a resposta inflamatdria da mucosite intestinal
provocada pelo tratamento com CPT-11 pode ser acompanhada pela liberacdo de

prostandides como PGE,. A biossintese de PGs e TX a partir do acido araquidénico
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depende da acdo da enzima COX (VANE, 1971; VANE et al., 1990; VANE et al.,
1998; HINZ; BRUNE, 2002; VANE; BOTTING, 2003). A COX-1 esta presente na
maioria das células como enzima constitutiva, enquanto a COX-2 é uma enzima com
expressao predominantemente no processo inflamatorio, apesar de ser expressa em
pequenas quantidades constitutivamente (VANE et al., 1998; HINZ; BRUNE, 2002).
No trato gastrintestinal, PGs sdo mediadores de varios processos fisioldgicos e
patologicos (TAN et al., 2000; WALLACE, DEVCHAND, 2005; SHAO et al., 2006).

No presente estudo verificou-se através de imunohistoquimica uma
expressdo aumentada de COX-2 associada a destruigdo histopatolégica resultante
do tratamento com CPT-11, confirmando a presenca e o envolvimento das PGs na
patogénese da mucosite intestinal induzida pelo CPT-11. As areas de maior
marcagcdo de COX-2 correspondem as criptas e ao epitélio de revestimento. A
especificidade da marcagcdao de COX-2 nas criptas encontrada em nosso estudo é
similar ao observado por outros autores (YEOH et al., 2005). As criptas sdo zonas
proliferativas do intestino (WILSON; GIBSON, 1997; MAHIDA et al., 1997; STURM,;
DIGNASS, 2002). Existem evidéncias que a atividade de COX-2 é um fator
importante nos mecanismos de proliferacao intestinal e, portanto, possuem um papel
na recuperacao do epitélio intestinal (TAN et al.,, 2000; WALLACE; DEVCHAND,
2005; SHAO et al., 2006).

Em modelo animal, Sonis et al. (2004b) demonstraram que a radiagao
provoca upregulation de COX-2 nos fibroblastos e no endotélio vascular da mucosa
oral e que a geragao de COX-2 ocorre paralelamente com a formagao de ulceracoes.
Observou-se ainda que a COX-2 parece nao ser o condutor primario da mucosite
oral, mas é agente amplificador da lesdo, possivelmente aumentando a duragéo e/ou
a severidade das lesdes ulcerativas. E possivel que isto ocorra via ativacdo de
NF-kB, que tem papel também nos niveis de citocinas como TNF-a e IL-18.
Posteriormente, Logan et al. (2007) demonstraram que a expressdao de NF-kB e
COX-2 teve aumento significativo na mucosite oral de pacientes em tratamento com
agentes quimioterapicos. Ao nivel intestinal, Yeoh et al. (2005), analisando por
imunohistoquimica a expressdo de NF-kB e COX-2 no tecido colorretal de 28
pacientes com cancer, concluiram que a destrui¢cao histopatologica que ocorreu apos
o tratamento radioterapico acompanhou o aumento da expressao de NF-kB e COX-2.

Quanto ao papel das PGs na mucosite intestinal induzida pelo CPT-11,

alguns estudos tém apontado que a administracdo do CPT-11 associa-se ao
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aumento da sintese de prostandides, particularmente PGE; e TXA, que podem ser
mediadores importantes na diarréia provocada por esta droga (SAKAI et al., 1995 e
1997; KASE et al., 1997, TRIFAN et al., 2002).

Em cdlon distal de ratos montado em camaras de Ussing, Sakai et al.
(1995 e 1997) demonstraram que o CPT-11 e o SN-38 aumentam a secregéo de
cloro, via ativagao de eicosanodides. Observou-se também que a indometacina, os
inibidores de TXA; sintase e os bloqueadores do receptor de TXA; foram efetivos no
controle da secrecao de cloro, demonstrando que TXA, parece ser um mediador
importante no evento.

Deve-se salientar que embora similaridades existam entre os
experimentos in vitro e in vivo, as condicdes sao completamente distintas e as
conclusdes obtidas através dos resultados in vitro ndo podem ser totalmente
aplicadas nos estudos in vivo, nos quais existem complexas interacdes celulares e
humorais que afetam a expressao da resposta inflamatéria. O modelo apresentado
por Sakai et al. (1995, 1997) talvez se aplique mais consistentemente a diarréia
precoce, desta forma, provavelmente o aumento de TXA, seja observado na génese
desta diarréia.

Confirmando esta hipotese, Kase et al. (1997) observaram que a diarréia
precoce induzida pelo CPT-11 foi acompanhada pelo aumento de PGE; no célon
descendente e que a administragcdo de atropina inibiu a sua ocorréncia e normalizou
os niveis de PGE,, entretanto, o uso de indometacina falhou no seu controle. O
aumento nos niveis de PGE; acompanhado de baixa absorcdo de agua e eletrélitos
no colon também foi observado na diarréia tardia induzida pelo CPT-11. As
alteragdes patologicas no trato intestinal acompanharam o aumento de PGE;, que
parece estar envolvida na cicatrizagdo da mucosa injuriada.

Em vista do envolvimento de PGs na patogénese da mucosite intestinal
induzida pelo CPT-11, testou-se um inibidor seletivo para COX-2, o CLX. Nossos
resultados demonstraram que o CLX nas doses utilizadas nao reverteu
significativamente o grau de diarréia, nem tampouco a infiltragcdo neutrofilica
provocada pelo tratamento com CPT-11. Além disso, o CLX n&o reduziu a
leucopenia, a perda de massa corpérea e nao alterou a taxa de sobrevida dos
animais tratados com CPT-11.

Analisando estes resultados em conjunto, pode-se concluir que o CLX nao

foi eficiente na prevengao e tratamento da mucosite intestinal no modelo por nés
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testado. Este fato nos leva a supor que as doses utilizadas podem nao terem sido
suficientes para a reducgao significativa dos niveis de PGs sintetizadas via COX-2; ou
que o papel das PGs na génese do processo patolégico tenham papel secundario e
que outros mediadores inflamatérios sejam integrantes na cascata inflamatéria. Por
outro lado, existem evidéncias que a atividade de COX-2 é um fator importante nos
mecanismos de proliferacdo intestinal e, consequentemente, esta atividade é
importante nos mecanismos de reparo do epitélio intestinal (TAN et al., 2000;
WALLACE; DEVCHAND, 2005).

Observou-se também que o tratamento com o CLX n&o reduziu a
marcacao de COX-2, resultado compativel com outros estudos que mostram que o
CLX inibe COX-2 através de uma ligacdo no sitio ativo da enzima e ndo envolve
mecanismos que interfere em sua expresséo (LEVI-ARI et al., 2007).

Alguns estudos referem que PGs participam no curso evolutivo da
mucosite oral (SONIS et al., 2004a e 2004b; SONIS, 2004; LOGAN et al., 2007) e
mucosite intestinal (TRIFAN et al., 2002; SAKAI et al.,, 1995 e 1997; KASE et al.,
1997; YEOH et al., 2005). No entanto, o bloqueio do processo por DAINES ainda
apresenta resultados controversos.

Um estudo piloto avaliou o efeito do flurbiprofeno na mucosite induzida
pela irradiacdo na regido da cabeca e pescogo. Neste estudo n&o se observou
diferenca significativa na severidade ou na duragdo da evolugdo da mucosite nos
grupos tratados e nao-tratados com DAINES quando este foi administrado na
semana anterior ao inicio da radioterapia. No entanto, pacientes que receberam o
antiinflamatorio por duas semanas apdés o inicio do tratamento apresentaram melhora
significativa no grau de mucosite, demonstrando que a continuidade da terapia pode
ser uma ferramenta importante para o controle da mucosite (STOKMAN et al., 2005).

In vivo, Trifan et al. (2002) mostraram que a co-administracdo de um
inibidor da COX-2 (CLX) com CPT-11 em ratos melhorou o seu efeito antitumoral,
reduziu a severidade da diarréia provocada pela droga e diminuiu a perda de peso
em ratos. No protocolo, a mucosite intestinal foi induzida através de duas doses de
CPT-11 (150 mg/kg —i.v.), e o CLX foi testado nas doses de 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 50
e 150 mg/kg administrado diariamente durante oito dias consecutivos por gavagem.
A reducado da diarréia foi efetiva entre as doses de 10 a 50 mg/kg, sendo que a
melhor resposta foi observada quando se utilizou a dose 30 mg/kg. Por outro lado, a

indometacina, que é um inibidor seletivo de COX-1, nao teve efeito antidiarréico em
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nenhuma das doses testadas (1, 3 e 10 mg/kg). Observou-se também que o aumento
da expressao de COX-2 é associado com o aumento nos niveis de PGE; no célon no
quinto dia apds o inicio do tratamento com CPT-11, confirmando o seu papel como
mediador da diarréia tardia induzida pela droga. Pergunta-se, entretanto, por que
neste modelo o CLX ndo foi eficaz nas doses maiores?

Duas explicacbes podem ser sugeridas para explicar a ineficacia do
tratamento com CLX em altas doses. Primeiro, o CLX em altas concentragdes
provoca a ativagdo de NF-kB, que é fator de transcricdo de genes pro-inflamatorios
como COX-2 e TNF-a (NIEDERBERGER et al., 2001). A outra explicacdo €
abordada em alguns trabalhos recentes, que tém sugerido que a COX-2 também tem
papel importante nos mecanismos de defesa e protecdo da mucosa do trato
gastrintestinal, modulando a habilidade de resisténcia e resposta a injuria,
contribuindo significativamente para a resolugéo da inflamagéao do trato gastrintestinal
(GRISHIN et al., 2006; WALLLACE; DEVCHAND, 2005).

Além disso, o uso de inibidores especificos de COX-2 associa-se com a
incidéncia de colite isquémica (RADAELLI et al., 2005), que pode interferir no curso
evolutivo da mucosite intestinal. TXA,, maior produto da COX-1, causa agregagao
plaquetaria e vasoconstricdo. Ja a sintese de PGl,, largamente mediada por COX-2,
€ um potente inibidor plaquetario e agente vasodilator. Portanto, os inibidores
especificos da COX-2 agem preferencialmente na inibicado endotelial de PGIl, sem a
inibicdo da formacao de TXA,, provocando um desbalango entre ambos, que pode
ser responsavel pelo aumento de eventos tromboembodlicos.

Em nosso laboratério, quando se estudou o efeito do CLX na mucosite
intestinal induzida pelo MTX verificou-se que as doses menores (7,5 e 15 mg/kg) néo
promoveram prote¢cdo do epitélio intestinal. Por outro lado, a dose de 30 mg/kg
apesar de ter se mostrado util do ponto de vista morfolégico nao foi eficiente na
prevengao dos danos (LIMA, 2004).

Analisando, portanto, os nossos resultados a luz dos mostrados por outros
autores, fica evidente que a ineficacia observada com o uso de CLX encontrada em
nosso estudo demonstra que a expressdo aumentada de COX-2 induzida pelo CPT
parece nao ser o0 mecanismo principal da diarréia induzida pelo CPT-11, assim,
provavelmente outros mediadores inflamatorios devem ser alvos mais centrais.

Ressalte-se também que os estudos aqui discutidos utilizam ratos e o nosso
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camundongo, o que pode explicar alguns aspectos discrepantes nos resultados
apresentados.

A Figura 37 ilustra um modelo hipotético proposto, a luz dos resultados
encontrados no presente trabalho, para a cascata dos mediadores inflamatérios
envolvidos na mucosite intestinal induzida pelo CPT-11.

Por fim, sugere-se que as abordagens farmacoldgicas utilizadas no
presente trabalho possam ser uteis em outros estudos experimentais e em protocolos
clinicos de pacientes em terapia antineoplasica. A PTX por ter apresentado
importante efeito protetor na mucosite induzida pelo CPT-11 torna-se importante alvo
para outros estudos experimentais e clinicos prospectivos e randomizados, no

sentido de se estabelecer a sua eficacia terapéutica em seres humanos.
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CPT-11 . .
Diarréia
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/ TNF-a — IL-1B8
Outros ———
mediadores (?) KC, iNOS e COX-2
PGs
NO
Submucosa
Adventicia
da Muscular
FIGURA 37 — Modelo hipotético proposto para a cascata dos mediadores

inflamatdrios envolvidos na mucosite intestinal induzida pelo CPT-11.
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5 CONCLUSOES

Analisados em conjunto, nossos resultados permitem concluir

especificamente que:

_ No modelo de mucosite intestinal induzida por CPT-11, ora apresentado,
foram observadas alteragbes morfoldgicas (achatamento das vilosidades), funcionais
(diarréia com perda de peso) e histopatoldgicas (necrose parcial das criptas e

infiltrado inflamatorio).

_ As citocinas TNF-_, IL-1_ e KC parecem desempenhar um papel

importante na patogénese da mucosite intestinal induzida pelo CPT-11.

_ NO e PGs parecem desempenhar um papel na fisiopatologia das

alteragdes intestinais induzidas pelo CPT-11.

A PTX preveniu significativamente as alteragcbes morfo-funcionais
(achatamento das vilosidades e diarréia) e histopatoldgicas (necrose das criptas e
infiltrado inflamatdrio), tais efeitos parecem ser consequéncia de sua capacidade em
inibir TNF-_, IL-1_, KC e iNOS.

__ A TLD inibiu as alteragdes histologicas induzidas pelo CPT-11, sem, no
entanto, interferir no curso da diarréia, provavelmente, por TNF-_n&o ser o unico

mediador inflamatério participante da patogénese da leséo.

_ O CLX néao apresentou nenhum efeito protetor na evolugdo da mucosite

intestinal induzida pelo CPT-11.
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