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RESUMO

Analisou-se a via colinérgica anti-inflamatdria no processo inflamatorio na patogénese das
alteracdes morfofuncionais causadas por 5-Fluorouracil (5-FU). Utilizou camundongos
machos Swiss pesando de 25-30g, vindos do biotério central da universidade Federal do
Ceard, sob o protocolo 74/2014, receberam dose Unica de 5-FU (450mg/kg-i.p.) e foram
tratados com neostigmina (NEO-80pg/kg-i.p.) ou piridostigmina (PIRO-2mg/kg-i.p.), durante
3 dias iniciando 1 dia antes da indugdo com 5-FU, foram divididos em 6 grupos: controle
salina (S), mucosite intestinal (5FU), salina + piridostigmina (P), salina + neostigmina (N),
5FU+P e 5FU+N. O sacrificio por deslocamento cervical seguiu 3 dias (3d) e 15 dias (15d)
apos a administracdo (fase inflamatoria e pos inflamatoria, respectivamente) foi obtido 1cm
do segmento ileal para analise histopatolégica e morfometrica, avaliagdo da mieloperoxidase
(MPO), glutationa (GSH), malondialdeido (MDA), dosagem de IL-1pB, atividade da
acetilcolinesterase (AChE), imunohistoquimica para receptores M3, imunofluorescencia para
Hu C/D — ChAT, parametros funcionais de esvaziamento gastrico (E.G), transito intestinal
(T.1) e dos pardmetros contrateis mediante eletroestimulacdo com curva de voltagem (10 a
80v) e curva de frequéncia (1 a 32Hz). Para analise estatistica foi considerado p<0,05, onde os
dados foram expressos por mediana para analises histopatol6gica e morfometrica e média *
erro padrdao da média. Nos resultados da Histopatologia observamos o seguinte: (S: 0 (0-1);
5FU 3d: 2 (2-3)*; P: 0 (0-1); N: 0 (0-1); 5SFU+P: 2 (2-3); 5FU+N: 1 (1-2); 5FU 15d: 1 (0-1);
5FU+P: 1 (0-1); 5FU+N: 1 (0-1). Na MPO (S: 3,24 + 0,31; 5FU: 17,92 £ 2,01*; P: 3,37 £
0,69; N: 4,18 + 0,18; 5FU+P: 16,48 + 3,06*; 5FU+N: 4,98 + 0,93 UMPO/mg tecido),
mostrou diferenca por aumento da atividade enzimética no grupo 5-FU em comparagdo ao
grupo S. Nos resultados da IL1p: (S: 179,88 + 15,5; 5FU: 648,4 + 51,6*; N: 45,38 + 9,3;
5FU+N: 201,18 + 28,3* nM/ug de proteina/min.). Nos resultados do GSH (S: 199,9 + 8,71;
5FU: 120,9 £ 6,77; P: 107,5 + 9,38; N: 203,1 + 4,9; 5FU+P: 124,7 £ 8,35; 5SFU+N: 118,8 £
7,93 NP-GSH pg/100mg de tecido); nos resultados da atividade da AChE (S: 971,3 + 210,9;
5FU: 376,4 £ 70,98; P: 593,5 + 100,9; N: 597,385 + 97,3; FU+P: 297,5 £ 80,58; 5FU+N:
839,43 + 100,93 nM/ug de proteina/min.), nos resultados do MDA obtivemos: (S: 12,5 +
1,31; 5FU: 29,12 + 2,8*; P: 11,3 + 1,69; N: 13,48 + 0,18; 5FU+P: 11,48 + 0,06%; SFU+N:
11,58 + 1,43* nMol/g tecido). Nos resultados da imunohistoquimica M3: (S: 41,87 + 6,41;
5FU 3d: 78,93 £ 4,57*; 5FU 15d: 76,24 + 5,53* receptor M3/mm2) e na imunofluorescéncia
nos neurénios do plexo mioentérico imunorreativos para HU C/D e neurbnios colinérgicos
imunorreativos para ChAT encontramos uma relagdo significante no grupo 5FU: (S: 66,6 +
2,1; 5FU 3d: 80,3 £ 3,7*%). Na contratilidade foi observado uma hipercontratilidade no ileo
dos animais do grupo 5FU testado com eletroestimulacdo e farmacologicamente com
Acetilcolina e carbacol. No 15° dia ap0s o tratamento com 5-FU as altera¢des encontradas nas
analises inflamatorias foram restabelecidas. Porém, um significativo retardo no esvaziamento
gastrico e no transito gastrintestinal permanece. Podemos sugerir com esses resultados que as
alteracdes na motilidade gastrointestinal constatadas por este estudo e descritas na literatura
sdo por diminuicdo da atividade da AChE no periodo inflamatério e persistente no periodo
pos-inflamatdrio, com isso a via colinérgica anti-inflamatéria tem potencial para alvo
terapéutico sem alteracdes significantes dos parametros inflamatorios.

Palavras-chave: Mucosite intestinal. Alteragdes inflamatorias. Alteragdes morfofuncionais.



ABSTRACT

The interrelation between the enteric nervous system and the inflammatory process in the
pathogenesis of morphofunctional changes caused by 5-Fluorouracil (5-FU) was analyzed.
Male Swiss mice weighing 25-30g from the Federal Center of Ceard under protocol 74/2014
received a single dose of 5-FU (450mg / kg-ip) and were treated with neostigmine (NEO-
80ug (kg -1), or pyridostigmine (PIRO-2mg / kg-ip) for 3 days starting 1 day before induction
with 5-FU were divided into 6 groups: saline control (S), intestinal mucositis (5FU), saline +
pyridostigmine (P), saline + neostigmine (N), 5FU + P and 5FU + N. The cervical
displacement sacrifice followed 3 days (3d) and 15 days (15d) after administration
(inflammatory and postinflammatory phases, respectively), 1cm of the ileal segment was
obtained for histopathological and morphometric analysis, myeloperoxidase (MPO),
glutathione GSH), malondialdehyde (MDA), IL-1p dosage, acetylcholinesterase activity
(AChE), immunohistochemistry for M3 receptors, immunofluorescence for Hu C / D-ChAT,
functional parameters of gastric emptying (EG), intestinal transit of the contractile parameters
by electrostimulation with voltage curve (10 to 80v) and frequency curve (1 to 32Hz). For
statistical analysis it was considered p <0.05, where data were expressed as median for
histopathological and morphometric analyzes and mean + standard error of the mean. In the
results of Histopathology we observed the following: (S: 0 (0-1); 5FU 3d: 2 (2-3) *; P: 0 (0-
1); N: 0 (0-1); 5FU + P (2-1), 5FU + N: 1 (1-2), 5FU 15d: 1 (0-1), 5FU + P: 1 (0-1), 5FU + N:
1 (0-1). In MPO (S: 3.24 £ 0.31, 5FU: 17.92 £ 2.01 *, P: 3.37 £ 0.69, N: 4.18 + 0.18, 5FU +
P: 16 , 48 + 3.06 *, 5FU + N: 4.98 + 0.93 # UMPO / mg tissue), showed difference by
increased enzymatic activity in the 5-FU group compared to the S group. (S: 179.88 + 15.5;
5FU: 648.4 + 51.6 *; N: 45.38 £ 9.3; SFU + N: 201.18 + 28.3 * nM / pg protein / min). In the
results of GSH (S: 199.9 + 8.71, 5FU: 120.9 £ 6.77, P: 107.5 + 9.38, N: 203.1 + 4.9, 5FU
376.4 £ 70.98, P: 593.5 + 100.9, N: 597.385 £ 97.3, FU+P: 297.5 + 80.58, 5SFU+N: 839.43
100.93 5FU+N: 118.8 + 7.93* NP-GSH pg), the results of AChE activity (S: 971.3 + 210.9;
5FU: 376,4 £ 70,98; P: 593,5 + 100,9; N: 597,385 + 97,3; FU+P: 297,5 £ 80,58; 5FU+N:
839,43 + 100,93* nM/ug de proteina/min.). In the MDA results, we obtained: (S: 12.5 + 1.31;
5FU: 29.12 £ 2.8*; P: 11, 3 £ 1.69; N: 13.48 + 0.18, 5SFU+P: 11.48 + 0.06%; 5FU + N: 11.58
+ 1.43% nMol/g tissue). In the results of the immunohistochemistry M3: (S: 41.87 + 6.41; 5FU
3d: 78.93 + 4.57*; 5FU 15d: 76.24 + 5.53* M3 receptor / mm2) and immunofluorescence in
neurons immunoreactive myenteric plexus for HU C/D and cholinergic immunoreactive
neurons for ChAT we found a significant relation in the 5FU group: (S: 66.6 = 2.1; 5FU 3d:
80.3 £ 3.7*%). In contractility, hypercontractility was observed in the ileum of the animals of
the 5FU group, tested with electrostimulation and pharmacologically with Acetylcholine and
carbachol. On the 15th day after treatment with 5-FU the alterations found in the
inflammatory analyzes were reestablished. However, a significant delay in gastric emptying
and gastrointestinal transit remains. We can suggest from these results that the alterations in
gastrointestinal motility observed by this study and described in the literature are by a
decrease in AChE activity in the inflammatory and persistent period in the postinflammatory
period, with that the cholinergic anti-inflammatory pathway has potential for therapeutic
target without significant changes in inflammatory parameters.

Keywords: Intestinal mucositis. Inflammatory changes. Morphofunctional changes.
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1 INTRODUCAO

O cancer colorretal possui relevancia mundial por se tratar da terceira neoplasia
mais frequente nos homens e da segunda mais frequente nas mulheres. Sua incidéncia é
superior a 1,3 milhdo casos novos por ano, podendo levar a ébito (GASPARINI, et al., 2018).
No Brasil, em 2017, estimaram-se novos casos em 36.360 pessoas (INCA, 2018). Dentre as
causas deste tipo de cancer podem estar associados a fatores hereditarios, ambientais,
alimentares e outros fatores, como a retocolite ulcerativa e a doenca de Crohn (GASPARINI,
etal., 2018).

Segundo Forones (2010), o quimioterdpico mais utilizado para o tratamento do
cancer colorretal é o 5-Fluorouracil (5-FU), usado em associa¢do com outros quimioterapicos.
As reacOes adversas mais destacadas sdo: a leucopenia, mucosite, estomatite, nausea, diarreia,
vomito.

Mucosite € um termo clinico que descreve uma sindrome caracterizada por:
ulceracdo da mucosa de todo o trato digestivo e sintomas pertinentes (SONIS, 1993). Tem
sido descrito incidéncia de mucosite, em aproximadamente 40%, associada ao uso dos agentes
quimioterapicos (CABALLERO et al., 1985; BISHOP et al., 1986; ROTH et al., 1991), além
de ser bastante comum em pacientes submetidos a radioterapia abdominal (ALTMANN,
1974). A mucosite como entidade patoldgica limita muitas vezes o tratamento, cerca de 8.325
pessoas sofrem com os efeitos colaterais do tratamento do céncer no Brasil, segundo
DATASUS (2017). Além de seus eventos inflamatérios no curso da mucosite, também
resultam em alteracGes na fisiologia gastrintestinal como, alteracbes de permeabilidade,
contracgdo e transito intestinal (LIMA, 2016; LIMA, 2018).

A mucosite induzida por antineoplasicos € um fator limitante na terapia
anticancer. Por serem 0s agentes citotoxicos mais efetivos em tecidos com alta taxa
proliferativa, o epitélio do trato gastrintestinal, pelo seu elevado turnover celular, torna-se
particularmente susceptivel aos efeitos danosos dos antineoplasicos (PLEDGER et al., 1988;
PARRILLI et al., 1989). Esses danos parecem envolver principalmente as células das criptas
intestinais (FOX et al., 1988; SHOU et al., 1991; SKUBITZ, 1994).

A destruicdo celular gastrointestinal observada na mucosite, por uso de
quimioterapicos, € resultado de hipoproliferacdo celular (TRIER, 1962; ALTMAN et al.,
1974), com atrofia das vilosidades, aprofundamento das criptas que resulta de disfuncédo
absortiva, alteracdo na secrecao de eletrdlitos, principalmente Na+ e K+, que pode resultar em
diarreia (KEEFE et al., 1997; CARNEIRO-FILHO et al., 2004).



19

Assim, a mucosite intestinal resulta de eventos inflamatérios, que levam as
alteracdes de permeabilidade e transito intestinal e de alteragcdes na motilidade intestinal tanto
na fase inflamatoria, como na fase pdés-inflamatéria (SOARES et al., 2008; LIMA, 2016;
LIMA, 2017).

Inimeros trabalhos verificaram alteragbes na neurotransmissdo entérica,
purinérgica (DE MAN et al., 2003) durante experimento de inflamacg&o cronica (VENKOVA
et al., 2000; BALEBA et al., 2001 e 2002) e aguda do intestino (JACOBSON et al., 1997),
bem como a relacdo sistema nervoso autbnomo (SNA) com a resolucdo do processo
inflamatorio no trato gastrintestinal. (PAVLOV E TRACEY, 2005; GHIA et al., 2009). Fato ¢é
que o entendimento da inter-relagdo entre o sistema nervoso entérico, sistema autondmico e o
processo inflamatorio na patogénese das alteracbes morfofuncionais e motilidade
gastrintestinal induzida por 5-FU, ainda é uma lacuna da literatura. Assim, a possibilidade de
elucidar esta inter-relacdo pode culminar em novas abordagens terapéuticas, como a
estimulagdo da via colinérgica anti-inflamatdria, para a mucosite intestinal causada por
antineoplasicos.

A Alteracdo do sistema nervoso entérico, via colinérgica, em alguns casos, esta
correlacionada ao agravamento de algumas patologias. Na clinica, disfuncdo autonémica, um
termo usado para indicar uma diminuicdo relativa ou absoluta da atividade vagal ou o
aumento da atividade simpatica, estd associada ao risco de arritmias letais pos-infarto e risco
aumentado de morte por causas cardiacas (SCHWARTZ et al. 1992; LA ROVERE et al.,
1998; LA ROVERE et al.,, 2001) e mais recentemente com agravamento de doencas
inflamatorias intestinais (PAVLOV E TRACEY, 2005; GHIA et al., 2009).

Nossa hipotese é que o 5-FU gere mudanca sinptica do sistema nervoso entérico
e que uma reducdo da atividade colinérgica poderia agravar ainda mais este remodelamento,
por disfungdo colinérgica, enquanto um aumento da funcéo colinérgica poderia minimiza as
alteracdes morfofuncionais do trato gastrintestinal, por ativacdo da via anti-inflamatdria
colinérgica. Dentro dessa plasticidade colinérgica, em revisdo sistematica de Pavlov e Tracey
(2005), resumiram estudos sobre a via anti-inflamatoria colinérgica, e sua regulacdo periférica
e central. Os autores discutiram também sobre as potenciais implicacdes terapéuticas da via
anti-inflamatoria colinérgica modulada por células do sistema imune, principalmente

macrofagos, tomando como base para possivel alvo de tratamento de doencas inflamatorias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer e tratamento

O céncer vem se convertendo nas ultimas décadas em problema de satde publica
mundial. Pode-se atribuir o aumento do numero de casos & urbanizagdo, ao incremento na
expectativa de vida e, também, ao melhor diagndstico (LOPES et al., 2002; ROSENFELD et
al., 2001 apud VERDE, 2007). A busca por formas de tratamento antineoplasico mais efetivas
e menos agressivas tem aumentado. Os tratamentos disponiveis atualmente incluem cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e, mais recentemente, imunoterapia, com
resultados promissores (VERDE, 2007). Os farmacos antineoplasicos constituem o tratamento
de numerosas neoplasias malignas de forma isolada ou em conjunto com a radioterapia e/ou 0
tratamento cirdrgico (LIMA, 2004).

2.1.1 Quimioterapia

A quimioterapia, tratamento antineoplésico sistémico, é classificada de trés
maneiras principais: neoadjuvante, terapéutica e adjuvante. A quimioterapia neoadjuvante
caracteriza-se pelo uso de quimioterapia como tratamento inicial de pacientes que serdo
submetidos a tratamento cirdrgico e/ou radioterapico. A terapéutica ocorre quando a
abordagem unica é a submissdo do paciente a quimioterapia. J& a adjuvante é utilizada apos o
tumor primério ter sido controlado por terapia cirtrgica ou radioterapia (ANELLI, 2002;
GIMENEZ, 2003; CHU; De VITA, 2001 apud VERDE, 2007).

O tratamento objetiva a erradicagdo de células tumorais vidveis, com minima
lesdo aos tecidos do hospedeiro. As drogas antineoplasicas induzem a morte ou comprometem
as celulas tumorais susceptiveis, blogueando vias metabdlicas ou bioquimicas sensiveis as
drogas (LIMA, 2004).

Percebe-se que cada quimioterapico tem perfil de toxicidade distinto e os efeitos
colaterais tém relacdo direta com a droga utilizada e o estado clinico do individuo (LIMA,
2004; VERDE, 2007). Neste sentido, o 5-FU € um dos quimioterapicos que causa importantes
efeitos colaterais (MCCARTHY et al., 1998; LEITAO et al., 2007). Mielotoxicidade, cistite,
toxicidade pulmonar, cardiotoxicidade e mucosite sdo os efeitos adversos mais encontrados
apos o uso deste agente (LIMA, 2004; BOWEN et al., 2006; VERDE, 2007).
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2.2 5-Fluorouracil

O 5-FU é uma pirimidina fluorada, preparada a partir da substituicdo de um atomo
de hidrogénio por um de fltor, mais estavel, na posi¢cdo cinco da molécula de uracil (Figura
1). O sitio de substituicdo no anel pirimidina foi selecionado para inibir a conversdo do
nucleotideo uracil em timidina (PINEDO; PETERS, 1988).

Figura 1. Estruturas quimicas do 5-FU, uracila e timina. Ordenadas da esquerda para a direita.
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Fonte. Adaptado de Longley, Harkin e Johnston (2003).

Logo, o 5-FU é um agente quimioterapico antimetabolito pertencente ao subgrupo
dos farmacos analogos da pirimidina, desenvolvido na década de 50 do século passado, tem a
funcéo de inibir moléculas de DNA e/ou RNA, impedindo a sintese e metabolismo de novas
celulas (RUTMAN; CANTAROW,; PASCHKIS, 1954). Atua inibindo a atividade da enzima
timidilato sintetase, reduzindo a producdo do nucleotideo timina; ou sendo incorporado ao
DNA e/ou RNA das células, impossibilitando seu funcionamento normal e induzindo
apoptose (LONGLEY, HARKIN; JOHNSTON, 2003; SAVVA-BORDALO et al., 2010).

A citotoxicidade desta droga é atribuida a trés diferentes mecanismos (Figura 2):
1. incorporacgéo de fluoro trifosfato (FUTP) no RNA; 2. incorporacdo de fluorodeoxiuridina
trifosfato (FAUTP) no DNA gendmico, 3. inibicdo da enzima timidilato sintetase (TS)
relacionado a sintese de nucleotideos (Figura 2) (GREM, 1997; LONGLEY et al., 2004,
NOORDHUIS et al., 2004; HARRIS et al., 2005).
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Figura 2. Metabolismo hepéatico do 5-Fluorouracil.
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Fonte. Adaptado de Longley, Harkin e Johnston (2003).

5-FU — 5-Fluorouracil; DPD - diidropirimidina desidrogenase; DHFU — dihidrofluorouracil; FUMP — monofosfato
de fluorouridina; FUDP — difosfato de fluorouridina; FUTP — trifosfato de fluorouridina; FAUMP — monofosfato de
fluorodeoxiuridina; FAUDP — difosfato de fluorodeoxiuridina; FAUTP — trifosfato de fluorodeoxiuridina; TS —

timidilato sintetase; TK — timidina cinase;FUDR - fluorodeoxiuridina.

Acredita-se que o principal mecanismo de citotoxicidade do 5-Fluorouracil seja a
inibicdo da enzima timidilato sintetase, uma vez que, esta é responsavel pela conversdo de
deoxiuridina monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando o 5,10-
metileno tetra-hidrofolato (CH2THF) como um doador de grupos metil, no entanto, na
presenca do metabolito ativo do 5-FU que é o monofosfato de fluordeoxiuridina (FAUMP),
este por sua vez, liga-se ao sitio de ligacdo do nucleotideo da enzima TS e forma um
complexo estavel TS/ICH2THF. Esse complexo é capaz de bloquear o acesso de dUMP ao
sitio de ligacdo do nucleotideo, inibindo a sintese de dTMP. Isso resulta em um desequilibrio
nas concentracbes de deoxinucleotideos (ANTP) e também um aumento dos niveis de
deoxiuridina trifosfato (dUTP), ambos podem causar destruicdo do DNA. A extensdo ao dano
do DNA causado pela dUTP é dependente dos niveis das enzimas pirofosfato dUTPase e
uracil-DNA glicosilase (UDG) (Figura 3) (LONGLEY, HARKIN; JOHNSTON, 2003).
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Figura 3. Mecanismo de agéo do 5-Fluorouracil sobre a enzima timidilato sintetase.
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Fonte. Adaptado de Longley, Harkin e Johnston, (2003).

A enzima timidilatosintase (TS) junto ao cofator CH2THF (5,10-metilenotetrahidrofolato) converte dUMP a dTMP
que por sua vez gera dTTP (trifosfato de deoxitimidina), componente essencial da molécula de DNA. Esquema
representativo da agdo inibitéria do metabdlito ativo de 5-FU, FAUMP. FAUMP se liga ao sitio ativo da enzima
formando um complexo estavel com ela e seu cofator, bloqueando a ligacdo do composto dUMP e a sintese de
dTMP e dTTP, impedindo a sintese e/ou o reparo da molécula de DNA

O 5-FU é utilizado para o tratamento de varios tipos de cancer, incluindo o ovario,
cabeca, pescoc¢o, cancer de mama e o de coloretal, sendo de maior impacto nesse ultimo tipo
(NOORDHUIS et al., 2004). Porém, a acdo desse quimioterapico ndo se limita somente as
células neoplésicas. Os efeitos colaterais sdo mais observados nas células com alto indice
mitético, como os tecidos de rapida proliferacdo (KIM et al., 2006). Por exemplo, na medula
Ossea resulta em granulocitopenia, trombocitopenia, no trato gastrintestinal resulta em
mucosite oral, mucosite intestinal, faringite, esofagite, gastrite, colite, entre outros (KOENIG;
PATEL, 1970). Outros efeitos como alopecia, dermatite, cardiotoxicidade e mais raramente,
neurotoxicidade também séo efeitos toxicos observados na utilizagdo do 5-FU (PIRZADA;
ALI; DAFER, 2000). Também sdo relatadas alteracGes na microflora intestinal, que podem
contribuir para a ocorréncia da diarreia (SAVVA-BORDALO et al., 2010).

Aproximadamente 40% dos pacientes tratados com 5-FU apresentam mucosite,
podendo chegar a 100% com o uso de altas doses. Isso contribui para a interrupcdo do
tratamento, necessidade de modificagdo no esquema de administragcdo da droga, mudanca na
selecdo do quimioterapico ou reducdo das doses, comprometendo a eficacia da terapia
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proposta e refletindo na saude e qualidade de vida do paciente (SONIS, 2004; BOWEN et al.,
2006; STRINGER et al., 2009; VLIET et al., 2010). Devido a esses fatores, torna-se
importante a busca por alternativas terapéuticas que visem diminuir ou amenizar os efeitos

colaterais como a mucosite intestinal resultante do tratamento quimioterapico com 5-FU.

2.3 Mucosite intestinal por 5-FU

As manifestacGes da mucosite gastrintestinal sdo dor abdominal e diarréia. O trato
gastrintestinal é vulneravel por causa da alta proliferagdo e frequéncia na renovacao celular
(PARRILI et al., 1989; PLEDGER et al., 1988). Sonis, 2009, caracterizou 4 fases
fisiopatoldgicas da mucosite (figura 4): uma fase inflamatdria/vascular, uma fase epitelial,
uma fase bacterioldgica/ulcerativa e uma fase de resolucdo. Cada fase é independente e é
consequéncia de uma série de agBes mediadas por citocinas, fatores de crescimento, sobre o
efeito direto do quimioterdpico no epitélio, sobre a flora bacteriana, além de depender do
“status” da medula dssea do paciente (PICO et al., 1998).

O exato mecanismo bioldgico da mucosite intestinal ainda ndo esta totalmente
esclarecido (GIBSON; KEEFE, 2006). Sonis (2004) propds um modelo de cinco fases para
descrever o desenvolvimento da mucosite oral, embora, ndo se possa garantir que essas fases
sejam as mesmas para mucosite intestinal, ou que a totalidade dos eventos fisiopatoldgicos
esteja presente em todos os casos de mucosite, sabe-se que os eventos inflamatorios
envolvidos, assim como a recupera¢do da mucosa, ocorrem mais rapidamente no epitélio
intestinal do que no oral (SONIS et al., 2004).

A descri¢do do modelo em fases proposto por Sonis foi uma forma didatica para
melhor compreensdo dos fendmenos envolvidos no desenvolvimento da mucosite (Figura 4),
entretanto, é importante reconhecer que essa caracterizagdo artificial pode ndo refletir
amplamente os efeitos em processo, uma vez que existe uma dinamica fluida para 0 mesmo,
bem como uma variabilidade individual (SONIS, 2004).
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Figura 4. Fisiopatologia da mucosite oral.
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A fisiopatologia da mucosite como um processo de cinco estagios: iniciagdo; primeira resposta ao dano (mensagem
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Na primeira fase ha liberacdo de citocinas interleucina 1 (IL-1) do epitélio e dos
tecidos conectivos devido ao efeito de quimioterapicos (SONIS, 1998). Citocinas como 0
fator de necrose tumoral (TNF-o) e IL-1 podem iniciar uma resposta inflamatodria que resulta
em aumento da vascularizagdo subepitelial (PICO et al., 1998). A segunda fase, ou fase
epitelial € caracterizada pela reducdo da renovacao epitelial que resulta em atrofia. A fase
ulcerativa ¢ a mais sintomatica e complexa, dentre as 4 fases, ocorre falha na barreira da
mucosa, juntamente com neutropenia, que pode levar o paciente ao risco de infec¢do. E por
ultimo observa-se a fase de resolucdo da mucosite, com proliferacdo e diferenciacdo celular,
retorno normal das células sanguineas periféricas e controle da flora bacteriana (PICO et al.,
1998). Ja era conhecida a importancia da IL-1p na modulacdo da funcdo neuromuscular
durante inflamacéo gastrintestinal (COLLINS, 1996). Posteriormente, constou-se um aumento
da contratilidade do intestino de camundongos infectados por Schistosoma na fase de
resolucdo (MOREELS et al., 2001).



26

A mucosite intestinal por 5-FU em modelos experimentais ja foi associada ao
acumulo de infiltrado neutrofilico tecidual (FERREIRA et al., 2012; SOARES et al., 2013). A
presenca de polimorfonucleares também implica na ocorréncia de diarreia, pois, conforme
mostrado por Madara et al (1993), estes, podem produzir adenosina monofosfato ciclico
(CAMP) que se convertido em adenosina, ativa a secrecdo eletrogénica de cloreto e o
transporte passivo de agua para o lumen intestinal. Com isso, é possivel elucidar,
parcialmente, a ocorréncia da diarreia secretdéria em processos inflamatorios intestinais
(SOARES et al., 2013). Logo, o processo inflamatorio estabelecido trard grande impacto
sobre as celulas epiteliais intestinais e sobre células especializadas do intestino, como as
células produtoras de muco e as células enteroenddcrinas (NASH; STAFFORD; MADARA,
1987; PARSONS et al.,1987), podendo causar um prejuizo na funcdo de barreira, uma vez
que, sua acao sobre as tight junctions - juncdes apertadas e justas entre as membranas laterais
das células - pode promover um aumento da permeabilidade, dificultando a absor¢éo
(NUSRAT et al., 1997; SEIDLER et al., 2006).

Por fim, a fase de cicatrizacdo acontece de forma espontanea, ao término do
tratamento. A proliferacdo celular é estimulada por novos mensageiros da matriz extracelular
que migram para a superficie ulcerada, estimulando a diferenciacdo no tipo especializado de
epitélio da mucosa. Desta forma, a Ulcera é recoberta pelo epitélio e o tecido comeca a formar
as camadas, possibilitando a regeneracdo da arquitetura normal da mucosa. Ocorre, ainda,
restabelecimento da microbiota intestinal (SONIS, 2004).

Além disso, a fase de ulceracdo representa um grande risco de infeccdo ao
paciente, uma vez que bactérias colonizam a superficie ulcerada e liberam substancias toxicas
na parede celular que irdo penetrar o tecido adjacente e estimular diretamente macréfagos
infiltrantes que liberam mais citocinas pro-inflamatérias, contribuindo para uma maior
resposta inflamatoria, que acarretara em um maior dano tecidual (VILLA; SONIS, 2015).

Assim, a presenca de infiltrado polimorfonuclear também é caracteristica dessa
fase (SONIS et al., 2004), ndo so por ativagdo de células inflamatorias por produtos da parede
celular dos microrganismos, como também pela maior expressdo de moléculas de adesdo pela
ativacdo de NF-xB e os produtos das rea¢des das EROs, que culminam em uma maior atragdo
de neutrofilos circulantes, estimulando a producéo de oxidantes por essas células (VAN YE;
ROZA, PIEPER, 1993).

Além das alteracBes inflamatdrias, Soares et al. (2008) demonstraram que durante

a mucosite intestinal por 5-FU ocorre uma alteracdo no padrdo contratil do intestino,
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caracterizado pela hiper-reatividade do mdsculo intestinal a agonistas como o carbacol,
revelando uma alteracdo funcional do intestino, presente tanto na fase inflamatéria como na
pos-inflamatdria.

Logo, ha uma complexidade bioldgica inerente ao modelo de mucosite, a
compreensdo dos mecanismos envolvidos em tal fendbmeno é necessaria para que se possa
propor novas abordagens clinicas, sugerindo novos alvos para o tratamento, de forma a
melhorar o entendimento do processo e selecionar a fase apropriada para a intervencdo nos
pacientes (SONIS, 2004). Sabe-se que o controle e prevencdo desses sintomas sdo de suma
importancia, uma vez que podem limitar o tratamento, levar & necessidade de sua interrupcéo,
reduzir a motivagdo do paciente em prosseguir com o plano de tratamento e comprometer o
controle local do tumor e as taxas de sobrevida (BRITO et al., 2012).

Desta forma, a mucosite intestinal tem sido foco de alguns estudos que
possibilitaram além de uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares, possiveis
formas de prevencéo e tratamento (PETERSON; BENSADOUN; ROILA, 2011), nos quais,
fatores de crescimento, citocinas e antagonistas, além do uso de probioticos e diversos
nutrientes sdo alguns dos alvos de estudo na area terapéutica (VON BULTZINGSLOWEN et
al., 2006; KEEFE, 2007; SULTANI et al., 2012; JUSTINO et al., 2015).

2.4 Contragdo musculo liso intestinal

O masculo liso intestinal é do tipo unitario, de modo que a estimulacéo elétrica de
uma célula é seguida pela estimulacdo elétrica das células musculares adjacentes, uma vez
que suas células se comunicam por junces intercelulares de baixa resisténcia elétrica, as gap-
junctions. As fibras musculares estdo dispostas em feixes e sdo inervadas por um anico
neurbnio, formando wuma unidade motora. Quando o0 neurdnio secreta seus
neurotransmissores, as células mais proximas sdo excitadas, e a estimulacdo é repassada a
todas as células, gracas as gap-junctions. Isso leva a onda de contracdo, peristaltismo
(KOEPPEN E STANTON, 2009; AIRES, 2012).

Esse processo contratil esta diretamente relacionado ao aumento da concentragéo
intracelular de calcio [Ca?']i. O Ca?" utilizado para a ativacdo do aparelho contratil entra no
compartimento citoplasmatico durante periodos de despolarizacdo da membrana, estiramento
mecanico, ou estimulagdo por agonistas (JHONSON, 2014).

A principal forma de entrada dos ions Ca?* se da pelos canais de Ca* voltagem-

dependentes em resposta a presenca da despolarizacdo da membrana muscular. Estando a
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despolarizacéo relacionada a acetilcolina (ACh) liberada pelos neurdnios do Sistema Nervoso
Entérico (SNE), que ativa 0s receptores muscarinicos acoplados a proteina G, presentes na
fibra muscular lisa gastrintestinal, e promove a ativacdo da Fosfolipase C (PLC). Além desses
mecanismos 0 Ca?* entra na célula muscular pelos Canais de Entrada Capacitiva de Ca®
(CCE), isso leva ao aumento da [Ca?']i, figura 5, (SANDERS, 2001). Logo apés a contracio
os ions Ca?* sdo bombeados para fora da célula, por uma Ca?*-ATPase (CMAP) e pelo
cotransportador Ca®*/Na* (NCE) e do citosol para o reticulo sarcoplamatico pela Bomba
Sarco (Endo) Reticulo Ca?*-ATPase (SERCA), assim a atividade da miosina-quinase é
interrompida e uma fosfatase remove o grupo fosforidil da miosina, desligando o complexo
actina-miosina e promovendo o relaxamento muscular, figura 6. (SANDERS, 2001;
JHONSON, 2014).

Figura 5. Aumento da [Ca?*]i na célula muscular lisa intestinal.
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Fonte. Adaptado de Sanders, (2001); Aires (2012); Jhonson, (2014).

O potencial de repouso da fibra muscular lisa varia entre — 40mV a — 60mV, sendo
sua despolarizacdo deflagrada principalmente pela condutancia de Ca?* em conjunto com o
menor influxo de Na*. No que se refere a repolarizacdo da fibra muscular lisa, a mesma,
ocorre concomitante com o fim da condutincia de Ca®-Na* e devido principalmente ao
efluxo K* (SUZUKI, 2000; SANDERS et al., 2004; AIRES, 2012).
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Figura 6. Mecanismos bioguimicos da contracdo do musculo liso
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Fonte. Adaptado de Jhonson, (2014)

2.5 Alteracdes funcionais

As alteracOes de contratilidade no modelo de mucosite intestinal foi demonstrada
pela primeira vez por Soares et al. (2008), onde na ocasido a administracdo de 5-FU causou a
inflamacédo de todo o intestino delgado em ratos. E quando o musculo duodenal foi avaliado
na presenca de carbacol, 0 mesmo apresentou uma hipercontratilidade na fase inflamatdria e
pos-inflamatoria, contrastando com o retardo do esvaziamento gastrico e transito intestinal
observado. Essa ambiguidade demonstra que a mucosite intestinal gera dismotilidade, o que
pode estar associado aos sintomas colaterais observados nos pacientes tratados com 5-FU.

Além disso, o fato do dano disfuncional permanecer mesmo apds o fim do
processo inflamatorio sugere uma neuroplasticidade entérica ocasionada pela mucosite, que
tem inicio na fase inflamatoria e altera o perfil contratil do musculo liso intestinal de forma
permanente, corroborando com os achados de outros modelos para a inflamagéo intestinal
(COLINS, 1996; LOMAX; FERNADEZ; SHARKEY, 2005; VASINA et al., 2006; LOMAX
et al., 2006).

Outro estudo em modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano, durante

a avaliagdo funcional, Lima-Junior et al. (2012) encontram resultados de aumento da
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contratilidade do musculo duodenal a ACh, reafirmando que o processo inflamatério da
mucosa tem consequéncias no perfil contratil da musculatura intestinal, seja pela interacéo
entre mediadores inflamatorios e 0 SNE, ou pela alteracdo na modulag¢éo neuromuscular.

Os estudos especificos de avaliagdo contratil em modelos de mucosite ainda séo
escassos, por isso faz-se necessario o emprego de outros modelos inflamatdrios intestinais
para compreender o dano funcional imposto ao intestino pela inflamacéao, porém, as alteracoes
da contratilidade do musculo liso intestinal tém sido documentadas ha bastante tempo
independentemente do agente utilizado para induzir a inflamacdo (GROSSI, et al., 1993;
MOURELLE et al., 1996).

Nesse intuito, vario