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RESUMO

ESTUDO MORFOFUNCIONAL E DOS MEDIADORES INFLAMATORIOS
ENVOLVIDOS NA PATOGENESE DA MUCOSITE INTESTINAL INDUZIDA POR
IRINOTECANO (CPT-11) EM CAMUNDONGOS: PAPEL DA CASPASE-1,
INTERLEUCINA-18 E OXIDO NITRICO. Autor: Roberto César Pereira Lima Jinior.
Doutorado em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceard. Defesa: 11 de julho de 2008. Orientador: Prof. Dr.
Ronaldo de Albuquerque Ribeiro.

Introducdo: A Mucosite Intestinal (MI) e a diarréia severas sdo efeitos colaterais frequentes
(15-25%) e limitantes da quimioterapia do cancer de c6lon com Irinotecano (CPT-11). Até o
presente momento, pouco se conhece sobre a fisiopatologia da MI. Objetivo: Estudar os
mecanismos e mediadores envolvidos na mucosite intestinal induzida por CPT-11, verificando a
participacdo da protease caspase-1, das citocinas interleucina-1 (IL-1), interleucina-18 (IL-18) e
interleucina-33 (IL-33), do 6xido nitrico, de mediadores 5-lipoxigenase e do PAF, assim como a
sequéncia de interacdo entre esses mediadores sob aspectos da resposta inflamatéria e
morfofuncionais. Métodos: Camundongos Swiss, C57BL/6 (BL), BALB/c (BC) ou knockout
para Caspase-1 (Casp™), IL-18 (IL-18"), 6xido nitrico sintase induzida (iINOS™), 5-
Lipoxigenase (5-LOX™), receptor para PAF (PAFr") machos, 22 g, foram divididos em grupos
(n=4-5) e tratados por 4 dias com salina (5 mL/kg, i.p) ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p) ou foram pré-
tratados com IL-18bp (proteina ligante de IL18, 200 pg/animal/4 dias, i.p.), aminoguanidina
(AG, 50 mg/kg, s.c, 2x/dia/4 dias), IL-33 (1 pg/animal/4 dias, i.v, 1h antes do CPT-11) ou
loperamida ([4x3 mg/kg e 4x30 mg/kg]/animal, s.c.) em associagdo com CPT-11. No 5° dia,
avaliou-se a diarréia por escores, o leucograma e, ap6s sacrificio, coletou-se o duodeno para
dosagem da atividade de mieloperoxidase (MPO, neutréfilos/mg tecido) e de 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS pM citrulina/h/mg proteina), morfometria (razdo vilo/cripta) e
contratilidade in vitro a Acetilcolina (%contracdo em relacdo ao KCI60 mM). Para anélise
estatistica utilizou-se ANOVA/Newman-Keuls ou Kruskal Wallis/Dunn. P<0,05 foi aceito.
Resultados: Camundongos BL apresentaram um padrdo de mucosite intestinal similar ao
observado no camundongo Swiss sob aspectos morfofuncionais. O CPT-11 induziu leucopenia
em todos os animais independentemente do tratamento aplicado. Adicionalmente, o CPT-11
induziu em animais BL e BC, ndo tratados, aumento de MPO intestinal, reducdo da relacdo
vilo/cripta, amento da contratilidade in vitro e dos eventos de diarréia comparados com animais
injetados somente com salina (p<0,05). A despeito da administracdo de CPT-11, animais
Caspase-1", IL-18" ou BC tratados com IL-18bp apresentaram atividade de MPO e de iNOS
reduzidas, bem como aumento na relacéo vilo/cripta, menor contratilidade duodenal in vitro e
eventos de diarréia atenuados em comparacdo aos respectivos controles tratados com salina
(p>0,05). Dados idénticos também foram observados em camundongos injetados com IL-33 e
que receberam CPT-11. A reducdo na atividade de iNOS naqueles animais motivou o estudo do
efeito do CPT-11 em animais iNOS™ ou tratados com aminoguanidina. Observaram-se menores
niveis de citocinas IL-13 e KC, bem como uma atividade de MPO reduzida no duodeno desses
animais. Além disso, verificou-se preservacdo da relagdo vilo/cripta e da espessura da camada
muscular, menor contratilidade duodenal in vitro e eventos de diarréia atenuados similar ao
observado nos respectivos controles que receberam apenas salina (p>0,05). Porém, a
administragdo de CPT-11 a animais PAFr” foi capaz de induzir alteragdes morfofuncionais e o
aumento da atividade de MPO intestinal. Em camundongos 5-LOX” ou tratados com
loperamida (controle positivo), ambos os grupos injetados com CPT-11, observaram-se
aumento da atividade de MPO e alteracdes morfométricas. Contudo, sobre aspectos funcionais
de contratilidade in vitro, visualizou-se protecdo. Conclus@es: Esses resultados sugerem que a
via caspase-1-1L-18 oxido nitrico contribui para o desenvolvimento da resposta inflamatoria e
alterac6es morfofuncionais na mucosite intestinal induzida por CPT-11. A IL-33 parece ser um
fator protetor compensatério nessa cascata inflamatoria. A 5-LOX e o PAFr parecem ter papel
secundario na patogénese da mucosite intestinal por CPT-11.

Palavras-chave: CPT-11, inflamagéo, mucosite, citocinas, 6xido nitrico.



ABSTRACT

MORPHOFUNCTIONAL STUDY AND THE INFLAMMATORY MEDIATORS
INVOLVED ON THE PATHOGENESIS OF IRINOTECAN (CPT-11)-INDUCED
INTESTINAL MUCOSITIS IN MICE: ROLE OF CASPASE-1, INTERLEUKIN-18 AND
NITRIC OXIDE. Author: Roberto César Pereira Lima Janior. Post-graduation in
Pharmacology. Department of Physiology and Pharmacology, Faculty of Medicine, Federal
University of Ceara. Defense: July 11" 2008. Advised by Dr. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro.

Introduction: Severe Intestinal Mucositis (IM) and diarrhea are frequent and dose-limiting
side-effects of colon cancer chemotherapy with irinotecan (CPT-11). At present, much of IM
pathophysiology remains unknown. Aims: To study the mechanisms and inflammatory
mediators involved in CPT-11-induced intestinal mucositis, verifying the role of the protease
caspase-1, cytokines interleukin-1 (IL-1), interleukin-18 (IL-18) and interleukin-33 (IL-33),
nitric oxide, 5-lipoxygenase and PAF as well as the sequence of activation of these mediators in
the inflammatory response and morphofunctional contexts. Methods: Swiss, C57BL/6 (BL),
BALB/c (BC) male mice or caspases-1(Casp-17), IL-18 (IL-187), inducible nitric oxide
synthase (iNOS™), 5-Lipoxygenase (5-LOX"), PAF receptor (PAFr”) knockout mice, 22g, were
divided into groups (n=4-5) and treated for 4 days with saline (5 mL/kg, i.p.) or CPT-11 (60
mg/kg, i.p.) or were given IL-18bp (IL-18 binding protein, 200 pg/animal/4 days, i.p.),
aminoguanidine (AG, 50 mg/kg, s.c, 2x/day/4 days), 1L-33 (1 pg/animal/4 days, i.v, 1h
previously CPT-11) or loperamide ([4x3 mg/kg and 4x30 mg/kg]/animal, s.c.) co-administered
with CPT-11. On day 5, diarrhea and leukocyte counts were assessed, and following sacrifice
duodenal portions of the animal were collected to assess myeloperoxidase (MPO,
neutrophils/mg tissue) and nitric oxide synthase (iNOS pM citruline /h/mg protein) activity,
morphometric analysis, and in vitro contractility (%contraction in relation to KCI 60 mM).
ANOVA/Newman Keuls or Kruskal Wallis/Dunn were used as statistical tests. P<0.05 was
accepted. Results: IM was morphofunctionally similar in both BL and Swiss. CPT-11 induced
leukopenia in all animal lineages despite the treatment given. Additionally, CPT-11 induced
MPO, increased in vitro contractility and diarrheic events, and villi/crypt ratio reduction in BL
and BC mice in comparison with saline treated mice (p<0.05). Despite the injection of CPT-11,
Casp-17, 1L-18" or IL-18bp treated BC mice presented reduced MPO and iNOS activities and
also increased villi/crypt ratio, reduced duodenal in vitro contractility and mild diarrhea similar
to saline-treated mice (P>0.05), similar to the patterns seen in IL-33 treated mice. The reduced
iNOS activity found in the earlier mice led us to investigate the CPT-11 effect on iNOS” and
aminoguanidine-treated mice. Lower IL-1p and KC cytokine levels, as well as reduced MPO
activity were found. Also, preserved villi/crypt ratio and muscle layer thickness, normal
duodenal contractility and diarrheic events were seen similarly to saline-treated mice (p>0.05).
However, CPT-11-treated PAFr” presented morphofunctional alterations and increased
intestinal MPO activity. 5-LOX” or loperamide treated mice (positive control), both injected
with CPT-11, exhibited increased MPO activity and morphometric alterations, but no
exacerbation on in vitro contractility was observable. Conclusion: Taken together, these results
suggest the role of caspase-1/Interleukin-18/nitric oxide cascade on pathogenesis of CPT-11-
induced morphofunctional alteration and inflammatory response (IM). IL-33 seems to be a
compensatory protective factor on this inflammatory cascade. 5-LOX and PAFr show a likely
secondary role on IM pathophysiology.

Keyworks: CPT-11, inflammation, mucositis, cytokines, nitric oxide.
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1. INTRODUCAO

1.1. Trato gastrintestinal: considerag¢des iniciais

A monocamada epitelial intestinal forma uma barreira a uma complexa
gama de fatores externos incluindo microorganismos, antigenos, alimentos e a
grandes quantidades de enzimas digestivas. Essa superficie do trato
gastrintestinal € composta de tipos celulares variados, como, por exemplo,
epitélio colunar (enterdcitos e colondcitos), células caliciformes, células entero-
enddcrinas e de Paneth. A camada mucosa de mamiferos em geral apresenta
uma alta capacidade de renovagao, ocorrendo uma troca completa dos tipos
celulares de revestimento a cada 24 a 96 horas (Lipkin et al, 1963 apud Goke,
Podolsky, 1996). Desta forma, o perfeito equilibrio entre a perda celular e a
capacidade proliferativa permite que haja preservacéo estrutural e integridade
funcional da superficie epitelial celular. Na vigéncia de um evento lesivo, como
erosbes de mucosa, doenca inflamatodria intestinal, exposicdo a agentes
infecciosos e/ou toxinas, isquemia, agentes quimioterapicos e radiacdo, a

eficiente capacidade de renovacao tecidual se faz importante.

1.2. Inflamacéao

No trato gastrintestinal, o processo inflamatério € um componente chave
na defesa da mucosa. Uma resposta inflamatoéria adequada a agentes externos
e internos evita o agravamento de lesdes e permite o desenvolvimento de um
processo de reparo igualmente adequado. Contudo, o comprometimento dessa
resposta, ou seu prolongamento, pode contribuir para complicar o quadro lesivo
instalado e, consequentemente, os sintomas associados. Em geral, a resposta
€ coordenada pelos mediadores liberados por células epiteliais e da lamina
préopria como, por exemplo, mastécitos, linfécitos, neurbnios e fibroblastos
(Martin, Wallace, 2006).

A inflamacédo e a ativacdo do sistema imune no trato gastrintestinal
levam a alteragdo da fungdo motora que pode algumas vezes persistir apds a
resolucdo da resposta inflamatéria na mucosa. Mudangas na funcido motora

secundarias a diversos estimulos inflamatdérios tém sido descritas em modelos
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experimentais incluindo infecgao (Vallance et al., 1998; Bercik et al., 2002),
irritacéo quimica (Myers et al., 1997) e ativacdo da resposta imune (Radojevic
et al., 1999). No contexto da infec¢do, mudangas na fungdo motora tém sido
associadas a defesa do hospedeiro para, desta forma, tentar expulsar o agente
infeccioso. Em enfoques clinicos, algumas desordens de motilidade tém sido
associadas a ativagao imune, variando de casos leves a graves de sindrome
do intestino irritavel (Chadwick et al., 2002; Tornblom et al., 2002) a casos de
pseudo-obstrugdo intestinal (Di Lorenzo, 1999). O conhecimento dos
mecanismos envolvendo mudancas na funcdo motora associadas a ativacao
do sistema imune se faz necessario, ndo somente em termos de fisiopatologia,

mas também como forma de introduc&o de novas abordagens terapéuticas.

1.3. Mediadores inflamatorios

1.3.1. Caspase-1 e citocinas da familia IL-1

As caspases constituem uma familia de cisteina proteases que ocupam
uma posicao critica nas cascatas de transducido de sinais associadas com
respostas imunes. Em muitas dessas situagdes, a ativacdo de caspases
culmina em apoptose (morte celular programada) das células nas quais essas
proteases sdo ativadas. Por exemplo, linfécitos T citotoxicos e células natural
killer (NK) eliminam células transformadas ou infectadas por virus através de
mecanismos pro-apoptéticos. Contudo, as caspases também exercem um
importante papel nas reagbdes imunes, culminando com a produgdo de
citocinas. E bem conhecido que a caspase-1 (ou enzima conversora de
interleucina-1p (IL-1pB), ICE) é essencial para a ativagdo de IL-1q, IL-13 e IL-18
no contexto da ativacédo de reagdes inflamatorias pelo LPS (lipopolissacarideo)
bacteriano (Creagh et al., 2003). A caspase-1 foi originalmente identificada
apods tentativas de se purificar a enzima responsavel pelo processamento da
citocina pro-inflamatoria IL-1p. A caspase-1 cliva (ativagdo proteolitica) a pro-
IL-1B e a pré-IL18, formas inativas dessas citocinas, liberando as formas ativas,

IL-1B e IL-18, respectivamente (Thornberry et al., 1992).
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O papel da caspase-1 tem sido caracterizado em muitos modelos de
inflamacao in vivo. Ao nivel intestinal, em modelos de doenga inflamatdria
intestinal, McAllindon e colaboradores (1998) demonstraram que macrdéfagos,
obtidos de cdélon de humanos sem lesédo inflamatoria e posteriormente
incubados com LPS, somente expressavam o precursor da IL-1p3, visto que ndo
apresentavam caspase-1 ativa. Contudo, tendo em vista a ativagdo da
caspase-1 em macrofagos coletados de pacientes com doenga inflamatéria
intestinal, verificou-se a expressao e liberagdo da forma ativa da IL-13, de uma
maneira similar a monacitos circulantes. Em outro modelo de lesdo intestinal,
colite crénica induzida por DSS (Dextran Sulphate Sodium), animais knockout
para caspase-1 desenvolveram um grau atenuado de colite experimental, com
menor ativacao celular verificada em liquido linfonodal mesentérico, além de
significante redugcdo na expressdao de citocinas pro-inflamatorias, IL-18,
Interferon-y (IFN-y) e IL-1B no célon (Siegmund et al., 2001).

A interleucina-1 (IL-1) foi uma das primeiras citocinas a serem
descobertas, apresentando participagdo central na rede de citocinas,
controlando funcbes importantes no sistema imune durante infecgbes, no
processo inflamatdrio, diferenciagcao celular, remodelagcdo tecidual e morte
celular. A IL-1 existe em duas isoformas, a e B. Ambas reconhecem os
mesmos receptores de superficie e compartiham varias atividades.
Paralelamente aos efeitos bioldégicos benéficos, a IL-1 participa da
fisiopatologia de muitas doencgas intestinais, como na doenga inflamatodria
intestinal, lesdo por isquemia reperfusao, enterites e sindrome do intestino
irritavel (Dinarello, 1996; Spiller et al., 2000). A IL-1B (figura 1) esta envolvida,
por exemplo, na ativacdo da via NF-xB e na inducdo da expressado de
moléculas de adesdo nas fases iniciais da resposta inflamatéria (Dinarello,
2000). Vias de controle a agdo da IL-1B inclui o inibidor natural IL-1Ra
(antagonista do receptor de IL-1), capaz de competir com a IL-1 pelo receptor,
modulando, desta forma, os efeitos pro-inflamatérios dessa citocina (Dinarello,
1996)

Os niveis teciduais de IL-18 e TNF-a. se mostraram significativamente
elevados em modelos animais de mucosite oral induzida por radiagao (Sonis et

al., 2000) e de mucosite intestinal induzida por irinotecano (Melo et al., 2008).
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Além disso, a IL-1B e o IFN-y parecem estar envolvidos na fase de cicatrizagao
da mucosite oral e intestinal revelando a complexa participacdo que essas
citocinas possuem no desenvolvimento do processo inflamatério associado a
fisiopatologia dessas doencas (Blijlevens, Sonis, 2007). Contudo, a literatura
ainda carece de informacdes precisas sobre o verdadeiro papel da IL-18 no
contexto da génese e/ou resolugdo da mucosite.

A interleucina-18 (IL-18), um membro da superfamilia da citocina IL-1, foi
inicialmente denominada fator de inducao de interferon y (IFN-y), exercendo um
importante papel na regulagao de respostas imunes (Okamura et al., 1995;
Nakanishi et al, 2001). E uma citocina com capacidade de induzir respostas de
padrdo Th1 e Th2 dependendo do contexto imunoldgico. A IL-18 exerce agdes
caracteristicas de outras citocinas pré-inflamatérias (figura 1), como o aumento
da expressao de moléculas de adesdo, oxido nitrico sintase e produgao de

quimiocinas (Dinarello, 2006)
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Figura 1 — Regulacéo das vias de sinalizacdo de citocinas da familia da
interleucina-1 (IL-1). As citocinas da familia IL-1 ativam alvos celulares através
de receptores estruturalmente relacionados (familia IL-1R/ Receptores Toll-like
(TLR)) e vias de sinalizagao intracelular comuns, culminando com ativacéo de
NF-kB. Em mamiferos ndo esta claro se o LPS é um ligante direto de TLR-4
(ou CD14 em um complexo com MD2), ou se ele ativa uma cascata de
proteases via PRR que por sua vez levaria a ativagado de um ligante para TLR-
4. O processo inflamatoério e a ativagdo do sistema imune aumentam a
expressao de IL-1 e IL-18, que ativam respectivamente os receptores IL-1RI e
IL-18R. Paralelamente, tem-se a ativagdo de IL-33, que se liga ao receptor
ST2, até pouco tempo descrito como receptor 6rfao e expresso primariamente
em matocitos e linfocitos Th2, regulando desta forma a fungédo dessas células.
O tratamento de animais com anticorpos anti-ST2 levam ao aumento da
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resposta tipo Th1, sugerindo que o desequilibrio de acédo entre as vias Th1 e
Th2 favorece o desenvolvimento de patologias especificas para uma via
imunoldgica. Ha grande similaridade de sequéncia de ativagdo desde MyD88,
IRAK4 e TRAF-6. Ligantes de citocinas e desses receptores atuam como
reguladores enddgenos sobre a ativagao dessas vias (por exemplo, IL-1Ra e
IL-18bp). Outras vias de ativacdo em mamiferos envolvem a ativacdo de
quinases de p38. Abreviagdes: MyD88: proteina de diferenciagdo mieldide 88;
IRAK1/4: quinase 1/4 ativadora de IL-1R; TRAF6: fator 6 associado ao receptor
de fator de necrose tumoral (TNF); TAK1: quinase 1 associada ao fator de
crescimento transformador (TGF-B); NEMO: modulador essencial do fator
nuclear kB (NF-kB); IkB: inibidor do NF-xB; IKK1/2: quinase 1/2 do IkB;
MAPKK: quinase da proteina quinase ativada por mitégeno; JNK: quinase do n-
terminal do c-jun (adaptado de Harbsky et al., 2007).

Os mondcitos, macrofagos e células dendriticas sdo fontes primarias de
IL-18. Em analise imunohistoquimica, Takeuchi e colaboradores (1997)
mostraram a localizagao citoplasmatica de IL-18 em células epiteliais intestinais
de camundongos adultos em condig¢des fisioldgicas, indicando que o precursor
€ expresso constitutivamente, possivelmente exercendo papel importante na
inducao da resposta imune na mucosa intestinal. Em outro estudo, detectou-se
a liberacao de IL-18 por células epiteliais da cavidade oral de humanos apos a
exposicado ao LPS bacteriano, IFN-y e proteinase-3. Interessantemente, essas
células n&o expressam caspase-1 (Sugawara, 2001).

As similaridades estruturais entre pro-IL-1 e pré-IL-18 e a clivagem de
ambas as moléculas pela caspase-1 intracelular sugerem que estas podem ser
ativadas por proteases extracelulares estruturalmente relacionadas a caspase-
1. A existéncia de uma via alternativa a via da caspase-1, mediando a clivagem
dessas espécies, foi demonstrada em camundongos e em humanos. Por
exemplo, a liberacdo de IL-13 pode ser observada em um modelo de
inflamacdo em animais knockout para a enzima caspase-1 (Fantuzzi et al.,
1997). Proteases extracelulares que podem ser relacionadas para esse papel
incluem metaloproteinases (Schénbeck et al., 1998), granzima A (Irmler et al.,
1995) e proteinase-3 (Fantuzzi, Dinarello, 1999).

A IL-18 aumenta a maturacao de células T e NK, produgao de citocinas
Th1 e citotoxicidade (Nakanishi et al., 2001). Desta forma, apesar de

apresentar, juntamente com a IL-12, efeitos consistentes sobre a indugao da
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via Th1 da inflamacgao, existem dados que mostram que a IL-18 sozinha, ou em
combinagao com IL-4 ou IL-2, induz a expressado de IgE e a diferenciacéo
celular em Th2 (Nakanishi et al., 2001). Yoshimoto e col. (2000) demonstraram
que essa capacidade da IL-18 induzir ativacdo da via Th2 da inflamacédo, na
auséncia de IL-12, é dependente de IL-4 e STAT-6 (Signal transducer and
activation of transcription 6).

O receptor para IL-18, IL-18R, é expresso em uma variedade de células,
incluindo macroéfagos, neutrdéfilos, células NK, endotélio e células musculares
lisas (Gracie et al., 2003; Gerdes et al., 2002; Leung et al., 2001). Dados da
literatura mostram que a IL-18 ativa a sintese de intermediarios reativos de
oxigénio e a liberag&o de citocinas, todas secundarias a ativagao de neutrofilos
(Leung et al., 2001). Ye e colaboradores (2004) demonstraram que a IL-18
possui papel na cronificagdo da inflamacdo em modelo de artrite reumatoéide
experimental.

A IL-18 binding protein (IL-18bp, proteina ligante de IL-18), uma proteina
secretada constitutivamente, liga-se a IL-18 com elevada afinidade regulando,
dessa maneira, a atividade dessa citocina. Consequentemente, a IL-18bp inibe
a ativacéo de IFN-y, produgao de IL-8 e ativagdo de NF-kB in vitro, bem como
inibe IFN-y in vivo secundario a injegdo de LPS (Novick et al., 1999). Atividades
pré-inflamatéria da IL-18 e modulatéria da IL-18bp foram discutidas também em
modelos que simulam, por exemplo, doencga inflamatdria intestinal, sepse,
artrite, lesao hepatica (revisto por Dinarelo, Fantuzzi, 2003).

Mais recentemente, um novo membro da familia da IL-1 foi descrito, a
IL-33. Similarmente a IL-13 e IL-18, a IL-33 possui marcantes propriedades
imunomodulatoérias (Schmitz et al., 2005). Contudo, diferentemente da IL-13 e
IL-18, que promovem respostas predominantemente de padrdo Th1 (T-helper
1), a IL-33 conduz primariamente a um padrdo de ativacdo Th2, com
consequente produgao de citocinas IL-5 e IL-13 e sintese de imunoglobulinas.
Schmitz e colaboradores (2005) sugeriram recentemente que a IL-33 seria o
ligante para o receptor 6rfao ST2, também conhecido como T1, DER4 e Fit-1
(Tominaga, 1989; Werenskiold et al., 1989; Lanahan et al., 1992; Bergers et al.,
1994) e IL-1F11, seguindo a nomenclatura da familia IL-1 (Sims et al., 2001).
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Ainda de forma idéntica as citocinas IL-1p e IL-18, a IL-33 esta presente em
uma forma inativa, pro-IL-33, sendo sugerido sua clivagem via caspase-1.

A interacdo entre a IL-33 e o receptor ST2 é suficiente para ativar NF-xB
e MAPK (p38; ERK1,2; JNK1,2) em mastécitos (figura 1). Em adigdo, a
administracao de IL-33 em camundongos naive promoveu ativacao de citocinas
de padréo Th2, sintese de IgE e eosinofilia (Schmitz et al., 2005).

O gene codificador de ST2 origina duas isoformas do receptor: uma
forma transmembranar, ST2L, e uma forma soluvel, sST2 (Gachter et al.,
1996), esta ultima servindo como um inibidor da acéo da IL-33. A forma ST2L é
primariamente expressa em ceélulas Th2 e, através desse receptor, a IL-33
pode suprimir a resposta inata e adaptativa (Liew et al., 2005). E expressa
também em mastdécitos, macréfagos e fibroblastos.

Em condicdes patologicas, a IL-33 pode exercer papel importante como
na asma e doenca inflamatéria intestinal (Dinarello, 2005). E também
encontrada nos sinoviocitos em individuos com artrite reumatdide e no tecido
intestinal de pacientes com doenga de Crohn (Carriere et al., 2007).

Apesar das evidéncias sobre a participacdo das citocinas da familia IL-1
em muitas doencas inflamatdrias revelarem um papel indireto, ha consideravel
numero de informagdes para se sugerir que o conhecimento da imunobiologia
dessas moléculas seja fundamental para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas em doengas economicamente importantes, como a

mucosite intestinal por antineoplasicos.

1.3.2. Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) é produto, juntamente com L-citrulina, da conversao
da L-arginina e oxigénio molecular mediante acdo da enzima oOxido nitrico
sintase (NOS). Existem trés isoformas da NOS: NOS-1 (nNOS, neuronal) e
NOS-3 (eNOS, endotelial), expressas constitutivamente, produzindo NO em
baixos niveis (concentragdes picomolares) e a NOS-2 (iNOS, induzida), forma
induzida da enzima, expressa geralmente de forma n&o constitutiva, presente
em resposta a citocinas durante o desenvolvimento de um processo
inflamatdrio, levando a producdo de NO em concentragdes micromolares
(Nathan, Xie, 1994).
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Todas as isoformas estdo presentes no trato gastrintestinal. Na vigéncia
de um estimulo como o LPS, a expressdao de iNOS no epitélio intestinal
aumenta em até 15 vezes quatro horas apds exposicao ao produto bacteriano,
havendo up-regulation dessa isoforma tanto no jejuno como no célon e ileo
(Tepperman et al., 1993; Chen et al., 1996; Hoffman et al., 1997 apud Potoka et
al., 2002).

Tem-se relacionado que as citocinas estimulam a expresséo de iNOS
com a consequente producdo de oOxido nitrico. Um efeito bifasico e dose-
dependente da INOS na inflamagdo tem sido relatado (Calabrese, 2001).
Dependendo da condicdo, o papel da iINOS varia do aumento do padrao
inflamatorio a inibicdo deste (Nathan, 1997). Em baixas concentragbes, o NO
exerce um efeito protetor contra lesbes de mucosa, em parte devido a um
efeito vasodilatador que resulta em aumento do fluxo sanguineo mesentérico
(Teperman et al., 1993; Kubes, MacCafferty, 2000; Cockcroft, 2005). Contudo,
em altas concentragdes, quando derivado da iNOS, verifica-se um grande
papel do NO na citotoxicidade (Han et al., 2003; Potoka et al., 2003), levando
ao aumento da permeabilidade do epitélio intestinal (Unno et al., 1997).

Cetin e colaboradores (2007) relataram um efeito negativo dose-
dependente do NO sobre as taxas de migracdo de enterdcitos, contribuindo
para 0 aumento da lesdo da barreira intestinal observada em modelo da
doencga inflamatéria enterocolite necrosante. Muitos estudos relatam que o NO,
oriundo da atividade de iINOS, exibe propriedades deletérias, participando na
fisiopatologia de doencas como, por exemplo, a cistite hemorragica (Souza-
Filho et al., 1997; Ribeiro et al., 2002), pancreatite (Gomes-Cambronero et al.,

2000) e mucosite oral (Leitédo et al., 2007), dentre outros.

1.3.3. PAF e 5-LOX

O dano a superficie epitelial protetora do trato gastrintestinal leva a
ativacdo da fosfolipase A, (PLAz), uma enzima chave na produgdo e
biossintese de mediadores lipidicos pré-inflamatérios. Os membros da familia
da PLA; induzem a mobilizagdo de acidos graxos, a partir da membrana
celular, para a sintese de mediadores lipidicos para o local de inflamacao. Os

produtos da agdo da PLA; incluem fator de ativacdo de plaquetas (PAF) e
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acido araquiddnico. Ao ser enzimaticamente clivado pela 5-lipoxigenase (5-
LOX) este dultimo origina leucotrienos e pelas cicloxigenases, origina
prostaglandinas e tromboxanos (Sturm, Dignass, 2002).

Os leucotrienos representam, depois das prostaglandinas, a segunda
maior familia de derivados do acido araquidbnico, possuindo uma potente
atividade pré-inflamatéria (Sala et al., 1998).

A sintese dos leucotrienos, a partir do substrato acido araquidénico, é
iniciada pela enzima 5-lipoxigenase (5-LOX) quando ha ativagao celular
durante o processo inflamatério. Nesse contexto, ao ser translocada para a
membrana, a 5-LOX se associa a FLAP (proteina ativadora da 5-lipoxigenase),
representando um passo necessario a sintese dos leucotrienos (Peters-Golden,
Brock, 2003). Uma vez ligado ao receptor acoplado a proteina G, os
leucotrienos levam ao aumento das concentracdes intracelulares de calcio e
reducdo de AMP ciclico. Essa ativacdo conduz a uma cascata de sinalizagao,
culminando em efeitos como aumento da motilidade intestinal.

Os leucotrienos possuem uma grande variedade de agdes biologicas
descritas, como, por exemplo, aumento do recrutamento de neutrdfilos,
producao de citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio, aumento
da permeabilidade vascular e expressao de moléculas de adesao, sugerindo-se
possivel participagdo em diversos estados patolégicos como asma, artrite,
cistite intersticial, doenga inflamatdria intestinal e sepse (revisto por Peter-
Golden, Henderson, 2007). Shahbazian e colaboraboradores (2002)
demonstraram que o tomelukast, um antagonista do receptor de leucotrieno D4
(LTDg4) previne as alteragdes motoras peristalticas causadas pelo LTDs,.

O PAF (fator de ativagdo de plaquetas) € um mediador fosfolipidico
sintetizado e secretado, por exemplo, por mastdcitos, monécitos e macréfagos
(Finkelman et al., 2005). Niveis circulantes de PAF sao, em parte, controlados
pela atividade da PAF acetilhidrolase, uma enzima que degrada PAF (Stafforini
et al., 1987; Karasawa, 2006). Uma variedade de estimulos leva a sintese de
PAF em diferentes células inflamatdrias, como em neutrofilos e mastocitos.
Uma das vias que levam a biosintese de PAF envolve estresse oxidativo.
Espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) s&o
constantemente produzidas em células aerdbicas como uma consequéncia da

respiracdo mitocondrial e como produtos de reacbes enzimaticas, como
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monooxigenase e NADH/NADPH oxidase (Sakamoto et al.,, 2002). Uma vez
sintetizado pelas células efetoras, o PAF é entado liberado no meio extracelular
ou permanece associado a célula.

A habilidade do PAF, uma vez liberado, de ativar outras células,
depende da sua agao sobre o receptor para PAF (PAFr) na superficie dos alvos
celulares (Raggers et al., 2001).

O papel do PAF tem sido estudado no contexto da apoptose em
modelos de hepatotoxicidade por etanol e LPS. Este modelo é caracterizado
por apoptose dos hepatécitos, necrose e extenso infiltrado inflamatdrio, além
do aumento da expressao de receptores Fas-ligante. O pré-tratamento da ratos
com antagonista de PAFr (TCV-309) protegeu contra a lesdo hepatica,
apoptose, necrose, infiltrado neutrofilico e expressdo do receptor Fas-ligante
(Murohisa et al., 2002).

O PAF tem uma diversidade de efeitos bioldgicos, incluindo ativagéo de
células inflamatérias leucocitarias (Prescott et al., 2000), além de efeitos
vasculares. Esta também envolvido em condi¢gdes patoldgicas inflamatorias
como angiogénese nos canceres de mama (Montrucchio et al., 1998), choque,
sepse e lesdes traumaticas nos quais o processo inflamatorio esta exacerbado
(revisto por Esmon, 2001).

A liberagdo de mediadores pré-inflamatérios e vasoativos, como os
leucotrienos e PAF, esta envolvida no mecanismo fisiopatoldgico da lesdo de
mucosas (Ohd et al., 2000; Paterson et al., 2007). Em modelos de inflamacéo
intestinal em ratos, antagonistas especificos de receptores para leucotrienos e
PAF mostraram-se eficazes em reverter lesdes ulcerativas, além de reduzirem
a migracéo de neutrofilos em monocamadas epiteliais coldnicas derivadas de
humanos em estudo in vitro (revisto por Sturm, Dignass, 2000). Dados da
literatura questionam a importéncia primaria desses mediadores na génese
primaria das lesbes de mucosa e ulceragdes, uma vez que o tratamento com
agentes que seletivamente antagonizam seus receptores nas células alvo, nem
sempre interrompem a cadeia de eventos que leva a lesdo de mucosa ([Herbert
et al., 1991; Vane 1994] apud Sturm, Dignass, 2000). Contudo, é relevante
averiguar a importancia que esses mediadores assumem em outros modelos

inflamatorios intestinais.
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1.4. Camptotecinas: Descricado e histdéria natural da camptoteca

Camptotheca acuminata (Figura 2) € uma espécie membro da familia
Nyssaceae. E uma planta nativa da China e Tibet, onde é conhecida como xi
shu (arvore feliz). Em 1966, Wall e colaboradores (apud Viegas-Junior et al.,
2006) relataram, pela primeira vez, o isolamento da camptotecina (figura 3) a
partir da casca do caule dessa arvore. Este composto consiste de um alcaldide
tipo quinolina, que por sua vez tem sido modificado para dar origem a muitos
compostos com atividade antineoplasica, incluindo o topotecano (figura 3),
irinotecano (figura 4) e 9-aminocamptotecina. Na medicina chinesa, a
camptotecina tem sido utilizada para o tratamento da leucemia e carcinomas de

estdbmago e figado (Duke, Ayensu, 1985).

Figura 2 — Camptotheca acuminata. Figura representativa da planta
Camptotheca acuminata, espécie da qual se extraem camptotecinas naturais

Quase 20 anos depois de sua descoberta, o Unico mecanismo de agcao
identificado para a camptotecina foi a inibicdo da topoisomerase | no DNA.
Apesar disso, esta substancia ndo se mostrou adequada para desenvolvimento
farmacéutico, principalmente por sua reduzida solubilidade. Estudos mais
recentes envolvendo a triagem clinica de seu sal sodico ndo foram bem

sucedidos, pois se evidenciou que a abertura do anel lactbnico para
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preparacado do sal sddico inativa a substancia. Esta descoberta abriu caminho
para a primeira geracao de farmacos analogos da camptotecina, como o
irinotecano (CPT-11, Camptosar®) e o topotecano (Hycantina®), ambos
soluveis em agua, na forma de sais, preparados preservando-se a subunidade
farmacofdrica iridoidica, representada pelo anel lactbnico hidroxilado
(Montanari, Bolzani, 2001; Oberlies, Krall, 2004). Estas duas substancias foram
aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, em 1996, e
atualmente sdo comercializadas, respectivamente, para tratamento de cancer

de coélon e de ovario.

CHa

Camptotecina: R1,R=H
Topotecano: R1=0OH; Ry= CH>N(CHj3),

Figura 3 — Estrutura da Camptotecina e do Topotecano

Irinotecano

Figura 4 — Estrutura do Irinotecano
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1.5. Irinotecano

O irinotecano € um derivado semi-sintético da camptotecina. Seu nome
quimico € cloridrato triidrato (4S)-4,11-dietil-4-hidroxi-9-[(4-dipiperidino)
carboniloxila]-1H pirano [3,4°,6,7] indolizino [1,2-b] quinolina-

3,14(4H,12H)diona; sua férmula molecular é C33H38N4O6 -HCI-3H20, um

composto moderadamente soluvel em agua e solventes organicos.

A topoisomerase | € uma enzima que atua sobre a dupla fita de DNA
relaxando a supertor¢do gerada durante a fase de transcrigédo e replicagao do
DNA (Wang, 1996) Devido ao tamanho do cromossomo eucariético, a remog¢ao
da supertorcido se faz necessaria e € realizada através da introducdo de
quebras transitérias em uma das cadeias da dupla fita de DNA, o que permite
que a cadeia que foi quebrada gire em torno da fita complementar intacta e a
supertorgdo consequentemente seja removida. Apds o relaxamento, a ligagcéo
intermediaria covalente entre a topoisomerase | e o DNA se desfaz, sendo a
taxa de religagdo da fita clivada normalmente mais rapida que a taxa de
clivagem (Champoux, 2001). Contudo, uma variedade de drogas tem
capacidade, tanto in vivo como in vitro, de estabilizacdo do intermediario
covalente topoisomerase I|-DNA, como, por exemplo, o topotecano e o
irinotecano. A topoisomerase | €, portanto, o alvo molecular da agdo desses
agentes, sendo os efeitos citotdéxicos, consequentemente, fase S especificos.

O irinotecano, um inibidor da topoisomerase |, € uma droga
antineoplasica ativa contra uma variedade de tumores, sendo utilizado
principalmente no tratamento do cancer coloretal (Chester et al., 2003; Langer,
2004; Perez et al., 2004; Rocha-Lima et al., 2004). E um precursor
hidrossoluvel do metabdlito lipofilico SN-38 (figura 5). Os estudos bioquimicos
e andlises de citotoxicidade realizados in vitro em células tumorais humanas e
de roedores indicam, de forma consistente, que o SN-38 &, pelo menos, 1000
vezes mais potente como um inibidor de topoisomerase | do que o irinotecano
(Takimoto, Arbuck, apud Koizumi et al., 2006), sendo este ultimo, por

consequéncia, comumente descrito como sendo uma pré-droga.
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FIGURA 5 — Metabolismo do CPT-11

No figado, a enzima CYP3A4 atua sobre o CPT-11 gerando dois compostos
inativos, APC (7-etil-10-[4-N-(5-acido aminopentanadico)-1-piperidino]-
carboniloxicamptotecina) e NPC (7-etil-10-[4-amino-1-piperidino]-
carboniloxicamptotecina). O NPC pode ser metabolizado pela CE em SN-38. A
depuracédo do SN-38 é feita no figado pelo polipeptidio A1 da familia da uridina
difosfato glicosiltransferase 1 (UGT1A1), gerando glicuronidios de SN-38 (SN-
38G), que sao desprovidos de atividade biolégica. CPT-11, SN-38 e SN-38G
sdo excretados na bile através das proteinas de transporte MDR1 (multidrug
resistance protein 1) e MRP2 (multidrug resistance-associated protein 2) e
chegam ao intestino delgado. No intestino delgado, o CPT-11 pode ser clivado
pela CE intestinal, formando mais SN-38. Além disso, o SN-38G pode ser
desconjugado pela agédo de bactérias intestinais produtoras de B-glicuronidase,
transformando-se novamente em SN-38. Este, por sua vez, é reabsorvido
iniciando um processo de recirculagao éntero-hepatica (TREINEN-MOSLEN et.
al., 2006; HAAZ et. al., 1998; CHESTER et al., 2003; MATHIJSSEN et al.,
2004; DODDS et al.,, 1998; KHERER et al., 2000; PIZZOLATO et al., 2003;
GUPTA et. al., 1994; CHU et. al., 1997; IYER et. al., 2002) Extraido de Freitas
HC, 2007.
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O SN-38 é formado a partir do irinotecano, por clivagem da ligagao de
carbamato entre a fragcdo camptotecina e a cadeia lateral dipiperidina (figura 6)

mediada por uma carboxilesterase (Guichard et al., 1999).

Irinotecan lactone Irinotecan carboxylate

l carboxylesterase l carboxylesterase

CH, O
HO OH-
——
4—
H+
HO 5
C2H5
SN-38 lactone
l UGT
COO0- CH, O
00 OH-
—p
OH S
o H+
OH 0 OH
HO C,H, HO C,H,
SN-38G lactone SN-38G carboxylate
Figura 6 — Detalhes estruturais de produtos do metabolismo do
irinotecano.

Glicuronizagcao do composto SN-38 precedida da clivagem do irinotecano pela
carboxil esterase. O esquema descreve as formas lactona e carboxilato de
cada composto. (Tallman et al., 2005).

Os principais efeitos colaterais relacionados ao tratamento com CPT-11
sao neutropenia, mucosite e diarréia, que frequentemente ocorrem

simultaneamente. A diarréia constitui um evento inicial, até 24h apds o

tratamento com o antineoplasico Irinotecano, estando relacionada com uma
estimulacao colinérgica, o que permite o manejo profilatico com atropina, e um

evento tardio, que aparece entre o segundo e o vigésimo primeiro dia apds o

inicio do tratamento, mas principalmente entre o sexto e o décimo dia apés a

administragcdo da droga. O mecanismo preciso de como o irinotecano induz
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mucosite intestinal e, conseqlentemente, diarréia é ainda desconhecido.
Estudos anteriores investigaram a fase tardia da diarréia induzida por
irinotecano e tém sugerido mecanismos diversos como citotoxidade direta
(Ikuno et al., 1995) ou interferéncia direta com a microbiota intestinal através do
aumento da atividade da enzima B-glicuronidase (Takasuna et al., 1996). Mais
recentemente, nosso grupo destacou o papel das citocinas TNF-a, IL-1 B e KC
no desenvolvimento da mucosite intestinal induzida por irinotecano (Melo et al.,
2008).

1.6. Mucosite: epidemiologia e fases de desenvolvimento

Mucosite € um termo clinico que descreve uma sindrome caracterizada
por ulceragdo da mucosa de todo o trato digestivo, resultando em dor, disfagia,
diarréia e disfungao (figura 7), dependendo do tecido afetado (SONIS & FAY,
2002; SONIS et al., 2004; SCULLY & SONIS, 2006). Consiste em um efeito
adverso comum nos pacientes portadores de cancer submetidos a tratamentos
com agentes quimioterapicos diversos, em especial os antimetabdlitos e/ou,
radioterapia na regido de cabecga e pescog¢o (CABALLERO et al, 1985; BALIS
et al, 1985; ROTH et al., 1991; BISHOP et al, 1986; SCULLY et al., 2003; 2004;
2006). Deve-se aos efeitos ndo especificos das drogas antineoplasicas,
lesando as células em processo de diviséo celular ativo sejam elas, malignas
ou normais. A mucosite intestinal induzida por antineoplasicos € um efeito
colateral de grande relevancia tendo em vista os custos envolvidos no
tratamento, geralmente paliativo, dessa condigao.

Clinicamente, a diarréia € o sintoma mais marcante, podendo ser aquosa
e em pequeno volume uma ou duas vezes ao dia ou, Nos casos mais severos,
em numero superior a dez episddios por dia. Nos quadros mais dramaticos,
pode haver necessidade de nutricdo parenteral ou até de intervencdes
cirurgicas em casos de perfuragdo intestinal ou hemorragia macica (GIBSON et
al., 2002; BLIJLEVENS et al., 2007). A Figura 7 ilustra uma representacéo
esquematica dos sintomas e complicacdes decorrentes da mucosite intestinal.

A Tabela 1 descreve os critérios de graduac&o da diarréia formulados

pelo Instituto Nacional do Céncer dos Estados Unidos (NCI —National Cancer
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Institute), usados universalmente em estudos clinicos e também na pratica

clinica assistencial.

Dor Diarréia Ulceragao
Distensao Nausea \ v 3
Ma-absorgao Colonizagao
v
= - Reduzida
Disfagia Ingestéo Oral
\ I Infec¢ao
Perda de peso/ |_ Desequilibrio Local
Ma-nutricao Eletrolitico
v
| Sangramentol
1 Infecgao
Sistémica

Keefe et al., 2007

FIGURA 7 — Representacdo esquematica de sintomas e alteracdes clinicas
da mucosite gastrintestinal

Os pacientes com mucosite intestinal podem apresentar sintomas leves e auto-
limitados. Entretanto, esse € um efeito adverso potencialmente capaz de gerar
numerosas complicagdes, incluindo quadros graves e irreversiveis (KEEFE et
al., 2007 adaptado por Freitas, 2007).

Um dos problemas em se entender a mucosite e a diarréia a ela
associada recai no fato de que os mecanismos envolvidos na fisiopatologia
dessa doencga ndo sdo conhecidos com precisdo. Realizar uma terapia efetiva
dessa condicdo continua sendo um desafio na pratica clinica. A diarréia é
observada em aproximadamente 70% dos pacientes em quimioterapia, sendo
maior nos primeiros ciclos de tratamento, quando diarréia de graus 3-4 (tabela
1) pode ser observada em até 25% dos pacientes (Cunningham et al., 1998;
Keefe et al.,, 2007). Tem sido descrita uma incidéncia de mucosite em
aproximadamente 40% dos

quimioterapicos (CABALLERO et al, 1985; BALIS et al, 1985; ROTH et a.,

pacientes em wuso de varios agentes
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1991; BISHOP et al, 1986; SCULLY et al., 2003; 2004; 2006). A combinagao de
diferentes drogas antineoplasicas aumenta essa incidéncia de 40 para 70%
(CABALLERO et al, 1985; BALIS et al, 1985; ROTH et a., 1991; SCULLY et al.,
2006). Nos tratamentos prévios com quimioterapicos ou radioterapia para
transplante de células hematopoiéticas, a ocorréncia de mucosite atinge até 75
a 99%, dos pacientes, particularmente nos casos em que se associa irradiagao
e quimioterapia (DONNELLY et al., 1992; BLIJLEVENS et al., 2000).

TABELA 1- Critérios comuns de terminologia para eventos adversos

(verséo 3.0) - Diarréia

Grau 1 Aumento da frequéncia das evacuagdes, menor que 4
vezes por dia

Grau 2 Aumento da frequéncia das evacuacgdes de 4 a 6 vezes
por dia
Necessidade de hidratacdo venosa <24h
Sem interferéncia nas atividades diarias

Grau 3 Aumento da frequéncia das evacuacgdes > 7 vezes por
dia
Necessidade de hidratagdo venosa >24h ou

hospitalizagao
Interferéncia nas atividades diarias

Grau 4 Risco a vida (ex. colapso hemodinamico)

Grau 5 Morte

Fonte: National Cancer Institute

A importancia clinica se torna evidente se considerarmos que a diarréia
pode, muitas vezes, requerer alteragdes no esquema de tratamento
antineoplasico adotado ou, até mesmo, comprometer a viabilizacdo do
tratamento. A diarréia € geralmente controlada com loperamida, porém nos
casos mais graves do evento adverso (graus 3 e 4) o tratamento se mostra
ineficaz. Outras estratégias tém sido sugeridas, tal como octreotida, acetorfan,
antibiéticos, glutamina, budesonida, IL-15, talidomida, inibidores da enzima
cicloxigenase-2, ciclosporina e alcalinizagdo do lumen intestinal (Gibson and
Keefe, 2006). Recentemente, novas drogas tem sido incorporadas a pratica

clinica, como as pequenas moléculas inibidoras de tirosina quinase, por
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exemplo, imatinibe, sorafenib e lapatinibe. Apesar de estas fazerem parte do
grupo de drogas alvo direcionadas (targeted therapy), com um mecanismo de
acao bastante pontual, elas ndo estido livres de apresentar efeitos colaterais.
Mesmo que essas drogas representem uma mudanga do paradigma em
oncologia, é evidente que a incidéncia de diarréia/mucosite intestinal
provavelmente nao diminua nos proximos anos.

Postula-se que ha mecanismos individuais e fatores tissulares
especificos envolvidos no desenvolvimento da mucosite. Fatores individuais
incluem sexo, raca e doencas sistémicas concomitantes, enquanto
mecanismos tecido-especificos incluem tipo de epitélio em consideragao,
sistema enddcrino intrinseco, fungéo tecidual e microbiota local (Keefe, 2007).
Fatores individuais polimorficos tém sido também relacionados. A uridina 5'-
difosfato-glicuronosil-transferase (UGT1A1) € uma enzima responsavel pelo
metabolismo do irinotecano, que pode determinar a variacdo da
susceptibilidade individual a toxicidade do irinotecano (Ando et al., 2007).

Sonis e colaboradores descreveram a mucosite por antineoplasicos
como um processo complexo, no qual ocorre a seguinte sequéncia de eventos
bioldgicos interligados: iniciagdo, resposta primaria ao dano, sinalizagao (e
amplificacdo), ulceracao e, finalmente, cicatrizacdo (SONIS et al., 2004;
SCULLY et al.,, 2006). A manifestacdo de todos os estagios n&o ocorre
obrigatoriamente em todos os casos. Portanto, em uma mucosite branda com
poucos danos a mucosa, a rapida recuperacao e proliferacdo epitelial evita a
ocorréncia da fase ulcerativa, que € a mais sintomatica (SONIS, 1998; SONIS
& FAY, 2002).

A fase de iniciagdo ocorre logo apds a radiagdo ou quimioterapia. A
lesao celular direta das células epiteliais basais ocorre simultaneamente com a
geracao de estresse oxidativo e liberagdo de espécies reativas de oxigénio
(SONIS et al., 2004). A resposta primaria ao dano, observada nas células e
tecidos da submucosa, é caracterizada pela expressao de genes de resposta
precoce, c-jun, c-fos e Erg |, e pela ativacdo de fatores de transcricdo, como
fator nuclear-kB (NF-kB) (SCULLY et al., 2006). Em paralelo a ativagdao do NF-
KB, enzimas como a esfingomielinase e a ceramida sintetase, que catalizam a

sintese de ceramida, sdo ativadas diretamente pela quimio e/ou radioterapia,



42

ou indiretamente, pelas espécies reativas de oxigénio e TNF-a. A via da
ceramida induz apoptose tanto em células submucosas, como epiteliais
(MADDENS et al, 2002). Adicionalmente, a destruicdo da fibronectina também
ocorre nessa fase da mucosite, resultando na ativagdo de macrofagos e
subsequente injuria tecidual, mediada pelas metaloproteinases e produgéo
adicional de TNF-a. A participacdo do TNF- a na patogénese da mucosite oral
foi evidenciada por trabalho do nosso laboratério que mostrou que a
pentoxifilina e a talidomida, ambas inbibidores da sintese de TNF- a, reduzem
significativamente a lesao gastrintestinal induzida por 5-FU em hamster (LIMA
et al., 2005).

Em resumo, a liberacdo de mediadores inflamatérios, em resposta a
quimio ou radioterapia, resulta em uma série de retroalimentacdes positivas,
amplificando e prolongando a injuria tecidual, através de seus efeitos nos
fatores de transcricdo e nas vias da ceramida e caspases, resultando em
apoptose e liberagao de mais mediadores inflamatérios como as citocinas pro-
inflamatdrias TNF-a, IL-133 e IL-6.

A fase seguinte, denominada ulcerativa € a mais sintomatica e
usualmente ocorre durante o periodo de grave neutropenia do paciente. A
lesdo e morte das células basais epiteliais resultam em mudangas atroéficas
que culminam na real deterioracdo e quebra da mucosa. Nessa fase € comum
a ocorréncia de infeccdo secundaria, visto que a ulcera serve de foco para a
colonizagdo de microorganismos. Os produtos da parede celular de bactérias
penetram na submucosa estimulando a liberacdo de mais citocinas proé-
inflamatérias, o que resulta em inflamagdo, dor, possiveis infeccdes
secundarias ou influxo sistémico de microorganismos e toxinas que, associado
a neutropenia induzida pelas drogas antineoplasicas, aumenta o risco de
bacteremia e septicemia (ELTING et al. 1992, SONIS et al., 2004).

A fase de cicatrizagdo é biologicamente dindmica, com sinalizagao da
matriz submucosa extracelular, estimulando a migragédo, diferenciagdo e
proliferacdo do epitélio. Além disso, observam-se o retorno da flora microbiana
normal e a recuperacao do numero de leucdcitos (SONIS et al., 2004). Nosso

grupo demonstrou que a glutamina e seu derivado estavel alanil-glutamina
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aceleram a recuperacdo da mucosa oral lesada pelo uso de 5-FU (LEITAO et
al., 2007b).

1.7. Mucosite intestinal por antineoplasicos

Um fator limitante no estudo da mucosite intestinal na pratica clinica
reside na dificuldade de se acessar a propria lesdo, visto que se utilizam meios
invasivos como endoscopia digestiva com bidpsia.

Por serem os agentes citotdéxicos mais efetivos em tecidos com alta taxa
proliferativa, o epitélio do trato gastrintestinal, pela sua elevada taxa de
renovacgao celular, torna-se particularmente susceptivel aos efeitos danosos
dos antineoplasicos (PARRILLI et al, 1989; PLEDGER et al, 1988). Esses
danos parecem envolver principalmente as células das criptas intestinais
(SKUBITZ, 1994; SHOU et al, 1991; FOX et al, 1988).

Um aspecto importante da mucosite induzida por antineoplasicos
consiste no fendbmeno da translocagdo bacteriana através de um epitélio
funcionalmente e estruturalmente danificado, evento que parece desempenhar
papel relevante na toxicidade intestinal da quimioterapia e da radioterapia (FOX
et al, 1988; ALVERDY, 1990; SOUBA et al, 1990). A destruicao celular
gastrintestinal observada na mucosite por uso de antineoplasicos é resultado
de hipoproliferagéo celular (TRIER, 1962; ALTMAN, 1974), com atrofia das
vilosidades e aprofundamento das criptas que resulta de disfuncao absortiva,
alteracdo na secrecdo de eletrolitos, principalmente Na® e K*, que pode
acarretar diarréia (DONALDSON & LENON, 1979; KEEFE et al., 1997;
CARNEIRO-FILHO et al., 2004a).

Nosso grupo demonstrou (CARNEIRO-FILHO et al, 2004a) que ratos
tratados com o agente antineoplasico metotrexato apresentavam perda de
peso associado a uma diminuicdo da absor¢ao e da atividade enzimatica do
epitélio, além da destruicdo da mucosa do duodeno, jejuno e ileo, com
presenca de infiltrado celular, reforcando a hipotese da fase inflamatoéria da
mucosite. Ademais, foi demonstrada uma redugcdo da excregao de manitol
quando os ratos foram tratados com metotrexato, mostrando que a

permeabilidade do intestino estava alterada. Essas alteragdes da
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permeabilidade intestinal a varios agucares, sugerem que os efeitos deletérios
sistémicos, como desnutricdo e desidratagao, advém principalmente dos danos

causados a capacidade absortiva da mucosa intestinal (KEEFE et al, 1997).

Outro estudo de nosso laboratério demonstrou que o tratamento de
camundongos com CPT-11 tembém causa uma mucosite intestinal
significativa, apresentando dano na mucosa, com pequenas areas desnudas.
Além disso, houve achatamento dos vilos, vacuolizagdo do epitélio intestinal,
necrose das criptas e intenso infiltrado inflamatério na 1amina prépria (MELO, et
al., 2007). Essa combinagado da lesdo da mucosa com o infiltrado neutrofilico
reforca a hipétese de ocorréncia de uma fase inflamatéria no processo
patologico da mucosite induzida por tratamento com CPT-11 (Sonis 2004).

Assim, a mucosite intestinal resulta de eventos inflamatérios, que levam
as alteragdes de permeabilidade, transito intestinal e na motilidade intestinal.

Porém faltam estudos sobre os mediadores inflamatdérios envolvidos.
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1.8. JUSTIFICATIVA

Ao longo das ultimas cinco décadas, o numero de agentes
antineoplasicos tem crescido exponencialmente e contribuido para o aumento
da qualidade de vida e da sobrevida de pacientes com inumeros tipos de
cancer (KENNEDY, 1991). Entretanto, os pacientes passaram a sofrer com
efeitos adversos limitantes como nauseas e vOmitos, neutropenia, infecgdes,
mucosite oral e intestinal. Muito tem se descoberto, em parte com nossa
colaboracdo, com relacdo aos mecanismos e mediadores envolvidos nos
efeitos colaterais da quimioterapia do cancer. Nesse contexto, observamos que
o tratamento com irinotecano (CPT11) em camundongos causou uma
significativa diarréia nos animais, com diminui¢do dos vilos intestinais e perda
da arquitetura das criptas. Observamos ainda um aumento na concentracio
intestinal de TNF-qa, IL-18 e KC. Um fato interessante foi que semelhante a
mucosite oral induzida por 5-FU, o irinotecano (CPT-11) induziu um aumento
da infiltracdo de neutrofilos para a mucosa intestinal a despeito de ter
promovido leucopenia (MELO, et al., 2007), evidenciando que a mucosite
intestinal induzida por irinotecano e a mucosite oral por 5-FU sao processos
inflamatorios que cursam com uma importante infiltragao de neutrofilos.

As citocinas e a geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
parecem de fato assumir um papel importante nas vias de desenvolvimento da
mucosite induzida por quimioterapicos. Contudo, o conhecimento aprofundado
acerca das intrincadas vias inflamatorias que culminam nas lesdes de mucosa
observadas na mucosite ainda requer maiores estudos, podendo as mesmas
se tornarem alvos terapéuticos importantes.

Atualmente, o tratamento padrdo para mucosite induzida por
antineoplasicos € essencialmente paliativo, com suportes analgésico e
nutricional. Alguns agentes tém sido introduzidos na pratica clinica para
tratamento da mucosite induzida por quimioterapicos, a exemplo da palifermina
(recombinant keratinocyte growth factor). Contudo, sua utilizagao é restrita para
prevencao de mucosite em pacientes tratados com quimio e radioterapia
anteriores a realizacdo de transplante de medula 6ssea. Um outro
inconveniente envolve o alto custo para o tratamento, ndo se justificando sua

utilizagdo quando o risco de desenvolvimento de mucosite € baixo (revisto por
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von Bultzingslowen et al., 2006). A interleucina-11 também foi avaliada em
estudos clinicos envolvendo mucosite oral secundaria a quimio e radioterapia
em pacientes transplantados com células-tronco. Porém, nenhum progresso
significativo foi encontrado (Antin et al., 2002).

O interesse especial nos aspectos iniciais da mucosite intestinal implica
numa eventual possibilidade de modulagao farmacolégica do processo. Como
ainda ndo se dispbe hoje de meios efetivos para amenizar os efeitos da
mucosite na maioria dos casos (RUBENSTEIN et al., 2002), os pacientes ainda
sofrem com sintomas desconfortaveis, com o maior risco de sepse e com a
possivel reducao da eficacia do tratamento oncolégico devido a atrasos e
reducdes de doses (PICO et al., 1998; GIBSON et al., 2002; BLIJLEVENS et
al., 2007; KEEFE et al., 2007 revisto por Freitas HC, 2007).

Desta forma, justifica-se o desenvolvimento de um conhecimento
aprofundado da fisiopatologia dessa alteragao inflamatéria como forma de se
buscar meios preventivos e terapéuticos que permitam uma melhoria
significativa da qualidade de vida dos pacientes acometidos, evitando a
reducdo das doses dos quimioterapicos e a interrupg¢ao temporaria ou definitiva

do tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

- Estabelecer a fisiopatologia das alteragdes morfolégicas, inflamatorias e
funcionais (diarréia e contratilidade) observadas na mucosite intestinal induzida

por irinotecano (CPT-11).

2.2. Objetivos especificos

- Padronizar o modelo de mucosite intestinal induzida por CPT-11 em
camundongos C57BL/6 avaliando-se parametros histopatolégicos (através de

escores microscopicos) e funcionais (contratilidade in vitro e analise de diarréia);

- Estudar os mecanismos e mediadores envolvidos na mucosite intestinal
induzida por CPT-11 no modelo padronizado, verificando a participacao da
protease caspase-1, das citocinas interleucina-1 (IL-1), interleucina-18 (IL-18) e
interleucina-33 (IL-33), do oxido nitrico, e de mediadores lipidicos 5-
lipoxigenase e PAF assim como a sequéncia de interagdo entre esses

mediadores sob aspectos morfofuncionais e inflamatorios.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Padronizacédo da mucosite intestinal

Os animais C57BL/6 ou Swiss receberam quatro injecdes, por via
intraperitoneal, de Irinotecano (CPT-11, Camptosar®, Pfizer), nas doses de 45,
60 e 75 mg/kg, ou salina (5 mL/kg), uma injecdo por dia de acordo com
protocolo desenvolvido por Ikuno et al. (1995). Para a avaliagdo morfofuncional,
os animais foram sacrificados no dia 5 apds a primeira injecdo de CPT-11
(Figura 8).

CPT-11 Sacrificio

X

Tempo
(Dias)

FIGURA 8 — Esquema de injecdo do CPT-11

3.2. Avaliacao da participagao de caspase 1, IL-18, IL-1, IL-33, iINOS,
5-LOX e PAFr na mucosite intestinal induzida por CPT-11 em

camundongos
Animais:

Foram utilizados camundongos C57BL/6, BALB/c, 129Svev e knockout
para caspase-1 (caspase-17), citocina IL-18 (IL-18"), 6xido nitrico sintase
induzida (INOS™), 5-Lipoxigenase (5-LOX™), receptor para PAF (PAF’)
machos, pesando entre 20 e 25 g. Os animais foram colocados em caixas, num
ambiente com temperatura de 22 + 2°C num ciclo de 12h claro/12h escuro,
com livre acesso a agua e ragao padrdao. Os animais foram originalmente

obtidos pelo Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA), criados e
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fornecidos pelo biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo. Os protocolos desenvolvidos estavam de acordo
com os padrdes de uso de animais experimentais, sendo o projeto previamente

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFC (protocolo 02/04).

Drogas:

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

As solugdes utilizadas consistem em soro fisiologico 0,9%, IL-1Ra
recombinante (antagonista do receptor da IL-1, NIBSC 92/644), IL-18bp
(proteina ligante da IL-18), IL-33 (interleucina-33), aminoguanidina e cloridrato

de loperamida (antidiarréico adotado como padréao) diluidas em SF 0,9%,
Protocolos desenvolvidos:

| - Camundongos C57BL/6 (WT, tipo selvagem) e animais Caspase-1 knockout
(Caspase-1") foram tratados com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.) ou CPT-11

(60 mg/kg) por via intraperitoneal, por quatro dias uma vez ao dia.

Il - Camundongos BALB/c foram divididos em grupos (n=4-5). Grupo |: controle
normal tratado com salina (SF 0,9%, 5 mL/Kkg, i.p.); Grupo II: animais tratados
com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.); Grupo lll: animais tratados com IL-1Ra (50
mg/kg, s.c., um antagonista do receptor de IL-1); Grupo IV: animais tratados

com IL-1Ra administrado diariamente 1h antes do antineoplasico CPT-11.

[l - Camundongos BALB/c (WT, tipo selvagem) e animais IL-18 knockout (IL-
187) foram tratados com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg) ou CPT-11 (60 mg/kg) por

via intraperitoneal, por quatro dias uma vez ao dia.

IV - Camundongos BALB/c foram divididos em grupos (n=4-5). Grupo I:
controle normal tratado com salina (SF 0,9%, 5 mL/Kkg, i.p.); Grupo Il: animais

tratados com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.); Grupo Ill: animais tratados com IL-18bp
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(200 pg/animal, i.p., uma proteina ligante de IL-18) administrada diariamente 1h

antes do antineoplasico CPT-11.

V - Camundongos BALB/c foram divididos em grupos (n=4-5). Grupo I: controle
normal tratado com salina (SF 0,9%, 5 mL/Kkg, i.p.); Grupo Il: animais tratados
com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.); Grupo Illl: animais tratados com IL-33 (1
pgg/animal, e.v.); Grupo [V: animais tratados com IL-33 administrado

diariamente 1h antes do antineoplasico CPT-11.

VI - Os camundongos C57BL/6 e knockout para iNOS (iNOS™) foram tratados
com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg) ou CPT-11 (60 mg/kg) por via intraperitoneal,

por quatro dias uma vez ao dia.

VII - Animais C57BL/6 foram divididos em grupos (n=4-5). Grupo I: controle
normal tratado com salina (SF 0,9%, i.p.); Grupo Il: animais tratados com CPT-
11 (60 mg/kg, i.p.); Grupo llI: animais tratados com aminoguanidina (AMI, 50
mg/kg, s.c., um inibidor de INOS); Grupo IV: animais tratados com AMI
administrada no dia 1° dia 1h antes, 6 e 12h apds o antineoplasico e do
segundo ao quarto dia de injecdo do CPT-11, foram feitas administracbes de
12/12h.

VIII - Camundongos 129Svev (WT, tipo selvagem) e animais knockout para 5-
lipoxigenase, 5-LOX", foram tratados com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg) ou CPT-

11, por via intraperitoneal, por quatro dias uma vez ao dia.

IX - Camundongos BALB/c (WT, tipo selvagem) e animais knockout para
receptor PAF, PAFr”, foram tratados com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg) ou CPT-

11, por via intraperitoneal, por quatro dias uma vez ao dia.

X - Camundongos BALB/c foram divididos em grupos (n=4-5). Grupo I: controle
normal tratado com salina (SF 0,9%, 5 mL/kg, i.p.); Grupo Il: animais tratados
com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.); Grupo lll: animais tratados com cloridrato de

loperamida (3 e 30 mg/kg, s.c.); Grupo IV: animais tratados com cloridrato de
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loperamida (3 mg/kg nos dia 1 e 2 e 30 mg/kg nos dia 3 e 4 de administragcao

do CPT-11) administrado diariamente 1h antes e 12h apés Irinotecano.

Em todos os protocolos, no quinto dia ap6s inicio do tratamento com CPT-11, a
diarréia foi avaliada segundo escores pré-estabelecidos. Amostras de sangue
foram coletadas e, em seguida, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical. Amostras do duodeno foram retiradas, pesadas e
congeladas a -70°C para dosagem de atividade da enzima mieloperoxidase.
Outra amostra de tecido foi coletada, imersa em formol a 10% e, apds 24
horas, transferida para alcool 70% para analise microscopica. Por fim, realizou-

se o estudo de contratilidade in vitro.

3.3. Parametros avaliados na mucosite intestinal

3.3.1. Avaliagdo de parametro hematoldgico

Os animais foram levemente anestesiados com éter etilico para coleta
de 20uL de sangue. Esta amostra foi diluida imediatamente em 380uL de
solucdo de Turk. A contagem total de leucdcitos na amostra foi realizada
utilizando-se uma camara de Neubauer para verificacdo do efeito do CPT-11
no que concerne ao efeito sobre o numero de leucdcitos circulantes (indugao
de leucopenia). Essa observagao serviu como controle da atividade do CPT-11

sobre o animal.

3.3.2. Avaliacao do grau da diarréia apresentada

Aos eventos de diarréia, apresentados no quinto dia apoés o inicio do
tratamento dos animais com CPT-11, foram atribuidos escores (segundo
proposta de Kurita et al., 2000), como discutido a seguir: 0=fezes com aspecto
normal; 1=fezes levemente alteradas, pouco umedecidas; 2=fezes umidas com
pouca sujidade perianal; 3=fezes umidas com bastante sujidade perianal
(figura 9). Esse parametro representou um indicativo de indu¢gdo da mucosite,
tendo em vista a associag¢ao do sinal diarréia a mucosite, observada na pratica

clinica.
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FIGURA 9 - Representacdo dos graus de diarréia pos-injecdo do CPT-11.

A diarréia séo atribuidos escores de acordo com a intensidade. Grau O=fezes
com aspecto normal; Grau 1=fezes levemente alteradas, pouco umedecidas;
Grau 2=fezes umidas com pouca sujidade perianal; Grau 3=fezes umidas com

bastante sujidade perianal

3.3.3. Avaliacao da contratilidade de duodeno in vitro

Foram realizados os estudos da contratilidade in vitro de duodeno, conforme
descrito por Araujo e colaboradores (2005), apés o 5° dia de inicio do
tratamento dos animais com CPT-11. Apds exposicdo da cavidade peritoneal
dos animais, segmentos de duodeno (0,5 cm) foram retirados, cortados no
sentido da musculatura circular e colocados em uma placa de Petri, contendo
uma solugao nutriente de Tyrode modificada (contendo a seguinte composigcao
expressa em mM: NaCl 136; KCI 5; MgCl, 0,98; CaCl, 2,0; NaH,PO,4 0,36;

NaHCO3; 11,9; Glicose 5,5) para limpeza, retirada de tecidos adjacentes e, em
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seguida, amarrados com linha no sentido da musculatura longitudinal,
suspensos em banho de 6rgdo (20mL de solugdo de Tyrode, aquecida a 37°C,
pH=7,4 e oxigenada continuamente com mistura carbogénica 95% 0O2/5% CO)
e conectados a um transdutor de forga (ADInstruments, modelo MLT0201,
EUA), apropriado para registro isométrico de contragdes, conectado a um
Amplificador (ADInstruments, ML845 Powerlab 4/25, EUA), para registro das
contragdes longitudinais da preparagdo. Os sinais gerados pelo transdutor
foram registrados em um Sistema de Aquisicdo de Dados (Chart Pro, EUA).
Apos calibragao do sistema, foi aplicado ao tecido 1g de tensao de repouso € 0
tempo de equilibrio com as condi¢des artificiais do banho foi de 40 minutos.
Duas contragdes padrao (fase fasica) foram inicialmente obtidas mediante a
adicdo de KCI 60 mM ao banho e, em seguida, feita uma curva concentragao-
efeito com o agonista colinérgico acetilcolina (ACh em concentragdes
crescentes e cumulativas variando de 107°-10*M adicionadas ao banho pelo
periodo maximo de 5min para cada concentragao). Entre as aplicagdes de KCI
e entre a de KCI e a primeira de ACh realizou-se a troca de solugao (lavagem
do preparo) permitindo-se a estabilizagdo do padrao contratil basal antes da
adicao de novo agente ao banho (FIGURA 10). Os dados obtidos da curva de
ACh foram analisados como percentual de resposta contratii em relagdo a

meédia das contracdes padrao observadas inicialmente para o KCI 60 mM.

Lavagem A Lavagem

0 [] [ [)

KCI KCI 10¢" ° % T 85 AN

60 60 o
Acetilcolina (ACh)

B
%contracao = N x100

FIGURA 10 — Esquema de avaliag&o funcional intestinal in vitro
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3.3.4. Analise histopatologica e Morfometria da mucosa intestinal

Apods o sacrificio dos animais, foi removido um segmento de 0,5 cm do
duodeno proximal do camundongo. A seguir, essas amostras foram fixadas em
formol tamponado 10% e processadas para coloracdo pelo método HE
(hematoxilina-eosina) para exame em microscopia optica 100x (Microscépio

Nikon com objetiva 10x e lente ocular micrométrica Leitz Wetzlar 10x).

A analise histopatoldgica envolveu a observagao do aspecto de vilos e
criptas, bem como presenca e intensidade do infiltrado inflamatério. O grau e a
severidade da mucosite foi determinado de acordo com o sistema de escores
proposto por Woo et al. (2000) e descritos a seguir: 0 = auséncia de lesao; 1 =
menos de 10% das criptas contém células necroéticas; 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; 4 = semelhante a 3,
entretanto, € mais extensa com perda da arquitetura das criptas e

encurtamento dos vilos.

Para analise morfométrica, objetivou-se obter a medida de vilos,
considerada desde o ponto de encontro entre dois vilos até o topo do vilo em
questao (altura do vilo), e criptas intestinais (definida como o ponto de encontro
entre dois vilos medidas até a o inicio da camada submucosa) para correlagéo
com a capacidade absortiva (razao altura dos vilos/profundidade das criptas). A
razao entre o comprimento dos vilos intestinais e as criptas de Lieberkuhn foi
calculada em pm utilizando-se o software Imaged versao 1.36b, sendo medidos

entre 5 e 10 vilos e criptas por corte histologico.

3.3.5. Ensaio de mieloperoxidase (MPO)
A atividade de MPO, uma enzima encontrada nos granulos azuroéfilos de

neutrofilos, é utilizada como marcador da presenga de neutréfilos no tecido
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inflamado, cuja presenca foi determinada por método colorimétrico e a leitura
final realizada em leitor de ELISA. Uma por¢cao do duodeno foi coletada e
incubada em solu¢cdo de HTAB 0,5% (Brometo de hexadeciltrimetilamonio), na
propor¢ao de 50mg de tecido por mL, e homogeneizada e centrifugada (1500
g/15 min a 4°C). O sobrenadante foi transferido para um epperdorf e
novamente centrifugado (10min) para melhor remogao de contaminantes. Apds
plagueamento de 7uL do sobrenadante (placas de 96 wells), 200 yL da solu¢do
de leitura (5 mg O-dianisidine; 15 yL H202 1%; 3 mL tampéo fosfato; 27 mL
H,0) foram adicionados e lidos a 460nm (t,=0 min e t4=1 min). A mudanga na
absorbancia foi obtida, plotada em curva padao de neutrdéfilos e expressa como

neutréfilos/mg de tecido (atividade de MPO).

3.3.6. Dosagem de citocinas IL-1 e KC

Os animais tiveram amostras do duodeno retirados no 5° dia para
analise de citocinas e estocados em freezer -70°C até o momento do ensaio. O
tecido coletado foi homogeneizado e processado como descrito por Safieh-
Garabedian et al. (1995). A deteccéo de IL-1 e KC foi determinada por ELISA,
como descrito previamente (Cunha FQ et al., 1993). Resumidamente, placas
para ELISA de 96 pogos foram incubadas por 12h a 4°C com anticorpo anti-IL-
1 e anti-KC murino (2ug/mL). Apds bloqueio das placas, as amostras e a curva
padrao foram adicionadas em duplicata em varias diluicdes e incubadas por
24h a 4°C. As placas foram entdo lavadas trés vezes com solugdo tampao e
incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado anti-IL-1 e anti-KC diluidos
(1:1000 com o tampéao de ensaio com BSA 1%). Apos o periodo de incubagao
a temperatura ambiente por 1h, as placas foram lavadas e 50 yL do complexo
HRP-avidina diluido 1:5000 foram adicionados. O reagente de cor O-
fenilenodiamina (OPD, 50uL) foi adicionado 15min depois e as placas foram
incubadas no escuro a 37°C por 15 a 20min. A Reacgdo enzimatica foi parada
com H,SO, e a absorbancia medida a 490nm. O resultado foi expresso em

pg/mL/mg proteina.
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3.3.7. Determinacédo da atividade de Oxido nitrico sintase induzida
(INOS)

As medidas de atividade da NOS, foram realizadas a partir das amostras
de duodeno, utilizando método previamente descrito (GOMES et al., 2004). No
5° dia, apos a primeira administracao de CPT-11, os animais foram sacrificados
e porgdes de duodeno foram coletadas, e mantidas em freezer a -70° C até
realizacdo do ensaio. As amostras homogeneizadas (Polytron- PT 3100) em
0,3 mL de tampao de extragdo pH=7 (320 mM sucrose; 50 mM Tris; 1 mM
EDTA; 1 mM DTT; 10ug/mL leupeptina; 10ug/mL inibidor de tripsina de soja;
2ug/mL aprotinina; 2 mM PMSF) e centrifugados (9.000 g/10min/4°C). A seguir,
40 yL de cada sobrenadante foram incubados com 100 uL do tampdo de
ensaio pH=7,4 (50 mM KH,PO4; 1,2 mM MgCl,.6H,0; 0,25 mM CaCly; 0,12 mM
B-NADPH; 60 mM L-valina; 1 mM L-citrulina; 50uM BH4; 4uM FAD; 1 mM DTT)
por 1 hora. As amostras foram preparadas em ftriplicata. Tubo 1: sem inibidores
de NOS; Tubo 2: L-NAME (inibidor ndo-seletivo de NOS) e aminoguanidina
(inibidor seletivo de iINOS); Tubo 3: EGTA (quelante de caélcio para as
isoformas constitutivas). L-arginina-"*C (270 pCi/ mMol) foi adicionada & razao
de 5,4 uL para cada 1mL de tampao de ensaio. Como controles do ensaio,
quatro grupos foram preparados: grupo 1: tubos para avaliar o background
(este tubo ndo continha amostra); grupo 2: tubos para quantificar o total de
cpm - contagens por minuto (neste tubo ndo foi adicionado o Dowex nem as
amostras); grupo 3: tubos com 7x 10° macréfagos ativados com LPS e IFN-y
(controle NOS induzida); grupo 4: tubos com homogenato de cerebelo
(controle NOS neuronal). Em seguida, 1mL de resina Dowex AG-50X8 sddica
(1:1 em agua, pH 6,0) foi adicionado aos tubos de ensaio, homogeneizados e
centrifugados (9.000 g/10min/4C). Foram colocados 400 yL do sobrenadante
destes tubos em 3 mL de liquido de cintilagdo e, apds agitacdo, a
radioatividade foi quantificada por contador beta por 1 minuto para cada tubo.
Também foi realizada a quantificacdo das proteinas totais de cada amostra
pelo método de Comassie Blue (Comassie Blue Reagent; Pierce Chemical,
Rockford, IL). Os resultados foram expressos como pmol de citrulina/hora/mg

de proteina.
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3.3.8. Anédlise estatistica

A analise estatistica, realizada com o software GraphPad Prism®, vers&o
3.0, foi realizada empregando o teste de analise de variancia (ANOVA) ou
Kruskal Wallis conforme propriedade respectivamente para dados paramétricos
e nao-paramétricos, seguidos do teste de comparag¢des multiplas de Newman-
Keuls ou teste de Dunn, baseando-se na continuidade das variaveis em
analise. Os resultados foram expressos como média + E.P.M (variaveis com
distribuicdo normal) ou pela mediana (minimo-maximo) (variaveis sem
distribuicdo normal), sendo as diferengas consideradas estatisticamente

significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Curva dose-efeito do CPT-11 em camundongos Swiss

As fotomicrografias (figura 11) e os escores histopatolédgicos (tabela 2)
indicam que o CPT-11 nas doses de 60 e 75 mg/kg/dia, em comparagdo com
animais tratados apenas com salina (p<0,05), induziu acentuado encurtamento
dos vilos intestinais, necrose e apoptose de células da cripta com vacuolizagéo
e perda da arquitetura de criptas, vilos e do epitélio de revestimento e
infiltragao inflamatéria na mucosa. Realizando-se a analise morfométrica no
duodeno de camundongos Swiss (figura 12) tratados com CPT-11, verificou-se
que o antineoplasico, em todas as doses testadas (45, 60 e 75 mg/kg) induziu
reducao significativa (p<0,05) na razao vilo/cripta quando comparados com o
controle tratado apenas com salina. Ao ser estudado o padrao de atividade
funcional (contratilidade in vitro de duodeno) do intestino de animais tratados
com CPT-11, verificou-se (figura 13) que o CPT-11, também em todas as
doses testadas (45, 60 e 75 mg/kg), induziu significativo (p<0,05) aumento da
resposta contratii do duodeno ao estimulo com betanecol, sendo essa
resposta, respectivamente para as doses de 45, 60 e 60 mg/kg, 178%, 209% e
319% maior que a contratilidade do duodeno de animais tratados apenas com
salina. Os dados estdo de acordo com a analise do grau de diarréia
apresentada (tabela 3) onde se observou que o CPT-11 induziu significativos
eventos diarréicos (p<0,05) em todas as doses, comparados ao grupo tratado
somente com salina. Como apresentado na figura 14, em todas as doses
testadas (45, 60 e 75 mg/kg), o CPT-11 induziu de forma signigicativa (p<0,05)

leucopenia nos animais.
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FIGURA 11 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos Swiss injetados
com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (45, 60 ou 75 mg/kg, i.p.) por quatro
dias consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno
foi removido e processado para a técnica de coloracdo pelo método H&E
(100x). Na mucosa dos animais que receberam CPT-11 (60 ou 75 mg/kg) os
vilos estdo encurtados (setas horizontais), ha achatamento e vacuolizagéo de
enterécitos (seta vertical), necrose de criptas (seta diagonal). Painel A:
Controle salina; Painel B: CPT-11 45 mg/kg; Painel C: CPT-11 60 mg/kg;
Painel D: CPT-11 75 mg/kg.
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 45 mg/kg 2,5(2-3)
CPT-11 60 mg/kg 3(2-4)
CPT-11 75 mg/kg 4(4-4)

Tabela 2 — Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscopicos duodenais
em camundongos Swiss

CPT-11 induz alteragdes histopatoldgicas em duodeno de camundongos Swiss.
O Gréfico revela que o CPT-11, nas doses de 60 e 75 mg/kg, induziu aumento
dos escores histopatoldgicos comparados com os verificados em camundongos
tratados apenas com salina. *p<0,05 vs grupo tratado com salina. Para analise
estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Figura 12 — Efeito do CPT-11 sobre a razéo vilo/cripta em camundongos
Swiss

CPT-11 induz alteragdes morfométricas em duodeno de camundongos Swiss.
O Gréfico revela que o CPT-11, em todas as doses testadas, induz reducéo da
razao vilo/cripta comparada com a verificada em camundongos tratados
apenas com salina. *p<0,05 vs grupo tratado com salina. Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman
Keuls.



62

o 225 -
§ 200 -
© 175 -
e 150 |
e
3 125 -
< © 100 -
uT
g% 75-
c®° 50
a 25 -
NS 0 - ‘

10" 10° 108 10”7 10°  10° 0% M
[BeCh]

——Salina —s— CPT-11 45mg/kg
—— CPT-1160mg/kg —<— CPT-11 75mg/kg

FIGURA 13 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos Swiss

Camundongos Swiss apresentam alteragdes funcionais na contratilidade in
vitro de duodeno ao tratamento com CPT-11. O estudo funcional sobre o
duodeno coletado de animais tratados com CPT-11 revelou um aumento da
responsividade do tecido ao Betanecol (BeCh) na dose de 60 mg/kg quando
comparado aos animais tratados apenas com salina. *p<0,05 vs grupo controle
tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido
do teste de Student Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 45 mg/kg 0(0-3)
CPT-11 60 mg/kg 2(0-3)
CPT-11 75 mg/kg 2,5(2-3)*

Tabela 3— Avaliacdo da diarréia em camundongos Swiss

CPT-11 induz diarréia em camundongos Swiss. O estudo revela que animais
(Swiss) tratados com CPT-11 na dose de 75 mg/kg apresentaram um aumento
na mediana dos escores atribuidos ao parametro diarréia quando comparado
aos animais tratados apenas com salina. * p<0,05 vs grupo salina. Para analise
estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Figura 14 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos Swiss

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos Swiss. A figura
apresenta o efeito do CPT-11 sobre o numero de leucécitos circulantes,
verificando-se leucopenia em todas as doses testadas, indicando a
manutencgéo do efeito da droga relativo ao parametro hematolégico. *p<0,05 vs
animal tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA
seguido do teste de Student Newman Keuls.
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4.2. Curva dose-efeito do CPT-11 em camundongos C57BL/6

As fotomicrografias (figura 15) e os escores histopatolégicos (tabela 4)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
tratados apenas com salina (p<0,05), induziu acentuado encurtamento dos
vilos intestinais, necrose e apoptose de células da cripta com intensa
vacuolizagdo de cripta e vilo e infiltragdo inflamatéria na mucosa.
Adicionalmente, houve perda significante do epitélio de revestimento. A analise
morfométrica de duodeno de camundongos C57BL/6 (figura 16) demonstrou
que o CPT-11, nas doses testadas (45 e 60 mg/kg), apresentou redugéo
significativa (p<0,05) na relagdo vilo/cripta quando comparados com o controle
tratado apenas com salina. Em adicdo ao observado na analise morfométrica, a
figura 17 refere que apenas a dose de 60 mg/kg do CPT-11 induziu
significativo (p<0,05) aumento da atividade contratil do duodeno ao estimulo
com betanecol, verificada in vitro, sendo essa resposta 189% maior que a
contratilidade do duodeno de animais tratados apenas com salina. Os dados
estdo de acordo com a analise do grau de diarréia apresentada (tabela 5) onde
se observa que somente a dose de 60 mg/kg induziu significativos eventos
diarréicos (p<0,05) comparado ao grupo tratado somente com salina. Como
apresentado na figura 18, em todas as doses testadas (45 e 60 mg/kg), o CPT-
11 induziu de forma signigicativa (p<0,05) leucopenia nos animais, uma

caracteristica de drogas antineoplasicas.
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FIGURA 15 - Fotomicrografias de camundongos C57BL/6 injetados com
salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (45 ou 60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragéo pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais que receberam CPT-11 (60 mg/kg) os vilos estado
encurtados (setas horizontais), ha achatamento e vacuolizagdo de enterdcitos
(seta vertical), necrose de criptas (seta diagonal). Nos animais que receberam
CPT-11 45 mg/kg, a mucosa apresenta menor encurtamento de vilos e criptas
com maior preservacgao. Painel A: Controle salina; Painel B: CPT-11 45 mg/kg;
Painel C: CPT-11 60 mg/kg.
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 45 mg/kg 2(2-2)
CPT-11 60 mg/kg 3(2-4)

Tabela 4— Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscépicos duodenais
em camundongos C57BL

CPT-11 induz alteragbes histopatoldégicas em duodeno de camundongos
C57BL/6. O Gréafico revela que o CPT-11, na dose de 60 mg/kg, induziu
aumento dos escores histopatoléogicos comparados com os verificados em
camundongos tratados apenas com salina. *p<0,05 vs grupo tratado com
salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do
teste de Dunn.
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Figura 16 — Efeito do CPT-11 sobre a razéo vilo/cripta em camundongos
C57BL/6

CPT-11 induz alteragdes morfométricas em duodeno de camundongos
C57BL/6. O Grafico revela que o CPT-11, em todas as doses testadas, induz
reducdo da razao vilo/cripta comparada com a verificada em camundongos
tratados apenas com salina. *p<0,05 vs grupo tratado com salina. Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman
Keuls.
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FIGURA 17 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos C57BL/6

Camundongos C57BL/6 apresentam alteragdes funcionais na contratilidade in
vitro de duodeno ao tratamento com CPT-11. O estudo funcional sobre o
duodeno coletado de animais tratados com CPT-11 revelou um aumento da
responsividade do tecido ao Betanecol (BeCh) na dose de 60 mg/kg quando
comparado aos animais tratados apenas com salina. *p<0,05 vs grupo controle
tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido
do teste de Student Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 45 mg/kg 0,5(0-3
CPT-11 60 mg/kg 2,5(2-3)*

Tabela 5—- Avaliacdo da diarréia em camundongos C57BL/6

CPT-11 induz diarréia em camundongos C57BL/6. Os animais foram tratados
por 4 dias com salina (5 mL/kg, i.p.) ou CPT-11 (45 ou 60 mg/kg, i.p.) e foram
observados no quinto dia apds a primeira dose para determinagédo do grau de
diarréia apresentado. O estudo revela que animais (C57BL/6) tratados com
CPT-11 na dose de 60 mg/kg apresentaram um aumento na mediana dos
escores atribuidos ao parametro diarréia quando comparado aos animais
tratados apenas com salina. * p<0,05 vs grupo salina. Para analise estatistica
utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.



71

15000+

12500+

10000+

/mL

«© 7500+

10

5000+

Leucocitos totais x

2500+

Salina 45 60 mg/Kg
CPT-11

Figura 18 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos C57BL/6

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos C57BL/6. A figura
apresenta o efeito do CPT-11 sobre o numero de leucécitos circulantes,
verificando-se leucopenia em todas as doses testadas, indicando a
manutencgao do efeito da droga relativo ao parametro hematolégico. *p<0,05 vs
animal tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA
seguido do teste de Student Newman Keuls.
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4.3. Avaliacdo da participacdo da caspase-1 na mucosite induzida
por CPT-11

As fotomicrografias (figura 19) e os escores histopatolégicos (tabela 6)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
WT (C57BL/6) tratados apenas com salina, induziu acentuado achatamento
dos vilos intestinais, necrose e apoptose de células da cripta com intensa
vacuolizacdo de cripta e vilo e infiltragdo inflamatéria na mucosa.
Adicionalmente, houve perda significante da continuidade epitélio de
revestimento. Em animais knockout para caspase-1, caspase-17", aos quais foi
administrado CPT-11, observaram-se grandes areas de vacuolizagdo em
criptas e presenca de células apoptéticas, bem como acentuado encurtamento
de vilos em algumas regides e preservagado em outras quando comparados aos
correspondentes knockout tratados apenas com salina. Contudo, baseado nos
critérios adotados por Woo et al. (2000) houve marcante perda de arquitetura
tecidual. A analise morfométrica (figura 20) revelou que o tratamento dos
animais selvagens (Caspase-1 WT) com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) induziu uma
significativa redugao (p<0,05) na razao vilo/cripta quando comparados com
animais selvagens tratados somente com salina. A figura 20 apresenta
também que animais caspase-17" que receberam CPT-11, ndo desenvolveram
alteragdes nesses parametros em comparagao com animais knockout tratados
apenas com salina. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) sobre o
duodeno foi detectado pelo aumento significativo (p<0,05) da atividade de
MPO, como apresentado na figura 21, e da atividade de éxido nitrico sintase
induzida (iNOS), figura 22, em animais selvagens (caspase-1 wt) comparados
com animais selvagens tratados somente com salina (5 mL/kg, i.p). Esses
efeitos ndo foram verificados nos animais caspase-17, a despeito do
tratamento com CPT-11, (p>0,05) comparados com animais knockout que
receberam somente salina. O estudo de contratilidade in vitro (figura 23) e a
analise do grau de diarréia apresentado (tabela 7) demonstraram que o CPT-
11 induziu significativas altera¢gdes funcionais, que levam a diarréia, em
animais caspase-1 WT quando comparado com o grupo selvagem tratado
apenas com salina (p<0,05). Porém, a administracdo do CPT-11 a animais

caspase-17" ndo foi capaz de induzir alteracdes funcionais ou diarréia, quando
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comparado ao grupo knockout que recebeu apenas salina (p>0,05). Entretanto,
o CPT-11 induziu significativa leucopenia (figura 24) tanto em animais
selvagens (caspase-1 WT) como em animais knockout, comparados com o0s

respectivos controles tratados apenas com salina (p<0,05).
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FIGURA 19 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos Caspase-1
knockout injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais caspase-1 WT que receberam CPT-11 (60 mg/kg) os
vilos estao encurtados (setas horizontais), ha achatamento e vacuolizacado de
enterocitos (seta vertical), necrose de criptas (seta diagonal). Em animais
caspase-1 knockout (caspase-17) ha perda localizada de vilos e intensa
necrose de criptas (seta diagonal). Painel A: Caspase-1 WT+salina; Painel B:
Caspase-1 WT+CPT-11 60 mg/kg; Painel C: Caspase-1"" +salina; Painel D:
Caspase-1" +CPT-11 60 mg/kg
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
Caspase-1 WT 0(0-0)
Caspase-1 WT + CPT-11 60 mg/kg 3(2-4)2
Caspase-1"" 0(0-0)
Caspase-1"" + CPT-11 60 mg/kg 4(3-4)°

Tabela 6— Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscopicos duodenais
em camundongos caspase-1"

Camundongos caspase—1"' apresentam alteragbes histopatolégicas no
duodeno secundarias a injecdo CPT-11. A analise revelou que o tratamento
dos animais selvagens (C57BL/6-Caspase-1 WT) com CPT-11 induz aumento
dos escores histopatolégicos quando comparados com animais selvagens
tratados somente com salina. A figura apresenta também que animais caspase-
17", que receberam CPT-11, desenvolvem alteracbes nesses parametros em
comparagdo com animais knockout tratados apenas com salina. #p<0,05 vs
grupo caspase-1 WT tratado com salina; ®r<0,05 vs grupo caspase-17" tratado
com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido
do teste de Dunn.
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Figura 20 — Efeito do CPT-11 sobre a razéo vilo/cripta em camundongos
Caspase-17

Camundongos caspase-1"" ndo desenvolvem alteragdes morfométricas
histopatolégicas no duodeno secundarias a injecao CPT-11. A analise
morfométrica revelou que o tratamento dos animais selvagens (C57BL/6-
Caspase-1 WT) com CPT-11 induz uma redug¢ao na razao vilo/cripta quando
comparados com animais selvagens tratados somente com salina. A figura
apresenta também que animais caspase—1"', que receberam CPT-11, néo
desenvolvem alteragcdes nesses parametros em comparagdo com animais
knockout tratados apenas com salina. * p<0,05 vs grupo caspase-1 WT tratado
com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste
de Student Newman Keuls.
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FIGURA 21 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos Caspase-1""

Animais caspase-1" ndo apresentam aumento da atividade de MPO no
duodeno por tratamento com CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 no
duodeno foi detectado pelo aumento da atividade de MPO em animais
selvagens tratados com o antineoplasico comparados com animais selvagens
tratados somente com salina. Esse efeito ndo foi verificado nos animais
caspase-1"", a despeito do tratamento com CPT-11. *p<0,05 vs grupo caspase-
1 selvagem (C57BL/6 - caspase-1 WT) tratado com salina. Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman
Keuls.
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FIGURA 22 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de iNOS duodenal em
camundongos caspase-l"'

Animais caspase-1”" ndo desenvolvem aumento da atividade de iINOS a
despeito da injecdo de CPT-11. O teste revelou que o tratamento dos animais
selvagens (C57BL/6-WT) com CPT-11 induz um aumento na atividade da
enzima quando comparado com animais selvagens tratados somente com
salina. A figura apresenta também que animais caspase-1"", que receberam
CPT-11, ndo desenvolvem aumento da atividade de iNOS em comparagdo com
animais knockout tratados apenas com salina. *p<0,05 vs Caspase-1 WT
tratados com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido
do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 23 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos caspase-l"‘

Delecdo para Caspase-1 é fator protetor contra alteracdes funcionais de
duodeno induzidas por CPT-11. O estudo funcional do duodeno coletado de
animais selvagens tratados com CPT-11 (caspase-1 WT+CPT-11) revelou um
aumento da responsividade do tecido a Acetilcolina (ACh) quando comparado
aos animais tratados apenas com salina (Caspase-1 WT). Contudo, a
administracdo do CPT-11 aos animais caspase-17" nao foi capaz de promover
alteracdes funcionais em comparacdo com animais knockout para o mesmo
gene tratados somente com salina (caspase-17). *p<0,05 vs grupo caspase-1
selvagem (C57BL/6, WT) tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se
o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-max)
Caspase-1 WT 0(0-0)
Caspase-1 WT + CPT-11 60 3(1-3)
mg/kg
Caspase-1" 0(0-0)
Caspase-1"" + CPT-11 60 mg/kg 1,5(1-3)

Tabela 7- Avaliacéo da diarréia em camundongos caspase-1"

Animais caspase—1"‘ nao desenvolvem diarréia induzida por CPT-11. O estudo
revela que animais selvagens (C57BL/6, WT) tratados com CPT-11
apresentaram um aumento na mediana dos escores atribuidos ao parametro
diarréia quando comparado aos animais selvagens tratados apenas com salina
(caspase-1 WT). Contudo, a administracdo do CPT-11 aos animais caspase-1""
nao foi capaz de promover aumentos significativos na mediana dos escores em
comparagao com animais knockout tratados somente com salina.* p<0,05 vs
grupo caspase-1 WT. Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis
seguido do teste de Dunn.
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Figura 24 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos Caspase-1"

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos Caspase-17". A
figura apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia tanto em animais
selvagens (C57BL/6-WT) como em animais knockout para caspase-1 indicando
a manutencao do efeito da droga sobre a redu¢do do numero de leucdcitos
circulantes a despeito do tipo de animal. *p<0,05 vs grupo Caspase-1 Wild
Type; Pp<0,05 vs grupo caspase-17". Para andlise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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4.4. Avaliacdo do efeito do tratamento de camundongos com o
antagonista do receptor de IL-1 (IL-1Ra) sobre a mucosite induzida por
CPT-11

As fotomicrografias (figura 25) e os escores histopatologicos (tabela 8)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
BALB/c tratados apenas com salina, induziu em animais tratados ou ndo com
IL-1Ra acentuado encurtamento dos vilos intestinais, necrose e apoptose de
células da cripta, vacuolizacdo de cripta e vilo e infiltragcdo inflamatéria na
mucosa. Adicionalmente, houve perda significante da continuidade do epitélio
de revestimento. A analise morfométrica (figura 26) revelou que o tratamento
dos animais com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.), € que receberam o veiculo da IL-1Ra
(H204est) ou IL-1Ra (50 mg/kg,s.c., 2x ao dia), induziu uma significativa redu¢ao
(p<0,05) na razao vilo/cripta quando comparados com o0s respectivos animais
controle tratados somente com salina. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 (60
mg/kg, i.p.) sobre o duodeno foi detectado pelo aumento significativo (p<0,05)
da atividade de MPO, como apresentado na figura 27, tanto em animais
tratados com o veiculo da IL-1Ra com nos que receberam IL-1Ra, comparados
com os respectivos grupos controle tratados somente com salina (5 mL/kg, i.p).
O estudo de contratilidade in vitro (figura 28) e a analise do grau de diarréia
apresentado (tabela 9) demonstraram que o CPT-11 induz significativas
alteracdes funcionais, que levam a diarréia, em animais tratados com o veiculo
da IL-1Ra (H204est) € nos tratados com IL-1Ra, quando comparados com os
respectivos grupos tratados apenas com salina (p<0,05). Adicionalmente, o
CPT-11 induziu significativa leucopenia (figura 29) tanto em animais tratados
com o veiculo da IL-1Ra (H204est) como com IL-1Ra, comparados com os

respectivos controles tratados apenas com salina (p<0,05).



83

FIGURA 25 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos tratados com
IL-1Ra injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais que receberam CPT-11 (60 mg/kg) tratados ou néo
com IL-1Ra, os vilos estdo encurtados (setas horizontais), ha achatamento e
vacuolizagédo de enterdcitos (seta vertical), necrose de criptas (seta diagonal).
Painel A: salina; Painel B: CPT-11 60 mg/kg; Painel C: IL-1Ra +salina;
Painel D: IL-1Ra +CPT-11 60 mg/kg
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 3(1-4)2
IL-1Ra 0(0-1)
IL-1Ra + CPT-11 60 mg/kg 4(3-4)°

Tabela 8- Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscopicos duodenais
em camundongos tratados com IL-1Ra

IL-1ra ndo previne o desenvolvimento de alteragbes histopatolégicas no
duodeno secundarias a injecdo CPT-11. A analise revelou que o a injegcdo de
CPT-11 a animais tratados ou ndo com IL-1Ra induz aumento dos escores
histopatoldgicos quando comparados com animais tratados somente com
salina ou IL-1Ra. ®p<0,05 vs grupo tratado com salina e veiculo de IL-1Ra, que
ndo recebeu CPT-11; °p<0,05 vs grupo salina tratado com IL-1Ra e que
recebeu CPT-11. Para anadlise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis
seguido do teste de Dunn.
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Figura 26 — Efeito do CPT-11 sobre a razéo vilo/cripta em camundongos
tratados com IL-1Ra

IL-1ra ndo previne o desenvolvimento de alteragbes morfométricas
histopatolégicas no duodeno secundarias a injecdo CPT-11. A analise
morfométrica revelou que o a injegdo de CPT-11 a animais tratados ou nao
com IL-1Ra induz uma reducgdo na razao vilo/cripta quando comparados com
animais tratados somente com salina e que receberam veiculo ou IL-1Ra.
4p<0,05 vs grupo tratado com salina e veiculo de IL-1Ra, que ndo recebeu
CPT-11; °p<0,05 vs grupo salina tratado com IL-1Ra e que recebeu CPT-11.
Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.
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FIGURA 27 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos tratados com IL-1Ra

Tratamento com IL-1Ra nao previne aumento da atividade de MPO no duodeno
na mucosite por CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 no duodeno foi
detectado pelo aumento da atividade de MPO em animais tratados com o
antineoplasico comparados com animais tratados somente com salina, tanto
em animais que receberam ou ndo o IL-1Ra. ?p<0,05 vs grupo salina i.p tratado
com veiculo (Salina s.c.); °p<0,05 vs IL-1Ra que ndo recebeu CPT-11. Para

analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.
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FIGURA 28 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos tratados com IL-1Ra

Tratamento de camundongos com IL-1Ra ndo previne o desenvolvimento de
alteracdes funcionais de duodeno induzidas por CPT-11. O estudo funcional do
duodeno coletado de animais tratados ou ndo com IL-1Ra e que receberam
CPT-11 revelou um aumento da responsividade do tecido a Acetilcolina (ACh)
quando comparado aos animais tratados apenas com salina ou com IL-1Ra.
4p<0,05 vs grupo salina i.p tratado com veiculo (Salina s.c.); ®p<0,05 vs IL-1Ra
que nao recebeu CPT-11. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA
seguido do teste de Student Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 2(2-3)?
IL-1Ra 0(0-0)
IL-1Ra + CPT-11 60 mg/kg 2(2-3)°

Tabela 9—- Avaliacdo da diarréia em camundongos tratados com IL-1Ra

Tratamento de animais com IL-1Ra nao previne o desenvolvimento de diarréia
induzida por CPT-11. O estudo revela que animais que receberam salina ou IL-
1Ra e que foram tratados com CPT-11 apresentaram um aumento na mediana
dos escores atribuidos ao parametro diarréia quando comparado aos animais
que nao receberam o antineoplasico. p<0,05 vs grupo salina i.p tratado com
veiculo (Salina s.c.); °p<0,05 vs IL-1Ra que ndo recebeu CPT-11. Para analise
estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Figura 29 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos tratados com IL-1Ra

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos tratados com IL-
1Ra. A figura apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia tanto em
animais selvagens (BALB/c, WT) como em animais tratados com IL-1Ra
indicando a manutencdo do efeito da droga na redugdo do numero de
leucdcitos circulantes. #p<0,05 vs grupo salina i.p tratado com veiculo (Salina
s.c.); °p<0,05 vs IL-1Ra que nao recebeu CPT-11 (60 mg/kg i.p.). Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman
Keuls.
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4.5. Avaliacdo da participacdo da IL-18 na mucosite induzida por
CPT-11

As fotomicrografias (figura 30) e os escores histopatoldgicos (tabela 10)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
WT (BALB/c) tratados apenas com salina, induziu acentuado achatamento dos
vilos intestinais, necrose e apoptose de células da cripta com intensa
vacuolizacdo de cripta e vilo e infiltragdo inflamatéria na mucosa.
Adicionalmente, houve perda significante da continuidade epitélio de
revestimento. Em animais knockout para interleucina-18, IL-18", aos quais foi
administrado CPT-11, observou-se preservacao da arquitetura de criptas e
vilos, poucas células apoptéticas, bem como manutencdo da continuidade do
epitelio de revestimento quando comparado aos correspondentes knockout
tratados apenas com salina. A analise morfométrica (figura 31) revelou que o
tratamento dos animais selvagens (IL-18 WT) com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.)
induziu uma significativa reducdo (p<0,05) na razado vilo/cripta quando
comparados com animais selvagens tratados somente com salina. A figura 31
apresenta também que animais IL-18", que receberam CPT-11, n3o
desenvolveram alteracbes nesses parametros em comparagdo com animais
knockout tratados apenas com salina. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 (60
mg/kg, i.p.) sobre o duodeno foi detectado pelo aumento significativo (p<0,05)
da atividade de MPO, como apresentado na figura 32, e da atividade de 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), figura 33, em animais selvagens (IL-18 WT)
comparados com animais selvagens tratados somente com salina (5 mL/kg,
i.p). Esses efeitos ndo foram verificados nos animais IL-18", a despeito do
tratamento com CPT-11 (p>0,05), comparados com animais knockout que
receberam somente salina. O estudo de contratilidade in vitro (figura 34) e a
analise do grau de diarréia apresentado (tabela 11) demonstraram que o CPT-
11 induz significativas alteragdes funcionais, que levam a diarréia, em animais
IL-18 WT quando comparado com o grupo selvagem tratado apenas com salina
(p<0,05). Porém, a administracdo do CPT-11 a animais IL-18"" n&o foi capaz de
induzir alteragdes funcionais ou diarréia, quando comparado ao grupo knockout

que recebeu apenas salina (p>0,05). Entretanto, o CPT-11 induziu significativa
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leucopenia (figura 35) tanto em animais selvagens (IL-18 WT) como em
animais knockout, comparados com os respectivos controles tratados apenas

com salina (p<0,05).
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FIGURA 30 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos IL-18
knockout injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragéo pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais IL-18 WT que receberam CPT-11 (60 mg/kg) os vilos
estdo encurtados (setas horizontais), ha achatamento e vacuolizagdo de
enterdcitos (seta vertical), necrose de criptas (seta diagonal). Em animais IL-18
knockout (IL-18") ha maior preservacdo da arquitetura tecidual com necrose
focal de criptas (seta diagonal). Painel A: IL-18 WT+salina; Painel B: IL-18
WT+CPT-11 60 mg/kg; Painel C: IL-18" +salina; Painel D: IL-18" +CPT-11 60
mg/kg
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
IL-18 WT 0(0-0)
IL-18 WT + CPT-11 60 mg/kg 3(1-4)
IL-18 7 0(0-0)
IL-18 " + CPT-11 60 mg/kg 1,5(1-4)

Tabela 10 — Efeito do CPT-11 sobre 0s aspectos microscopicos duodenais
em camundongos IL-18"

Camundongos IL-18" ndo desenvolvem alteracdes histopatoldgicas no
duodeno secundarias a injecdo CPT-11. A analise revelou que o tratamento
dos animais selvagens (BALB/c, WT) com CPT-11 induz aumento nos escores
histopatolégicos quando comparados com animais selvagens tratados somente
com salina. A figura apresenta também que animais IL-18", que receberam
CPT-11, nao desenvolvem alteracbes nesses parametros em comparagao com
animais knockout tratados apenas com salina. * p<0,05 vs grupo IL-18 WT
tratado com salina. Para andlise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis
seguido do teste de Dunn.
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Figur;al 31 — Efeito do CPT-11 sobre a razao vilo/cripta em camundongos
IL-18"

Camundongos IL-18" ndo desenvolvem alteragbes = morfométricas
histopatolégicas no duodeno secundarias a injecdo CPT-11. A analise
morfométrica revelou que o tratamento dos animais selvagens (BALB/c, WT)
com CPT-11 induz uma reducéo na razao vilo/cripta quando comparados com
animais selvagens tratados somente com salina. A figura apresenta também
que animais IL-187, que receberam CPT-11, ndao desenvolvem alteragdes
nesses parametros em comparacdo com animais knockout tratados apenas
com salina. * p<0,05 vs grupo IL-18 WT tratado com salina. Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman
Keuls.
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FIGURA 32 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos IL-18"

Animais 1L-18" n3o apresentam aumento da atividade de MPO no duodeno por
tratamento com CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 no duodeno foi
detectado pelo aumento da atividade de MPO em animais selvagens tratados
com o antineoplasico (IL-18 WT+CPT-11) comparados com animais selvagens
tratados somente com salina (IL-18 WT). Esse efeito ndo foi verificado nos
animais IL-18", a despeito do tratamento com CPT-11. *p<0,05 vs grupo IL-18
selvagem (BALB/c, WT) tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se
o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 33 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de iNOS duodenal em
camundongos IL-18"

Animais IL-18" nao desenvolvem aumento da atividade de iINOS a despeito da
injecao de CPT-11. O teste revelou que o tratamento dos animais selvagens
(BALB/c, WT) com CPT-11 induz um aumento na atividade da enzima quando
comparado com animais selvagens tratados somente com salina. A figura
apresenta também que animais IL-18", que receberam CPT-11, néo
desenvolvem aumento da atividade de iINOS em comparagdo com animais
knockout tratados apenas com salina. *p<0,05 vs IL-18 WT tratados com
salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de
Student Newman Keuls.
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FIGURA 34 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos IL-18"

Delecao para IL-18 é fator protetor contra alteragdes funcionais de duodeno
induzidas por CPT-11. O estudo funcional do duodeno coletado de animais
selvagens tratados com CPT-11 (IL-18 WT+CPT-11) revelou um aumento da
responsividade do tecido a Acetilcolina (ACh) quando comparado aos animais
tratados apenas com salina (IL-18 WT). Contudo, a administragdo do CPT-11
aos animais IL-18" nao foi capaz de promover alteragbes funcionais em
comparag¢ao com animais knockout para 0 mesmo gene tratados somente com
salina (IL-187). *p<0,05 vs grupo IL-18 selvagem (BALB/c, WT) tratado com
salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de
Student Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-max)
IL-18 WT 0(0-0)
IL-18 WT + CPT-11 60 mg/kg 1(1-2)°
IL-187 0(0-0)
IL-18" + CPT-11 60 mg/kg 0(0-2)

Tabela 11 — Avaliagéo da diarréia em camundongos IL-18"

Animais IL-18" ndo desenvolvem diarréia induzida por CPT-11. O estudo
revela que animais selvagens (BALB/c, WT) tratados com CPT-11
apresentaram um aumento na mediana dos escores atribuidos ao parametro
diarréia quando comparado aos animais selvagens tratados apenas com salina
(IL-18 WT). Contudo, a administragdo do CPT-11 aos animais IL-18" n&o foi
capaz de promover aumentos significativos na mediana dos escores em
comparagao com animais knockout tratados somente com salina.* p<0,05 vs
grupo IL-18 WT. Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis
seguido do teste de Dunn.
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Figura 35 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos IL-18"

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos IL-18". A figura
apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia tanto em animais
selvagens (BALB/c, WT) como em animais knockout para IL-18 indicando a
manutencdo do efeito da droga sobre a redugdo do numero de leucdcitos
circulantes a despeito do tipo de animal. ®p<0,05 vs grupo IL-18 Wild Type nao
tratado com CPT-11; ®p<0,05 vs grupo IL-18" nao tratado com CPT-11. Para

analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.
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4.6. Avaliacdo do efeito do tratamento de camundongos com a
proteina ligante de IL-18 (IL-18bp) sobre a mucosite induzida por CPT-11

As fotomicrografias (figura 36) e os escores histopatologicos (tabela 12)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
BALB/c tratados apenas com salina, induziu acentuado achatamento dos vilos
intestinais, necrose e apoptose de células da cripta com intensa vacuolizagao
de cripta e vilo e infiltragdo inflamatéria na mucosa. Adicionalmente, houve
perda significante da continuidade epitélio de revestimento. Em animais
tratados com proteina ligante de IL-18, IL-18bp, aos quais foi administrado
CPT-11, observou-se preservagao da arquitetura de criptas e vilos, poucas
células apoptéticas, bem como manutencdo da continuidade do epitelio de
revestimento quando comparado aos animais tratados apenas com CPT-11. A
analise morfométrica (figura 37) revelou que o tratamento dos animais com
CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) induz uma significativa redugcédo (p<0,05) na razéo
vilo/cripta quando comparados com animais tratados somente com salina.
Porém, a administracao de IL-18bp confere significativa protegdo contra as
alteragdes morfométricas (p<0,05) induzidas por CPT-11, comparada com o
grupo tratado apenas com CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 (60
mg/kg, i.p.) sobre o duodeno foi detectado pelo aumento significativo (p<0,05)
da atividade de MPO, como apresentado na figura 38, e da atividade de 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), figura 39, comparados com animais tratados
somente com salina (5 mL/kg, i.p). Esses efeitos foram atenuados nos animais
que receberam |L-18bp, a despeito do tratamento com CPT-11 (p<0,05),
comparados com animais que receberam somente CPT-11. O estudo de
contratilidade in vitro (figura 40) e a analise do grau de diarréia apresentado
(tabela 13) demonstraram que o CPT-11 induz significativas alteragbes
funcionais, que levam a diarréia, quando comparado com o grupo tratado
apenas com salina (p<0,05). Porém, verificou-se um grau significantemente
atenuado de alteracdo ao nivel funcional e de diarréia apresentados pelos
animais quando administrada IL-18bp em comparagdo com o grupo que
recebeu apenas CPT-11 (p<0,05). Entretanto, o CPT-11 induziu significativa

leucopenia (figura 41) tanto em animais tradados com salina como nos que
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receberam IL-18bp, comparados com o controle tratado apenas com salina
(p<0,05).
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FIGURA 36 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos tratados com
IL-18bp e injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais que receberam CPT-11 (60 mg/kg) nao tratados com
IL-18bp, os vilos estdo encurtados (setas horizontais), ha achatamento e
vacuolizagédo de enterdcitos (seta vertical), necrose de criptas (seta diagonal).
Em animais tratados com IL-18bp, apesar de receberem CPT-11, ha
preservacao da arquitetura tecidual. Painel A: salina; Painel B: CPT-11 60
mg/kg; Painel C: IL-18bp+CPT-11 60 mg/kg
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 3(1-4)
IL-18bp + CPT-11 60 mg/kg 2(1-2)

Tabela 12 — Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscopicos duodenais
em camundongos tratados com IL-18bp

IL-18bp previne o desenvolvimento de alteragdes histopatolégicas no duodeno
secundarias a injegcdo CPT-11. A analise revelou que a injegdo de CPT-11
induz aumento dos escores histopatologicos quando comparados com animais
tratados somente com salina. A figura apresenta também que animais pré-
tratados com IL-18bp e que receberam CPT-11 ndo desenvolvem alteracdes
intensas nesses parametros em comparagao com animais pré-tratados apenas
com salina. p<0,05 vs grupo tratado com salina, que nao recebeu CPT-11.
Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de
Dunn.
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Figura 37 — Efeito do CPT-11 sobre a razéo vilo/cripta em camundongos
tratados com IL-18bp

IL-18bp previne o desenvolvimento de alteragbes morfométricas
histopatolégicas no duodeno secundarias a injecdo CPT-11. A analise
morfométrica revelou que o a injecdo de CPT-11 induz uma redugao na razao
vilo/cripta quando comparados com animais tratados somente com salina. A
figura apresenta também que animais pré-tratados com IL-18bp e que
receberam CPT-11 ndo desenvolvem alteracdes profundas nesses parametros
em comparagao com animais pré-tratados apenas com salina e que receberam
CPT-11. ®p<0,05 vs grupo tratado com salina, que nio recebeu CPT-11;
®r<0,05 vs grupo salina que recebeu CPT-11. Para analise estatistica utilizou-
se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 38 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos tratados com IL-18bp

Animais tratados com IL-18bp ndo apresentam aumento da atividade de MPO
no duodeno por tratamento com CPT-11. O efeito pro-inflamatoério do CPT-11
no duodeno foi detectado pelo aumento da atividade de MPO em animais
tratados somente com o antineoplasico e pré-tratados com salina (salina+CPT-
11) comparados com animais tratados somente com salina. Esse efeito n&o foi
verificado nos animais pré-tratados com IL-18bp, a despeito do tratamento com
CPT-11. *p<0,05 vs grupo tratado com salina que n&o recebeu CPT-11. Para
analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.



106

0.075+

0.050+

Citrulina

<

[

o

o

o

(@)]

% b
‘€ 0.025-

=

K

N

Salina Salina IL-18bp

CPT-11

FIGURA 39 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de iNOS duodenal em
camundongos tratados com IL-18bp

Animais tratados com IL-18bp ndo desenvolvem aumento da atividade de iINOS
a despeito da injecdo de CPT-11. O teste revelou que o tratamento dos animais
com CPT-11 (salina+CPT-11) induz um aumento na atividade da enzima
quando comparado com animais tratados somente com salina. A figura
apresenta também que animais tratados com IL-18bp, que receberam CPT-11,
nao desenvolvem aumento da atividade de iNOS em comparagao com animais
pré-tratados apenas com salina e que receberam CPT-11. ?p<0,05 vs salina;
®p<0,05 vs CPT-11. Para andlise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido
do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 40 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos tratados com IL-18bp

Tratamento com |L-18bp confere protecdo contra alteracbes funcionais de
duodeno induzidas por CPT-11. O estudo funcional do duodeno coletado de
animais tratados com CPT-11 (salina+CPT-11) revelou um aumento da
responsividade do tecido a Acetilcolina (ACh) quando comparado aos animais
tratados apenas com salina. Contudo, a administracido do CPT-11 aos animais
pré-tratados com IL-18bp (IL-18bp + CPT-11) ndo foi capaz de promover
alteracbes funcionais em comparacdo com animais tratados somente com
salina e que receberam CPT-11. ®p<0,05 vs grupo tratado com salina ndo
tratados com CPT-11; 'p<0,05 vs grupo tratado com salina e que receberam
CPT-11. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de
Student Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 3(1-3)
IL-18bp+CPT-11 60 mg/kg 1(0-2)"

Tabela 13 — Avaliacéo da diarréia em camundongos tratados com IL-18bp

Animais tratados com IL-18bp nao desenvolvem diarréia induzida por CPT-11.
O estudo revela que animais tratados com CPT-11 apresentaram um aumento
na mediana dos escores atribuidos ao parametro diarréia quando comparado
aos animais tratados apenas com salina. Contudo, a administragdo do CPT-11
aos animais que receberam IL-18bp nao foi capaz de promover aumentos
significativos na mediana dos escores em comparagdo com animais que
receberam injecdo de apenas CPT-11. 2p<0,05 vs salina; °p<0,05 vs CPT-11.
Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de
Dunn.
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Figura 41 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos tratados com IL-18bp

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos tratados com IL-
18bp. A figura apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia tanto em
animais tratados com salina como em animais tratados com IL-18bp indicando
a manutencao do efeito da droga sobre a redu¢do do numero de leucdcitos
circulantes a despeito do pré-tratamento aplicado. ‘p<0,05 vs grupo salina ndo
tratado com CPT-11. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA
seguido do teste de Student Newman Keuls.
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4.7. Avaliacdo do efeito do tratamento de camundongos com a
interleucina-33 (IL-33) sobre a mucosite induzida por CPT-11

As fotomicrografias (figura 42) e os escores histopatoldgicos (tabela 14)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
BALB/c tratados apenas com salina, induziu acentuado achatamento dos vilos
intestinais, necrose e apoptose de células da cripta com intensa vacuolizagao
de cripta e vilo e infiltragdo inflamatéria na mucosa. Adicionalmente, houve
perda significante da continuidade epitélio de revestimento. Em animais
tratados com interleucina-33, aos quais foi administrada salina, observou-se
encurtamento de vilos sem comprometimento da arquitetura tecidual global ou
perda da continuidade epitelial. Além disso, em animais que receberam IL-33 e
CPT-11 visualizou-se preservagao da arquitetura de criptas e vilos, poucas
células apoptoticas e areas de vacuolizagcdo, bem como manutencdo da
continuidade do epitélio de revestimento quando comparado aos
correspondentes tratados apenas com salina e IL-33. A analise morfométrica
(figura 43) revelou que o tratamento dos animais com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.),
e que receberam o veiculo da IL-33 (H204est), induz uma significativa redugéo
(p<0,05) na razdo vilo/cripta quando comparados com animais tratados
somente com salina. A figura 43 apresenta também que animais tratados com
IL-33 que receberam CPT-11 ndo desenvolveram alteragdes nesses
parametros em comparagdao com animais tratados com IL-33 e que receberam
salina (p>0,05). Contudo, a IL-33 per si foi capaz de induzir uma significativa
(p<0,05) redugdo na razao vilo/cripta comparada com o grupo tratado com
salina que nao recebeu IL-33. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 (60 mg/kg,
i.p.) sobre o duodeno foi detectado pelo aumento significativo (p<0,05) da
atividade de MPO, como apresentado na figura 44, comparado com animais
tratados somente com salina (5 mL/kg, i.p). Esse efeito n&o foi verificado nos
animais tratados com IL-33, a despeito do tratamento com CPT-11, comparado
com animais que receberam IL-33+salina (p>0,05). O estudo de contratilidade
in vitro (figura 45) e a analise do grau de diarréia apresentado (tabela 15)
demonstraram que o CPT-11 induziu significativas alteragbes funcionais, que
levam a diarréia, em animais tratados com o veiculo da IL-33 (H204est) quando

comparado com o grupo tratado apenas com salina (p<0,05). Porém, a
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administracdo do CPT-11 a animais que receberam [L-33 n&o foi capaz de
induzir alteragdes funcionais ou diarréia, quando comparado ao grupo que
recebeu apenas IL-33 (p>0,05). Entretanto, o CPT-11 induziu significativa
leucopenia (figura 46) tanto em animais tratados com o veiculo da IL-33

(H204est) como com IL-33, comparados com os respectivos controles tratados
apenas com salina (p<0,05).
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FIGURA 42 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos tratados com
IL-33 e injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragéo pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais que receberam CPT-11 (60 mg/kg) tratados ou nao
com IL-33, os vilos estdo encurtados (setas horizontais), ha achatamento e
vacuolizacado de enterdcitos (seta vertical), necrose de criptas (seta diagonal).
Adicionalmente, os animais que receberam somente [L-33 apresentaram
encurtamento de vilo com relativa perda de organizagao na arquitetura tecidual.
Painel A: salina; Painel B: CPT-11 60 mg/kg; Painel C: IL-33 +salina; Painel
D: IL-33 +CPT-11 60 mg/kg
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 3(1-4)
IL-33 0(0-1)
IL-33 + CPT-11 60 mg/kg 1,5(1-3)

Tabela 14 — Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscopicos duodenais
em camundongos tratados com IL-33

IL-33 previne o desenvolvimento de alteragdes histopatolégicas no duodeno
secundarias a injecao CPT-11. A analise revelou que o a injegao de CPT-11
induz aumento dos escores histopatolégicos quando comparados com animais
tratados somente com salina. A figura apresenta também que animais pré-
tratados com IL-33 e que receberam CPT-11 ndo desenvolvem alteracbes
nesses parametros em comparagcdo com animais pré-tratados apenas com IL-
33. 'p<0,05 vs grupo tratado com salina, que n&o recebeu CPT-11. Para
analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Figura 43 — Efeito do CPT-11 sobre a raz&o vilo/cripta em camundongos
tratados com IL-33

IL-33 previne o desenvolvimento de alteragbes morfométricas histopatoldgicas
no duodeno secundarias a injegdo CPT-11. A analise morfométrica revelou que
0 a injecdo de CPT-11 induz uma redugdo na razao vilo/cripta quando
comparados com animais tratados somente com salina. A figura apresenta
também que animais pré-tratados com IL-33 e que receberam CPT-11 nao
desenvolvem alteragdes nesses parametros em comparagao com animais pré-
tratados apenas com IL-33. Porém, em comparagdo com o grupo tratado com
veiculo e que receberam CPT-11, houve diferenca estatistica. *p<0,05 vs grupo
tratado com salina, que nao recebeu CPT-11; *p<0,05 vs grupo salina que
recebeu CPT-11. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do
teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 44 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos tratados com IL-33

Animais tratados com IL-33 n&o apresentam aumento da atividade de MPO no
duodeno por tratamento com CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 no
duodeno foi detectado pelo aumento da atividade de MPO em animais tratados
com o antineoplasico e que receberam o veiculo da IL-33. Esse efeito nao foi
verificado nos animais tratados com IL-33. *p<0,05 vs grupo tratado com salina
que nao recebeu CPT-11. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA
seguido do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 45 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos tratados com IL-33

Tratamento com [L-33 confere protecdo contra alteragbes funcionais de
duodeno induzidas por CPT-11. O estudo funcional do duodeno coletado de
animais tratados com CPT-11 e veiculo da IL-33 (salina, 100uL/animal, e.v.)
revelou um aumento da responsividade do tecido a Acetilcolina (ACh) quando
comparado aos animais tratados apenas com salina. Contudo, a administracéo
do CPT-11 aos animais tratados com IL-33 n&o foi capaz de promover
alteragdes funcionais em comparagdo com animais tratados somente com IL-
33. *p<0,05 vs grupo tratado com salina e que receberam veiculo da IL-33.
Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 2,5(2-3)%
IL-33 0(0-0)
IL-33+CPT-11 60 mg/kg 1(0-2)

Tabela 15 — Avaliacéo da diarréia em camundongos tratados com IL-33

Animais tratados com IL-33 ndo desenvolvem diarréia induzida por CPT-11. O
estudo revela que animais tratados com CPT-11 apresentaram um aumento na
mediana dos escores atribuidos ao parametro diarréia quando comparado aos
animais tratados apenas com salina. Contudo, a administracdo do CPT-11 aos
animais tratados com IL-33 n&o foi capaz de promover aumentos significativos
na mediana dos escores em comparagao com animais tratados somente com
IL-33. p<0,05 vs grupo controle salina. Para andlise estatistica utilizou-se o
teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Figura 46 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos tratados com IL-33

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos tratados com IL-
33. A figura apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia tanto em
animais tratados com veiculo da IL-33 (Salina, 100uL/animal, e.v.) como em
animais tratados com IL-33 indicando a manutencdo do efeito da droga na
redugcdo do numero de leucdcitos circulantes. #p<0,05 vs grupo salina tratado
com agua destilada; ®5<0,05 vs grupo salina tratado com IL-33. Para analise

estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman
Keuls.
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4.8. avaliacdo da participacdo da 6xido nitrico sintase induzida
(INOS) na mucosite intestinal induzida por CPT-11

4.8.1. Estudo em camundongos knockout para iNOS

As fotomicrografias (figura 47) e os escores histopatologicos (tabela 16)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
WT (C57BL/6) tratados apenas com salina, induziu acentuada perda dos vilos
intestinais, necrose e apoptose de células da cripta com intensa vacuolizagao
de cripta e vilo e infiltracdo inflamatéria na mucosa. Adicionalmente, houve
perda significante da continuidade epitélio de revestimento. Em animais
knockout para éxido nitrico sintase induzida, iNOS™, aos quais foi administrado
CPT-11, observou-se preservagao da arquitetura de criptas e vilos, poucas
células apoptéticas e inflamatérias, bem como manutengao da continuidade do
epitélio de revestimento quando comparado aos correspondentes knockout
tratados apenas com salina. A analise morfométrica (figura 48) revelou que o
tratamento dos animais selvagens (iNOS WT) com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.)
induziu uma significativa reducdo (p<0,05) na razado vilo/cripta quando
comparados com animais selvagens tratados somente com salina. A figura 48
apresenta também que animais knockout para iNOS, iINOS™, que receberam
CPT-11, nao desenvolveram alteracbes nesses parametros em comparacao
com animais knockout tratados apenas com salina. O efeito pro-inflamatério do
CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) sobre o duodeno foi detectado pelo aumento
significativo (p<0,05) da atividade de MPO, como apresentado na figura 49, da
marcagao imunohistoquimica para 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), figura
50, e nos niveis plasmaticos de citocinas IL-13 e KC (tabela 17) em animais
selvagens (iNOS WT) comparados com animais selvagens tratados somente
com salina (5 mL/kg, i.p). Esses efeitos ndo foram verificados nos animais
iNOS™, a despeito do tratamento com CPT-11 (p>0,05), comparados com
animais knockout que receberam somente salina. O estudo de contratilidade in
vitro (figura 51) e a analise do grau de diarréia apresentado (tabela 18) e a
analise da espessura da camada muscular (figura 52) demonstraram que o
CPT-11 induz significativas alteragdes funcionais, que levam a diarréia, e
espessamento da camada muscular em animais INOS WT quando comparado

com o grupo selvagem tratado apenas com salina (p<0,05). Porém, a
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administracdo do CPT-11 a animais iNOS™ nao foi capaz de induzir alteracdes
funcionais, diarréia ou espessamento da muscular, quando comparado ao
grupo knockout que recebeu apenas salina (p>0,05). Entretanto, o CPT-11
induziu significativa leucopenia (figura 53) tanto em animais selvagens (iNOS
WT) como em animais knockout, comparados com os respectivos controles

tratados apenas com salina (p<0,05).
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FIGURA 47 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos iNOS
knockout injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais iINOS WT que receberam CPT-11 (60 mg/kg) os vilos
estdo encurtados (setas horizontais), ha achatamento e vacuolizagdo de
enterdcitos (seta vertical), necrose de criptas (seta diagonal). Em animais iNOS
knockout (iNOS"') ha maior preservacado da arquitetura tecidual com necrose
focal de criptas (seta diagonal). Painel A: INOS WT+salina; Painel B: iNOS
WT+CPT-11 60 mg/kg; Painel C: iNOS™ +salina; Painel D: iNOS™ +CPT-11 60
mg/kg
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
iNOS WT 0(0-0)
iNOS WT + CPT-11 60 mg/kg 3(2-4)
iNOS - 0(0-0)
iNOS " + CPT-11 60 mg/kg 2(1-3)

Tabela 16 — Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscopicos duodenais
em camundongos iNOS™

Camundongos iNOS” ndo desenvolvem alteracdes histopatoldgicas no
duodeno secundarias a inje¢do CPT-11. A analise revelou que o tratamento
dos animais selvagens (C57BL/6, WT) com CPT-11 induz aumento dos
escores histopatologicos quando comparados com animais selvagens tratados
somente com salina. A figura apresenta também que animais iNOS™, que
receberam CPT-11, ndo desenvolvem alteragbes nesses parametros em
comparagao com animais knockout tratados apenas com salina (p>0,05). *
p<0,05 vs grupo iINOS WT tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-
se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Figur? 48 — Efeito do CPT-11 sobre a razéo vilo/cripta em camundongos
INOS™

Camundongos iINOS” n&o desenvolvem alteracdes morfométricas
histopatoldégicas no duodeno secundarias a injegdo CPT-11. A andlise
morfométrica revelou que o tratamento dos animais selvagens (C57BL/6, WT)
com CPT-11 induz uma reducéo na razao vilo/cripta quando comparados com
animais selvagens tratados somente com salina. A figura apresenta também
que animais iINOS™, que receberam CPT-11, ndo desenvolvem alteracdes
nesses parametros em comparagao com animais knockout tratados apenas
com salina. * p<0,05 vs grupo INOS WT tratado com salina. Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman
Keuls.
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FIGURA 49 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos iNOS™

Animais iINOS™ ndo apresentam aumento da atividade de MPO no duodeno por
tratamento com CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 no duodeno foi
detectado pelo aumento da atividade de MPO em animais selvagens tratados
com o antineoplasico (iNOS WT+CPT-11) comparados com animais selvagens
tratados somente com salina (iINOS WT). Esse efeito ndo foi verificado nos
animais iNOS™", a despeito do tratamento com CPT-11. *p<0,05 vs grupo iNOS
selvagem (C57BL/6, WT) tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se
o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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Niveis intestinais de citocinas (pg/mg proteina)

Group IL-18 KC
iNOS™™ + Salina 8,15+ 1.82 3,52 + 0,27
iINOSWT + CPT-11 537,50 + 106,30® 452,30 + 42,94
iINOS” + CPT-11 277,50 + 46,66 116,80 + 68,58

TABELA 17 — Efeito do CPT-11 sobre os niveis duodenais de citocinas em
camundongos iNOS™

Animais iNOS™ nio apresentam aumento nos niveis de citocinas no duodeno,
a despeito do tratamento com CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 no
duodeno foi detectado pelo aumento dos niveis de citocinas IL-1 e KC em
animais selvagens tratados com o antineoplasico (INOS WT+CPT-11)
comparados com animais selvagens tratados somente com salina (iNOS
WT+salina). Esse efeito foi atenuado nos animais iINOS™ tratados com CPT-11.
4p<0,05 vs grupo iNOS selvagem (C57BL/6, WT) tratado com salina; *p<0,05
vs iINOS WT+CPT-11. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA
seguido do teste de Student Newman Keuls.
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Figura 50 — Efeito do CPT-11 sobre a marcacdo imunohistoquimica para
iNOS duodenal em camundongos iNOS™

Animais tratados com CPT-11 apresentam forte marcacdo para iNOS. A
analise imunohistoquimica revelou que o tratamento dos animais selvagens
(C57BL/6, WT) com CPT-11 induz forte marcagao para iNOS (painel C) quando
comparados com animais selvagens tratados somente com salina (painel B). A
figura apresenta também que animais iINOS™, que receberam CPT-11, néo
apresentam imunomarcacéao para iNOS (painel D). Painel A-Background
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FIGURA 51 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos iNOS™

Delecao para iNOS é fator protetor contra alteracbes funcionais de duodeno
induzidas por CPT-11. O estudo funcional do duodeno coletado de animais
selvagens tratados com CPT-11 (iNOS WT+CPT-11) revelou um aumento da
responsividade do tecido a Acetilcolina (ACh) quando comparado aos animais
tratados apenas com salina (iNOS WT). Contudo, a administragdo do CPT-11
aos animais iINOS” nao foi capaz de promover alteragdes funcionais em
comparagao com animais knockout para o mesmo gene tratados somente com
salina (INOS™). *p<0,05 vs grupo iNOS selvagem (C57BL/6, WT) tratado com
salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de
Student Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-méx)
iINOS WT 0(0-0)
iINOS WT + CPT-11 60 mg/kg 3(2-3)
iNOS™ 0(0-0)
iINOS™ + CPT-11 60 mg/kg 1(0-2)

Tabela 18 — Avaliacdo da diarréia em camundongos iNOS™

Animais iNOS™ ndo desenvolvem diarréia induzida por CPT-11. O estudo
revela que animais selvagens (C57BL/6, WT) tratados com CPT-11
apresentaram um aumento na mediana dos escores atribuidos ao parametro
diarréia quando comparado aos animais selvagens tratados apenas com salina
(iNOS WT). Contudo, a administragdo do CPT-11 aos animais iNOS™ néo foi
capaz de promover aumentos significativos na mediana dos escores em
comparagao com animais knockout tratados somente com salina.* p<0,05 vs
grupo iINOS WT. Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis
seqguido do teste de Dunn.
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FIGURA 52 — Efeito do CPT-11 sobre a espessura da camada muscular
duodenal de camundongos iNOS™

Camundongos iNOS™ n3o desenvolvem espessamento da camada muscular
do duodeno secundario a injecdo CPT-11. A analise revelou que o tratamento
dos animais selvagens (C57BL/6, WT) com CPT-11 induz um espessamento
da camada muscular quando comparados com animais selvagens tratados
somente com salina. A figura apresenta também que animais iNOS™, que
receberam CPT-11, ndo desenvolvem alteragbes nesses parametros em
comparagao com animais knockout tratados apenas com salina. * p<0,05 vs
grupo iINOS WT tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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Figura 53 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos iNOS™

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos iNOS™. A figura
apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia tanto em animais
selvagens (C57BL/6, WT) como em animais knockout para iNOS indicando a
manutengcdo do efeito da droga sobre a redugdo do numero de leucdcitos
circulantes a despeito do tipo de animal. ?p<0,05 vs grupo iINOS WT nao
tratado com CPT-11; ®p<0,05 vs grupo iNOS™ nao tratado com CPT-11. Para
analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.
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4.8.2. Modulacdo farmacologica da atividade de iINOS com
aminoguanidina

As fotomicrografias (figura 54) e os escores histopatoldgicos (tabela 19)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
C57BL/6 tratados apenas com salina, induziu acentuado achatamento dos vilos
intestinais, necrose e apoptose de células da cripta com intensa vacuolizagao
de cripta e vilo e infiltragdo inflamatéria na mucosa. Adicionalmente, houve
perda significante da continuidade epitélio de revestimento. Em animais
tratados com aminoguanidina, aos quais foi administrado CPT-11, observou-se
preservacdo da arquitetura de criptas e vilos, poucas células apoptoticas, bem
como manutengdo da continuidade do epitelio de revestimento quando
comparado aos correspondentes controles tratados apenas com salina e
aminoguanidina. A analise morfométrica (figura 55) revelou que o tratamento
dos animais com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.), € que receberam o veiculo da AMG
(H204est), induz uma significativa redugao (p<0,05) na razao vilo/cripta quando
comparados com animais tratados somente com salina. A figura 55 apresenta
também que animais tratados com AMG que receberam CPT-11 né&o
desenvolvem alteragcdes nesses parametros em comparagdo com animais
tratados com AMG e que receberam salina (p>0,05). O efeito pro-inflamatdério
do CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) sobre o duodeno foi detectado pelo aumento
significativo (p<0,05) da atividade de MPO, como apresentado na figura 56,
comparado com animais tratados somente com salina (5 mL/kg, i.p). Esse
efeito ndo foi verificado nos animais tratados com AMG, a despeito do
tratamento com CPT-11, comparado com animais que receberam AMG+salina
(p>0,05). O estudo de contratilidade in vitro (figura 57), a analise do grau de
diarréia apresentado (tabela 20) e a analise da espessura da camada muscular
(figura 58) demonstraram que o CPT-11 induz significativas alteragdes
funcionais, que levam a diarréia, e espessamento da muscular em animais
tratados com o veiculo da AMG (H204est) quando comparado com o grupo
tratado apenas com salina (p<0,05). Porém, a administragdo do CPT-11 a
animais que receberam AMG nao foi capaz de induzir alteragdes funcionais,
diarréia ou espessamento da camada muscular duodenal, quando comparado

ao grupo que recebeu apenas AMG (p>0,05). Entretanto, o CPT-11 induziu
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significativa leucopenia (figura 59) tanto em animais tratados com o veiculo da
AMG (H204est) como com AMG, comparados com os respectivos controles

tratados apenas com salina (p<0,05).
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FIGURA 54 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos tratados com
Aminoguanidina e injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais que receberam CPT-11 (60 mg/kg) n&o tratados com
aminoguanidina, os vilos estdo encurtados (setas horizontais), ha achatamento
e vacuolizacao de enterdcitos (seta vertical), necrose de criptas (seta diagonal).
Em animais tratados com aminoguanidina, apesar da injecdo de CPT-11, ha
preservacdo da arquitetura tecidual. Painel A: salina; Painel B: CPT-11 60
mg/kg; Painel C: Aminoguanidina; Painel D: Aminoguanidina +CPT-11 60
mg/kg
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 3(2-4)
Aminoguanidina 0(0-0)
Aminoguanidina+ CPT-11 60 2(2-3)

mg/kg

Tabela 19 — Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscopicos duodenais
em camundongos tratados com aminoguanidina

Aminoguanidina previne o desenvolvimento de alteragdes histopatologicas no
duodeno secundarias a injegdo CPT-11. A figura indica que o tratamento dos
animais com CPT-11 induziu aumento dos escores histopatolégicos quando
comparados com animais tratados somente com salina e que receberam o
veiculo da aminiguanidina (H20 destilada, 5 mL/kg, s.c). A figura apresenta
também que animais tratados com aminoguanidina e CPT-11 n&o desenvolvem
alteracbes nesses parametros em comparacdo com animais tratados apenas
com salina e aminoguanidina (p>0,05). 'p<0,05 vs grupo tratado com salina que
nao recebeu CPT-11. Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis
seqguido do teste de Dunn.
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Figura 55 — Efeito do CPT-11 sobre a razéo vilo/cripta em camundongos
tratados com aminoguanidina

Aminoguanidina previne o desenvolvimento de alteracbes morfomeétricas
histopatolégicas no duodeno secundarias a inje¢do CPT-11. A figura indica que
o tratamento dos animais com CPT-11 induz uma reducao na razao vilo/cripta
quando comparados com animais tratados somente com salina e que
receberam o veiculo da aminiguanidina (H20 destilada, 5 mL/kg, s.c). A figura
apresenta também que animais tratados com aminoguanidina e CPT-11 ndo
desenvolvem alteragbes nesses parametros em comparagdo com animais
tratados apenas com salina e aminoguanidina. ®p<0,05 vs grupo tratado com
salina que nao recebeu CPT-11; *p<0,05 vs grupo tratado com CPT-11 que
nao recebeu aminoguanidina. Para analise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 56 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos tratados com aminoguanidina

Animais tratados com aminoguanidina ndo apresentam aumento da atividade
de MPO no duodeno por tratamento com CPT-11. O efeito pro-inflamatério do
CPT-11 no duodeno foi detectado pelo aumento da atividade de MPO em
animais tratados com o antineoplasico e que receberam o veiculo da
aminoguanidina. Esse efeito ndo foi verificado nos animais tratados com
aminoguanidina. ?p<0,05 vs grupo tratado com salina que n&o recebeu CPT-11;
*p<0,05 vs grupo tratado com CPT-11 que n&o recebeu aminoguanidina. Para
analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.
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FIGURA 57 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos tratados com aminoguanidina

Tratamento com aminoguanidina confere protecéo contra alteragdes funcionais
de duodeno induzidas por CPT-11. O estudo funcional do duodeno coletado de
animais tratados com CPT-11 e veiculo revelou um aumento da responsividade
do tecido a Acetilcolina (ACh) quando comparado aos animais tratados apenas
com salina. Contudo, a administracdo do CPT-11 aos animais tratados com
aminoguanidina nao foi capaz de promover alteragbes funcionais em
comparagao com animais tratados somente com aminoguanidina. *p<0,05 vs
grupo tratado com salina e que receberam veiculo da aminoguanidina. Para
analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 3(3-3)
Aminoguanidina 0(0-0)
Aminoguanidina+CPT-11 60 mg/kg 1(1-2)

Tabela 20 - Avaliacdo da diarréia em camundongos tratados com
aminoguanidina

Animais tratados com aminoguanidina ndo desenvolvem diarréia induzida por
CPT-11. O estudo revela que animais tratados com CPT-11 apresentaram um
aumento na mediana dos escores atribuidos ao parametro diarréia quando
comparado aos animais tratados apenas com salina. Contudo, a administracéo
do CPT-11 aos animais tratados com aminoguanidina ndo foi capaz de
promover aumentos significativos na mediana dos escores em comparagao
com animais tratados somente com aminoguanidina. *p<0,05 vs grupo controle
normal. Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do
teste de Dunn.
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FIGURA 58 — Efeito do CPT-11 sobre a espessura da camada muscular
duodenal de camundongos tratados com aminoguanidina

Aminoguanidina previne o desenvolvimento de espessamento da camada
muscular do duodeno secundario a injecdo CPT-11. A figura indica que o
tratamento dos animais com CPT-11 induz espessamento da camada muscular
quando comparados com animais tratados somente com salina e que
receberam o veiculo da aminiguanidina (H20 destilada, 5 mL/kg, s.c). A figura
apresenta também que animais tratados com aminoguanidina e CPT-11 ndo
desenvolvem alteragdes nesses parametros em comparagdo com animais
tratados apenas com salina e aminoguanidina. p<0,05 vs grupo tratado com
salina que nao recebeu CPT-11; *p<0,05 vs grupo tratado com CPT-11 que
nao recebeu aminoguanidina. Para analise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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Figura 59 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos tratados com aminoguanidina

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos tratados com
aminoguanidina. A figura apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia
tanto em animais tratados com o veiculo da aminoguanidina (H2O destilada 5
mL/kg, s.c.) como em animais tratados com aminoguanidina indicando a
manutencdo do efeito da droga na redugdo do numero de leucdcitos
circulantes. ®p<0,05 vs grupo tratado com veiculo da aminiguanidina que nao
recebeu CPT-11; ®p<0,05 vs grupo tratado com aminoguanidina ndo tratado
com CPT-11. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do
teste de Student Newman Keuls.
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4.9. Avaliacdo da participacdo da b5-lipoxigenase (5-LOX) na
mucosite induzida por CPT-11

As fotomicrografias (figura 60) e os escores histopatoldgicos (tabela 21)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
129Svev tratados apenas com salina, induziu acentuado achatamento dos vilos
intestinais, necrose e apoptose de células da cripta e infiltragcao inflamatdria na
mucosa. Adicionalmente, houve perda significante da continuidade epitélio de
revestimento. Em animais knockout para 5-lipoxigenase, 5-LOX", aos quais foi
administrado CPT-11, observou-se perda parcial, mas significativa da
arquitetura de criptas e vilos, presenca de células apoptdticas, e perda da
continuidade do epitélio de revestimento quando comparado aos
correspondentes knockout tratados apenas com salina. A analise morfométrica
(figura 61) revelou que o tratamento dos animais selvagens (5-LOX WT) e de
5-LOX” com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) induz uma significativa reducéo (p<0,05)
na razao vilo/cripta quando comparados com os respectivos animais controle
tratados somente com salina. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 (60 mg/kg,
i.p.) sobre o duodeno foi detectado pelo aumento significativo (p<0,05) da
atividade de MPO, como apresentado na figura 62, tanto em animais
selvagens (5-LOX WT) como em animais 5-LOX” comparados com os
respectivos animais controle tratados somente com salina (5 mL/kg, i.p). O
estudo de contratilidade in vitro (figura 63) demonstrou que o CPT-11 induz
significativas alteragdes funcionais em animais 5-LOX WT quando comparado
com o grupo selvagem tratado apenas com salina (p<0,05). Porém, a
administragdo do CPT-11 a animais 5-LOX™ nao foi capaz de induzir alteragdes
funcionais, quando comparado ao grupo knockout que recebeu apenas salina
(p>0,05). Entretanto, o CPT-11 induziu significativa leucopenia (figura 64) tanto
em animais selvagens (5-LOX WT) como em animais knockout, comparados

com os respectivos controles tratados apenas com salina (p<0,05).
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FIGURA 60 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos 5-
lipoxigenase knockout injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais 5-LOX WT e 5-LOX knockout (5-LOX"'), ambos
injetados com CPT-11 (60 mg/kg), os vilos estdo encurtados (setas
horizontais), ha achatamento e vacuolizagcao de enterdcitos, necrose de criptas
(seta diagonal). Painel A: 5-Lox WT+salina; Painel B: 5-Lox WT+CPT-11 60
mg/kg; Painel C: 5-Lox " +salina; Painel D: 5-Lox ™ +CPT-11 60 mg/kg.
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
5-LOX WT 0(0-0)
5-LOX WT + CPT-11 60 mg/kg 4(4-4)
5-LOX 7" 0(0-0)
5-LOX " + CPT-11 60 mg/kg 2,5(2-3)

Tabela 21 — Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscopicos duodenais
em camundongos 5-LOX™

Camundongos 5-Lox™ nao desenvolvem alteragbes histopatologicas no
duodeno secundarias a injecdo CPT-11. A analise revelou que o tratamento
dos animais selvagens (129Svev, 5-LOX WT) com CPT-11 induz aumento nos
escores histopatolégicos quando comparados, respectivamente, com animais
selvagens tratados somente com salina. A figura mostra também que animais
knockout para 5-LOX, que receberam CPT-11, ndo desenvolvem alteragdes
histopatolégicas significativas em comparagdo com animais 5-LOX™ que
receberam apenas salina. p<0,05 vs grupo 5-Lox WT tratado com salina. Para
analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Figu/ra 61 — Efeito do CPT-11 sobre a razéo vilo/cripta em camundongos 5-
Lox™

Camundongos 5-Lox™ desenvolvem alteragcdes morfométricas histopatologicas
no duodeno secundarias a injegdo CPT-11. A analise morfométrica revelou que
o tratamento dos animais selvagens (129Svev, WT) e knockout para 5-Lox (5-
Lox'/') com CPT-11 induz uma redugdo na razao vilo/cripta quando
comparados, respectivamente, com animais selvagens e knockout tratados
somente com salina. ®p<0,05 vs grupo 5-Lox WT tratado com salina; ®r<0,05 vs
grupo 5-Lox™ tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.



145

6000+ I 5-lox WT
a N 5- - /-
5000- XY 5-Lox-/
4000

3000+

2000

1000

Atividade de MPO
Neutroéfilos/mg de tecido

Salina CPT-11 Salina CPT-11
60mg/kg 60mg/kg

FIGURA 62 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos 5-Lox™

Animais 5-Lox™ apresentam aumento da atividade de MPO no duodeno por
tratamento com CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 no duodeno foi
detectado pelo aumento da atividade de MPO em animais selvagens tratados
com o antineoplasico, 5-Lox WT+CPT-11 e 5-Lox”+CPT-11, comparados com
animais selvagens (129 Svev) e knockout (5-Lox”), respectivamente, tratados
somente com salina. #p<0,05 vs grupo 5-Lox WT tratado com salina; ®p<0,05 vs
grupo 5-Lox™ tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 63 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos 5-Lox™

Delecao para 5-Lox previne contra alteragdes funcionais de duodeno induzidas
por CPT-11. O estudo funcional do duodeno coletado de animais selvagens
tratados com CPT-11 (5-Lox WT+CPT-11) revelou um aumento da
responsividade do tecido a Acetilcolina (ACh) quando comparado aos animais
tratados apenas com salina (5-Lox WT). Contudo, a administragédo do CPT-11
aos animais 5-Lox” ndo foi capaz de promover alteragdes funcionais em
comparagao com animais knockout para 0 mesmo gene tratados somente com
salina (5-Lox™). *p<0,05 vs grupo 5-Lox selvagem (129Svev, WT) tratado com
salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de
Student Newman Keuls.
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Figura 64 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos 5-Lox™

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos 5-Lox”". A figura
apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia tanto em animais
selvagens (129 Svev, WT) como em animais knockout para 5-Lox indicando a
manutencdo do efeito da droga sobre a redugdo do numero de leucdcitos
circulantes a despeito do tipo de animal. ?p<0,05 vs grupo 5-Lox Wild Type nao
tratado com CPT-11; Pp<0,05 vs grupo 5-Lox”" ndo tratado com CPT-11. Para
analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.
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4.10. Avaliacdo da participacdo do receptor para PAF (PAFr) na
mucosite induzida por CPT-11

As fotomicrografias (figura 65) e os escores histopatologicos (tabela 22)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia, em comparagdo com animais
WT (BALB/c) tratados apenas com salina, induziu acentuado achatamento dos
vilos intestinais, necrose e apoptose de células da cripta e infiltragao
inflamatéria na mucosa. Adicionalmente, houve perda significante da
continuidade epitélio de revestimento. Em animais knockout para receptor de
PAF, PAFr", aos quais foi administrado CPT-11, observou-se perda
significativa da arquitetura de criptas e vilos, presencga de células apoptoticas, e
perda da continuidade do epitélio de revestimento quando comparado aos
correspondentes knockout tratados apenas com salina. A analise morfométrica
(figura 66) revelou que o tratamento dos animais selvagens (PAFr WT) e
knockout para PAFr (PAFr") com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) induz uma
significativa redugao (p<0,05) na razao vilo/cripta quando comparados com o0s
respectivos animais controle tratados somente com salina. O efeito pro-
inflamatorio do CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) sobre o duodeno foi detectado pelo
aumento significativo (p<0,05) da atividade de MPO, como apresentado na
figura 67, tanto em animais selvagens (PAFr WT) como em animais PAFr”
comparados com os respectivos animais controle tratados somente com salina
(5 mL/Kkg, i.p). O estudo de contratilidade in vitro (figura 68) demonstrou que o
CPT-11 induz significativas alteragdes funcionais em animais PAFr WT e em
PAFr"™ em comparagao com 0s grupos controle tratado apenas com salina
(p<0,05), PAFr WT e PAFr”, respectivamente. Adicionalmente, o CPT-11
induziu significativa leucopenia (figura 69) tanto em animais selvagens (PAFr
WT) como em animais knockout para esse receptor, comparados com 0s

respectivos controles tratados apenas com salina (p<0,05).



149

FIGURA 65 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos knockout
parareceptor de PAF injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais PAFr WT e PAFr knockout (PAFr”), ambos injetados
com CPT-11 (60 mg/kg), os vilos estdo encurtados (setas horizontais), ha
achatamento e vacuolizagdo de enterdcitos (setas diagonais), necrose de
criptas (seta diagonal). Painel A: PAFr WT+salina; Painel B: PAFr WT+CPT-11
60 mg/kg; Painel C: PAFr™ +salina; Painel D: PAFr ™ +CPT-11 60 mg/kg.
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
PAFr WT 0(0-0)
PAFr WT + CPT-11 60 mg/kg 3(1-4)
PAFr ™" 0(0-0)
PAFr” + CPT-11 60 mg/kg 3(3-4)°

Tabela 22 — Efeito do CPT-11 sobre os aspectos microscopicos duodenais
em camundongos PAFr”

Camundongos PAFr”~ desenvolvem alteragdes histopatolégicas no duodeno
secundarias a injecao CPT-11. A analise revelou que o tratamento dos animais
selvagens (BALB/c, WT) e knockout para PAFr (PAFr”™) com CPT-11 induz
aumento nos escores histopatolégicos quando comparados, respectivamente,
com animais selvagens e knockout tratados somente com salina. #p<0,05 vs
grupo PAFr WT tratado com salina; Pp<0,05 vs grupo PAFr’ tratado com salina.
Para analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de
Dunn.
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Figurtla 66 — Efeito do CPT-11 sobre a razédo vilo/cripta em camundongos
PAFr™—

Camundongos PAFr” desenvolvem alteragdes morfométricas histopatologicas
no duodeno secundarias a injegdo CPT-11. A analise morfométrica revelou que
o tratamento dos animais selvagens (BALB/c, WT) e knockout para PAFr
(PAFr'/') com CPT-11 induz uma redugdao na razao vilo/cripta quando
comparados, respectivamente, com animais selvagens e knockout tratados
somente com salina. ®p<0,05 vs grupo PAFr WT tratado com salina; ®r<0,05 vs
grupo PAFr” tratado com salina. Para andlise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 67 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos PAFr”

Animais PAFr’" apresentam aumento da atividade de MPO no duodeno por
tratamento com CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 no duodeno foi
detectado pelo aumento da atividade de MPO em animais selvagens tratados
com o antineoplasico, PAFr WT+CPT-11 e PAFr"+CPT-11, comparados com
animais selvagens (BALB/c) e knockout (PAFr"), respectivamente, tratados
somente com salina. ®p<0,05 vs grupo PAFr WT tratado com salina; ®p<0,05 vs
grupo PAFr” tratado com salina. Para analise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 68 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos PAFr”

Delecdo para PAFr ndo previne contra alteragbes funcionais de duodeno
induzidas por CPT-11. O estudo funcional do duodeno coletado de animais
selvagens e knockout tratados com CPT-11 (PAFr WT+CPT-11 e PAFr-/-+CPT-
11, respectivamente) revelou um aumento da responsividade do tecido a
Acetilcolina (ACh) quando comparados aos animais tratados apenas com
salina (PAFr WT e PAF™). ®p<0,05 vs grupo PAFr selvagem (BALB/c, WT)
tratado com salina; °p<0,05 vs grupo PAFr 7 tratado com salina. Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman
Keuls.
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Figura 69 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos PAFr™”

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos PAFr". A figura
apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia tanto em animais
selvagens (BALB/c, WT) como em animais knockout para PAFr indicando a
manutengcdo do efeito da droga sobre a redugdo do numero de leucdcitos
circulantes a despeito do tipo de animal. ®p<0,05 vs grupo PAFr WT n&o tratado
com CPT-11; Pp<0,05 vs grupo PAFr" n&o tratado com CPT-11. Para analise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student Newman
Keuls.
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4.11. Avaliacdo do efeito do tratamento de camundongos com
cloridrato de loperamida (LOP) sobre a mucosite induzida por CPT-11

As fotomicrografias (figura 70) e os escores histopatoldgicos (tabela 23)
indicam que o CPT-11 na dose de 60 mg/kg/dia administrado a animais
C57BL/6 tratados ou ndo com loperamida, em comparagdo com animais
tratados apenas com salina, induziu acentuado achatamento dos vilos
intestinais, necrose e apoptose de células da cripta e infiltracdo inflamatéria na
mucosa. Adicionalmente, houve perda significante da continuidade epitélio de
revestimento. A analise morfométrica (figura 71) revelou que o tratamento dos
animais com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.), € que receberam o veiculo da Lop
(H204est) Ou Lop, induz uma significativa redugao (p<0,05) na razao vilo/cripta
quando comparados com o0s respectivos animais controle tratados somente
com salina. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) sobre o
duodeno foi detectado pelo aumento significativo (p<0,05) da atividade de
MPO, como apresentado na figura 72, tanto em animais tratados com o
veiculo da Lop com nos que receberam Lop, comparados com o0s respectivos
grupos controle tratados somente com salina (5 mL/kg, i.p). O estudo de
contratilidade in vitro (figura 73) e a analise do grau de diarréia apresentado
(tabela 24) demonstraram que o CPT-11 induz significativas alteragbes
funcionais, que levam a diarréia, em animais tratados com o veiculo da Lop
(H204est) quando comparado com o grupo tratado apenas com salina (p<0,05).
Porém, a administragdo do CPT-11 a animais que receberam Lop né&o foi capaz
de induzir alteragdes funcionais ou diarréia, quando comparado ao grupo que
recebeu apenas Lop (p>0,05). Entretanto, o CPT-11 induziu significativa
leucopenia (figura 74) tanto em animais tratados com o veiculo da Lop (H20gest)
como com Lop, comparados com os respectivos controles tratados apenas com
salina (p<0,05).
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FIGURA 70 — Fotomicrografias do duodeno de camundongos tratados
com loperamida e injetados com salina 0,9% ou CPT-11.

Os animais receberam salina ou CPT-11 (60 mg/kg, i.p.) por quatro dias
consecutivos e foram sacrificados no quinto dia experimental. O duodeno foi
removido e processado para a técnica de coloragao pelo método H&E (100x).
Na mucosa dos animais injetados com CPT-11 (60 mg/kg), tratados ou néao
com loperamida, os vilos estao encurtados (setas horizontais), ha achatamento
e vacuolizagdo de enterécitos (setas diagonais), necrose de criptas (seta
diagonal). Painel A: salina; Painel B: CPT-11 60 mg/kg; Painel C: Loperamida
+salina; Painel D: Loperamida +CPT-11 60 mg/kg.
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Escores histopatolégicos

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 3(1-4)2
Loperamida 0(0-0)
Loperamida + CPT-11 60 mg/kg 2,5 (2-4)°

Tabela 23 — Efeito do CPT-11 sobre 0s aspectos microscopicos duodenais
em camundongos tratados com loperamida

Tratamento com Loperamida n&o previne o desenvolvimento de alteragdes
histopatolégicas no duodeno secundarias a injecao CPT-11. A analise revelou
que o tratamento dos animais com CPT-11 (60 mg/kg, i.p.), € que receberam o
veiculo da Lop (H204est) Ou Lop, induz significativo aumento nos escores
histopatolégicos quando comparados com o grupo controle tratado somente
com salina. ?p<0,05 vs grupo salina tratado com agua destilada (5 mL/kg, s.c.);
®r<0,05 vs grupo salina tratado com loperamida. Para analise estatistica
utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.



158

3 I \/eiculo XY Loperamida
oo
2
e ——
~
°
>
o a b
e —
N 14
S
x
O_

Salina CPT-11 Salina CPT-11
60mg/kg 60mg/kg

Figura 71 — Efeito do CPT-11 sobre a raz&o vilo/cripta em camundongos
tratados com Loperamida

Tratamento com Loperamida n&o previne o desenvolvimento de alteragdes
morfométricas histopatolégicas no duodeno secundarias a injegao CPT-11. A
analise morfométrica revelou que o tratamento dos animais com CPT-11 (60
mg/kg, i.p.), € que receberam o veiculo da Lop (H20g4est) Ou Lop, induz uma
significativa reducdo na razao vilo/cripta quando comparados com os
respectivos animais controle tratados somente com salina. ®p<0,05 vs grupo
salina tratado com &agua destilada (5 mL/kg, s.c.); °p<0,05 vs grupo salina
tratado com loperamida. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA
seguido do teste de Student Newman Keuls.



159

Il Veiculo (Hy0pgst) loperamida
5000+ a

b

-

4000+

3000+

N

o

o

o
1

Atividade de MPO
neutroéfilos/mg de tecido

Salina CPT-11 Salina CPT-11
60mg/kg 60mg/kg

FIGURA 72 — Efeito do CPT-11 sobre a atividade de mieloperoxidase em
duodeno de camundongos tratados com loperamida

Tratamento com loperamida ndo previne aumento da atividade de MPO no
duodeno na mucosite por CPT-11. O efeito pro-inflamatério do CPT-11 no
duodeno foi detectado pelo aumento da atividade de MPO em animais tratados
com o antineoplasico comparados com animais tratados somente com salina,
tanto em animais que receberam veiculo ou loperamida. ®p<0,05 vs grupo
salina tratado com &agua destilada (5 mL/kg, s.c.); °p<0,05 vs grupo salina
tratado com loperamida. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA
seguido do teste de Student Newman Keuls.
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FIGURA 73 — Efeito do CPT-11 sobre a contratilidade duodenal in vitro em
camundongos loperamida

Loperamida previne contra alteragbes funcionais de duodeno induzidas por
CPT-11. O estudo funcional do duodeno coletado de animais tratados com
CPT-11 revelou um aumento da responsividade do tecido a Acetilcolina (ACh)
quando comparado aos animais tratados apenas com salina. Contudo, a
administracdo do CPT-11 aos animais tratados com loperamida nao foi capaz
de promover alteracbes funcionais em comparacdo com animais que
receberam somente loperamida. *p<0,05 vs grupo controle tratado com salina.

Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Student
Newman Keuls.
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Escores para diarréia

Grupo Mediana (min-max)
Salina 0(0-0)
CPT-11 60 mg/kg 3(2-3)
Loperamida 0(0-0)
Loperamida + CPT-11 60 mg/kg 1(0-2)

Tabela 24 - Avaliacdo da diarréia em camundongos tratados com
loperamida

Animais tratados com loperamida ndo desenvolvem diarréia induzida por CPT-
11. O estudo revela que animais tratados com CPT-11 apresentaram um
aumento na mediana dos escores atribuidos ao parametro diarréia quando
comparado aos animais tratados apenas com salina. Contudo, a administracao
do CPT-11 aos animais tratados com loperamida n&o foi capaz de promover
aumentos significativos na mediana dos escores em comparagdo com animais
tratados somente com loperamida. *p<0,05 vs grupo controle salina. Para
analise estatistica utilizou-se o teste Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn.
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Figura 74 — Efeito do CPT-11 sobre a contagem de leucécitos sanguineos
em camundongos tratados com loperamida

Tratamento com CPT-11 induz leucopenia em camundongos tratados com
loperamida. A figura apresenta o efeito do CPT-11 em induzir leucopenia tanto
em animais tratados com veiculo da loperamida (agua destilada, 5 mL/kg, s.c.)
como em animais tratados com loperamida indicando a manutencao do efeito
da droga na redugido do numero de leucdcitos circulantes. ?p<0,05 vs grupo
salina tratado com agua destilada; °p<0,05 vs grupo salina tratado com
loperamida. Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste
de Student Newman Keuls.
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5. DISCUSSAO

A mucosite do trato alimentar, que engloba todo o tubo digestivo, esta
relacionada com a toxicidade associada a muitos regimes quimioterapicos
padrao comumente utilizados no tratamento do cancer, sendo mais
proeminente no intestino delgado. E também observada como reflexo da

radioterapia em muitas partes do trato gastrintestinal (Sonis et al., 2004).

As causas de diarréia diretamente relacionadas com o tratamento do
cancer podem envolver reducado da superficie absortiva do intestino, aumento
de motilidade, mecanismos secretores de eletrélitos e fluidos, reducdo da
atividade enzimatica intestinal e aumento da colonizagcdo da parede intestinal
por agentes infecciosos (Engelking et al., 1998). Contudo, a agdo do sistema
imune sobre esses agentes infecciosos pode ser determinante para o

desenvolvimento de diarréia.

Em um estudo recente do nosso grupo, Melo e colaboradores (2007)
demonstraram que o CPT-11 causa significante dano a mucosa intestinal,
levando ao desenvolvimento de mucosite, caracterizada por areas desnudas,
achatamento de vilos, vacuolizagcdo epitelial, criptas necréticas e intenso
infiltrado inflamatdrio na lamina propria, ao lado de grande aumento dos niveis
locias de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-o, IL-1p e KC. Essa
observacgao despertou um interesse em se investigar o mecanismo envolvido

na inducao da lesao intestinal pelo antineoplasico CPT-11.

Inicialmente, foram realizados experimentos na tentativa de se
estabelecer a melhor dose de CPT-11 a ser utilizada nos estudos mecanisticos
subsequentes. O método desenvolvido baseou-se no modelo proposto por
Ikuno e colaboradores (1995), que utilizou 100 mg/kg de CPT-11 durante
quatro dias. Desta forma, optou-se por avaliar morfofuncionalmente a mucosite
intestinal em camundongos Swiss e C57BL/6. A escolha dessas linhagens
baseou-se nos seguintes pontos: a) animais Swiss foram utilizados em
experimentos anteriores (Melo et al., 2008); b) devido a semelhanca fisiolégica

e imunologica desses camundongos com humanos (Wade, Daly, 2005); e c)
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considerando as observagdes encontradas, objetivamos comparar o
desenvolvimento da mucosite intestinal em Swiss com a de camundongos
C57BL/6, uma vez que essa ultima € a espécie (background) geralmente

utilizada para desenvolvimento de animais knockout.

Um importante método para o estudo dos efeitos funcionais de produtos
de genes especificos in vivo é a criagdo de camundongos knockout para
determinado gene, nos quais uma ruptura direcionada € utilizada para inibir a
funcdo de um gene em particular. Essa técnica tem sido utilizada para analise
de muitos fendbmenos bioldgicos, incluindo a maturacao, ativacéo e tolerancia
de linfécitos. Essa técnica se baseia na fendmeno da recombinagédo homologa.
Se um gene exogeno € inserido em uma célula, ele pode se integrar ao acaso
ao genoma celular. Contudo, se o gene contém sequéncias que sdo homoélogas
as de um gene enddgeno, ele ira se recombinar preferencialmente com as

sequéncias enddgenas, realizando a substituicdo (Abbas, Lichtman, 2005a).

Como apresentado nos resultados, foram detectadas alteragdes
funcionais, que estavam intimamente relacionadas com o grau de lesao
verificado na analise histopatologica, além de estarem associados aos eventos
de diarréia observados. Contudo, no estudo de Melo e colaboradores (2007),
as analises foram realizadas no sétimo dia apdés a primeira dose de CPT-11.
Em nosso trabalho, os sacrificios foram feitos no quinto dia devido a
mortalidade elevada verificada do sexto para o sétimo dia experimentais (dados
ndo apresentados). Essa diferenca entre a taxa de mortalidade entre os
estudos possivelmente se estabeleceu, pois foram utilizadas cepas diferentes

de animais, o que implica diferenca de sensibilidade ao antineoplasico.

Recentemente, foi publicado por nosso grupo um estudo funcional em
ratos com mucosite intestinal induzida pelo antineoplasico 5-fluorouracil
(Soares et al., 2008). Esta representou a primeira abordagem experimental
das variagcbes funcionais intestinais decorrentes de um tratamento com
quimioterapico, a despeito dos inumeros estudos in vitro envolvendo o
conhecimento da fisiologia gastrintestinal ou a influéncia de processos

patolégicos outros sobre essa porgdo do organismo (Nasser et al., 2006;
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Aerssens et al., 2007; Burns, 2007; Doéring et al., 2007; Mulé et al., 2007; Zizzo
et al., 2007; Sartor 2008)

As reacdes imunes sao mais frequentemente denominadas por uma das
duas maiores populagcdes de linfécitos T, Th1 ou Th2. Apesar do vasto
conhecimento relacionado a essa dicotomia da resposta imune em processos
patolégicos, um novo tipo de células T, células T regulatérias (Tr), com funcao
imunosupressiva e com perfil distinto de citocinas daquelas secretadas por
células Th1 e Th2 foi descrito (McGuirk; Mills, 2002). As propor¢des relativas
dessas subpopulagdes, induzidas durante uma resposta imune, sado os
principais determinantes das funcbes protetoras e das consequéncias
patolégicas da resposta. Uma vez que uma resposta imune se desenvolve ao
longo de uma via, ela se torna cada vez mais polarizada naquela dire¢cao
(Abbas, Lichtman, 2005b).

Muitas abordagens foram feitas relacionando a inibigdo da atividade pro-
inflamatdéria das respostas Th1, tal como o tratamento de pacientes com
doenga de Crohn utilizando anticorpo quimérico contra TNF-o (Sandborn e
Hanauer, 1999; Flamant e Bourreille, 2007) ou a administragdo de anticorpos
contra IL-12 em modelos experimentais de colite e em humanos (Neurath et al.,
1995; Simpson et al., 1998; Mannon et al., 2004). Outros estudos sugerem que
a inibicdo da IL-18, fator indutor de Interferon-y (IFN-y), que exerce marcante

atividade sinérgica com a IL-12, pode apresentar significancia terapéutica.

Freitas (2007) explorou, sob aspectos morfoldgicos e inflamatérios, a
influéncia da auséncia de IL-18 no desenvolvimento da mucosite intestinal por
CPT-11. Observando o ileo de camundongos, sugeriu que a IL-18 assume
importancia na cascata inflamatéria que leva a mucosite, tendo em vista a
protecdo que animais geneticamente deficientes em IL-18 ou a administragao
da proteina ligante para IL-18 (IL-18bp) conferiu a esses animais, observado a
analise microscopica e pela redugao de sintese de citocinas pro-inflamatérias

importantes.
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Ha consideravel evidéncia de que a doencga inflamatéria intestinal e
outras desordens de natureza inflamatéria sdo reflexos de uma excessiva
ativagao de respostas imunes de padrao Th1 (Santucci et al., 2005; Schaefer et
al., 2005). Contudo, outros estudos demonstram que a supressédo de alguns
membros envolvidos na cascata inflamatéria de muitas patologias sugere que
outros mediadores também assumem importancia. Chikano e colaboradores
(2000) demonstraram que a IL-18 tem se apresentado como um desses
mediadores, revelando que esta citocina, em conjunto com a IL-12, induz
inflamacao intestinal. Demonstraram também que a lesdo intestinal que se
desenvolvia era fendbmeno dependente de células Th1 e de IFN-y, porém
independente de TNF-a e NO. Nao obstante, a producdo de NO se mostrou
dependente de IFN-y, uma vez que animais knockout para essa ultima

apresentavam producao diminuida de NO.

Em nosso estudo, verificamos a mucosite em outra por¢ao do trato
gastrintestinal, no duodeno. As observagbes foram de encontro as feitas por
Freitas (2007), onde animais knockout para IL-18 ndo desenvolviam lesdes tao
significativas a despeito do tratamento com CPT-11. Além disso, detectamos
que esses animais apresentavam menor atividade de iINOS em tecido
duodenal, verificada também em animais deficientes em caspase-1, uma
protease essencial para a clivagem de pré-IL-18 em IL-18 ativa, e em animais
tratados com IL-18bp, sugerindo a ativacédo sequencial dessas espécies. Deve-
se salientar que, no modelo descrito por Chikano e col (2000), a administragéo
das citocinas IL-18 e IL-12 foi realizada em animais sem uma patologia
associada, sugerindo que a interagao entre os diversos mediadores possuem
peculiaridades de interacdo de acordo com as condigdes patolégicas em
questdo. De uma forma contraditoria, a avaliagdo da estrutura histopatolégica
em camundongos caspase-17" indicou pouca preservacgdo tecidual. Porém,
justifica-se a intensidade dos escores atribuidos a incidéncia destacada de
eventos necroticos e apoptoticos de cripta e ao relativo encurtamento de vilo no

animal knockout, mesmo considerando-se os tratados com salina.

Leung e colaboradores (2001) demonstraram que a IL-18 exerce um

papel importante na ativagdo de neutrdfilos, definindo-se uma nova via pela
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qual a IL-18 pode amplificar a inflamagdo aguda por promover a adesao e
migracao de neutrdéfilos e a produgao de citocinas e quimiocinas. Tais efeitos
assumem grande relevancia in vivo tendo em vista que a administrag&o i.p. de
IL-18 induz o recrutamento de neutréfilos para cavidade peritoneal, efeito este
inibido quando se utilizou anticorpo anti-IL-18, suprimindo-se ©

desenvolvimento do processo inflamatério agudo induzido por carragenina.

O acumulo de neutrofilos no ambiente extravascular € uma caracteristica
de alteracbes inflamatodrias, possuindo correlagdo direta com o processo
patolégico em desenvolvimento. Durante as infecgdes, os neutréfilos podem
fagocitar e matar microrganismos suprimindo dessa forma a progressao da
infeccdo. Contudo, a permanéncia dessa entidade inflamatoria no sitio lesivo
pode contribuir para a exacerbagdo do processo patologico (Bradley et al.,
1982; Wagner, Roth, 2000).

Nossos dados corroboram essa observagdo, uma vez que animais
knockout para IL-18 (IL-18") apresentaram menor atividade de
mieloperoxidase, um indicativo de migracdo de neutréfilos para o sitio
inflamatério, e a administragdo da proteina ligante para IL-18 foi fidedigna aos
achados para os animais IL-18", confirmando o papel pré-inflamatério dessa

citocina.

Paralelamente, o papel da IL-1B no desenvolvimento da inflamagao
intestinal depende do aumento na produc¢ao dessa citocina e dos niveis do seu
inibidor natural, o IL-1Ra, o antagonista do receptor de IL-1. H& evidéncias de
que o equilibrio entre essas espécies pode afetar o resultado final de uma
patologia. Horai e colaboradores (2000) demonstraram que animais
geneticamente deficientes em IL-1Ra desenvolvem espontaneamente artrite
reumatdide. A administracdo de IL-1Ra reduz a gravidade das lesbes em
muitos modelos de inflamagao intestinal (Dinarello, 1996), incluindo colite

induzida por complexos imunes em coelhos (Cominelli et al., 1992).

Contudo, no presente estudo nao foi verificado qualquer efeito protetor

da IL-1Ra, seja com relagdo aos parametros morfofuncionais ou inflamatérios
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avaliados. Ha razoavel possibilidade de que a IL-1 tenha participacido no
desenvolvimento da mucosite, uma vez que 0s niveis dessa citocina se
encontram elevados em modelo de mucosite intestinal, como demonstrado por
Melo e colaboradores (2007) e Freitas (2007). Porém, essa citocina pode nao
assumir uma participacdo central na cascata de mediadores que levam ao
desenvolvimento da mucosite, tendo em vista que o modulador de sua
atividade (IL-1Ra) n&o protegeu contra alteragbes funcionais, morfologicas e
inflamatorias como o fez a IL-18bp. Essa observagdo sugere uma possivel
participagcdo secundaria da IL-1 na fisiopatologia da mucosite intestinal induzida
por CPT-11 ao contrario do observado por Soares (2008), que verificou que a
IL-1Ra, na mesma dose testada em nosso trabalho, possui importante
participacdo na mucosite intestinal induzida por 5-Fluorouracil. Essa, portanto,
€ uma evidéncia de que a fisiopatologia da mucosite envolve complexas vias
nem sempre coincidentes, quando comparados estimulos quimioterapicos
diferentes, reforcando a idéia de se estudar os processos inflamatorios
intestinais secundarios a quimioterapia antineoplasica nos diversos contextos.
A compreensao dessas diferengas podera sucitar abordagens terapéuticas

diferenciadas para a mucosite intestinal de pacientes em quimioterapia.

Melo e colaboradores (2007) demonstraram também que a Talidomida e
a Pentoxifilina reduziram significativamente a gravidade da lesdo intestinal e o
infiltrado inflamatdrio secundarios ao tratamento de camundongos com CPT-
11. Entretanto, a pentoxifilina foi mais efetiva quanto a protecao. Discutiu-se
que essa diferengca de efeito poderia estar relacionada ao espectro de acao
diferenciado dessas drogas sobre a sintese de citocinas pro-inflamatorias. A
pentoxifilina reduzindo a producdo de TNF-a, IL-1p e IL-8 e a talidomida

inibindo especificamente a producdo de TNF-a.

E bastante conhecida a ativagdo seqiiencial do TNF-a e da IL-1p como
deflagadores da resposta inflamatéria, bem como sua agdo redundante em
muitos processos patolégicos, como estimulo para migracdo de neutréfilos
(Montecucco et al.,, 2008; Oliveira et al., 2008) e ac&o sobre leucdcitos,

fibroblastos e células endoteliais para liberacdo de fatores quimiotaticos
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(Abbas, Lichtman, 2005c). Apesar das similaridades de efeito, 0 TNF-o possui
acdes pro-apoptoticas que néo sao verificadas para a IL-1B (Abbas, Lichtman,
2005c).

Desta forma, observa-se que a inibicdo isolada da agao do TNF-a ou da
IL-1B ndo permite modular de forma efetiva a deflagragdo ou a gravidade do
processo patoldégico em desenvolvimento, tendo em vista o paralelismo de
acao dessas citocinas, o0 que pode explicar a falta de atividade da IL-1Ra,

quando administrada aos animais tratados com CPT-11 no presente estudo.

O TNF-a é uma citocina que possui muitas funcgdes, incluindo
participacdo na imunidade, inducdo de respostas inflamatérias e apoptose.
Algumas das respostas ao TNF-a sdo mediadas pela caspase-1, que esta
envolvida na produgao das citocinas IL-18, IL-18 e IL-33. Jain e colaboradores
(2007) demonstraram que o tratamento de células A549 (células de
adenocarcinoma de pulm&o) com TNF-a induzia a expressdo aumentada de
RNAmM para caspase-1. No presente estudo, animais knockout para caspase-1
apresentaram mucosite intestinal atenuada, tendo em vista a menor atividade
inflamatéria, bem como a protecdo contra alteragdes morfofuncionais a
despeito do tratamento com CPT-11. Essas observacgoes, aliadas as de Melo e
colaboradores (2007), sugerem que a caspase-1, ativada via TNF-a assume
participacado central nos eventos inflamatérios que desencadeiam a mucosite
intestinal. Contudo, outros fatores podem estar associados a ativagdo da
caspase-1, uma vez que, como discutido por Melo e col. (2007), o uso de um
inibidor especifico para TNF-a, talidomida, ndo inibe de forma efetiva o curso

da mucosite intestinal, verificada pela diarréia presente nesses animais.

Canetti e colaboradores (2003) sugeriram que a IL-18 ativa a producéao
de LTB4, sendo esse um dos responsaveis pela quimiotaxia de neutrofilos para
o sitio inflamatério no modelo de artrite induzida por colageno, onde eles
podem contribuir para a resposta aguda e, até mesmo, a cronificagdo da
doenga inflamatéria. Kuwabara e col. (2000), utilizando o mesmo modelo

experimental, indicaram que antagonistas de LTB4s atenuam o processo
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inflamatdrio associado a fisiopatologia da artrite. Essas observagbes nos
motivaram a verificar a importancia dos leucotrienos para o desenvolvimento da
mucosite intestinal, mediante utilizagdo de animais knockout para 5-
lipoxigenase (5-LOX™), a enzima responsavel pela conversdo metabolica do
acido araquiddnico em leucotrienos. Curiosamente, a delegcdo do gene para
essa enzima nao conferiu prote¢ao contra a agdo do CPT-11 sobre os aspectos
morfoldgicos e inflamatorios. Porém, considerando-se os aspectos funcionais, o
CPT-11 nado promoveu alteragbes no padrdo de contratilidade in vitro de
duodeno em animais 5-LOX™ comparados com os knockout tratados somente

com salina.

Poucas informagdes podem ser encontradas na literatura relacionando a
acéo dos leucotrienos sobre a contratilidade in vitro intestinal (Kawata et al.,
2005; Scott, Maric, 1991). Isso se contrapde ao amplo conjunto de relatos
acerca da participagao que estes mediadores lipidicos possuem em processos
inflamataorios intestinais, atuando como fatores quimiotaticos (Jupp et al., 2007),
mediando o aumento da permeabilidade intestinal ao atuar sobre jungdes
paracelulares (Mazzon et al., 2006) e aumentando a liberagcdo de acetilcolina

pelo plexo mioentérico (Yoshikawa et al., 1993).

A acdo modulatéria positiva descrita para a 5-LOX sobre a liberagao de
acetilcolina por neurdnios entéricos sugerido por Yoshikawa et al. (1993) pode
justificar o fato de animais geneticamente deficientes para essa enzima
apresentarem um padrao contratil atenuado a despeito da administragdo do
CPT-11. Contudo, apesar da descrigao de acdes diretas sobre a funcionalidade
intestinal geral, incluindo-se aqui aspectos secretérios e de permeabilidade
alterada que levam ao desenvolvimento de diarréia, verifica-se um
posicionamento paralelo da 5-LOX no contexto da formacdo de mediadores
alternativos, porém ndo menos importantes, que desencadeiam o

desenvolvimento da mucosite intestinal.

Desta forma, decidimos investigar a importancia desse eixo de ativagao
inflamatéria na mucosite intestinal por CPT-11 baseado em duas razdes

principais: a) os leucotrienos C4 € Ds (LTC4 e LTD4) estimulam culturas
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primarias de células endoteliais a sintetizar e acumular PAF (Mclntyre et al.,
1986); b) o PAF extracelular exerce sua acdo ao se ligar ao receptor de
superficie PAFr estimulando a atividade de fosfolipase A2, com consequente
formagao de fosfatos de inositol, diacilglicerol e formagao de araquidonato, este
ultimo dando origem a eicosandides, como prostaglandinas e leucotrienos
(Peplow, 1999), atuando por exemplo, como fator quimiotatico para neutrofilos,
além de também atuar sobre a contratilidade de musculos lisos gastrintestinais,

uterinos e pulmonares (Goodman, Gilman, 2003),.

No modelo desenvolvido nesse trabalho, a avaliagao da participagao do
receptor para PAF, utilizando-se animais geneticamente deficientes para essa
entidade, nao se verificou qualquer protecdo desses animais, frente a
administragcdo do CPT-11, seja com respeito as alteragdes funcionais ou sobre
o desenvolvimento da resposta inflamatéria. Justifica-se essa observacao pela
provavel acao intracelular PAF, podendo-se citar a expressdo de moléculas de
adesdao em celulas endoteliais, estimulando, dessa maneira, a migragéo
neutrofilica para fora da microvasculatura em direcdo ao foco de infeccao
(Mclintyre et al., 1986). Desta forma, a nao inibicdo da migracao neutrofilica,
como evidenciado pela elevada atividade de MPO, pode envolver essa acgao

extra-receptor PAF.

Contudo, o que se observa € uma importancia paralela que esses
mediadores lipidicos possuem na cascata que culmina com o desenvolvimento
da mucosite. Provavelmente, o deflagrador central dessa cascata envolva
realmente a via imunoldgica, como demonstrado em animais caspase-17", IL-
187 e tratados com IL-33. Wallace e colaboradores (1989) demonstraram que a
participacdo do PAF no desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda em
modelos de doenga inflamatdria intestinal € improvavel, porém sugerem que
esse mediador possa assumir papel importante na fase de prolongamento da

doenca.

Analises realizadas in vivo, nas quais se administrou IL-33 a animais
sem uma patologia de base, mostraram que essa citocina induz marcantes

alteragdes patolégicas em tecidos mucosos, incluindo eosinofilia de pulméao,
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eso6fago e intestino, além de aumentar os niveis séricos de IgA IgE, IL-5 e IL-13
(Schmitz et al., 2005). As observacdes percebidas no presente trabalho estao
de acordo com as relacionadas com as realizadas por Schmitz e colaboradores
(2005), tendo em vista que a administracdo de IL-33 a animais que nao
receberam CPT-11 induz uma marcante redugao na razao vilo/cripta. Essas
mudangas podem estar associadas ao aumento na expressao de IL-13, uma
vez que a administragdo de IL-33 a animais knockout para IL-13 falhou em

induzir alteragdes epiteliais intestinais.

Entretanto, a IL-33 parece exercer mais uma atividade imunoregulatoria
que participa no controle das respostas imunes Th2, do que uma acio pro-
inflamatdria, como os outros membros da familia IL-1. Schmitz e colaboradores
(2005) propuseram que a IL-33 inicia uma sequéncia de ativagao por recrutar o
adaptador MyD88, a quinase associada ao receptor de interleucina-1 (IRAK1,4)
e a ubiquitina ligase, fator associado ao receptor de TNF (TRAF), a partir do
receptor ST2, ativando MAPK (proteinas quinase ativadas por mitdgenos) e
NF-xB (fator de necrose kappa B), regulando a transcricdo de citocinas

tipicamente associadas a resposta Th2, tal como IL-4, IL-5 e IL-13.

A teoria da regulacao das respostas imunes envolve a homeostase entre
atividade Th1 e Th2. Essa hipdtese, surgida em 1986, baseou-se nos
diferentes padrbes de citocinas liberadas pelo sistema imune de camundongos
e foi adapatada para as respostas imunes observadas em humanos.
Considerando-se o desequilibrio Th1/Th2 existente em diversas patologias
(Marques et al., 2006; Raghupathy, 2001; Schulze-koops, Kalden, 2001) e a
participacao da via de ativacéo de citocinas importantes na resposta imune Th1
na patogénese da mucosite intestinal, possivelmente a administracéo de IL-33

poderia modular negativamente a progressao da lesdo na mucosite.

Diferentes abordagens, envolvendo citocinas de padrdo Th2, inibidores
de citocinas de padrao Th1 ou manipulagdo por engenharia genética de células
para produzirem IL-4, foram aplicadas e suportam a idéia de interferéncia de

um padrdao Th2 emergente sobre a agao proé-inflamatéria de citocinas Th1,
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prevenindo, por exemplo, a destruicdo tecidual sinovial na artrite reumatoéide
(Schulze-koops, Kalden, 2001).

Carriere e colaboradores (2007) demonstraram que células endoteliais
constituem grande fonte de RNAmM e de proteina IL-33 in vivo. Através de
técnicas de hibridizacao in situ, verificaram que vasos sanguineos de tecidos
inflamados, coletados de pacientes com artrite reumatéide ou com doencga de
Crohn, expressavam RNAm para IL-33, sugerindo que a IL-33 possa ter um

papel importante no endotélio durante o processo inflamatério.

Em comum com a IL-1a, a IL-33 tem um papel dentro da célula, ao se
acumular no nucleo e se associar com a heterocromatina e com a eucromatina.
A regidao N-terminal parece ser responsavel por uma propriedade repressora
transcricional da IL-33 (Carriere et al., 2007). A implicagdo desse estudo € que
a IL-33 pode atuar como um co-repressor de genes pro-inflamatorios,
promovendo, assim, um fendétipo Th2 antiinflamatério, assumindo uma
importancia particular quanto ao conhecimento do papel dessa citocina como
fator nuclear no contexto da inflamagdo. Desta forma, justifica-se a menor
atividade de mieloperoxidase, menor grau de diarréia e contratilidade duodenal

verificada in vitro em animais tratados com IL-33 e que receberam CPT-11.

No contexto da cascata de ativacdo Caspase-1-> IL-18->NO, decidimos
investigar o envolvimento do 6xido nitrico no desenvolvimento da mucosite
intestinal. O oxido nitrico (NO) esta associado a algumas das mais importantes
imunopatologias, incluindo artrite reumatodide, diabetes, lupus eritematoso
sistémico e choque séptico, além de participar como molécula efetora na
defesa contra patdgenos (revisto por Niedbala et al., 2006). Uma caracteristica
comum entre essas doengas é um proeminente papel de células Th1 (Bogdan
et al., 2000; Liew, 2002). Células Th1 produzem IFN-y que ativam macré6fagos a
produzir altas concentragdes de NO via iINOS. Em contraste, células Th2
induzem a expresséao de IL-4 e IL-5, que podem inibir a indugao de iNOS pelo
IFN-y (Liew et al., 1991; Bogdan et al., 1994).
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Observagdes anteriores, feitas por Leitdo e colaboradores (2006), no
contexto da mucosite oral por 5-fluorouracil, sugerem a participacdo do 6xido
nitrico na fisiopatologia dessa condigdo. Levantou-se a hipotese de
participacdo do Oxido nitrico, produzido via iINOS, no desenvolvimento das
lesdes intestinais pds administracdo de CPT-11. Os resultados no presente
estudo corroboraram essa hipotese, tendo em vista o efeito protetor da
aminoguanidina sobre a razao vilo/cripta, influenciada por menor perda na
altura dos vilos e menor comprometimento da arquitetura das criptas a despeito
do tratamento com CPT-11. De forma a confirmar essas observagdes, animais
knockout para iNOS foram utilizados como ferramenta experimental, obtendo-

se resultado similar.

Durante condi¢des fisioldgicas normais, o epitélio intestinal ndo se
apresenta constantemente inflamado, o que se deve em grande parte as
jungdes intercelulares que restringem a passagem de bactérias e produtos
bacterianos, como o LPS, do lumen para o intersticio mucoso (Nusrat et al.,
2000). A lesao intestinal que se segue a administracdo do CPT-11 esta
associada ao grande infiltrado inflamatério na parede intestinal (Kurita et al.,
2000; Melo et al., 2008). Neste trabalho, o infiltrado neutrofilico no sitio de
lesdo foi avaliado indiretamente pelo ensaio da mieloperoxidase.
Interessantemente, encontrou-se uma marcante redugao na atividade de MPO
em segmentos duodenais de camundongos iNOS™ e de animais tratados com
aminoguanidina. Os efeitos do NO sobre a funcéao fisiolégica normal, e nos
processos lesivos, varia desde uma participagdo benéfica até efeitos
prejudiciais, a depender da concentracdo local. Em altas concentragdes, o NO
promove lesdo intestinal e perda da funcdo da barreira epitelial. Xu e
colaboradores (2002) demonstraram que o aumento da atividade de iNOS esta
diretamente relacionada com os efeitos lesivos de endotoxinas sobre a
integridade intestinal, verificando-se perda na viabilidade celular, associada a
lesdo em vilos, culminando com a perda funcional da barreira intestinal,
aumento da permeabilidade e facilitagdo ao processo de translocagao
bacteriana. Em contraste, tem sido demonstrado que o NO reduz a expressao
de moléculas de adesdo no endotélio vascular, reduzindo, desta forma, o

infiltrado neutrofilico para o sitio de lesdo (Kubes et al., 1991; Dal Secco et al.,
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2003). A principal razdo para essas observagdes contraditorias, requer maior
investigacdo. Contudo, essas diferengcas parecem estar relacionadas com
peculiaridades, bem como com o curso temporal das condigdes patolégicas em
consideragao. O nivel de NO produzido localmente, a isoforma de NOS
envolvida, o grau de atividade das células epiteliais relacionado ao estresse
tecidual e outros fatores relacionados ao ambiente celular podem influenciar o
fator resultante da agdo do NO sobre a lesdo ou protegdo da mucosa (Shah et
al., 2004).

Hierholzer e colaboradores (2004) propuseram que um aumento primario
da atividade de iINOS contribui para a resposta inflamatéria na parede intestinal
durante o choque hemorragico e participa na ativagcdo de uma cascata de
mediadores e expressdo de citocinas que regulam a lesdo intestinal,
recrutamento de neutrofilos e comprometimento da motilidade intestinal.
Avaliando os niveis de citocinas em segmentos de duodeno coletados de
animais tratados com CPT-11, verificamos-se uma elevagao nas concentragdes
das citocinas pro-inflamatorias IL-1p e do analogo da IL-8 humana em
camundongos, KC. Quando realizada essa pesquisa em animais deficientes
para 0 gene da iINOS que receberam CPT-11, foi encontrada redugao
significativa nas concentragcbes dessas citocinas, em comparagdo com animais
selvagens tratados com CPT-11, similarmente ao verificado em inumeras
condigdes inflamatdrias, provavelmente envolvendo um mecanismo de menor
ativacdo de células residentes. Além disso, uma menor liberacdo de KC
localmente por essas células pode adicionalmente levar a um menor
recrutamento de neutréfilos para o sitio de lesdo, como sugerido através da
mensuracdo da atividade de mieloperoxidase nesses animais. Uma menor
expressao de citocinas pode ser também consequéncia da falta de producéao
de NO via iNOS bem como de uma possivel redugcao na produgao local de
outras espécies reativas (Riaz et al., 2003). Adicionalmente, a atenuagédo nos
niveis teciduais dessas citocinas sem, completa supresséo, € um indicativo de
que a propria IL-1 pode ser um ativador de iINOS. Complementarmente, o
elevado numero de células imuno-marcadas para iINOS em animais tratados

com CPT-11, o que n&o foi observado em animais iNOS™, reforca o papel
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fundamental que a INOS assume com relacédo ao desenvolvimento da mucosite

intestinal.

Ja é bem estabelecido o papel do CPT-11 em promover alteracbes
morfoldgicas gastrintestinais, levando ao dano de vilos e redugdo da area de
absorgao e desenvolvimento de diarréia. Mudancgas histopatologicas tém sido
descritas em muitos estudos experimentais em animais (lkuno 1995; Gibson et
al., 2003, Melo et al., 2008). Neste estudo, verificamos que ao modular a
producdao de NO, mediante inibicdo da enzima INOS, obtém-se reducido da
gravidade da diarréia apresentada pelos animais, secundaria a mucosite
intestinal. O mecanismo envolvido se mostrou principalmente inflamatério e o
controle dos fatores pré-inflamatérios resultou em eventos diarréicos
atenuados. Tendo em vista que a diarréia é primariamente uma desordem de
motilidade intestinal, seria de importancia também primaria um estudo no
sentido de se verificar diretamente as alteragdes funcionais da musculatura lisa

intestinal.

Um dos achados clinicos, de importancia singular, no que se refere a
mucosite intestinal induzida por antineoplasicos, € o desenvolvimento de
diarréia severa associada em até 25% dos pacientes (Keefe et al., 2007).
Entende-se que a diarréia, em pacientes oncolégicos sob quimioterapia, € um
efeito colateral debilitante e de potencial risco a vida quando n&o tratada
adequadamente. Uma consequéncia do tratamento envolve a repercussao
funcional sobre o trato gastrintestinal dias ou meses apdés o término do
tratamento, justificando o desenvolvimento de um conhecimento experimental
sobre aspectos funcionais. Contudo, ndo ha relato na literatura sobre a
repercussdao de mediadores inflamatérios como modificadores de aspectos

funcionais intestinais.

Os resultados apresentados neste trabalho revelam que o CPT-11 induz
alteragdes contrateis no duodeno de camundongos, verificadas em
experimentos de contratilidade in vitro. Essas alteracbes podem estar
relacionadas aos eventos de diarréia observados em camundongos tratados

com o Irinotecano. Muitos estudos de varias regides do trato gastrintestinal em
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diversas espécies animais tém implicado um papel do NO nas contragdes
espontaneas (Pluja et al., 1999; Caballero-Alomar et al., 2003; Grasa et al.,
2005). Outros estudos (Eskandari et al., 1997; Kalff et al., 2000) fornecem
evidéncias do papel da enzima iNOS na regulacdo da contratilidade da
musculatura lisa intestinal. Segundo esses estudos, o NO regula
negativamente, via iINOS, a fungdo do musculo liso através do mecanismo de
ativacdo de moléculas de adeséo e infiltrado de células polimorfonucleares na
camada muscular do jejuno de roedores. Esses dados enfocaram condigdes
inflamatdrias agudas, utilizando modelos animais de doenca de Crohn, ileus
(sindrome de oclusao intestinal), ou na presenca de parasitas, onde o NO
apresenta-se como um mediador inibitério e consequentemente tem-se o

impedimento da motilidade normal do intestino.

No protocolo desenvolvido nesse trabalho, onde um agente
quimioterapico € administrado, foi encontrado in vitro um aumento da
motilidade intestinal induzida por acetilcolina ou betanecol, como verificado in
vitro, corroborando os achados para a diarréia. Além disso, altos niveis de NO
sendo produzidos localmente na parede intestinal implicou maior leséo e
aumento da resposta contratil a acetilcolina. De maneira contraria, animais
deficientes para a enzima INOS, bem como animais tratados com
aminoguanidina, ndo desenvolveram aumento de motilidade, mesmo tratados
com CPT-11, de uma maneira até mais efetiva que a loperamida, um agonista

periférico do receptor y-opidide.

E bem conhecido que a exposicéo cronica a agentes opiodides resulta em
tolerancia. Tan-NO e colaboradores (2003) discutem o efeito inibitério de doses
de loperamida administradas repetidamente. Essa € uma droga largamente
utiizada na pratica clinica como agente antidiarréico e, segundo esses
pesquisadores, 0 organismo rapidamente desenvolve tolerancia para o efeito
inibitério da loperamida sobre o transito gastrintestinal de camundongos apés
somente dois dias de dupla administracdo da droga. Por essa razao e,
considerando o longo periodo de administracdo do CPT-11, decidiu-se adotar
um esquema de duas doses distintas para experimentacdo. Em adicio, a

incipiente tolerancia descrita anteriormente pode ser a causa de um efeito
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inibitério sobre a contratilidade in vitro menor da loperamida comparada aqule
observado em animais deficientes para iINOS” ou tratados com

aminoguanidina.

Adicionalmente ao aumento da atividade funcional motora, foi
mensurada a espessura da camada muscular (circular mais longitudinal). De
acordo com os resultados, o CPT-11 aumentou a espessura dessa camada, o
que pode ser consequéncia do processo inflamatorio estabelecido, levando ao
aumento da resposta ao estimulo excitatério, aumento da funcdo motora
intestinal e, finalmente, desencadeamento de eventos de diarréia. Essa
hipétese € ainda mais reforcada pelo fato de o tratamento de animais com
aminoguanidina e animais iNOS” nao apresentarem alteracdo nesse
parametro. Contudo, outras possibilidades envolvem hipertrofia, hiperplasia e

edema tecidual.

Moreels e colaboradores (2001) estudaram funcionalmente o ileo de
ratos pos-injegdo de TNBS (acido trinitro-benzeno sulfénico) e verificaram que
a exacerbacao contratil ileal na fase pés-inflamatdria poderia estar relacionada
ao aumento da massa muscular total devido ao processo inflamatério
previamente estabelecido sem, no entanto, haver aumento na capacidade
contratii de cada célula individualmente. Contudo, deve-se considerar a
possibilidade de up-regulation de receptores de mediadores contrateis, como
acetilcolina, substancia P, 5-hidroxitriptamina, prostaglandinas ou até mesmo
mudangas no padrédo de atividade de canais iGnicos e plexo nervoso
mioentérico. Martinolle e colaboradores (1997) estudaram, em modelo de ileite
induzida por TNBS em cobaias, as alteracdes no padrdo de contratilidade in
vitro da musculatura longitudinal e circular intestinais, sugerindo que o estimulo
quimico induz responsividade diferenciada do tecido a diferentes agonistas
contrateis. Blandizzi e colaboradores (2001) sugeriram que o0s eventos
adversos colinérgicos do CPT-11 provavelmente ndo envolvem a inibigcdo da
acetilcolinesterase. Contudo, diversos outros estudos contrapbem essa
informagéo (Dodds; Rivory, 1999; Morton et al., 1999; Dodds; Rivory, 2001).
Esse portanto, poderia ser outro mecanismo de homeostase tecidual com

reflexo nas fases tardias dos eventos de diarréia, uma vez que no presente
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estudo a resposta ao mediador colinérgico estd aumentada, corroborando

essas hipoteses.

Adicionalmente as possiveis alteragdes em neurbnios do plexo
mioentérico, podem-se encontrar alteragdes no padrdo de esvaziamento e de
contratilidade do fundo gastrico, bem como uma diminuicdo do transito
intestinal. Porém, o papel das células intersticiais de Cajal pode ser descartado
tendo em vista que n&o se verificou alteracdo na frequéncia das contracdes
espontaneas a despeito da administragcdo do CPT-11 (dados ndo mostrados).
De forma complementar, Martinolle e colaboradores (1995) verificaram que em
intestino de cobaias inflamado poés-injecdo de TNBS ocorre alteragdo da
populacdo de adrenoreceptores, efeito este influenciado por leucotrienos,
porém sem influéncia de prostandides. Em nossas condi¢cbes experimentais,
nenhuma dessas possibilidades foi testada. Porém, ndo pode ser descartada a
importancia desses fatores, baseando-se apenas no espessamento da camada

muscular.

Em todos os experimentos realizados, observou-se uma marcante
leucopenia secundaria ao tratamento dos animais com CPT-11. A presenca de
leucopenia destaca que o efeito do antineoplasico permanece a despeito das
observacdes, em muitas situagdes, de inibicdo sobre o desenvolvimento da
mucosite. Esse fato permite sugerir que as agcbes nado eram decorrentes da
perda de atividade do CPT-11, mas sim de uma acao realmente moduladora da

atividade inflamatoria desses mediadores.

A maior contribuicdo desse trabalho consistiu em sugerir de forma
inédita a participacdo de uma cascata sequencial de mediadores envolvendo
citocinas da familia IL-1 e Oxido nitrico no desenvolvimento da mucosite
intestinal em camundongos secundaria ao tratamento com o antineoplasico
irinotecano (CPT-11). Em sintese, a inibigdo dessas citocinas culmina com a
reducdo na sintese de Oxido nitrico mediante diminuicdo da atividade da

enzima oxido nitrico sintase induzida, como ilustrado na figura 75.
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6. CONCLUSOES

Em conjunto os dados apresentados nesse trabalho permitem concluir que:

- A via de sinalizagao celular caspase-1/Interleucina-18/6xido nitrico parece
assumir papel fundamental na cascata de mediadores que levam ao
desenvolvimento das alteragdes morfofuncionais e do processo inflamatoério

associados a fisiopatologia da mucosite intestinal induzida por CPT-11;

- A interleucina-33 parece ter papel modulatério negativo sobre o

desenvolvimento da mucosite intestinal induzida por CPT-11;

- Mediadores lipidicos, como os leucotrienos, formados pela via da 5-
lipoxigenase, e o PAF, atuando via receptor PAFr, parecem assumir um papel
secundario na via inflamatéria de desenvolvimento da mucosite intestinal
induzida por CPT-11.
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Figura 75 — Modelo hipotético proposto da patogénese da mucosite
intestinal induzida pelo tratamento com CPT-11.

Baseado nas observagbes da atual literatura, em conjunto com os dados
obtidos no presente trabalho, sugere-se que a injecado de CPT-11 leva em
células inflamatorias, como neutrofilos e macrofagos, a ativagdo da protease
caspase-1, direta ou indiretamente, via TNF-a. Uma vez ativada, essa protease
cliva a pro-IL-1B, pré-IL-33 e pré-IL-18 em formas ativas, que sao, por
conseguinte, liberados no meio extracelular para interagirem com seus
respectivos receptores. A IL-1p e a IL-18 ativam fatores de transcricao
celulares para sintese de outras citocinas, quimiocinas, iINOS e COX-2, com
posterior liberacdo de NO e prostandides. A IL-33, por sua vez, assume papel
modulatério negativo sobre essa cascata de ativagcdo. Paralelamente ao
desenvolvimento de lesdo tecidual, sugere-se a participagdo do PAF e
leucotrienos, porém em carater secundario, na cascata de ativacdo de
mediadores inflamatoérios principais envolvidos na fisiopatologia da mucosite
intestinal induzida por CPT-11.
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