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RESUMO

Evidéncias da participagcdao de TNF-a e COX-2 nas mucosites oral e intestinal
induzidas por 5-fluorouracil e metotrexato em animais - VILMA DE LIMA. Tese
apresentada ao Curso de Pés-graduagcao em Farmacologia do Departamento de Fisiologia
e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, como pré-
requisito para obtencdo do titulo de Doutor em Farmacologia. Aprovagdo com Louvor em
19 de janeiro de 2004. Orientador: Ronaldo de Albuquerque Ribeiro.

A mucosite é caracterizada por ulceras e sintomas orais e intestinais causados por
drogas citotoxicas, onde prostaglandinas (PG) e citocinas podem exercer efeitos pro-
inflamatérios. O objetivo desse estudo foi verificar os efeitos do celecoxib (CLX) e
indometacina (IND), inibidores da sintese de PG, e de pentoxifiina (PTX) e talidomida
(TLD), inibidores da sintese de citocinas, em mucosites induzidas por antineoplasicos.
Injetou-se 5-fluorouracil (FU 60 e 40 mg/kg-ip) em hamsters Golden machos, para a
mucosite oral (MO); e metotrexato (MTX 2,5 mg/kg-sc) em ratos Wistar e em camundongos
C57 machos, para a mucosite intestinal (MI). Grupos de hamsters com MO foram tratados
sc com CLX (7,5, 15 ou 30 mg/kg), IND (0,25, 0,5 ou 1 mg/kg), PTX (5, 15 ou 45 mg/kg) ou
TLD (10, 30 ou 90 mg/kg) diariamente durante 10 d e avaliados os seguintes parametros:
analises macroscopica e histopatoldgica, atividade da mieloperoxidase (MPO), leucograma
e variacdo de massa corporea. O FU causou pico das ulceracdes e abscessos no 10° dia
(P<0,05), sendo confirmado pela andlise histolégica e atividade da MPO. Observou-se
leucocitose, as custas de neutrofilos, e perda acentuada de massa corporea. CLX (7,5 e 15
mg/kg), mas n&o IND, reduziu as ulceras e abscessos (66,6%), a leucocitose e a perda de
peso. No entanto, CLX 30 mg/kg apresentou perda de eficacia antiinflamatéria, causando
aumento da mucosite oral. PTX (45 mg/kg) e TLD (90 mg/kg) reduziram a intensidade dos
achados (66,6%), diminuindo as ulceracdes e abscessos no 10° dia. Apenas PTX reduziu a
leucositose induzida pela mucosite oral induzida. Na mucosite intestinal, ratos foram
tratados ip com CLX (7,5, 15 ou 30 mg/kg), PTX (15, 30 ou 60 mg/kg) ou TLD (10, 30 ou 90
mg/kg) durante 5 dias, e avaliados pela analise morfométrica, permeabilidade intestinal via
teste da lactulose e manitol, imunohistoquimica para deteccdo de TNF-a, leucograma e
variagbes de massa corporea, de ingestdes de liquidos e alimentos dos animais. O MTX
causou encurtamento dos vilos, aumento da profundidade das criptas, e perda da
integridade do epitélio, com conseqiente redugdo da area absortiva intestinal,
principalmente no duodeno, seguido pelo jejuno e em menor grau, no ileo. Observou-se
leucopenia no 5° dia, além de reducdo de massa corpérea e das ingestdes de liquidos e
alimentos. CLX (30 mg/kg) preveniu a redugéo da area absortiva duodenal em 37%, além
de diminuir a leucopenia. Nao reduziu, porém, a perda de peso, nem alterou as ingestdes
de liquidos ou alimentos. PTX (15 mg/kg) foi capaz de inibir a redugdo da relagao
vilos/criptas em 38% no duodeno, com diminuicdo da solucdo de continuidade do epitélio,
do infilirado inflamatério e conseqliente protecdo da area absortiva. Apesar de néo ter
prevenido a leucopenia ou as baixas ingestdes de liquidos e alimentos, PTX foi capaz de
reduzir a perda de massa corporea significantemente. TLD (30 e 90 mg/kg) reduziu em
37% e 29%, respectivamente, a relagao vilos/criptas duodenais induzida por MTX. TLD (90
mg/kg) causou reducgéo significativa da marcacado de TNF-a tanto ao nivel de epitélio como
na lamina propria, quando comparado a mucosite n&o tratada. Entretanto, TLD n&o reduziu
a leucopenia vista no 5° dia, nem preveniu a redugdo de massa corporea e ingestdes de
liquidos ou alimentos. Camundongos C57BL/6 knockout para receptor R1 de TNF-a (TNF-
R1-/-) apresentam relagao vilos/criptas reduzida em relagdo a animais normais. Estes foram
submetidos a MI por MTX e mostraram menores alteragdes ao nivel de jejuno e ileo. Assim,
os resultados demonstraram que os modelos animais de mucosites oral e intestinal
reproduziram importantes aspectos dessa patologia em humanos. PTX e TLD e em menor
grau, CLX, reduziram a inflamagdo nas mucosas induzidas por antineoplasicos, sugerindo-
se que o TNF-a possa ser um mediador importante nas mucosites, enquanto que as
prostaglandinas possuam uma fungdo dependente de sua concentracgao.
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ABSTRACT

Evidences of TNF-a and COX-2 participation in the oral and intestinal mucositis
induced by 5-fluorouracil and metotrexato in animals - VILMA DE LIMA. Thesis
submitted as a partial fulfilment of the requirement to degree of Doctor's title in
Pharmacology of the Department of Physiology and Pharmacology of the Medicine
Faculty of the Ceara Federal University. Defense date: 2004, january 19. Supervisor:
Ronaldo de Albugquerque Ribeiro.

The mucosite is characterized by ulcers, oral and intestinal symptoms caused by
cytotoxic drugs, where prostaglandinas (PG) and cytokines can cause pro-inflammatory
effects. The objective of this study was verify the effects of the celecoxib (CLX) and
indomethacin (IND), inhibitors of prostaglandins synthesis, and of pentoxifylline (PTX)
and thalidomide (TLD), cytokine synthesis inhibitors, in mucositis induced by
antineoplastic. It was injected 5-fluorouracil (5-FU 60 and 40 mg/kg-ip) in male Golden
hamsters, to the oral mucositis (OM), or methotrexate (MTX 2,5 mg/kg-sc) in male Wistar
rats and C57 mice, to the intestinal mucositis (IM). Hamster groups with OM were treated
sc with CLX (7,5, 15 or 30 mg/kg), IND (0,25, 0,5 or 1 mg/kg), PTX (5, 15 or 45 mg/kg) or
TLD (10, 30 or 90 mg/kg) daily during 10d and the following parameters were measured:
macroscopic and histopathological analyses, myeloperoxidase activity (MPO), leucogram
and body mass variation. The 5-FU caused maximum ulcerations and abscesses in the
10th day (P<0,05). That was confirmed by histological analysis, MPO activity.
Leukocytosis, created by neutrophilia, was observed along with accentuated body mass
loss. CLX (7,5 and 15 mg/kg), instead of the IND, reduced the ulcers and abscesses
(66,6%), the leukocytosis and the weight loss. However, CLX 30 mg/kg presented low
anti-inflammatory effectiveness, resulting in an increase of the oral mucosite. PTX (45
mg/kg) and TLD (90 mg/kg) both reduced the intensity of the results by 66,6%. PTX was
the only one able to reduce the leukocytosis induced by oral mucositis. For intestinal
mucositis, rats were treated ip with CLX (7,5, 15 or 30 mg/kg), PTX (15, 30 or 60 mg/kg)
or TLD (10, 30 or 90 mg/kg) daily during 5d, and studied by the morphometric analysis,
intestinal permeability for the lactulose and mannitol test, immunohistochemistry for TNF-
o detection, leucogram and body mass, ingestions of liquids and food variations of the
animals. MTX caused shortenment of the vilous, increased depth of the crypts, and
epithelium integrity loss, with consequent reduction of the absortive intestinal area, mainly
in the duodenum, in the jejunum, and in smaller degree, in the ileum. Leucopenia was
observed in the 5th day, followed by an accentuated loss weight and lower ingestions of
liquid and food. CLX (30 mg/kg) prevented the reduction of the duodenal absorptive area
in 37%, besides decreasing the leucopenia. However, it did not reduce the weight loss,
neither the lowest ingestion of liquid and/or food. PTX (15 mg/kg) was capable to inhibit
the reduction of the ratio vilous/crypts in 38% in the duodenum, with decrease of the
epithelium continuity solution, of the inflammatory infiltrated and consequent protection of
the absorptive area. Even not preventing the leucopenia or the low ingestion of liquid
and/or food, PTX was capable to reduce the weight loss. TLD (30 and 90 mg/kg) reduced
by 37% and 29%, respectively, the shortenment of the vilous and increase the depth of
the duodenal crypts induced by MTX, with smaller loss of epithelial absorptive area. TLD
(90 mg/kg) caused a significant reduction of the TNF demarcation at the epithelium when
compared to untreated mucositis. However, TLD didn't reduce the leucopenia observed in
the 5th day, nor the weight loss or the low ingestion of liquid or food. C57BL/6 knockout
mice to R1 TNF-a receptor (TNF-R1-/-) have a reduced ratio vilous/crypts when
compared to normal animals. They were submitted to a IM by MTX and showed minor
alterations at the jejunum and ileum segments. In conclusion, the results showed that
animal oral and intestinal mucositis reproduced important aspects of this patology in
humans. PTX and TLD, and minor grade, CLX, reduced the antineoplasic mucositis
inflammation, suggesting that TNF-a is an important mediator in mucositis, while
prostaglandin possess function concentration dependents.
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I. INTRODUGAO

As células que constituem os animais sdo formadas por trés partes: a
membrana celular, que é a parte mais externa da célula; o citoplasma, que
constitui o corpo celular; e o nucleo, que contém cromossomas, 0s
compostos génicos (Figura 1). Toda a informacdo genética encontra-se
inscrita nos genes, numa "memoéria quimica", o acido desoxirribonucléico
(DNA). Através do DNA, os cromossomas passam as informagdes

necessarias para o funcionamento celular (Cooper 2000).

Membrana celular

) Nucleo
Citoplasma

carcinogénese

Agente \VJj

Cancerigeno  cgjyla normal Célula cancerigena

Figura 1: Desenho esquematico da génese da célula cancerosa

Uma célula normal pode sofrer modificacées no DNA dos genes. E o
que chamamos mutagdo genética. As células, cujo material genético foi
alterado, passam a receber instru¢ées de maneira errada para exercerem as
suas atividades. Tais alteragbes podem ocorrer em genes especiais,
denominados proto-oncogenes, que a principio, s&do pouco ativos em células
normais. Quando ativados de forma errbnea, os proto-oncogenes
transformam-se em oncogenes, responsaveis pela malignizagao
(cancerizagdo) das células normais. Essas células diferentes sao

denominadas cancerosas (Cooper 2000).

O cancer ou neoplasia maligna, portanto, € uma doenca caracterizada
por apresentar proliferagdo celular descontrolada; perda de funcéo, devido a
falta de propriedades de diferenciagéo celular; além de poder de invaséo e
capacidade de metastizar-se, isto é, disseminar-se para outras partes do
corpo (Rang et al. 2003). Trata-se de uma das principais causas de morte

nos paises desenvolvidos ou em vias de desenvolvimento, podendo-se



estimar que pelo menos um em cada cinco habitantes da Europa e da

América do Norte ira morrer de cancer (Rang et al. 2003).

O Brasil apresenta um quadro sanitario em que se combinam doencas
ligadas a pobreza, tipicas dos paises em crescimento, e doengas cronico-
degenerativas, caracteristicas dos paises mais desenvolvidos. Essa situagao
reflete, inquestionavelmente, as contradi¢des do processo de evolugao do

Pais.

Durante o século XX diversas modificagdes demograficas e
econdmicas ocorreram em nosso pais, com consequéncias marcantes nas
taxas de incidéncia, prevaléncia e mortalidade de varias doengas. As
neoplasias malignas ocupam o terceiro lugar em ébitos por causas definidas,
com 11,9% sobre o total de morte no Brasil, sendo precedidas apenas por

doengas do aparelho circulatério e causas externas (INCa-MS 1996-2004).

A ocorréncia estimada de 6bitos por cancer para o ano de 2002 foi de
122.600 em todo o territério brasileiro, representando uma taxa especifica de
mortalidade de 76,82 por 100.000 homens e 63,76 por 100.000 mulheres. De
acordo com os Registros de Cancer de base populacional, as mais altas
taxas entre homens encontram-se em Porto Alegre e Campinas, em seguida,
em Fortaleza e Belém (INCa-MS 1996-2004). Nesse sentido, a prevencéao e
o diagnostico oportuno s&o atualmente as medidas mais eficazes que se
dispbe para melhorar o prognostico do céancer. Os ultimos anos
testemunharam o aperfeicoamento dos farmacos ja existentes e o uso de
novas drogas adjuvantes para vencer a resisténcia tumoral e minimizar as
toxicidades farmacologicas. Estes farmacos, que vém contribuindo para a
eliminagao e destruicdo das células neoplasicas, sdo descritos sob o amplo

titulo de agentes antineoplasicos (Kowalski & Nishimoto 2000).

Neste contexto, ao mencionarmos a palavra - cancer,

automaticamente remetemo-nos a idéia de uma doenca fatal e, com isto,



receber tal diagndstico, implica defrontar-se com um dos maiores medos da
humanidade — a morte. As experiéncias relacionadas ao cancer sao sempre
negativas e o pensamento de que os tratamentos s&o arrasadores invadem
as pessoas e geram emogbes variadas. A maneira como reagimos as
vicissitudes do cotidiano esta relacionada aos nossos habitos e as nossas
crengas sobre o que somos, 0 que deveriamos ser e sobre como 0s outros
poderiam ser. Entretanto, o paciente apenas recebe o diagndstico e logo se
depara com a necessidade de protocolos diversos de tratamentos, dentre os

quais estao as quimioterapias.

O papel dos farmacos antineoplasicos na luta contra o cancer
expandiu-se enormemente nestas ultimas décadas. Estes agentes, como
dito, sdo capazes de curar diversos tumores avancados e constituem o
tratamento de escolha de numerosas neoplasias malignas amplamente
disseminadas, as quais ndo podem ser alcangadas pela cirurgia ou est&do
além dos limites da radioterapia. Sdo, também, utilizados como auxiliares de
cirurgia e de irradiagdo na prevengao de metastases dos tumores primarios

tratados localmente (Calabresi & Chabner 2003).

Infelizmente, os agentes antineoplasicos n&o sédo especificos aos
tumores e, portanto, destroem todas as células que estejam em diviséo
celular ativa. Desse modo, ndo s6 as células malignas, mas também as dos
tecidos normais que proliferam rapidamente como os do trato
gastrointestinal, tornam-se sujeitas as agdes desses farmacos (Kwok &
Schubert 2000).



Il. REVISAO DE LITERATURA



Il. REVISAO DE LITERATURA

1. Drogas antineoplasicas

O papel dos farmacos antineoplasicos na luta contra o cancer
expandiu-se enormemente nestas Uultimas décadas. Estes agentes sao
capazes de curar diversos tumores avangados e constituem o tratamento de
escolha de numerosas neoplasias malignas amplamente disseminadas, as
quais nao podem ser alcangadas pela cirurgia ou estao além dos limites da
radioterapia. Sao, também, utilizados como auxiliares de cirurgia e de
irradiacdo na prevencdo de metastases dos tumores primarios tratados
localmente (Calabresi & Chabner 2003).

Tais drogas incluem os quimioterapicos tradicionais (isto €, agentes
alquilantes, antimetabdlitos, antibioticos, esteroides, alcaldides vegetais e
outros farmacos), os modificadores das respostas biolégicas e os agentes
utilizados especificamente para proteger o paciente dos efeitos toxicos

desses farmacos (Knox et al. 2000).

O objetivo da quimioterapia das neoplasias malignas consiste em
erradicar células tumorais viaveis, sem lesar significativamente os tecidos
normais do hospedeiro. Para que este fim seja alcangado, contudo, é
necessario que o tumor seja sensivel aos agentes antineoplasicos, que os
sitios receptores nas células tumorais sejam expostos a concentragdes
adequadas de drogas ativas por um periodo suficiente de tempo, e que as
células hospedeiras sejam resistentes aos efeitos desses agentes
(Donehower et al. 1995).

As drogas antineoplasicas matam ou comprometem as células
tumorais susceptiveis, por bloquear uma via metabdlica ou bioquimica

sensivel a droga. Algumas, como os antimetabdlitos, atuam por inibigdo da



duplicacao do acido desoxirribonucléico (DNA) e sdo mais eficazes contra as

células em rapida divisao celular (Calabresi & Chabner 2003).

1.1. Antimetabdlitos

Os antimetabdlitos apresentam forte semelhanca estrutural com o
acido félico e as bases purina e pirimidina envolvidas na sintese de DNA,
RNA e determinadas enzimas. Diferem, entretanto, no arranjo molecular do
metabdlito correspondente, em grau suficiente para atuarem como
substratos falsos em reagdes bioquimicas, inibindo etapas de sintese ou
incorporando-se em moléculas e interferindo na fungao ou replicacao celular
(Kwok & Schubert 2000).

Tipicamente, os antimetabdlitos exercem seus principais efeitos
durante a fase S (sintese de DNA) do ciclo celular. Por conseguinte,
interferem no crescimento das células de rapida proliferacdo em todo o
organismo — medula O&ssea, células germinativas, foliculos pilosos e
revestimento do trato gastrointestinal. Existem trés classes de
antimetabolitos, os analogos do acido félico, os analogos da purina e os
analogos da pirimidina (Kwok & Schubert 2000).

Dentre esses diferentes farmacos, destacam-se o 5-fluorouracil,
analogo da pirimidina, e o metotrexato, antagonista do acido félico, ndo
apenas por serem drogas com as mais extensas histérias, mas
principalmente, pela diversidade de usos terapéuticos aos quais se destinam

e, conseqlientemente, seus variados efeitos colaterais.
1.1.1. Fluorouracil
O desenvolvimento de analogos das pirimidinas como agentes com

potencial antineoplasico envolveu o pressuposto de que os acidos nucléicos

estdo relacionados com o controle de proliferacédo celular. Assim, drogas



como o fluorouracil, exercem multiplos efeitos sobre o crescimento celular
anormal e estdo, portanto, incluidas entre os farmacos de maior utilidade

para o tratamento de tumores solidos e leucemias (Pizzorno et al. 2000).

Adicionalmente, o fluorouracil possui atividade contra alteracbes
malignas epiteliais, atingindo canceres de mama, do trato gastrointestinal, de
ovario e de cabecga e pescog¢o. Um conhecimento mais detalhado acerca de
seu metabolismo intracelular tem favorecido, portanto, o interesse em
combinagdes com moduladores bioquimicos, agentes que ndo possuem ou
que apresentam apenas limitada atividade antineoplasica quando
administrados isoladamente. No entanto, estes agentes aumentam o
metabolismo ou os efeitos citotoxicos do fluorouracil, agindo em sinergismo
com drogas como a cisplatina, o metotrexato e outros (Allegra & Greem
2001)

O fluorouracil (5-FU), uma pirimidina fluorada, € preparado a partir da
substituicdo de um atomo de hidrogénio por outro mais estavel de fluor na
posicdo 5 da molécula de uracil (Figura 2). Este sitio especifico de
substituicdo no anel pirimidina foi selecionado porque ele pode inibir a
subsequente conversao do nucleotidio uracil em nucleotidio timina (Pinedo &
Peters 1988).
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Figura 2: Estrutura da molécula do fluorouracil

Evidéncias experimentais tém sugerido numerosos sitios de agao do
fluorouracil. A relativa importancia de cada um varia amplamente entre os
diferentes tecidos normais ou neoplasicos. Normalmente, os efeitos sao
divididos quanto as toxicidades direcionadas ao DNA ou ao RNA das células
(Pizzorno et al. 2000).



Dessa forma, o fluorouracil, apés a conversdo intracelular em
monofosfato de 5-fluoro-2’-desoxiurudina (FDUMP) atua como potente
antimetabolito que se liga a timidilato sintetase, inibindo-a (McCarthy et al.
1998). Tal atividade resulta em inibicdo do acido timidilico e
comprometimento da sintese de DNA e, consequentemente, do crescimento
celular. O metabolismo do fluorouracil também produz um intermediario
critico, o trifosfato de 5-fluorouridina (FUTP), que se incorpora no RNA e
interfere na sua funcdo. O FDUTP também pode incorporar-se ao DNA,
produzindo quebras de filamento Unico que contribuem para a citotoxicidade
(Pinedo & Peters 1988).

O fluorouracil € comumente administrado por via intravenosa, na
forma de bolus ou como infusdo continua prolongada por alguns dias,
durante um periodo de varios meses. A infusdo continua é vantajosa, visto
gue a meia-vida da droga é curta, dez a vinte minutos, e o fluorouracil, como
outros antimetabdlitos, atua na fase S do ciclo celular. Isto oferece maior
oportunidade para as populagdes de células, que ndo se encontram na fase

S, passarem para uma fase sensivel (Allegra & Greem 1997).

Em virtude dos efeitos primarios do fluorouracil serem exercidos em
tecidos de rapida divisdo celular, especialmente os das mucosas do trato
gastrointestinal e medula éssea (McCarthy et al. 1998), seus efeitos
adversos podem ser potencialmente fatais, sendo descrita, inclusive, a
ocorréncia de isquemia do miocardio causada por vasoespasmos da artéria
coronaria. O espectro de toxicidades associadas com esse farmaco, tais
como anorexia, vOmitos, estomatite, mucosite e diarréia, varia
consideravelmente de acordo com a dose, 0 esquema posoldgico adotado e

a via de administracao (Pizzorno et al. 2000).



1.1.2. Metotrexato

Os antagonistas do acido fdlico, frequentemente chamados de
antifolatos, s&o drogas usadas como agentes antineoplasicos,
antimicrobianos, antiinflamatoérios e imunossupressores. Enquanto varios
antagonistas do folato tém sido desenvolvidos e novos outros estdo sob
ensaios clinicos, o metotrexato (MTX) € o antifolato mais bem caracterizado

e a mais versatil droga quimioterapéutica em uso na pratica clinica (Kamen
et al. 2000).

Assim, o metotrexato, um antimetabdlico analogo 4-amino, 10-metil do
acido fdlico (Figura 3), é um dos farmacos mais utilizados na quimioterapia
do cancer. E uma droga essencial para pacientes com coriocarcinomas
uterinos, leucemias, canceres de mama, de urotélio e de cabecga e pescoco,
linfomas e osteosarcomas (Allegra & Grem 1997).
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Figura 3: Estrutura da molécula do metotrexato

Além das indicagbes para tratamento das neoplasias malignas, os
antifolatos também tém sido utilizados como abordagem terapéutica de
doengas nao malignas como psoriase, artrite reumatéide, doenga enxerto-
versus-hospedeiro, infecgdes bacterianas e parasitarias associadas com a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Kamen et al. 2000).

Os antagonistas do folato sdo tidos como drogas citotoxicas que
agem por interferirem em um ou mais passos de biossintese que envolvem
coenzimas de folato. Teoricamente, um analogo do folato pode funcionar por

uma ou mais vias, como, por exemplo, competindo pela captacao de folatos
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para dentro das células, inibindo a formagao dessas coenzimas ou, ainda,
impedindo uma ou mais reagdes que sao mediadas por coenzimas de folato
(Rang et al. 2003).

Desse modo, o principal mecanismo de acdo do metotrexato é a
inibicdo competitiva da enzima diidrofolato redutase (DHFR), resultando na
diminuicdo da conversao do diidrofolato (FH2) em tetra-hidrofolato (FH4), o
qual seria doador metil e parcialmente oxidado durante a sintese de novo da
timidina monofosfato (DTMP) a partir da deoxiuridina monofosfato (DUMP)
(Figura 4).

METOTREXATO

DHFR | €—(-) A ()—»| DHFR

N .

F(glu)n FH(glu)n FHa(glu)n

/

FH4(glu)n + C

Timidilato

A/s;intetase
DTMP T(-) DUMP

FLUOROURACIL

Figura 4: Diagrama simplificado da acdo do metotrexato e do fluorouracil na sintese
da timidilato. A poliglutamato tetraidrofolato FH4(glu)n age como carreador de um unidade
de carbono, fornecendo um grupo metil necessario para a conversao da 2’-deoxiuridilato
(DUMP) para 2’-deoxitimidilato (DTMP) pela timidilato sintetase. Esta transferéncia de
carbono resulta na oxidagao do FH4(glu)n. Fluorouracil é convertido para FDUMP, o qual
inibe a timidilato sintetase. (DHFR= diidrofolato redutase) (Rang et al. 2003).

A menor quantidade da conversao do diidrofolato em tetra-hidrofolato
causa comprometimento da sintese do acido timidilico e acido inosinico. As
deficiéncias desses acidos retardam a sintese do DNA e RNA. A sintese das
proteinas também ¢é inibida, visto que os folatos reduzidos atuam como co-
fatores na conversdo da glicina em serina e da homocisteina em metionina
(Bleyer 1978).
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O metotrexato é facilmente absorvido pelo trato gastrointestinal e
excretado principalmente na urina. Portanto, na presenca de insuficiéncia
renal ocorre retengdo da droga, o que conduz a sua rapida elevagao sérica.
Paralelamente, observa-se alguma reciclagem éntero-hepatica da droga,
causando um aumento em sua meia-vida de eliminacdo (Allegra & Grem
1997).

Este farmaco, apesar de ndo atravessar com facilidade a barreira
hematoencefalica e por isso ndo atingir concentragdes adequadas no liquido
cefalorraquidiano (LCR), tende a distribuir-se nos “terceiros espagos”, como
liquidos ascistico, pleural ou peritoneal. Estes locais atuam como
reservatorios da droga. Portanto, a presencga destas caracteristicas clinicas
ou de insuficiéncia renal contribui para o aumento da toxicidade do farmaco
(Donehower et al. 1995).

Adicionalmente, o metotrexato se liga significativamente a albumina
plasmatica e, por isso, pode ser deslocado por algumas drogas como 0s
salicilatos, sulfonamidas, diuréticos, hipoglicemiantes, difenilhidantoina,
tetraciclinas, cloranfenicol, acido para-aminobenzéico e agentes
antiinflamatorios acidos. Preparagdes vitaminicas que contenham &acido
félico ou seus derivados podem, também, alterar as respostas ao

metotrexato (Allegra & Grem 1997).

Os tecidos ativamente proliferativos, tais como os tumores malignos,
as células fetais, do epitélio dérmico, da mucosa gastrintestinal e da bexiga,
sdo 0s mais sensiveis aos efeitos desse agente. Como a proliferagao celular
nos tecidos malignos € maior que na maioria dos tecidos normais, é de se
esperar que o metotrexato possa, portanto, impedir o crescimento tumoral
sem causar danos irreversiveis as células do hospedeiro (Kamen et al.
2000).
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Entretanto, os efeitos téxicos primarios da terapia com metotrexato
consistem em mielossupressdao, manifestada na forma de leucopenia e
trombocitopenia, que podem resultar em infecgao secundaria e hemorragia,
além de estomatite, faringite, esofagite e de mucosite gastrintestinal (Kwok &
Schubert 2000).

A ocorréncia desses efeitos adversos depende da dose, do esquema
terapéutico e da via de administragdo da droga. A mucosite, em particular, é
um importante efeito colateral e usualmente surge por volta de 3 a 7 dias
apods a terapia com metotrexato. Esta alteracdo, quando ocorre, € um sinal
precoce de toxicidade, o que obriga a descontinuidade do tratamento

quimioterapico (Kamen et al. 2000).

2. Complicacdes do tratamento quimioterapico

Os efeitos citotoxicos de varias drogas foram observados bem antes
do inicio do século passado. Entretanto, foi apenas em meados da década
de quarenta que a sua utilidade foi reconhecida no tratamento de neoplasias.
A guerra quimica com mostarda de enxofre na Primeira Guerra Mundial, que
resultou na diminuicdo dos linfonodos e tecidos mieldides nas vitimas,

tornou-se um marco para a quimioterapia do cancer (Chabner et al. 2003).

Infelizmente, os agentes antineoplasicos n&o s&o especificos aos
tumores e, portanto, destroem todas as células que estejam em diviséo
celular ativa. Desse modo, ndo s6 as células malignas, mas também as dos
tecidos normais que proliferam rapidamente como os do trato
gastrointestinal, medula 6ssea e foliculos pilosos, tornam-se sujeitas as

acoes desses farmacos (Kwok & Schubert 2000).
Enquanto o manejo de diversas toxicidades relacionadas a

quimioterapia, como a mielossupresséo, nauseas e vomitos, tem evoluido, a

incidéncia de mucosites, no entanto, tem aumentado. Este efeito colateral
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consiste num processo inflamatério que acomete as mucosas orais €
gastrointestinais, e pode ser considerado uma importante toxicidade limitante
do uso de agentes citotoxicos antimetabdlitos, tais como 5-fluorouracil,
metotrexato e antagonistas de purinas. Antibidticos antitumorais, como
doxorrubicina, e outros agentes como hidroxiuréia e procarbazina, também
causam tais alteragdes inflamatdrias (Loprinzi et al. 1995, Berger & Kilroy
2001).

2.1.Mucosite Oral

As manifestacbes orais constituem um aspecto particularmente
proeminente da toxicidade de agentes antineoplasicos, afetando a qualidade
de vida, a habilidade de tolerar a quimioterapia e o custo geral do tratamento
(Rubenstein 1998). As lesbes eritematosas e ulcerativas causadas por
farmacos estomatotdxicos produzem ndo apenas intenso desconforto,
resultando em redugédo da ingestdo de alimentos e liquidos, mas também,
perda da integridade da mucosa. Com isto, favorece-se o aparecimento de
infecgbes secundarias ou o risco de influxo sistémico de microorganismos
orais e de seus produtos (Sonis & Clark 1991; McCarthy et al. 1998; Knox et
al. 2000).

Como consequéncia, tal influxo, freqlientemente, resulta em
septicemia em um individuo imunocomprometido. De fato, pacientes com
mucosite e neutropenia tém um risco relativo desta complicagdo, o qual é

quatro vezes maior do que em individuos sem mucosite (Eting et al. 1992).

A frequéncia da mucosite oral é variavel e influenciada pelo
diagndstico, pela idade e pelo grau de saude oral do paciente, além do tipo,
dose e esquema posoldgico do agente antineoplasico utilizado (Sonis 1998).
Aproximadamente 30 a 40% dos pacientes que recebem quimioterapia do
cancer apresentam algum grau de mucosite. Ainda, em torno da metade

destes individuos desenvolve lesdes graves que requerem modificacdo do
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tratamento, que inclui analgesia parenteral com narcéticos, interrupgao da
terapia ou hospitalizagdo para controle da dor, da desidratacdo ou da

desnutricdo (Spijkervet & Sonis, 1998).

A incidéncia dessas condigdes é consistentemente mais elevada entre
pacientes submetidos a terapéuticas para transplantes de medula Ossea,
terapia de infusdo continua para tratamento dos canceres de mama e colon,
além de tumores de cabeca e pescoco. Entre pacientes sob protocolos de
alto risco, a mucosite grave ocorre com frequéncia que excede os sessenta

por cento (Knox 2000).

Assim, os fatores que afetam a susceptibilidade a mucosites sao
heterogéneos e pobremente compreendidos. Embora seja dificil prever se
determinado paciente ira desenvolver mucosite apenas em decorréncia das
drogas administradas, varios agentes possuem claramente maior propenséo
a lesar a mucosa oral, como o fluorouracil, o metotrexato, a doxorrubcina e a
aldesleucina (Schubert et al. 2000). Entretanto, estimativas precisas sao
bastante raras de serem obtidas devido a falta de padronizagdo dos
procedimentos relatados e as variagdes de classificacdo das lesdes,
somadas a auséncia de rotinas estabelecidas de triagem de pacientes
recebendo determinados agentes antineoplasicos (McCarthy et al. 1998).
Finalmente, quando um paciente desenvolve mucosite com determinado
esquema quimioterapico, € provavel que ocorra mucosite com cursos
subsequentes de terapia se 0 mesmo esquema ainda for utilizado (Schubert
et al. 2000).

As lesbes ulcerativas surgem como consequéncia dos efeitos
citotoxicos inespecificos dos agentes quimioterapéuticos sobre as mitoses
de células de rapida divisdo celular, presentes nas camadas basais do
epitélio oral (Sonis et al. 1990). Tem sido descrita uma hipétese complexa
para o mecanismo pelo qual se desenvolve a mucosite oral, a qual € apoiada

em trés observagdes: a) a cinética do desenvolvimento de mucosite oral
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corresponde ao mesmo periodo de proliferacao celular do epitélio oral. As
ulceras surgem aproximadamente uma semana apdés a administracdo dos
farmacos e cicatrizam por volta dos 14 dias (Laine et al. 1992); b) fatores que
alteram a taxa basal de proliferacdo celular também modificam a
susceptibilidade dos tecidos aos efeitos das drogas antineoplasicas (Sonis et
al. 1978; Sonis & Sonis 1979); c) os epitélios que apresentam baixa taxa de
proliferacéo celular, tais como os da pele, sdo poupados dos efeitos toxicos

dessas drogas (Sonis et al. 1994).

A toxicidade direta da mucosa decorrente da quimioterapia constitui a
principal causa de mucosite. No entanto, sua forma observada clinicamente
pode ser modificada por diversos fatores, como o traumatismo ou irritagcdes
fisica e quimica da mucosa, infec¢des e disfungdo das glandulas salivares,
bem como condigbes imunes especificas, como pénfigo ou imunodeficiéncia
de IgA . Tal citotoxicidade compromete a mucosa oral e impede o reparo de
lesbes causadas, inclusive, por funcdes fisioldgicas (Berger & Kilroy 2001).
Nesse sentido, a émese pode induzir o aparecimento de lesées devido a
exposi¢ao da mucosa ao suco gastrico acido. Adicionalmente, restauracdes
dentarias defeituosas, dentes fraturados ou proteses dentarias mal
adaptadas podem, também, contribuir para a exacerbacdo de tais lesbes
(Sonis et al. 1990). Tem sido demonstrado que existe uma forte correlagao
entre higiene oral deficiente e estomatite. Pacientes que tiveram seus
problemas dentarios e periodontais resolvidos e que praticaram otima
higiene oral apresentaram uma reducao significativa de complicagcbes orais

associadas a quimioterapia do cancer (McCarthy et al. 1998).

As superficies mucosas da cavidade oral possuem diferentes taxas de
renovacao celular, que varia de quatro a cinco dias para a mucosa bucal e
labial ndo queratinizada, e até 14 dias para o palato duro ortoqueratinizado.
Quanto mais rapida a taxa de divisdao celular das células epiteliais
progenitoras, maior a susceptibilidade a lesdo por quimioterapia. Do ponto

de vista histolégico, a lesdo da mucosa caracteriza-se pela atrofia da
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mesma, presenca de infiltrado de células inflamatérias, degradacdo de
colageno e edema. Clinicamente, estas alteragcbes sao inicialmente
evidentes na forma de rubor da mucosa. Se o estimulo adverso persistir,
podera ocorrer ulceracdo na forma de lesdes isoladas, podendo evoluir para

Ulceras confluentes (Peterson & D’Ambrosio 1994).

Em geral, as alterag¢des iniciais da mucosite oral tornam-se evidentes
dentro de trés a seis dias apds o inicio da quimioterapia. A lesdo atinge seu
auge dentro de sete a onze dias apds a ultima dose, e, a seguir, observa-se
a cicatrizagcao da mucosa nas proximas uma a trés semanas (Schubert et al.
2000).

Sonis e colaboradores, através de um grande numero de observagdes
clinicas e experimentais, ttm demonstrado a complexidade fisiopatoldgica da
mucosite. Esses autores propuseram uma hipotese para o desenvolvimento
da estomatotoxicidade, descrevendo a mucosite como um processo

complexo no qual ocorre uma sequéncia de eventos biolégicos (Sonis 1998).

Essencialmente, quatro fases interdependentes sdo descritas. A fase
inicial dita vascular ou inflamatdria, surge logo apds o insulto produzido pelo
agente quimioterapico. Nesta, ocorre a liberagao de citocinas inflamatérias,

resultando em dano tecidual local e aumento da vascularizagao.

Na segunda fase ou estagio epitelial, o0 agente quimioterapéutico afeta
a fase S do ciclo celular, resultando em taxas reduzidas de divisdo celular no
epitélio basal oral. Isto conduz a uma menor renovacao celular, atrofia e
consequente ulceragado. Esta, possivelmente, deve ser a fase taxa-limitante
no processo. De forma interessante, a frequéncia da mucosite € muito maior
em criangas e isto se deve a alta taxa basal de proliferagcao celular, do que
em adultos, os quais, no entanto, sdo mais vulneraveis aos farmacos

antineoplasicos.
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Na terceira fase, areas localizadas de ulceragbes podem ocorrer, as
quais tornam-se recobertas por pseudomembranas de fibrina. Em adigcao,
uma colonizagdo secundaria por flora microbiana mista, em particular,
bactérias Gram-negativas, fornece uma fonte de lipopolissarideos. Tais
endotoxinas podem, adicionalmente, estimular a liberacdo de citocinas a
partir dos tecidos circundantes, exacerbando esta condicdo. Esta fase
ulcerativa e/ou bacteriolégica é a mais sintomatica e usualmente ocorre
durante o periodo de grave neutropenia do paciente. Na quarta fase, a
cicatrizacdo ocorre concomitantemente com a proliferacao e a diferenciagao
celulares. Além disso, observam-se o retorno da flora microbiana normal e a

recuperacao do numero de leucdcitos.

Adicionalmente, estudos recentes tém mostrado que muitos agentes
antineoplasicos danificam as células por meio de um programa comum de
morte celular chamado apoptose (Plevova 1999). Esta forma de morte € um
processo fisioldégico que ocorre em células senis ou danificadas e que serve
para eliminar aquelas que nao estdo em uso. Entretanto, uma disfuncédo em
uma via apoptoética pode resultar tanto em excesso, como em deficiéncia de
apoptose. Isto pode resultar em estabelecimento de diferentes estados de
doenga, como no cancer ou na AIDS (Grodzicky & Elkon 2002). Portanto, é
perfeitamente aceitdvel que a apoptose possa estar envolvida no
desenvolvimento da mucosite oral induzida por antineoplasicos (Plevova
1999).

No passado, as complicagcbes orais da terapia antineoplasica eram
consideradas inevitaveis e, muitas vezes, ndao eram reconhecidas
precocemente. Além disso, eram tratadas retrospectivamente ao invés de
uma maneira preventiva. Felizmente, uma conduta mais cientificamente
baseada para analise de tais complicagcdes tem produzido importantes
informacdes relativas a determinagao prospectiva de riscos, a intervencoes
técnicas, aos diagndsticos diferenciais de mudangas dos tecidos duros e

moles e as terapias apropriadas (Sonis 2000).
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Os sintomas iniciais consistem em irritacdo e queimacgao leves. Com a
evolugdo da atrofia e a degradagcdo da mucosa, as queixas de dor oral
crescente quase sempre exigem o uso de analgésicos opidides em altas
doses (Schubert et al. 2000). Durante muito tempo, a maioria dos regimes
terapéuticos da mucosite tinha sido orientada essencialmente para a
paliacdo dos sintomas e redugéo da influéncia dos fatores secundarios sobre
a mucosite. Mais recentemente, as novas intervencdes estudadas tém-se
voltado para a prevencdo (Knox et al.,, 2000). Entretanto, um protocolo
padronizado relacionando tratamento e medidas preventivas ainda se faz
necessario, visto que muitos regimes terapéuticos ndo possuem sua eficacia

claramente estabelecida (Herrstedt 2000; Berger & Kilroy 2001).

Nesse sentido, as abordagens terapéuticas da mucosite podem ser
divididas em estratégias preventivas ou curativas. As primeiras incluem trés
categorias: a) modificacdo da exposicdo da mucosa oral aos agentes
antineoplasicos, através do uso do alopurinol, crioterapia, brometo de
propantelina ou diversificagcdes de esquemas posoldgicos; b) modificacdo da
proliferacdo epitelial da mucosa, com o uso de betacaroteno, diniprostona,
misoprostol, tretionina, glutamina, citocinas e mitégenos e c) alteragdo do
potencial para complicacbes infecciosas e inflamatdrias da mucosa oral,
através do uso de clorexidina, aciclovir, camomila, sucralfato, dentre outros
(Knox et al., 2000).

As intervencbes curativas da mucosite estabelecida tém sido
primariamente direcionadas a suportes analgésicos e nutricionais
parenterais. Obviamente, existe um lapso entre os objetivos almejados,
prevencdo e tratamento. Contudo, observam-se que algumas medidas
preventivas sao capazes, também, de promover a cura das lesbes. Como
exemplo, estratégias que modificam a capacidade de proliferacao epitelial
podem reduzir a incidéncia, a gravidade e a duragdo das lesdes. Dessa

forma, o desenvolvimento de novas abordagens em ambas as dire¢des
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devera surgir a partir de uma melhor compreensdao de mecanismos

fisiopatolégicos moleculares e celulares da mucosite oral (Knox et al. 2000)

2.2. Mucosite Intestinal

As mucosas do trato gastrointestinal inferior, dada a sua alta taxa
proliferativa, sdo, também, particularmente susceptiveis a complicacdes,
frequentemente encontradas em individuos submetidos a terapias do céancer,
cujos tumores podem ou nao ser originarios do trato alimentar. Assim,
diagnostico e tratamento apropriados destas condigdes s&o a parte critica de

um cuidado multidisciplinar destes pacientes (Sinicrope & Levin 2000).

A exemplo do que ocorre as manifestacbes orais, as mucosites
gastrointestinais também constituem um aspecto especialmente relevante de
toxicidade dos agentes antineoplasicos, causando significantes morbidade e
mortalidade (Woo et al. 2000).

Os estudos sobre mucosite tém sido o interesse dos cientistas ha
mais de vinte anos (Herrstedt 2000). No entanto, a maioria das pesquisas
nesta area tem-se voltado as manifestacdes orais, sobretudo, devido a maior
facilidade de acesso visual e aos resultados dos tratamentos serem bastante
evidentes. Isto justifica a pouca compreensdo de mecanismos moleculares e
celulares das mucosites intestinais. Apesar de sua alta incidéncia entre os
pacientes, seu mecanismo exato ndo esta completamente elucidado, nem
tampouco ha um protocolo definitivo para prevengdo e (ou) tratamento

dessas lesdes induzidas pela quimioterapia do cancer (Keefe et al. 1997).

Mucosite € um termo que descreve uma sindrome caracterizada por
ulceragdes e sintomas gastrointestinais. A forma intestinal € um efeito
colateral comum experimentado por pacientes sob quimioterapia ou
radioterapia abdominal para tratamento de canceres. Contudo, ndo € um

processo mediado exclusivamente ao nivel intestinal, observando-se,
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concomitantemente, lesdes orais, como anteriormente abordadas, mal-estar
geral, vémito, anorexia, além de dor abdominal e, principalmente, diarréia.
Em muitos casos, esses sinais e sintomas conduzem a redugdo ou mesmo a
suspensdo do tratamento quimioterapico. Infelizmente, quando isto ocorre,
normalmente o prognoéstico do cancer torna-se bastante desfavoravel
(Sinicrope & Levin 2000).

O epitélio intestinal € composto por uma camada simples de células
epiteliais que separam toxinas e antigenos bacterianos, altamente
concentrados no lumen intestinal, dos tecidos linféides associados ao trato
intestinal (Kagnoff & Eckmann 1997). Dessa maneira, tal superficie
representa uma importante barreira entre os agentes deletérios presentes no

[lUmen e o organismo (Sturm et al. 1999).

Uma fungdo de barreira mucosa defeituosa, causada por defeitos
intrinsecos ou como consequéncia secundaria de inflamacéo, pode conduzir
a uma recaptacgao antigénica indiscriminada pelo lumen, o que deprime os
mecanismos de defesa do hospedeiro via respostas imunes de mucosa
(Gardiner et al. 1995). Portanto, um reparo epitelial eficiente € o componente

essencial na resolucdo da inflamagao intestinal (Han et al. 2000).

De fato, tem-se observado a enorme capacidade da superficie
epitelial do intestino de recuperar rapidamente sua integridade apos sofrer
extensa injuria (Sturm et al. 1999). Assim, para o epitélio intestinal poder
cicatrizar e restabelecer sua continuidade anterior, ocorre um processo
bifasico. Inicialmente, com o objetivo de restaurar a fungdo de barreira da
mucosa, observa-se uma migragdo rapida das células epiteliais viaveis
adjacentes ou imediatamente abaixo da superficie injuriada para a area
danificada. Este processo ocorre dentro de poucos minutos apds injuria
fisica ou quimica (Wilson & Gibson 1997; Beck & Podolsky 1999) e
denomina-se restituicdo epitelial ou, simplesmente, reepitelizagdo (Lacy
1988).
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O principal papel que a restituicao epitelial exerce na recuperacao da
funcdo de barreira é permitir o restabelecimento das zonas de oclusao entre
as ceélulas. Tais jungdes regulam a permeabilidade paracelular de
macromolélculas, sendo as principais vias de fluxo passivo de solutos
(Wilson & Gibson 1997). Tem sido observado que a recuperagao de tais
solutos na urina pode ser utilizada como forma de detecgédo n&o invasiva de
alteragdo de permeabilidade intestinal (Bijlsma et al. 1995). Portanto, uma
taxa aumentada de excrecdo de lactulose, a qual utiliza preferencialmente
uma rota paracelular para sua absor¢cdo, ou de manitol, este por via
transcelular, é, usualmente, indicativa de mudancgas na fungao de barreira e

(ou) na morfologia do intestino delgado, respectivamente (Figura 5).

Mais tardiamente, na fase regenerativa, a reposicao das células
perdidas ocorre por um processo dependente de mitose. Entdo, a espessura
do epitélio retorna ao normal, ocorrendo regeneracédo e migragao de células
das criptas para a superficie, e diferenciacdo. Este meio € mais lento e,
normalmente, ndo comecga antes de doze ou dezesseis horas apds a injuria
(Wilson & Gibson 1997; Beck & Podolsky 1999).

Rota ; Rot
paracelular ota
i transcelular
N®
yak
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Figura 5: Barreira do epitélio intestinal-rotas de permeabilidade: para serem absorvidos
na corrente sanglinea, a lactulose utiliza a rota paracelular, via zonas de oclusdo e de
extrusdo nas pontas dos vilos, e o manitol utiliza a rota transcelular, através dos poros
aquosos presentes na membrana celular (Travis & Menzies 1992).

O processo de reepitelizagao, todavia, € independente de células em

divisdo, necessitando, sim, de lamina basal intacta, a qual pode estar livre de
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fluxo sangiineo e nao envolver, necessariamente, uma resposta
inflamatodria. De fato, a reepitelizagdo da mucosa intestinal ocorre antes do
aparecimento da resposta inflamatéria e, por isso, pode-se prevenir danos

mais profundos logo apds o estimulo adverso (Banan et al. 1998).

Entretanto, nem sempre a restituicdo epitelial ocorre a contento e,
muitas vezes, os mecanismos de respostas inflamatdrias sdo incitados.
Varios estudos tém demonstrado a participagcao de diferentes fatores de
crescimento e citocinas como importantes moduladores da reepitelizagao
intestinal e da proliferagao celular em modelos in vitro e in vivo (Paimela et
al. 1993; Dignass et al. 1996; Dignass & Podolsky 1996).

Os fatores de crescimento, uma classe de mediadores soluveis que
promovem mitogenicidade (ltoh et al. 1993), quimiotaxia (Wahl et al.1987),
fibrogénese (Beck & Podolsky 1999) e liberagdo de citocinas (Raines et al.
1989) em um grande numero de células, contribuem de forma relevante para

o reparo, a remodelagem e a fibrose teciduais.

Dentre as numerosas citocinas que podem modular a restituicao
epitelial, o fator transformador de crescimento (TGF)-f exerce um papel
central, visto que grande numero de citocinas que agem promovendo a
reepitelizagdo intestinal, o faz por um mecanismo dependente de TGF-p.
Entretanto, este fator tem-se mostrado um potente inibidor de proliferacédo
celular, contrabalangcando os efeito pré-proliferativos excessivos de um
grande numero de citocinas e fatores de crescimentos presentes no epitélio
intestinal (Sturm et al. 1999).

Tem sido demonstrado que os fatores de crescimento de
queratinécitos (KGF)-2 também promovem a migracao celular, induzindo a
reepitelizacao e subsequente cicatrizacdo de ulceras, semelhantemente ao
TGF-B. Tais aspectos podem prevenir influxos de bactérias, de toxinas e de

antigenos presentes na luz intestinal (Han et al. 2000).
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Adicionalmente, o KGF-2 regula positivamente enzimas como as
ciclooxigenases tipo dois (COX-2), estimulando, portanto, a produgdo de
prostaglandinas (PG) protetoras. Estas podem inibir o estabelecimento de
lesbes e induzir a cicatrizagdo da mucosa intestinal. A sintese de
prostaglandinas € um mecanismo importante de manutencéo de integridade
e homeostasia das mucosas do trato gastrointestinal (Tessner et al. 1998).
Sua producdo é regulada pelas formas constitutivas (COX-1) e induzidas
(COX-2). Estas, por sua vez, sdo reguladas positivamente através da
ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-xB) por citocinas pré-inflamatérias
(Jobin et al. 1998). De fato, tem sido demonstrado o papel chave das PGE;
epiteliais na protecédo e cicatrizagdo das mucosas afetadas por irradiagéo
(Miceli et al. 1999). Somando-se aos efeitos de citoprotecdo nas mucosas e
de proliferacao epitelial, as PGE, inibem a producdo de citocinas pro-

inflamatodrias ativadas por macréfagos (Kunkel et al. 1986).

Quanto as células da musculatura lisa intestinal humana, em
particular, estas exercem um papel importante no reparo do intestino
injuriado. O processo de lesdo parece ser mediado por citocinas, como a
interleucina (IL)-1pB, a qual induz um aumento da expressao de colagenase e
inibe a expressdo de colageno nestas células, bem como, promove uma
rapida e transiente indugdo das isoformas COX-1e COX-2 (Longo et al.
1998). Em um estudo similar realizado, contudo, em mucosas das vias
aéreas, demonstrou-se que a expressao de COX-2 e consequente formagao
de PGE; foram inibidas por um antagonista de receptor de IL-1 (Vigano et al.
1997). Ambos os estudos sugeriram, dessa forma, que a citocina proé-
inflamatéria é capaz de induzir a formagao de PGE mediada pela expressao
de novo COX-2. Em suma, a mucosite induzida por agentes antineoplasicos
ou por radioterapia surge, portanto, a partir de danos as células epiteliais.
Subsequentemente, ocorrem os processos de reepitelizagao intestinal e de
indugéo local de diversos mediadores inflamatorios. A resposta inflamatéria,

entdo desencadeada, pode ser agravada por variados fatores, como as
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infeccdes secundarias. Isto tornara o paciente predisposto a bacteremias ou

septicemia (Woo et al. 2000).

Atualmente, existe um grande numero de agentes que tém sido
estudados para a prevengao e (ou) o manejo das mucosites induzidas pela
quimioterapia do cancer, mas nenhum deles mostrou-se suficientemente
eficaz, visto que a maioria é direcionada as manifestagdes orais (Herrstedt
2000). Assim, as abordagens terapéuticas ou preventivas das formas
intestinais das mucosites tém incluido os usos de citocinas, prostaglandinas,
vitaminas, drogas antiinflamatérias, glutamina e muitas outras medidas que
fornecam condi¢cdes substanciais a reepitelizacdo e a proliferagao celular,

tao necessarias a homeostasia das mucosas.

3. Mediadores envolvidos nas Mucosites

As mucosites induzidas por agentes antineoplasicos ou radioterapia
sao causadas por danos das células epiteliais e a subsequente inducao local
da resposta inflamatéria, com ou sem repercussoées sistémicas, visto que a

inflamacéo pode ser agravada por infecgdes secundarias (Woo et al. 2000).

A inflamacao é uma resposta dos tecidos a injurias. Ela envolve uma
complexa gama de ativacdo de enzimas, liberacdo de mediadores,
extravasamento de fluidos, migragdo de células e destruicdo e reparo
teciduais. Dentre os diversos mediadores inflamatorios liberados, destacam-
se as prostaglandinas e as citocinas. Estes desempenham papéis de grande

relevancia nas mucosites oral e intestinal.
3.1.Prostaglandinas e respostas inflamatérias
A ciclooxigenase (COX) ou prostaglandina H; sintetase foi purificada

pela primeira vez em 1976 e clonada em 1988. E uma enzima chave na

biossintese das prostaglandinas (PGs). A COX catalisa a adigdo do oxigénio
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molecular ao acido araquidénico para formar a prostaglandina instavel G,
(PGGy). Esta, dada a sua instabilidade, € convertida, entdo, em uma
prostaglandina mais estavel, a PGH,, por uma funcdo de peroxidase. A
seguir, a PGH; é transformada por uma grande variedade de enzimas e por
mecanismos nao enzimaticos em prostandides, PGE,, PGF,,, PGD,, PGl;

(prostaciclina) e TX (tromboxano) A, (Vane et al. 1998).

A inflamacéo cronica é um excelente exemplo de que uma doenca
representa 0o mau funcionamento dos sistemas de defesa normais do
hospedeiro. Assim, antes de se caracterizar a biossintese das
prostaglandinas em fisiolégica ou patologica, &€ melhor fazer uma
classificagdo aplicada as enzimas COX. Desta forma, estdo bem
caracterizadas duas isoformas principais de ciclooxigenases, a tipo um
(COX-1) e a tipo dois (COX-2), as quais diferem em seus modos de
regulacao e distribuicao teciduais (Smith et al. 1998). A atividade da COX-1 é
constitutiva, presente em quase todos os tipos celulares em um nivel
constante. A atividade da COX-2 esta normalmente ausente nas células e,
quando induzida, seus niveis aumentam e diminuem, em questao de horas,

apos um simples estimulo (Otto & Smith 1995; Herschman 1996).

A descoberta da segunda forma de COX no inicio da década de 90 foi
0 mais importante evento em biologia prostandide em quase 20 anos.
Embora existam semelhancas nas atividades enzimaticas entre a COX-1 e a
COX-2, seus genes possuem padroes de expressao distintos. A primeira, por
ser expressa constitutivamente em células, provavelmente exerce um papel
de homeostasia (Smith et al. 1998). Exemplificando essa caracteristica, sua
ativacdo conduz a producdo de prostaciclina que, uma vez liberada no
endotélio é anti-trombogénica, e quando liberada pela mucosa gastrica &

citoprotetora (Howe & Dannenberg 2002).

Ao contrario, acredita-se que a COX-2 esteja envolvida em processos

inflamatdrios e mitéticos. Além disso, esta enzima é regulada positivamente

26



em resposta a diferentes fatores de crescimentos, promotores de tumor e
citocinas (Howe & Dannenberg 2002). Considerando que a COX-2 é
induzida por estimulos pro-inflamatorios, como citocinas, sugere-se que 0s
agentes antiinflamatdrios exercam seus efeitos benéficos via inibicdo dessa
enzima, enquanto que seus efeitos indesejaveis, tais como irritagao gastrica

e toxicidades renais, sdo devidos a inibicdo da forma constitutiva COX-1
(Dannhardt et al. 2000).

Contudo, tem sido demonstrado que a COX-2 é igualmente expressa
constitutivamente nos corddes medulares e espinhais (Beiche et al. 1996),
no cérebro (Parfenova et al. 1997), nos rins (Komhoff et al. 1997), nas ilhotas
pancreaticas (Sorli et al. 1998) e na mucosa do estbmago (Zimmermann et
al. 1998), além de vasos humanos, onde a COX-2 pode produzir mediadores

benéficos e possuir os mesmos efeitos uteis da COX-1.

Assim, a alta seletividade dos inibidores da COX-2 pode, também,
causar efeitos colaterais graves, particularmente no sistema cardiovascular
(Mitchell & Evans 1998), além de resultar na persisténcia da inflamacao
devido a prevencédo da sintese de prostandides antiinflamatorios (Willoughby
et al. 2000) em diversos sitios de agao, como o trato gastrointestinal e outros
locais, onde essa enzima parece possuir um papel importante para o

restabelecimento da homeostasia (Schnitzer 2001).

Recentemente, foi descrita uma terceira isoenzima ciclooxigenase,
além de mais duas proteinas derivadas da COX-1, proteinas COX-1parcial
ou PCOX-1. A COX-3 e uma das proteinas parciais da COX-1, a PCOX-1a,
séo obtidas a partir do gene da COX-1. Todavia, a COX-3 compartilha todas
as caracteristicas cataliticas e estruturais tanto da COX-1, como da COX-2
(Chandrasekharan et al. 2002).

Contudo, a COX-3 tem-se mostrado sensivel somente a drogas

analgésicas e antipiréticas, com baixa atividade antiinflamatdria, por
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exemplo, o paracetamol e a dipirona. Como a dor e a febre possuem muitas
etiologias que envolvem complexas vias celulares e bioquimicas, a
descoberta de que a COX-3 seja sensivel a tais drogas, sugere, portanto,
que o gene da COX-1 possa exercer um papel importante nesses
fendbmenos. Assim, a inibicdo da COX-3 pode representar 0 mecanismo
primario e central pelo qual esses farmacos reduzem a dor e, possivelmente,
a febre (Chandrasekharan et al. 2002).

Embora as prostaglandinas possam estimular certos eventos
inflamatorios, seu papel preciso na inflamagcdo esta longe de ser
estabelecido. Entretanto, tais substancias peculiares possuem claramente o
potencial de atuar como mediadores, moduladores ou ambos. Se
desempenharem esses dois papéis, € provavel que as prostaglandinas
ocupem posicao reguladora central no processo inflamatério (Trummel
2000).

Um equilibrio entre a estimulacdo e a supressao dos eventos
inflamatoérios poderia ser alcangado através da regulagdo local do
metabolismo das mesmas, visto que, em alguns sistemas, as
prostaglandinas sdo estimuladoras ou inibidoras, dependendo de sua
concentragdo (Trummel 2000). Desse modo, esses mediadores lipidicos
exercem importantes papéis na inflamacao, na dor e nas fungdes fisiologicas

normais.

3.2.Citocinas e respostas inflamatorias

Citocinas sao pequenos polipeptideos ou glicoproteinas soluveis de
baixo peso molecular que podem ser produzidas, virtualmente, por todos os
tipos de células nucleadas do corpo (Viléek & Le 1994). Contudo, séo
liberadas principalmente por macrofagos e linfocitos. Apresentam papel
fundamental na transmissao de mensagens as células, atuando no processo

inflamatdrio e, ainda, apresentam outras fungdes fisioldgicas. Os efeitos
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biolégicos sao dependentes do tipo de citocina e do ambiente celular
envolvido, mas, tipicamente, estas moléculas afetam a ativacédo e a divisao

celulares, além da apoptose (Parkin & Cohen 2001).

Assim, esses mediadores possuem efeitos reguladores pleiotropicos
nas ceélulas hematopoiéticas e em outros tipos celulares que participam dos
processos de defesa e de reparo do hospedeiro. Também podem incluir
fatores derivados de linfécitos, conhecidos como linfocinas, fatores derivados
de mondcitos, chamados monocinas, fatores estimuladores de colénia
hematopoiéticos, além de fatores de crescimento de tecido conjuntivo, dentre
outros (Viléek & Le 1994).

As citocinas mais relevantes presentes durante as respostas
inflamatérias sdo o fator de necrose tumoral (TNF)-a e a IL-1. Os
macrofagos e mondcitos sao suas fontes celulares primarias, enquanto que
o lipopolissacarideo (LPS) seja, talvez, o mais importante indutor de sua
liberacao (Di Girolamo et al. 1997).

Entre os muitos efeitos fisiopatolégicos do TNF-a estdo o choque, a
citotoxicidade e a caquexia, os quais ocorrem a partir de sua ligacéo a dois
tipos distintos de receptores presentes nos neutréfilos e nas células
endoteliais (Wagner & Roth 2000). Dessa maneira, suas agdes bioldgicas
dividem-se em enddcrinas ou sistémicas e em paracrinas ou tecido-
especificas. Como exemplo de acido enddcrina, temos o seu envolvimento na
patogénese do choque séptico induzido por LPS de bactérias Gram-negativas.
Quanto aos efeitos paracrinos ou tecido-especificos do TNF-a, os mais
estudados sao aqueles relacionados a sua participagdo na mediagdo dos
varios eventos que ocorrem nos processos inflamatorios agudos e crdnicos.
Dentre estes, destacam-se a ativacdo de neutrofilos, com consequente
degranulagao, producgao de intermediarios reativos de oxigénio, 0 aumento da
citotoxicidade para certos patégenos e o aumento de atividade fagocitica

(Klebanoff et al. 1986; Tsujimoto et al. 1986); quimiotaxia de neutrdfilos e de
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mondcitos; aumento da adesao de neutrdéfilos ao endotélio (Beutler & Cerami
1988).

Os neutrofilos podem responder ao TNF-a pela ativagédo e expressao
de integrinas, produgdo do fator ativador de plaquetas (PAF) e outros
mediadores granulociticos. Da mesma forma, as células endoteliais
mobilizam selectinas, regulam positivamente as moléculas de adesao
intercelular (ICAM-1) e ativam vias pré-coagulantes em resposta a exposigao
ao TNF-a. Durante a inflamagdo e a endotoxemia, os polimorfonucleares
liberam, a partir de suas membranas, um receptor soluvel para TNF-a que,
uma vez ligado, pode efetivamente inativar o TNF-a circulante (Wagner &
Roth 2000).

Adicionalmente, o TNF-a pode promover a estimulagao da produgéo de
prostaglandina E; e de colagenase por células sinoviais e condroécitos;
proliferacao de fibroblastos; aumento da reabsorcéo dssea por osteoclastos e
diminuicdo da sintese 6ssea por osteoblastos; indugcao de proteinas de fase
aguda no figado; producdo de IL-1 e IL-6 por células endoteliais e por
macroéfagos; e produgdo de GM-CSF e G-CSF por células endoteliais (Beutler
& Cerami 1988; Larrick & Kunkel 1988; Riches 1995).

A interleucina (IL)-1, conhecida sob varias denominagdes em mais de
quarenta anos, € um importante mediador da inflamacdo e da febre
(Moldawer 1994). Suas fontes celulares e efeitos fisioldégicos sao
semelhantes aos do TNF-a e ambas sdo, frequentemente, encontradas
juntas em uma grande variedade de cenarios inflamatérios. Como o TNF-q,
a IL-1 induz a expressao de selectina e ICAM-1 nas células endoteliais e
promovem a ativagdo de integrinas nas células polimorfonucleares.
Adicionalmente, o aparecimento precoce de TNF-a e IL-1 no plasma durante
um processo inflamatoério € um aspecto critico para a captura e adesao firme

dos neutrofilos ao endotélio vascular (Wagner & Roth 2000).
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Durante a inflamagdo, os macrofagos e neutréfilos expressam em
suas membranas um receptor antagonista (IL-1ra) que se liga a IL-1. Um
receptor decodificador semelhante, contudo, ndo tem sido encontrado nas
células endoteliais. Os IL-1ra, provavelmente, servem para regular a

magnitude do processo inflamatoério (Wagner & Roth 2000).

As citocinas, de um modo geral, exercem um papel importante na
manutencdo dos mecanismos de homeostasia necessarios para o bem-estar
do individuo. No entanto, quando surge algum desequilibrio na produgao
desses peptideos e/ou em seus receptores ou em elementos de respostas
celulares, ocorrem disturbios no processo homeostasico com consequéncias
patolégicas. E o caso, por exemplo, do TNF-a que possui acdes locais
benéficas para o hospedeiro (Pugh-Humphreys & Thomson 1994) ou ainda,
o TNF-a e a IL-1 podem ser requisitados para iniciar uma via antiinflamatéria
necessaria a resolugdo apropriada da inflamacéo (Wagner & Roth 2000).
Contudo, o TNF-a quando gerado em niveis elevados em lesdes
inflamatdrias crénicas, tem seus efeitos pro-inflamatérios freqientemente

sistémicos (Pugh-Humphreys & Thomson 1994).

Existem, entretanto, citocinas com acgdes inibitdrias sobre a producio
de outras citocinas. Um exemplo € a acéo inibitéria da IL-4 ou da IL-6 na
producdo de TNF ou IL-1 por mondcitos. A IL-10 é outro peptideo cujas
fungdes bioldgicas principais parecem ser a inibicdo de citocinas liberadas
por linfécitos Th1 ou por mondcitos e macrofagos. Muitas das acdes
antiinflamatorias ou imunossupressoras de TGF- também parecem resultar
de sua habilidade em suprimir a producao de citocinas em células T e em
fagécitos mononucleares. Adicionalmente, uma outra citocina, a IL-13
apresenta forte atividade inibitéria sobre a producdo de citocinas pro-

inflamatorias em mondcitos estimulados por LPS (Viléek & Le 1994).

Assim, as citocinas pro-inflamatérias podem ser responsaveis por

muitos sintomas relacionados a processos inflamatérios via suas acdes
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locais e sistémicas ou ainda, induzindo a produg¢ao de outros mediadores e

iniciando uma cascata de efeitos diversos (Kolios et al. 1998)

4. Mucosites induzidas por quimioterapicos antineoplasicos

As mucosites orais e, principalmente, as intestinais induzidas por
agentes quimioterapicos em humanos sdo extremamente dificeis de serem
estudadas. O grande numero de fatores envolvidos em sua fisiopatologia
torna o seu estudo complexo e de dificil padronizacdo. Além disso, por
problemas éticos, limita-se, na maioria das vezes, a analises retrospectivas

das lesoes.

Os tratamentos com fluorouracil, metotrexato ou outros agentes
antineoplasicos sao as causas mais bem documentadas de mucosites oral e
intestinal em individuos submetidos a quimioterapias do cancer.
Observacoes clinicas e laboratoriais apoiam fortemente a nogao de que o
curso evolutivo das mucosites representa um evento biolégico complexo
caracterizado por mudangas sequenciais no epitélio e no tecido conjuntivo.
Tais alteragbes sdo modificaveis pelo status hematoldégico do paciente
(Spijkervet & Sonis 1998). Apesar da enorme significancia clinica das
mucosites, existem, relativamente, poucos estudos direcionados a mimetizar
os principais efeitos daquelas drogas em modelos animais (Sonis et al.
1990).

Considerando tais aspectos, o ideal € um modelo animal, no qual
determinados parametros fisiopatolégicos possam ser estudados
prospectivamente. Nesse sentido, o rato € um modelo experimental bastante
util de mucosite intestinal induzida por metotrexato, muito embora, os danos

se concentrem sobretudo no intestino delgado (Howarth et al. 1996).

O hamster € um excelente modelo para o estudo das manifestagdes

orais causadas especialmente pelo fluorouracil. Tem sido demonstrado que
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a administracdo de metotrexato nesses animais falhou em reproduzir a
mucosite intestinal. A selecdo de hamsters é baseada na facilidade de
observagcdo de suas mucosas jugais e por sua habilidade em tolerarem
doses do quimioterapico capazes de induzir mucosite sem mortalidade
significativa. Dada a sensibilidade desses animais as pirimidinas fluoradas,
tem sido selecionado o fluorouracil para ser usado nesse modelo (Sonis et
al. 1990).

5. Drogas utilizadas na abordagem farmacologica

A determinacao de algum mediador em um dado evento bioldgico tem
sido feita, principalmente, por abordagens imunoldgicas, através da
utilizacdo de anticorpos especificos. Além disso, s&o utilizados,
extensivamente, métodos bioquimicos e moleculares e abordagens
farmacoldgicas, através de drogas inibidoras da sintese e (ou) da atividade

de seus mediadores inflamatorios.

Atualmente dispomos de algumas drogas com capacidade
relativamente seletiva para inibicdo de importantes mediadores, como o
celecoxib e a indometacina, inibidores da produgao de prostaglandinas, e a
pentoxifilina e a talidomida, ambos inibidores da sintese de citocinas pro-
inflamatorias. Estes farmacos tém contribuido sobremaneira para a
caracterizacao do perfil desses mediadores quimicos envolvidos em diversas

alteracgdes fisiopatoldgicas.
5.1.Celecoxib
Grandes esforgos tém sido investidos no desenvolvimento de drogas
antiinflamatdrias nao esteroidais seletivas para a ciclooxigenase tipo dois

(COX-2). Além disso, tém sido requeridas as mesmas poténcias

antiinflamatoria e analgésica dos antiinflamatérios convencionais, porém,
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com maior margem de seguranga, especialmente, ao nivel do trato

gastrointestinal.

O celecoxib € uma nova droga antiinflamatéria ndo esteroidal que age
como inibidor relativamentente seletivo da COX-2 (Clemett & Goa 2000).
Essa enzima € induzida em resposta a estimulos nocivos, 0 que conduz a
sintese e ao acumulo de prostandides inflamatérios, em particular, as
prostaglandinas E; (PGEy). Isto, consequentemente, causa inflamagao,

edema e dor (Vane et al. 1998).

O celecoxib é extensivamente metabolizado em humanos através de
uma via simples oxidativa (Paulson et al 2000a), o mesmo sendo observado
em ratos (Paulson et al 2000b). Entretanto, a distribuicao e a excreg¢ao dessa
droga diferem entre humanos e animais. O celecoxib age como um agente
antiinflamatorio, analgésico e antipirético por bloquear a produgdo de
prostandides inflamatorios, via inibicdo da COX-2, através da formacéao
tempo-dependente de um complexo enzima-inibidor fortemente ligado. Essa
ligacdo nao é covalente, mas se dissocia muito lentamente (Clemett & Goa
2000).

Devido aos seus efeitos analgésicos e antiinflamatérios, o celecoxib &
usado para o tratamento da inflamagao e da dor em pacientes com artrite.
Recentemente, em 1998, esse farmaco foi aprovado pelo Food and Drug
Administration-FDA, 6rgado americano que regulamenta o uso de farmacos, e
liberado para alivio dos sinais e sintomas da osteoartrite e artrite reumatoide
em adultos (Paulson et al. 2000b).

Considerando a atual definicdo de estado de especificidade dos novos
inibidores de COX-2, trata-se de um medicamento de inibicdo seletiva, ao
contrario da maioria dos demais antiinflamatérios. Nao apresenta acéo ou
apenas uma atividade minima sobre a enzima ciclooxigenase tipo um (COX-

1). Estudos in vivo e ex vivo mostram que o celecoxib tem afinidade muito
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baixa pela COX-1, expressa constitutivamente (Clemett & Goa 2000).
Consequientemente, em doses terapéuticas, o celecoxib ndo possui efeito
sobre os prostandides sintetizados pela ativacdo da COX-1. Portanto, ndo
interfere nos processos fisioldgicos normais teciduais relacionados a esta
enzima, particularmente no estdmago, intestinos, plaquetas e rins (Masferrer
et al. 1994; Smith et al. 1998).

Os inibidores de COX-2 apresentam atividades antiinflamatdérias como
seus principais efeitos, e dados de estudos clinicos recentes demonstram
estarem associados especialmente ao alivio da dor e sintomas da
osteoartrite (Gilroy et al. 1998). Entretanto, tem sido mostrado que a COX-2
€ expressa constitutivamente em diversos sitios, podendo produzir
mediadores benéficos e possuindo os mesmos efeitos uteis como os da
COX-1, isto é, a alta seletividade dos inibidores da COX-2 pode causar
efeitos colaterais graves, particularmente no sistema cardiovascular (Mitchell
& Evans 1998).

Em estudos classicos de inflamagao, o celecoxib reduziu o processo
inflamatorio nas doses de 10 e 50 mg/kg em modelo de edema de pata de
ratos induzido por zimosan. Contudo, nas doses de 100 e 200 mg/kg, o
celecoxib nao apresentou tais efeitos, demonstrando, de fato, que o
celecoxib perde sua eficacia antiinflamatéria em doses mais elevadas
(Niederberger et al. 2001).

Corroborando esses achados, tem sido descrito que o celecoxib, tanto
em concentragdes baixas como 1 e 10 uM, como em concetragdo mais alta
de 50 uM, foi capaz de inibir significantemente a liberagdo de PGE; induzida
por interleucina (IL)-1B. Entretanto, nesta concentracdo mais elevada, o
celecoxib induziu um aumento significativo da expressdo de COX-2
(Niederberger et al. 2001).

35



Desse modo, o celecoxib tem sido considerado uma importante
ferramenta para o tratamento de condigcbes inflamatdrias diversas, onde a
inibicdo da isoenzima COX-2 seja de fundamental relevancia para o

processo terapéutico.

5.2.Indometacina

A indometacina foi o primeiro resultado de uma pesquisa laboratorial
para desenvolver medicamentos com propriedades antiinflamatérias. Ela foi
introduzida em 1963 para tratar a artrite reumatdide e doencas semelhantes.
Embora a indometacina ainda esteja sendo usada e seja bastante eficaz,

seus efeitos toxicos limitam muito sua utilizagéo (Robert Il et al. 2003).

A indometacina € um derivado do acido indolacético, atuando como
um dos mais potentes inibidores da enzima COX. Além desta agéao, ela inibe
a motilidade dos leucécitos polimorfonucleares e a proliferagcdo de células
endoteliais, um aspecto relevante para a sua agao antiangiogénica (Pai et al.
2000). Como os salicilatos, possui efeitos sobre numerosos eventos
bioquimicos e celulares, os quais podem ou n&o estar envolvidos no
processo inflamatdrio. Portanto, em alguns desses eventos, é possivel a

presenca de prostaglandinas (Carvalho 2002).

A indometacina produz efeitos antipiréticos e analgésicos, sendo os
ultimos, mais notaveis quando a dor decorre de alguma condi¢cado
inflamatdria. Todavia, em virtude de sua grave toxicidade, este farmaco nao
deve ser utilizado como antipirético ou analgésico simples. Uma excecéo é
representada pelo seu uso como antitérmico na doenga de Hodgkin, ndo
responsiva a outros agentes. Desse modo, esse farmaco € reservado para
os casos de artrite reumatoide, espondilite anquilosante e osteoartrite, nos
quais as drogas menos toxicas sao ineficazes ou nao sao toleradas
(Trummel 2000).
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Adicionalmente, foi utilizada como tratamento a curto prazo na bursite,
tendinite e ataques agudos de artrite gotosa. Em certas ocasides, esse
agente foi administrado como tocolitico e para promover o fechamento de
um canal arterial persistente. Em ambos os casos, o0 mecanismo consiste na

inibicdo da produgao de prostaglandinas (Carvalho 2002).

A indometacina € bem absorvida pelo trato gastrointestinal, sendo
obtidas concentragdes plasmaticas em uma a duas horas. A droga se liga,
em grande parte, as proteinas plasmaticas. Apds uma unica dose, a maior
parte do farmaco é eliminada na urina sob a forma de varios metabdlitos
durante as 24 horas seguintes. Sua meia-vida plasmatica € variavel, cerca
de trés horas (Robert Il et al. 2003).

O tratamento com indometacina provoca efeitos adversos comuns.
Com frequéncia, ocorrem disturbios gastrointestinais, como dor epigatrica,
nausea e diarréia. A droga também pode causar perfuragdo do eséfago,
estbmago e duodeno, e a hemorragia resultante pode ser fatal. Por
conseguinte, esse agente é contra-indicado a pacientes com lesdes

gastrointestinais ativas ou historia dessas lesées (Trummel 2000).

Tem sido descrito que a indometacina €& capaz de abolir
completamente a producéo de fatores de crescimento de hepatdcitos (HGF)
e de PGE; induzida por IL-13 em lesbes gastricas. Dessa forma, sugere-se
que a via IL-1p — PG — HGF possa exercer um importante papel no processo
de reparo dessas mucosas. Assim, drogas como a indometacina podem
retardar a cicatrizacdo de ulceras, ao menos em parte, pela supressado de
HGF via inibigdo da produgdo enddgena de prostaglandinas (Bamba et al.
1998).

Varios outros estudos tém determinado as agdes da indometacina nas

ulceragdes de mucosas gastricas, extravasamento de plasma e leucécitos,

além de conduzir a uma diminuicdo do fluxo sanguineo ao nivel das
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vilosidades de intestino de ratos. Adicionalmente, a indometacina tem sido
responsavel por diferentes padrdes de perfusdo na mucosa intestinal (Ruth
et al. 1999).

A indometacina é um agente antiflogistico ndo esteroidal amplamente
utilizado para tratamento de diversas doengas. Embora seus efeitos
colaterais sejam graves, esta droga é bastante utilizada como importante

ferramenta farmacoldgica em diversos modelos animais de inflamagéo.

5.3.Pentoxifilina

A pentoxifilina ou oxipentifilina € uma metilxantina que foi descrita
inicialmente como agente hemorreolégico, favorecendo a perfusdo da
microcirculacdo sanglinea de leitos periféricos e cerebrais, portanto, util
para a terapia de diversas doencas vasculares. O mecanismo pelo qual ela
aumenta o fluxo sanguineo parece ser relacionado a uma melhora geral em
seus efeitos farmacodindmicos primarios, que consistem no aumento da
deformidade das células vermelhas e na redugao da viscosidade sanguinea,
da agregacao plaquetaria e das concentragdes plasmaticas de fibrinogénio
(Ward & Clissold 1987).

Contudo, tem-se tornado evidente que a pentoxifiina possui
importantes efeitos adicionais, como a capacidade de modular a resposta
imune a luz de sua habilidade de inibir citocinas como a IL-2, a IL-6, a IL-12
e o INF-y (Thanhauser et al. 1993; Moller et al. 1997b). Além disso, tem sido
demonstrado, em diversos estudos in vitro e in vivo, que os efeitos
antiinflamatérios dessa droga podem ser mediados através da indugao de
moléculas antiinflamatérias enddgenas (Platzer et al. 1995; Jilg et al. 1996;
Fujimoto et al. 1999). Foi observado que a produgado de IL-10, uma citocina
antiinflamatoria, foi inibida por 10 M de pentoxifilina, mas teve sua producao

aumentada por 10* M de PTX. Isto sugere, no entanto, que a diferente
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regulacao de IL-10 é dependente da concentragcao da droga (D'Hellencourt
et al.1996).

Esse farmaco pode inibir a adesao e a ativagao de linfécitos humanos
(Gonzéalez-Amaro et al. 1998) e tem sido verificado que é capaz de inibir
fortemente a agregacgao plaquetaria espontanea e induzida in vitro e in vivo
através da inibicao da fosfodiesterase. Tal inibigao resulta em elevagao dos
niveis de AMP; (Schandené et al. 1992; Yang et al. 1995), redugdo da
sintese de tromboxano e aumento da produgao de prostaglandinas (Ward &
Clissold 1987).

Embora o mecanismo de agao da pentoxifilina ndo esteja claramente
elucidado, tem sido descrito que esta droga inibe, de forma relevante, a
producdo de citocinas, principalmente a sintese de TNF-a (Doherty et al.
1991; Neuner et al., 1994). O seu uso bem sucedido, por exemplo, no
tratamento do eritema nodoso da lepra, parece estar relacionado a atividade

inibitoria desta citocina (Sampaio et al. 1998).

O TNF-a, uma importante citocina pro-inflamatéria produzida
principalmente por macréfagos e mondcitos ativados, exerce um papel chave
como mediador das respostas inflamatérias e imunes. Sua producgado por
fagdcitos mononucleares é regulada por niveis intracelulares de AMPc. De
fato, analogos de AMPc e outras substancias como as prostaglandinas E,
capazes de aumentar os niveis de AMPc, reduzem a liberacdo de TNF-a
através de uma regulacéo negativa da expresséo de seu gene (Doherty et al.
1991; Schmidt-Choudhury et al. 1996). Estudos recentes relataram a
habilidade da teofilina em suprimir a produgdo de TNF-a. por macrofagos e
mondcitos por aumentar o acumulo intracelular de AMPc (Marques et al.
1999).

A pentoxifilina, um derivado da metilxantina, relacionada a aminofilina

e a cafeina, exerce seus efeitos farmacoldgicos por inibir a fosfodiesterase,
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aumentando assim, as concentragdes intracelulares de AMPc. Nesse
sentido, a pentoxifilina pode inibir a produ¢cao de TNF-a através desta via de
AMPc (Doherty et al. 1991) .

Embora a produgéo de citocinas inflamatorias possa ser benéfica ao
hospedeiro, por promover o acumulo de leucdcitos polimorfonucleares
(PMN) e ativar suas fungbes microbicidas em tecidos inflamados ou
infeccionados, sua ativagao prolongada, disseminada ou excessiva dos PMN
pode iniciar uma injuria microvascular, resultando em permeabilidade
vascular aumentada, hemorragia e trombose. Assim, a producdo de
citocinas, de forma intensa, generalizada ou crbnica, pode conduzir a danos
teciduais (Movat et al. 1987).

Muitos disturbios estdo frequentemente associados com uma
elevacao sérica dos niveis de TNF-a, e muitos procedimentos terapéuticos,
como quimioterapia, irradiacdo e transplante de medula dssea, podem

induzir a expressao de TNF-a (Yang et al. 1995).

Portanto, a pentoxifilina tem sido usada ha varios anos para o
tratamento de doencas vasculares. E normalmente bem tolerada mesmo em
doses altas, sem efeitos colaterais sérios. Assim, este farmaco é um agente
imunomodulador que tem sido considerado uma importante ferramenta
terapéutica para o tratamento de condigdes imunoinflamatérias nas quais as

células T estejam envolvidas (Gonzalez-Amaro et al. 1998).

40



5.4.Talidomida

A talidomida, uma o-N-fitalimidoglutarimida, foi sintetizada em 1954
pelo quimico Kunz, como uma droga sedativa (Kunz 1956). Foi considerada
particularmente segura, alcangando a posi¢cao de hipnosedativo em 1957, e
em 1960 ja havia sido comercializada em mais de 20 paises (Eriksson et al.
2001).

Em 1961, contudo, McBride e Lenz, dois médicos trabalhando
independentemente um do outro, suspeitaram da ligagao entre o nascimento
de criancas com malformacbdes e a utilizacdo de talidomida no primeiro
trimestre de gravidez (McBride 1961; Lenz 1988). Esta droga foi retirada do
mercado, mas seu uso resultou em mais de 10.000 vitimas, com
anormalidades como focomelia, que consiste de encurtamento de membros
ou amelia, auséncia de membros, além de alteracbes em orelhas, olhos,

coragao e sistema gastrointestinal (Eriksson et al. 2001).

Varios outros efeitos colaterais limitam o uso da talidomida. O
aparecimento de neuropatia periférica, descrita muitas vezes por sintomas
sensoriais, com parestesia simétrica dolorosa das méaos e dos pés, tem sido
relatado. Frequentemente, observa-se suave fraqueza muscular ou evidente
dano ao trato piramidal e sindrome do tunel carpal (De long 1990).
Sonoléncia, tontura, alteragdes de humor, constipagdo e xerostomia sao,

também, citados por pacientes que tomam talidomida (Tseng et al. 1996).

Surpreendentemente, mesmo apdés o impacto do desastre da
talidomida, esta droga continuou a ser usada na terapia de diversas doengas
por pesquisadores. Em 1965, Sheskin relatou que os pacientes com lepra,
0s quais receberam talidomida como sedativo, experimentaram um alivio
espetacular dos sintomas (Sheskin 1965). A aplicacéo deste farmaco para

tratamento da lepra continuou e, em 1998, foi aprovada formalmente para
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este proposito pelo Food and Drug Administration-FDA, 6rgédo americano

qgue regulamenta o uso de farmacos, sob rigido controle.

Os relatos de Sheskin conduziram-nos a um novo interesse pela
talidomida e, desde entdo, apesar de ter sua comercializagdo proibida, ela
vem sendo seletivamente reintroduzida na pratica clinica, como a droga de
escolha para o tratamento de varias desordens sistémicas. Assim, doencas
para as quais a talidomida tem apresentado valor potencial terapéutico,
incluem artrite reumatodide, fotodermatite, sindrome de Behcget, lupus
eritematoso  discoide, doenca enxerto-versus-hospedeiro, malaria,
tuberculose, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, canceres de colon e de
mama, mieloma multiplo refratario, tumor de préstata, sindromes
mielodisplasicas, doenga de Crohn, diabetes, glioblastoma e muitas outras
(Hashimoto 2002).

Embora as aplicagbes farmacolégicas da talidomida sejam
amplamente investigadas, a base molecular de suas agdes n&o tem sido
esclarecida (Calabrese & Fleischer 2000). Seus efeitos farmacoldgicos,
contudo, relacionam atividades anticaquexia, antipromotora de tumor,
antiangiogénica, antimetastatica, antiviral e efeito hipoglicemiante
(Hashimoto 2002).

Assim, diversas a¢des antiinflamatorias e imunomodulatérias tém sido
demonstradas em estudos in vivo e in vitro (Tseng et al. 1996). As primeiras
descricbes documentadas do efeito inibitério da talidomida sobre a produgao
de TNF-a através do aumento da degradagcdo de seu RNAm (Moreira et al.
1993), sem afetar a produgdo de outras citocinas, tais como IL-1, IL-6 ou
GM-CSF (Sampaio et al. 1991), levaram-nos a uma melhor compreensao de
seus efeitos. Desde esse tempo, a talidomida tem sido vista como um agente
imunomodulador capaz de inibir a inflamacao e as respostas tipo-Th1 in vitro
(McHugh et al. 1995; Moller et al. 1997b). Niveis séricos elevados de TNF-a

foram reduzidos e sintomas clinicos, incluindo caquexia, foram melhorados
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apds tratamento com talidomida em pacientes com tuberculose e HIV
(Klausner et al. 1996) ou eritema nodoso da lepra (Sampaio et al. 1993).
Além disso, uma inibigao especifica da produgédo de IFN-y e um aumento da
producao de IL-4 e IL-5, também tém sido observados em cultura de células

mononucleares de sangue periférico humano (McHugh et al. 1995).

Apesar de doses de talidomida, capazes de promover cicatrizagao de
Ulceras aftosas em pacientes infectados por HIV, terem causado um
inesperado aumento plasmatico nos niveis de TNF-a e na produgao de HIV
(Jacobson et al. 1997), outros estudos demonstraram que, em pacientes
doentes por HIV, com sintomatologia minima, a talidomida induziu ganho de
peso. Os niveis plasmaticos de TNF-a ndo foram marcantemente elevados
aos niveis basais, e houve uma suave, porém significante, melhora na

resposta a talidomida (Haslett et al. 1997b).

A talidomida, em modelo de microbolsas de cérneas de coelhos,
mostrou-se ser um potente inibidor de angiogénese, que consiste na
formagdo de novos vasos sanglineos. Entretanto, sua acado parece ser
dependente da espécie estudada, visto que falhou em demonstrar tal
atividade em roedores (Keifer et al. 2001). Em adicdo, tem sido
recentemente demonstrado que ela afeta a mobilidade e a proliferacdo de
queratinécitos, pontuando o possivel envolvimento da talidomida na
regeneracao tecidual, pelo menos nas desordens dérmicas (Nasca et al.
1999).

Nesse contexto, o interesse na utilizacdo da talidomida é crescente
devido ao seu potencial antiinflamatério e imunomodulador, especialmente
como inibidor da produgédo de TNF-a. Dessa forma, sua atuagdo sobre uma
vasta classe de reacdes inflamatérias, tem demonstrado que o seu uso pode
ser bem mais extenso (Lima 1999), ébvio que resguardando seus principais

efeitos colaterais, teratogenia e neurite.
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6. Justificativas e objetivos

O manejo de diversas toxicidades relacionadas a quimioterapia, como
a mielossupressdo, nauseas e vOmitos, tem evoluido. No entanto, a
incidéncia de mucosites tem aumentado. Este efeito colateral € um processo
inflamatério que acomete as mucosas orais e intestinais, e pode ser
considerado uma importante toxicidade limitante do uso de agentes
citotoxicos antimetabdlitos, tais como 5-fluorouracil e o metotrexato (Loprinzi
et al. 1995, Berger & Kilroy 2001).

Atualmente, o tratamento consiste apenas em uma abordagem
essencialmente paliativa, ndo existindo um protocolo de atendimento
preventivo e eficaz da mucosite. Mesmo havendo uma extensa literatura a
esse respeito, falta ainda uma resposta definitiva sobre o papel da
inflamacdo na mucosite. Isso, provavelmente, esta relacionado a pouca
compreensao dos mecanismos especificos, através dos quais o processo
inflamatorio pode mediar tais lesdes teciduais. Entretanto, alguns grupos de
compostos, chamados citocinas, que devido as suas origens celulares e
efeitos sobre as células alvo, podem fornecer alguma informacéo para a
compreensao da fisiopatologia da mucosite. Assim, a interleucina 1 (IL-1) e 0
fator de necrose tumoral (TNF) sdo mediadores que podem potencialmente
participar nesse processo. Tais citocinas estimulam a COX-2, induzindo,
dessa maneira, a sintese de prostaglandinas envolvidas em processos
inflamatérios e, possivelmente, perpetuando ou, ainda, simplesmente

modulando as lesoes.

Assim, até o presente momento, ndo existe descrito na literatura,
qualquer estudo definitivo do papel das prostaglandinas ou de citocinas pré-
inflamatdrias, como o TNF-a, como possiveis agentes implicados na génese

destas mucosites.
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Tais aspectos, somados a disponibilidade de algumas drogas que tém
ajudado sobremaneira a caracterizacdo do perfil de importantes mediadores
inflamatorios, como prostaglandinas e citocinas, envolvidos em diversas
alteragdes fisiopatologicas, contribuiram para o delineamento dos objetivos

desse trabalho, os quais foram:

1. Validar os modelos de mucosites oral em hamsters e intestinal em
ratos e camundongos, induzidos por drogas quimioterapicas, e
estudar as respectivas respostas inflamatérias através de:

1.1. Analise dos indices inflamatérios, histopatologia, dosagem de
mieloperoxidase, leucograma e variagdo de massa corporea, em
modelo de mucosite oral em hamsters;

1.2. Anadlise dos indices inflamatoérios, histopatologia, leucograma,
variagao de massa corporea, de ingestao de liquidos e alimentos,
analises de imunohistoquimica para TNF-a na mucosite intestinal
em ratos ou camundongos;

1.3. Analise da permeabilidade de mucosa em modelo de mucosite

intestinal em ratos;

2. Avaliar o efeito de inibidores farmacolégicos da sintese de
prostaglandinas, como o celecoxib ou a indometacina, no curso das
mucosites oral e intestinal, induzidas por drogas quimioterapicas em

hamsters e ratos, respectivamente;

3. Avaliar o efeito de inibidores farmacoldgicos da sintese e liberagéo de
citocinas pro-inflamatorias, como a pentoxifilina e a talidomida, no
curso das mucosites oral e intestinal, induzidas por drogas

quimioterapicas em hamsters e ratos, respectivamente.
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IIl. MATERIAIS E METODOS
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ll. MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Os protocolos experimentais foram executados de acordo com as
diretrizes aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFC para uso de animais
experimentais, os quais foram mantidos sob condi¢gdes de temperatura
ambiente e ciclos claro-escuros controlados durante os experimentos. Todos
os esfor¢cos foram realizados no sentido de reduzir o numero de animais

utilizados, a dor, o sofrimento e o estresse dos mesmos.

A. Mucosite Oral Experimental

Foram utilizados hamsters Golden (Mesocricetus auratus) machos,
com massa corporea entre 120 e 160 gramas, provenientes do Biotério
setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (UFC), onde foram
alojados em gaiolas apropriadas, em numero de dois animais em cada uma
delas, com alimentacdo balanceada a base de sementes e cereais, como
aveia, milho, semente de girassol e abdbora (sem sal). A agua foi

disponibilizada a vontade.

B. Mucosite Intestinal Experimental

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com
massa corporea entre 180 e 240 gramas, provenientes do Biotério setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia (UFC). Esses animais foram
acomodados, individualmente, dois dias antes do inicio dos experimentos,
em gaiolas tipo metabdlica. Todos receberam ragao balanceada e agua em
quantidades controladas, e permaneceram nas mesmas condi¢des durante

os demais dias experimentais.
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Adicionalmente, foram utilizados camundongos C57BL/6 (Mus
domesticus domesticus) machos, com seus receptores R1 integros (TNF-R1
+/+), com massa corporea entre 25 e 30 gramas, provenientes do Biotério
geral do Campus Universitario de Ribeirdo Preto-USP e do Biotério setorial
de animais isogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto-USP.
Esses animais isogénicos foram reproduzidos através de acasalamentos

consanguineos sucessivos entre irmaos e irmas.

Para determinar a funcdo de TNF-a, foram usados animais
geneticamente manipulados, produzindo uma linhagem mutante com uma
anormalidade conhecida como Knockout, provenientes de Jackson
Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA) e mantidos o Biotério setorial do
Departamento de Biogimica e Imunologia da Faculdade de Medicina, da
mesma universidade. Assim, usou-se o modelo de mucosite intestinal
induzida por metotrexato adaptado em camundongos C57BL/6 Knockout
para o receptor R1 (p55) de TNF-a (TNF-R1 -/-).
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2. Drogas, Anticorpos, Solugoes, Liquidos e Corantes utilizados

e Fluorouracil: ampola de 10 ml (25 mg/ml) — Fluoro-Uracil® (Roche, Rio de
Janeiro, Brasil);

e Metotrexato: frasco-ampola de 2ml (25 mg/ml) — Metotrexato ©
(Pharmacia, Rio de Janeiro, Brasil);

e Celecoxib: capsulas de 100 mg — Celebra® (Searle, Sao Paulo, Brasil);

¢ Indometacina: pa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO);

e Pentoxifilina: ampolas de 5 ml (20 mg/ml) — Trental® (Hoechst, S&o
Paulo, Brasil);

e Talidomida: comprimido de 100 mg (CEME, Brasil);

o Dimetil sulféxido — DMSO® (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO);

e Anticorpo primario anti-TNF-a anti-rato (Vector®, USA);

e Anticorpo secundario anti-IgG anti-carneiro (Vector®, USA);

e Heparina 5.000 Ul/ml (Roche, Rio de Janeiro, Brasil);

e Alcool etilico 70% (Reagen);

e Cloral hidratado 10% (Reagen);

e Formaldeido 40% (Reagen);

e Solugdo aquosa de NaCl a 0,9% (15M), frasco de 500 ml (Tayuyna);

e Liquido de Turk (diluidor para contagem total de células)

Acido acético glacial P. A. (Merck) ........ccccceveeven... 20,0 ml
Violeta de genciana .............cccceeiieiiiiiiiiiiiiies 2,0ml
Agua destilada.........c.ccooveeoeieeieeeeeeeeeeee e, 1000 ml;

e Hematoxilina (Reagen);

e Eosina (Merck);

Fluorouracil (5-FU), Metotrexato (MTX), Celecoxib (CLX) e Pentoxifilina
(PTX) foram diluidas em solugdo salina 0,9%; Talidomida (TLD), em
solucdo a 2% de DMSO em salina estéril acidificada (pH 5,0) e
Indometacina (IND), em solugéo a 5% de bicarbonato de sddio em salina

estéril.
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3. Protocolos experimentais

3.1. Modelo de mucosite oral induzida em hamsters

Usou-se o modelo de mucosite oral experimental, desenvolvido por
Sonis et al., 1990 e adaptado no Laboratorio de Farmacologia da Inflamagéao
e do Cancer (LAFICA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da
Faculdade de Medicina — UFC

Os hamsters receberam doses de 60 e 40 mg/kg de 5-fluorouracil nos
dias 1 e 2, via intraperitoneal (ip), respectivamente. No 4° dia foram feitas
escoriagbes nas mucosas jugais direitas e esquerdas dos animais,
previamente anestesiadas com Hidrato de cloral (300 mg/kg), com o auxilio
de uma agulha com ponta romba, como fator potenciador para a mucosite,
ou seja, conferindo um trauma mecanico (TM). As ranhuras foram
distribuidas em numero de quatro no sentido horizontal e cruzadas por mais

quatro, em ambas as faces das mucosas (Figura 1).

Realizou-se um estudo piloto onde 42 animais foram mortos em
diferentes intervalos de tempo apds a indugéo da mucosite oral (dias 0, 4, 5,
10, 12, 14 e 16 apds a 12 injecao de 5-FU, com o objetivo de se escolher o
dia ideal para se proceder as modulagbes farmacoldgicas com celecoxib,
indometacina, pentoxifiina e talidomida. Assim, em funcdo dos dados
obtidos, o 10° foi escolhido, por ser o dia no qual foi observado maior

intensidade do processo inflamatorio.
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MUCOSITE ORAL EM HAMSTERS
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Figura 1: Desenho esquematico do protocolo experimental de mucosite
oral: Os hamsters receberam doses de 60 e 40 mg/kg de 5-fluorouracil nos
dias um e dois. No 4° dia foram feitas escoriagbes nas mucosas jugais
direitas e esquerdas dos animais, com o auxilio de uma agulha com ponta
romba, como fator potenciador para a mucosite, distribuidas em numero de
quatro no sentido horizontal e cruzadas por mais quatro, em ambas as faces
das mucosas. No 10° dia, as mucosas jugais foram fotografadas, removidas,
divididas em partes iguais para serem congeladas ou fixadas em formol e

subsequentes processamentos para coloragao pelo método H&E.
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3.1.1. Grupos experimentais

Foram utilizados cento e cinquenta hamsters durante todo o decorrer
desse estudo, distribuidos em numero de quarenta e dois animais no estudo
piloto, e cento e oito nos diversos grupos experimentais descriminados a

sequir:
A. Grupos controles

Os quatro grupos controles foram constituidos, cada um deles, por
seis hamsters submetidos a mucosite oral. Os animais receberam injegdes
de solugéo salina a 0,9% (0,5 ml), administradas por via subcuténea (sc), 1
hora antes de cada inje¢do de 5-FU ou das escoriagbes (TM) e, apds estas,

diariamente por um periodo de dez dias, sendo entao, sacrificados.
B. Grupo tratado com celecoxib

Os animais, submetidos a mucosite oral por fluorouracil, foram
subdivididos em 4 grupos de seis hamsters cada, os quais receberam
celecoxib (Celebra ®), nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg, respectivamente,
administradas por via subcutanea, 1 hora antes de cada inje¢cao de 5-FU ou

das escoriagdes (TM) e, apds aquelas, diariamente durante dez dias.
C. Grupo tratado com indometacina

Os animais, submetidos a mucosite oral por fluorouracil, foram
subdivididos em 3 grupos de seis hamsters cada, os quais receberam
indometacina (Sigma), nas doses de 0,25, 0,5 e 1,0 mg/kg, respectivamente,
administradas por via subcutanea, 1 hora antes de cada
injecdo de 5-FU ou das escoriagdes (TM) e, apos aquelas, diariamente

durante dez dias.
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D. Grupo tratado com pentoxifilina

Os animais, submetidos a mucosite oral por fluorouracil, foram
subdivididos em 3 grupos de seis hamsters cada, os quais receberam
pentoxifilina (Trental ®), nas doses de 5, 15 e 45 mg/kg, respectivamente,
administrados por via subcutanea, 1 hora antes de cada injecéo de 5-FU ou

das escoriagdes (TM) e, aquelas, diariamente durante dez dias.
E. Grupo tratado com talidomida

Os animais, submetidos a mucosite oral por fluorouracil, foram
subdivididos em 4 grupos de seis hamsters cada, os quais receberam
talidomida (CEME), nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg, respectivamente,
administrados por via subcutanea, 1 hora antes de cada injecéo de 5-FU ou

das escoriagdes (TM) e, aquelas, diariamente durante dez dias.
3.1.2. Parametros avaliados
3.1.2.1. Andlise da estrutura das mucosas jugais

A. Andlise macroscopica das mucosas jugais

No 10° dia, os animais foram mortos e suas mucosas jugais foram
fotografadas antes de serem removidas. Para a analise macroscopica foram
avaliados os aspectos inflamatérios como presenca e intensidade de
eritema, hiperemia, hemorragia, uUlceras e abscessos, classificados de
acordo como os escores padronizados em nosso laboratorio (LAFICA-UFC),

citados a seguir:

e Escore 0: hiperemia e eritema ausentes ou discretos; hemorragia

ausente; auséncia de Ulceras e de abscessos.
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e Escore 1: hiperemia e eritema moderados; hemorragia ausente;
auséncia de Uulceras; auséncia de abscessos; presenca de tecido

cicatricial.

e Escore 2: hiperemia e eritema acentuados; presenga de hemorragia,
presenca de Ulceras pequenas, de até 1 cm de didmetro, presenca de

maior area cicatricial e auséncia de abscessos.

e Escore 3: hiperemia e eritema acentuados; presenca de hemorragia, de

Ulceras extensas e abscessos.

B. Analise histopatolégica das mucosas jugais

Os estudos histologicos das mucosas jugais foram realizados em
cortes seriados de 5 um de espessura, ao microscopio optico (x 40 e 100).
No 10° dia, os animais foram mortos e suas mucosas, apo0s serem
fotografadas, foram removidas e divididas, onde uma parte foi fixada em
solugdo tamponada de formaldeido a 10% por 24 horas, e a outra,
congelada. Para analise microscopica foram avaliados os aspectos
inflamatorios como presencga e intensidade do infiltrado celular, dilatagdo e
ingurgitamento vasculares, hemorragia, edema, Uulcera e abscessos,
classificados de acordo com os escores padronizados em nosso laboratério,

citados a seguir:

e Escore 0: epitélio e tecido conjuntivo sem vasodilatacao; infiltrado celular
ausente ou discreto; auséncia de hemorragia, de edema, de Uulceras e
abscessos.

e Escore 1: ingurgitamento vascular discreto; areas de reepitelizagao;
infiltrado  celular discreto, com maior numero de leucdcitos
mononucleares, auséncia de hemorragia, de edema, de Ulceras e

abscessos.
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e Escore 2: ingurgitamento vascular moderado; degeneracédo hidrépica
epitelial (vacuolizacdo); infiltrado celular moderado, com predominio de
leucdcitos polimorfonucleares; presengca de areas hemorragicas, de

edema e de eventuais ulceras pequenas; auséncia de abscessos.

e Escore 3: ingurgitamento vascular acentuado; vasodilatagdo acentuada;
infiltrado celular acentuado, com maior numero de leucdcitos
polimorfonucleares; presenca de areas hemorragicas, de edema, de

abscessos e ulceras extensas.

C. Dosagem da mieloperoxidase

As medidas de atividade da mieloperoxidase, enzima presente
abundantemente em neutrofilos, foram realizadas a partir das mucosas
jugais dos hamsters, usando uma versao modificada do método descrito por
Bradley et al. 1982. No 10° dia, os animais foram mortos e suas mucosas,
apos serem fotografadas, foram removidas e divididas, onde a parte
congelada e mantida em freezer a 20°C negativos, foi utilizada para o
ensaio. As amostras foram pesadas e trituradas em homogeneizador Politron
Ultra-Turrax em solugédo tampao (NaCl, NaPO, e NaEDTA), sob condi¢des
adequadas de refrigeragao. A seguir, foram centrifugadas a 4°C, durante 15
minutos, com frequéncia de 3.000 rpm. O pellet obtido foi ressuspendido na
mesma solugao tampao e novamente centrifugado. O novo pellet obtido foi
ressuspendido em uma segunda solugdo tampéo (NaPO, e H-TAB), re-
homogeneizado, congelado e descongelado e centrifugado a 4°C, durante
15 minutos, com frequéncia de 10.000 a 20.000 rpm. O sobrenadante foi
colhido e devidamente armazenado para posterior ensaio da
mieloperoxidase, utilizando placa de 96 pocos e leitura da densidade optica
a 450 nm em espectrofotdmetro. As enzimas mensuradas foram expressas

como quantidade de mieloperoxidase (MPO) por grama de mucosa jugal.
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3.1.2.2. Andlise das alteragoes sistémicas dos animais

A. Analise da variagdao de massa corporea

Todos os animais tiveram suas massas corporais medidas 1 hora
antes de cada injecao de 5-FU ou das escoriagbes (TM) e, apos estas,
diariamente durante os dez dias do periodo experimental. Os valores
encontrados foram expressos como a variagdo de massa corpoérea (g), em

relagdo a massa inicial.

B. Estudo hematolégico

No 10° dia, os animais foram anestesiados com Hidrato de cloral a
10% (300 mg/kg; ip). Em seguida, puncionou-se o coragdo do animal e o
sangue colhido foi utilizado para a confecgdo do esfregagco corado pelo
método H&E, para as contagens diferenciais. Adicionalmente, 20 ul de
sangue foram diluidos em 380 ul de Liquido de Turk, para a realizagdo da
contagem do numero total de leucdcitos, utilizando camara de Neubauer.

Logo apds, os animais foram mortos por deslocamento cervical.

C. Estudo das mucosas gastricas

No 10° dia, apds as devidas coletas dos dados citados anteriormente,
grupos de animais normais ou submetidos a mucosite oral e que receberam
solugdo salina, celecoxib ou indometacina, tiveram seus estdbmagos
retirados, instilados com solucédo de formalina a 5% durante quinze minutos,
abertos ao longo da grande curvatura, lavados com solugdo salina e
inspecionados para as atribuicdes de escores de acordo com os critérios de
Szabo e colaboradores, onde foram consideradas perdas de pregas da
mucosa, descoloragdo, edema, presenga de hemorragia, numero de

petéquias e intensidade de ulceragdes (Szabo et al. 1985).
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3.2. Modelo de mucosite intestinal induzida em ratos

Usou-se 0 modelo de mucosite intestinal experimental descrito por
Vanderhoof et al., 1990, e adaptado no Laboratério de Farmacologia da
Inflamagdo e do Céncer (LAFICA) do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia, da Faculdade de Medicina — UFC.

Os ratos receberam trés doses de 2,5 mg/kg de metotrexato nos dias
1, 2 e 3, via subcuténea (sc), respectivamente. Em um estudo piloto, 24
animais receberam doses de 1,5, 2,5 e 3,5 mg/kg de metotrexato ou apenas
0,5 ml de solugao salina, por trés dias consecutivos, a fim de se escolher a
dose que produz injurias consistentes nas mucosas intestinais, com o
minimo de letalidade. Foi verificado que a dose de 2,5 mg/kg produz tais
injurias dentro de 40 horas desde a ultima injecao de metotrexato. Assim, em
funcdo dos dados obtidos, foi escolhido o 5° dia, no qual foi observado maior
intensidade do processo inflamatdrio e, portanto, ideal para se proceder as
modulagdes farmacoldgicas com celecoxib, pentoxifilina e talidomida (Figura
2).
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MUCOSITE INTESTINAL EXPERIMENTAL
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Figura 2: Desenho esquematico do protocolo experimental da mucosite
intestinal ratos ou camundongos: os animais receberam trés injegbes 2,5
mg/kg de metotrexato nos dias 1, 2 e 3, respectivamente. No 5° dia, os
mesmos foram mortos e tiveram segmentos de duodeno, jejuno e ileo
removidos, divididos em partes iguais para serem congeladas ou fixados em

formol e subseqlentes processamentos para coloracido pelo método H&E.
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3.2.1. Grupos experimentais

Foram utilizados cento e trinta e oito ratos durante todo o decorrer
desse estudo, distribuidos em numero de vinte e quato animais no estudo
piloto, e cento e catorze nos diversos grupos experimentais descriminados a

seqguir:
A. Grupos controles

Esses grupos foram constituidos por seis ratos cada, submetidos a
mucosite intestinal por metotrexato. Os animais receberam injecbes de
solucdo salina a 0,9% (0,5 ml), administradas, por via subcutanea,
diariamente, a cada doze horas durante cinco dias, sendo entdo,

sacrificados.
B. Grupo tratado com celecoxib

Os animais, submetidos a mucosite intestinal por metotrexato, foram
subdivididos em 4 grupos de seis ratos cada, os quais receberam celecoxib
(Celebra®), nas doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg, respectivamente, fracionadas
em partes iguais, a cada doze horas e administradas por via intra-peritoneal,

até o 5° dia.
C. Grupo tratado com pentoxifilina

Os animais, submetidos a mucosite intestinal por metotrexato, foram
subdivididos em 3 grupos de seis ratos cada, os quais receberam
pentoxifilina (Trental®), nas doses de 15, 30 e 60 mg/kg, respectivamente,
fracionadas em partes iguais, a cada doze horas e administradas por via

intra-peritoneal, até o 5° dia.
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D. Grupo tratado com talidomida

Os animais, submetidos a mucosite intestinal por metotrexato, foram
subdivididos em 3 grupos de seis ratos cada, os quais receberam talidomida
(CEME), nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg, respectivamente, fracionadas em
partes iguais, a cada doze horas e administradas por via intra-peritoneal, até

o 5° dia.

3.1.2. Parametros avaliados

3.1.2.1.Andlise da estrutura das mucosas intestinais

A. Analise morfométrica

Os animais foram sacrificados no 5° dia por deslocamento cervical e
segmentos de duodeno, jejuno e ileo foram removidos, desde a porgao distal
do ligamento de Treitz, mais 10 cm adicionais a partir do ponto anterior e
segmento proximal a valvula ileocecal, respectivamente. As amostras foram,
entdo, fixadas em solucido tamponada de formaldeido a 10%, durante 24
horas e subseqlentemente processadas para a técnica de coloracdo pelo
método H&E. As medidas foram feitas através de microscopico optico,
utilizando uma ocular graduada (10x). As variaveis morfométricas analisadas
incluiram altura de vilosidades, considerada a partir do topo da vilosidade até
a juncao vilo-cripta, e profundidade de cripta, esta definida como a
invaginagao entre a vilosidade adjacente. Os valores foram expressos como
médias + erro padrdo da média (epm) das relagdes entre vilos e respectivas
criptas de 7 a 10 unidades de vilos/criptas bem orientadas por seccao,

expressas em um (UNI et al., 1998).
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B. Analise da permeabilidade intestinal pelo teste lactulose e

manitol

No 4° dia, anterior ao sacrificio, os animais receberam 2 ml de uma
solugéo contendo lactulose (250 mg/ml) e manitol (50 mg/ml) e foram postos
em jejum. No dia seguinte, foram coletadas suas urinas em frascos contendo
clorexidina (40 mg/ml), mensurados os respectivos volumes e estocados em
refrigerador para as determinagdes de agucares por Cromatografia Liquida
de Alta Performance com Deteccdo Amperométrica Pulsada (HPLC-PAD)
(Barboza et al. 1999). Este método permite uma analise direta e com alta
sensibilidade de varias moléculas de acucar, e uma preparagao de amostras
extremamente simples. Como a lactulose apresenta absorg¢do paracelular,
via zonas de oclusdo ou de extrusdo nas pontas dos vilos, € 0 manitol, a
absorgao ocorre de forma transcelular, através dos poros aquosos presentes
na membrana celular, modificagbes nos padrdes de absorcdo desses
dissacarideos sao indicativos de alteracbes na permeabilidade e na
superficie absortiva, respectivamente (Bai et al. 1996). A analise HPLC-PAD
para os agucares foram conduzidas utilizando o aparato Dionex BioLC e a
permeabilidade intestinal foi expressa como miligrama da taxa de lactulose e
manitol, e cada um sendo expresso como meédia + epm, de acordo com o

percentual ingerido.

C. Estudo imunohistoquimico para detec¢ao de TNF-a

Os animais foram sacrificados no 5° dia por deslocamento cervical e
segmentos de duodeno foram removidos. As amostras foram, entao, fixadas
em solugdo tamponada de formaldeido a 10%, durante 24 horas e
subsequentemente processadas em parafina e cortes (5 um) seriados foram
feitos em laminas adequadas.

Para o estudo imunohistoquimico, os cortes seriados foram
desparafinizados, hidratados e imersos em tampao de citrato 0,1 M (pH 6,0),

sob aquecimento a 100 °C, por 15 minutos. Apds o resfriamento, obtido em
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temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com
solucdo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas pelo bloqueio da
peroxidase enddgena com solugdo de HyO, a 3%. A seguir, a incubagao
com o anticorpo primario anti-TNF-o anti-rato foi feita durante a noite
(overnight). Apos a lavagem do dia seguinte, foi feita a incubacdo com
anticorpo biotinilado anti-IgG de carneiro, por 30 minutos. Durante esse
periodo, o complexo ABC foi preparado, para incubagao posterior. Apds
nova lavagem com PBS, uma coloragdo com o DAB/peroxido foi feita,
seguida por uma nova contra-coloragdo com hematoxilina de Harry. Por fim,
foi realizada a desidratacao das amostras e as respectivas montagens das

laminas.
3.1.2.2. Andlise das alteragoes sistémicas dos animais

A. Analise da variagcao de massa corporea

Todos os animais tiveram suas massas corporais medidas antes de
cada injecao dos tratamentos e, apds estas, diariamente durante os cinco
dias do periodo experimental. Os valores encontrados foram expressos
como a variagao de massa corpérea (g), em relagdo a massa inicial.

B. Analise da variagao da ingestao de liquidos

Todos os animais tiveram medidas as quantidades de agua ingerida
diariamente durante os cinco dias do periodo experimental. Os valores
encontrados foram expressos como a variagao de ingestdo de agua (ml), em
relacdo ao consumo inicial.

C. Analise da variagao da ingestao de alimentos

Todos os animais tiveram medidos os seus consumos de ragao

diariamente durante os cinco dias do periodo experimental. Os valores
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encontrados foram expressos como a variagado de ingestdo de alimento (g),

em relagdo ao consumo inicial.

D. Estudo hematolégico

No 5° dia, os animais foram anestesiados com Hidrato de cloral a 10%
(300 mg/kg; IP). Em seguida, seccionou-se a ponta da cauda do animal com
uma tesoura. A primeira gota de sangue foi desprezada e a seguinte, colhida
para a confecg¢ao do esfregago corado pelo método H&E, para as contagens
diferenciais. Adicionalmente, 20 ul de sangue foram diluidos em 380 ul de
Liquido de Turk, para a realizacdo da contagem do numero total de
leucdcitos, utilizando camara de Neubauer. Logo apds, os animais foram

mortos por deslocamento cervical.

3.3. Modelo de mucosite intestinal induzida em camundongos Knockout

para o Receptor 1 de TNF-a

Foi utilizado o modelo de mucosite intestinal induzida por metotrexato,
baseado no modelo desenvolvido por Vanderhoof et al., 1990 e adaptado
para camundongos Black C57 no Laboratério de Farmacologia da
Inflamacgao do Departamento de Farmacologia, da Faculdade de Medicina da
USP-Ribeirdo Preto. Foram feitas analises morfométricas das mucosas
intestinais de camundongos Black C57 normais e geneticamente manipulado
para deficiéncia do gene de TNF-a, conhecidos por animais Knockout para o

receptor 1 de TNF-a.
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4. Analise estatistica

A maioria dos resultados foi expressa como Média acompanhada pelo
seu erro padrao (Média + epm). Para comparagdes entre os grupos foram
utilizados Analise de Varianga (Anova) para as medidas repetidas e teste de
Bonferroni. Nas analises histopatoldgicas, os dados obtidos foram expressos
como Mediana acompanhada pelos respectivos valores extremos do rol de
dados, e os testes estatisticos aplicados foram os de Kruskal-Wallis e Mann-

Whitney. Em todas as situagdes, foi adotado o nivel de significancia P<0,05.
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IV. RESULTADOS

PARTE A

1. Mucosite oral em hamsters

Foi utilizado o modelo de mucosite oral induzida por fluorouracil em
hamster, desenvolvido por Sonis et al.,, 1990 e adaptado no Laboratério de
Farmacologia da Inflamacédo e do Céancer (LAFICA) do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina—UFC. Os principais
parametros avaliados foram: analises macroscépicas e histopatologicas das
mucosas orais sob efeito do fluorouracil, bem como, dosagens de
mieloperoxidase, alteragbes hematoldgicas e variagbes de massa corpérea
dos animais apos 4, 5, 10, 12, 14 e 16 dias do inicio da quimioterapia

antineoplasica.

1.1. Efeito do 5-fluorouracil sobre as mucosas jugais

A tabela 1 mostra que a administracdo de fluorouracil, seguida por
trauma mecanico nas mucosas jugais nos animais que receberam apenas
solugao fisiolégica a 0,9% (Salina), causou lesdo significativa (P<0,05),
quando comparada aos animais normais, considerados como controle (C)
(Md=0; 0-0) ou aos que receberam apenas o trauma mecanico (TM) induzido
por escoriagées (Md=0,5; 0-1). No 4° dia ndo se observaram hiperemia ou
eritema, e os aspectos gerais (Md=0; 0-1) foram semelhantes aos da
normalidade. As lesdes mostraram-se significantes somente a partir do 5°
dia apds o inicio da quimioterapia ou um dia apds o trauma mecanico,
verificando-se hiperemia e eritema acentuados; presenca de hemorragia, de
Ulceras pequenas, mas auséncia de abscessos (Md=2; 1-2). A seguir, a
lesdo atingiu seu valor maximo no 10° dia, com presenga de hiperemia e
eritema acentuados, de hemorragia, de Ulceras extensas e abscessos
(Md=3; 2-3). A partir do 12° dia, tais alteragbes tornaram-se

significantemente (P<0,05) reduzidas, onde a hiperemia e o eritema foram
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considerados moderados, com hemorragia discreta; redu¢do das ulceras e
auséncia de abscessos, além de areas de tecido em cicatrizagao (Md=1,5; 0-
2). No 14° dia a hiperemia e o eritema foram tidos como moderados, com
auséncia da hemorragia, das ulceras ou abscessos (Md=1; 1-1). Finalmente,
no 16° dia experimental, os aspectos avaliados encontraram praticamente

resolvidos (Md=0; 0-1), condizentes com as caracteristicas de normalidade.

Tabela 1: Escores das analises macroscopicas da mucosa jugal dos

hamsters submetidos a mucosite oral experimental

Tempo de indugao da mucosite oral

C ™ 4d 5d 10d 12d 14d  16d

Escores  0(0-0) 0,5(0-1) 0(0-1) 2(1-2)* 3(2-3)* 1,5(0-2)* 1(1-1)* 0(0-1)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e do trauma mecéanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml de salina uma hora
antes de cada injecao de 5-fluorouracil ou da irritagdo mecanica. O sacrificio
foi feito em diferentes intervalos de tempo (4, 5, 10, 12, 14 e 16 dias) e os
dados representam mediana e variacdo de pelo menos 6 hamsters, dos
seguintes parametros analisados: presenca e intensidade de eritema, de
hiperemia, de edema, de hemorragia, de ulceras e de abscessos. *P<0,05
representa diferencas estatisticas dos animais com mucosite oral em relagao
aos animais normais que constituem o grupo controle (C). TM indica o grupo
de animais que sofreram apenas trauma mecanico no 4° dia e nao

receberam o quimioterapico (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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1.2. Efeito do 5-fluorouracil sobre as alteragoes histopatolégicas das

mucosas jugais

A andlise histopatolégica das mucosas jugais dos hamsters
submetidos a mucosite oral e que receberam apenas solugao fisiolégica
(ndo-tratados) mostrou alteragdes significativas (P<0,05) em relacdo aos
animais normais (controle) (Md=0; 0-0) ou aos que receberam apenas o
trauma mecanico (TM) (Md=0,5; 0-1) (Tabela 2). No 4° dia experimental
observaram-se epitélio e tecido conjuntivo sem vasodilatagcido; infiltrado
celular ausente ou discreto; auséncia de hemorragia, de edema, de ulceras
ou abscessos (Md=0; 0-0), de forma semelhante ao observado em animais
normais. A partir do 5° dia foi possivel observar ingurgitamento vascular
moderado; degeneracao hidropica epitelial (vacuolizagao); infiltrado celular
moderado com predominio de leucdcitos polimorfonucleares neutrdfilos;
presenca de areas hemorragicas, de edema e eventuais ulceras pequenas,
porém, auséncia de abscessos (Md=2; 1-2). No 10° dia experimental,
correspondente ao dia do pico da mucosite, observou-se ingurgitamento e
dilatacdo vasculares acentuadas; infiltrado celular intenso, com predominio
de leucdcitos polimorfonucleares; presenga de areas hemorragicas, de
edema, de abscessos e de Ulceras extensas (Md=3; 2-3). A partir do 12° dia
verificou-se redugdo no grau de ingurgitamento e dilatagdo vasculares; do
infiltrado celular, desta feita, com predominio de leucécitos mononucleares;
além da diminuigdo das areas hemorragicas, dos abscessos e das ulceras
(Md=1; 0-3). No 14° dia a intensidade dos aspectos caracteristicos da
mucosite oral experimental foi menor ainda (Md=0; 0-3), praticamente
desaparecendo no 16° dia (Md=0; 0-0). Em suma, as alteragbes
histopatoldgicas foram significantes, atingindo seu pico no 10° dia, quando

comparadas aos aspectos de normalidade (Figura 1).
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Tabela 2: Escores das analises microscopicas da mucosa jugal dos

hamsters submetidos a mucosite oral experimental

Tempo de indugao da mucosite oral

C ™ 4d 5d 10d 12d 14d  16d

Escores  0(0-0) 0,5(0-1) 0(0-1) 2(1-2)* 3(2-3)* 1(0-3)* 0(0-3) 0(0-0)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de irritagdo mecanica (IM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml de salina uma hora
antes de cada injecédo de 5-fluorouracil ou da irritagdo mecanica. O sacrificio
foi feito em diferente intervalos de tempo (4, 5, 10, 12, 14 e 16 dias) e os
dados representam mediana e variacdo de pelo menos 6 hamsters, dos
seguintes parametros analisados: presenga de infiltrado celular; de
vasodilatagdo e ingurgitamento vasculares, de hemorragia, de ulceras e de
abscessos. *P<0,05 representa diferencas estatisticas dos animais com
mucosite oral em relacdo aos animais normais que constituem o grupo
controle (C). TM indica o grupo de animais que sofreram apenas irritacéo
mecanica no 4° dia e ndo receberam o quimioterapico (Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney).
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Figura 1 Fotomicrografia da mucosa oral de hamsters normais (A e C) e
apenas submetidos a mucosite oral (B e D): Os hamsters foram
submetidos a mucosite oral através de injecdes de 5-fluorouracil e de trauma
mecanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta romba nas mucosas jugais
e no 10° dia foram sacrificados. Suas mucosas jugais foram removidas,
fixadas em formol a 10% e processadas para coloragcdo H&E. (A e C):
mucosas jugais dos animais normais, ndo submetidos a mucosite oral. (B e
D): mucosas jugais dos animais que receberam sc 0,5 ml de salina uma hora
antes de cada injegcao de 5-fluorouracil ou do trauma mecénico, mostrando
dilatagao e ingurgitamento vasculares; intenso infiltrado celular (seta branca);
presenga de areas hemorragicas; de edema, de abscessos e de ulceras
(seta preta). (A e B=40x; C e D=100x).

Em fungdo dos dados obtidos, o 10° dia foi escolhido para o estudo
dos efeitos dos tratamentos com celecoxib, indometacina, pentoxifilina e
talidomida. As caracteristicas histopatolégicas que correspondem ao
infiltrado celular acentuado com predominio de leucécitos polimorfonucleares
neutrofilos podem ser conferidas pela fotomicrografia 1B, comparando-a com

a fotomicrografia 1A, que representa uma mucosa jugal normal (Figura 1).
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1.3. Efeito do 5-fluorouracil sobre a medida de atividade de

mieloperoxidase das mucosas jugais

A figura 2 mostra que a administracdo de fluorouracil, seguida por
trauma mecanico nas mucosas jugais nos animais que receberam apenas
solugédo fisiologica a 0,9% (Salina), foi capaz de causar um aumento
significante (P<0,05) no numero de leucécitos polimorfonucleares neutréfilos
nas mucosas jugais dos animais, quantificados, indiretamente, no 10° dia,
através da medida de atividade de suas enzimas mieloperoxidases, em
comparagao as quantidades dos animais normais ou seja, ndo submetidos a

indugdo de mucosite oral.

1.4. Efeito do 5-fluorouracil sobre o leucograma dos hamsters

Na figura 3 verifica-se que o fluorouracil causou alteragbes
significantes (P<0,05) tanto na contagem total, como na diferencial dos
leucocitos sanguineos dos hamsters. Tais variagdes tiveram o seguinte
curso: leucopenia nos 4° e 5° dias e um pico de leucocitose no 10° dia, as
custas do aumento no numero de neutrofilos (P<0,05), seguida por uma

tendéncia ao retorno dos niveis normais a partir do 12° dia.

1.5. Efeito do 5-fluorouracil sobre a variagdo de massa corpérea dos

hamsters

A figura 4 mostra que a mucosite oral induzida por fluorouracil em
hamsters foi capaz de causar perda significativa (P<0,05) de massa
corporea a partir do 5° dia, mantendo esse perfil até o 10° dia experimental,
quando entdo, os animais comegcam a mostrar uma tendéncia a menor perda
de massa corporal, em comparagdo a variagdo de massa corporea dos

animais normais ou seja, nao submetidos a indu¢gado de mucosite oral.
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Figura 2: Efeito do 5-fluorouracil sobre a medida de atividade de
mieloperoxidase das mucosas jugais: A mucosite oral foi induzida em
hamsters através de inje¢coes de 5-fluorouracil e de trauma mecéanico (TM)
com o auxilio de agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais
receberam 0,5 ml de salina uma hora antes de cada inje¢cédo de 5-fluorouracil
ou do trauma mecanico. As mucosas foram retiradas por ocasidao dos
sacrificios realizados no 10 dia e congeladas em freezer 20° negativos. As
barras representam Média + EPM da quantidade de MPO x 10%/grama de
mucosa jugal. *P<0,05 representa diferengas estatisticas dos hamsters que
foram submetidos a mucosite oral (5-FU) em relagdo aos animais normais

(controle). O numero de animais utilizados foi, no minimo, trés (Teste t).
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Figura 3: Efeito do 5-fluorouracil sobre o leucograma dos hamsters: A
mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢des de 5-fluorouracil
e de trauma mecanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta romba nas
mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml de salina uma hora antes de
cada injecao de 5-fluorouracil ou da irritagcdo mecénica. O sangue foi colhido
por puncao cardiaca por ocasidao dos sacrificios realizados em diferentes
intervalos de tempo (0, 4, 5, 10, 12, 14 e 16 dias). Os pontos representam
Média + EPM do numero total de leucdcitos x 10°/mm?. *P<0,05 representa
diferencas estatisticas dos hamsters que foram submetidos a mucosite oral
(5-FU) em relagdo aos animais normais (controle). O numero de animais

utilizados foi, no minimo, cinco (Teste t).
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Figura 4: Efeito do 5-fluorouracil sobre a Variagao de Massa Corpodrea
dos Hamsters: A mucosite oral foi induzida em hamsters através de
injecbes de 5-fluorouracil e de trauma mecéanico (TM) com o auxilio de
agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml
de salina uma hora antes de cada inje¢cao de 5-fluorouracil ou da irritagao
mecanica. As massas corporeas dos animais foram medidas imediatamente
antes das injecdes de 5-FU ou do TM e diariamente até o 16° dia. Os pontos
representam Média + EPM da variagdo de massa corpdrea (g), calculada
através das diferencas das massas dos hamsters, durante 16 dias, em
relacdo a suas massas iniciais. *P<0,05 representa diferencas estatisticas
dos animais submetidos a mucosite oral experimental em relagdo aos
hamsters normais, sem mucosite oral (Normal). O numero de animais

utilizados em cada ponto foi, no minimo, seis. (Teste t).
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2. Efeito dos tratamentos farmacolégicos nos grupos experimentais

O modelo de mucosite oral induzida por fluorouracil em hamster,
desenvolvido por Sonis et al., 1990 e adaptado no Laboratério de
Farmacologia da Inflamacéo e do Céancer (LAFICA) do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina—UFC, foi utilizado para
o estudo dos efeitos dos tratamentos com celecoxib, indometacina,
pentoxifilina e talidomida sobre os parametros avaliados no 10° dia: andlises
macroscopicas e histopatolégicas das mucosas orais sob efeito do
fluorouracil, bem como, medidas de atividade de mieloperoxidase, alteragdes
hematoldgicas e variagdes de massa corpdérea dos animais. Adicionalmente,
foram analisadas lesdes gastricas dos animais submetidos a mucosite oral e

tratados com celecoxib ou indometacina.

2.1. Tratamento com celecoxib

21.1. Efeito do celecoxib sobre os aspectos macroscoépicos

observados na mucosite oral dos hamsters

A tabela 3 mostra o efeito do tratamento com celecoxib (CLX) nas
doses de 7,5; 15 e 30 mg/kg ou com solucéo salina a 0,9%, administradas
por via sub-cutdnea, 1 hora antes de cada dose de fluorouracil ou das
escoriagdes nas mucosas jugais e, diariamente, até o 10° dia experimental.
Observou-se que o CLX foi capaz de inibir, de forma significante (P<0,05) e
inversamente dose-dependente, as principais alteragdes vistas na mucosite
oral experimental, aqui representadas pela presenca e intensidade de
eritema, de hiperemia, de edema, de hemorragia, de Uulceras e de
abscessos. Na figura 5, observam-se os aspectos macroscépicos das
mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral no 10° dia. A
fotografia C ilustra o efeito protetor do tratamento com CLX na dose 7,5
mg/kg, quando comparado a acgédo do 5-fluorouracil (fotografia B) ou ao

aspecto de normalidade (fotografia A).
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Tabela 3: Efeito do celecoxib sobre as alteragbes macroscopicas das
mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral experimental

induzida por 5-fluorouracil

Tratamento (mg/kg)

Controle Salina CLX 7,5 CLX 15 CLX 30

Escores 0(0-0) 3(2-3) 1(1-1)* 1(1-2y*  3(2-3)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de injegbes de 5-
fluorouracil e de trauma mecéanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam CLX (7,5, 15 e 30 mg/kg-
sc) ou 0,5 ml de solugdo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada
injecdo de S5-fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10
dias. Os dados representam mediana e variagao de pelo menos 6 hamsters,
dos seguintes parametros analisados: presenca e intensidade de eritema, de
hiperemia, de hemorragia, de ulceras e de abscessos. *P<0,05 representa
diferencas estatisticas dos animais com mucosite oral tratados com CLX em
relagdo aos animais nao tratados que constituem o grupo Salina (Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney).
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Figura 5: Aspectos macroscépicos de mucosas jugais de hamsters
normais (A) ou submetidos a mucosite oral induzida por 5-Fluorouracil
seguida de TM e que foram tratados com salina (B), CLX 7,5 mg/kg (C),
IND 0,25 mg/kg (D), PTX 45mg/kg (E) ou TLD 10 mg/kg (F): A mucosite
oral foi induzida em hamsters através de injecbes de 5-fluorouracil e de
trauma mecéanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta romba nas
mucosas jugais. Os animais receberam CLX, IND, PTX ou TLD 7,5, 0,25, 45
ou 10 mg/kg-sc, respectivamente ou 0,5 ml de salina uma hora antes de
cada injegdo de 5-fluorouracil ou do TM, diariamente, durante 10 dias,

quando entdo, foram sacrificados e devidamente fotografados.
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2.1.2. Efeito do celecoxib sobre as alteragées histolégicas observadas

na mucosite oral em hamsters

A tabela 4 mostra as alteragdes observadas na analise histopatolégica
das mucosas jugais de hamsters submetidos a mucosite oral por fluorouracil
e tratados com celecoxib. Os animais receberam CLX (7,5; 15 e 30 mg/kg;
sc) ou solugao salina 0,9% (0,5 ml; sc) diariamente, e foram sacrificados no
10° dia. A partir de cortes seriados das mucosas, observou-se que O
tratamento com CLX reduziu, de forma significante, porém, inversamente
dose-dependente, as alteragdes histopatoldgicas vistas na mucosite oral
experimental, quando comparadas as observadas em animais nao-tratados,
mas submetidos a mucosite oral (Salina). A figura 6 ilustra o aspecto
microscopico de uma mucosa jugal normal (A), com mucosite oral
experimental (B) e com mucosite oral experimental tratada com CLX 7,5
mg/kg (C), dose na qual se observou melhora dos resultados como redugao

do infiltrado celular e da intensidade dos demais aspectos analisados.

2.1.3. Efeito do celecoxib sobre as medidas de atividade de

mieloperoxidase observadas na mucosite oral em hamsters

A figura 7 mostra que o tratamento com CLX, nas doses menores de
7,5 e 15 mg/kg (sc), reduziu, de forma significante (P<0,05), o numero de
leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos nas mucosas jugais dos animais,
quantificados, indiretamente, no 10° dia, através da medida de atividade de
sua enzima mieloperoxidase, quando comparadas as quantidades dessa
enzima em animais normais ou seja, ndo submetidos a indugéo de mucosite

oral.
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Tabela 4: Efeito do celecoxib sobre as alteragcoes microscépicas das
mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral experimental

induzida por 5-fluorouracil

Tratamento (mg/kg)

Controle Salina CLX 7,5 CLX 15 CLX 30

Escores 0(0-0) 3(2-3) 1(1-1)* 2(1-2)*  3(1-3)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecénico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam CLX (7,5, 15 e 30 mg/kg-
sc) ou 0,5 ml de solugdo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada
injecao de 5-fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10
dias. Os dados representam mediana e variagdo de pelo menos 6 hamsters,
dos seguintes parametros analisados: dilatagédo e ingurgitamento vasculares;
intensidade de infiltrado celular; presenca de areas hemorragicas; de edema,
de abscessos e de ulceras. *P<0,05 representa diferengas estatisticas dos
animais com mucosite oral tratados com CLX em relagdo aos animais nao

tratados que constituem o grupo Salina (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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Figura 6: aspecto microscopico de uma mucosa jugal normal (A) ou
com mucosite oral experimental recebendo solugao salina (B), CLX 7,5
mg/kg (C), PTX 45 mg/kg (D) e TLD 10 mg/kg (E): A mucosite oral foi
induzida em hamsters através de injegbes de 5-fluorouracil e de trauma
mecanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta romba nas mucosas jugais.
Os animais receberam CLX, PTX e TLD, nas doses de 7,5, 45 e 10 mg/kg-
sc, respectivamente ou 0,5 ml de salina uma hora antes de cada injecao de
5-fluorouracil ou do TM, diariamente, durante 10 dias, quando entao, foram

sacrificados e as mucosas jugais devidamente processadas para H&E. (40x).
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Figura 7: Efeito do celecoxib sobre as medidas de atividade de
mieloperoxidase observadas na mucosite oral em hamsters: A mucosite
oral foi induzida em hamsters através de injegcbes de 5-fluorouracil e de
trauma mecanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta romba nas
mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml de salina ou CLX (7,5, 15 e 30
mg/kg) uma hora antes de cada injecdo de 5-fluorouracil ou do TM. As
mucosas foram retiradas por ocasiao dos sacrificios realizados no 10 dia e
congeladas em freezer 20° negativos. As barras representam Média + EPM
da quantidade de MPO x 10%grama de mucosa jugal. *P<0,05 representa
diferengas estatisticas dos hamsters que foram submetidos a mucosite oral
(5-FU) em relagédo aos animais normais. O numero de animais utilizados foi,

no minimo, trés (Anova; Bonferroni).
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2.1.4. Efeito do celecoxib sobre o leucograma dos hamsters com

mucosite oral

Na tabela 5 observa-se que o tratamento com CLX, nas doses de 7,5;
15 e 30 mg/kg (sc), ndo foi capaz de alterar as contagens do numero de
leucdcitos total e diferencial do sangue dos animais. Dessa maneira, o CLX
ndo reduziu a leucocitose, nem o numero de neutrofilos no 10° dia em

hamsters submetidos a mucosite oral experimental por fluorouracil (P<0,05).

2.1.5. Efeito do celecoxib sobre a variagao de massa corporea dos

hamsters com mucosite oral

A figura 8 mostra que o tratamento com CLX nao reverteu de forma
significativa (P<0,05) a perda de massa corpoérea induzida pela mucosite oral
experimental, quando comparada a variacdo de massa corporea de animais
normais ou seja, sem mucosite. Contudo, observa-se que doses menores de
CLX induziram uma tendéncia a recuperagao de suas massas, embora sem
haver diferenga significante, quando relacionadas as massas dos animais

submetidos a mucosite oral experimental ndo-tratada (Salina).

2.1.6. Efeito do celecoxib sobre as ulceras das mucosas gastricas de

animais submetidos a mucosite oral induzida por 5-fluorouracil

A tabela 6 mostra que o tratamento com CLX preveniu o surgimento
de ulceras gastricas em animais submetidos a mucosite oral induzida por 5-
fluorouracil e trauma mecénico nas mucosas jugais, analisadas no 10° dia,
por ocasidao do sacrificio dos mesmos, de acordo com os critérios de Szabo
et al., 1985, onde foram consideradas perdas de pregas da mucosa,
descoloragao, edema, presengca de hemorragia, numero de petéquias e
intensidade de ulceragdes. A figura 9 ilustra os aspecto macroscépico das
mucosas gastricas de animais normais, com mucosite oral por fluorouracil

sem tratamento ou tratados com celecoxib ou indometacina.
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Tabela 5: Efeito do celecoxib sobre o leucograma dos hamsters com

mucosite oral

Tratamento (mg/kg)

Normal Salina CLX 7,5 CLX 15 CLX 30

Leucdcitos totais  7,5+0,6 25,1+3,7 17,9+0,7 17,4422 16,9+2 4
Neutroéfilos 1,8+0,2 17,312,5 12,3+0,7 11,8+1,7 9,8+1,6*

Mononucleares 5,9+0,4 8,4+2.0 5,6+0,7 5,740,6 7,8£1,4

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecénico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml de salina ou CLX
uma hora antes de cada inje¢do de 5-fluorouracil ou da irritagdo mecanica. O
sangue foi colhido por pungao cardiaca por ocasido do sacrificio realizado no
10° dia. Os valores representam Média + EPM do numero total de leucdcitos
x 10°/mm?3. *P<0,05 representa diferencas estatisticas dos hamsters que
foram submetidos a mucosite oral por 5-fluorouracil e tratados com CLX, em
relagdo aos animais ndo tratados (Salina). O numero de animais utilizados

foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 8: Efeito do celecoxib (CLX) sobre a variagao de massa corpoérea
de hamsters submetidos a mucosite oral experimental induzida por 5-
fluorouracil: A mucosite oral, induzida por doses (ip) de 5-fluorouracil e pelo
trauma mecanico nas mucosas jugais dos animais, causou intensa perda de
massa corporea, a qual ndo foi revertida de forma estatisticamente
significante pelo uso de celecoxib (7,5, 15 e 30 mg/kg; sc). As massas
corpéreas dos animais foram medidas diariamente, durante 10 dias. Os
pontos representam Média + EPM da variagcdo de massas corporeas (g),
calculadas a partir das massas iniciais. *P<0,05 representa diferencas
estatisticas dos hamsters que foram submetidos a mucosite oral por 5-FU
tratada com CLX em relagdo aos animais nao tratados (Salina). O numero de

animais em cada grupo foi, no minimo, seis (Anova; Bonferroni).
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Tabela 6: Efeito do tratamento com celecoxib sobre as ulceras das
mucosas gastricas de animais submetidos a mucosite oral induzida por

5-fluorouracil:

Grupo Normal Salina CLX 7,5
Escores 1(1-4) 5,5 (0-11) 2 (1-6)*

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecénico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam CLX (7,5 mg/kg-sc) ou
0,5 ml de solugéo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada inje¢ao de 5-
fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10 dias. Os dados
representam mediana e variacdo de pelo menos 6 hamsters, do numero e
tamanho de Ulceras gastricas, analisadas de acordo com os critérios de
Szabo et al., 1985. *P<0,05 representa diferencas estatisticas dos animais
com mucosite oral tratados com CLX em relagdo aos animais nao tratados

que constituem o grupo Salina (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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Figura 9: Aspectos macroscépicos de mucosas gastricas de hamsters
normais (A) ou submetidos a mucosite oral induzida por 5-Fluorouracil
seguida de TM e que foram tratados com salina (B), CLX 7,5 mg/kg (C)
ou IND 1,0 mg/kg (D): A mucosite oral foi induzida em hamsters através de
injecbes de 5-fluorouracil e de trauma mecéanico (TM) com o auxilio de
agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais receberam CLX e
IND 7,5 e 0,25 mg/kg-sc, respectivamente ou 0,5 ml de salina uma hora
antes de cada injegao de 5-fluorouracil ou do TM, diariamente, durante 10
dias. Os animais foram, entdo, sacrificados, seus estdbmagos retirados,
abertos ao longo da grande curvatura, tratados de acordo com o método de
Szabo e colaboradores, 1985, para consequente evidenciacédo e avaliagdes
das lesdes, onde foram consideradas perdas de pregas da mucosa,
descoloragao, edema (e), presengca de hemorragia (h), numero de petéquias
e intensidade de ulceragdes (seta). Demais detalhes somente s&o

visualizados de acordo com 0 manuseio das pecas.
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2.2. Tratamento com indometacina

2.2.1. Efeito da indometacina sobre os aspectos macroscépicos

observados na mucosite oral dos hamsters

A tabela 7 mostra o efeito do tratamento com indometacina (IND) nas
doses de 0,25, 0,5 e 1,0 mg/kg ou com solugao salina a 0,9%, administradas
por via sub-cutanea, 1 hora antes de cada dose de fluorouracil ou do trauma
mecanico nas mucosas jugais e, diariamente, até o 10° dia. Observou-se
que a IND foi ndo foi capaz de inibir, de forma significante (P<0,05,) as
principais alteracbes vistas na mucosite oral experimental, aqui
representadas pela presenca e intensidade de eritema, de hiperemia, de
edema, de hemorragia, de ulceras e de abscessos. Na figura 5, observam-se
0s aspectos macroscépicos das mucosas jugais dos hamsters submetidos a
mucosite oral no 10° dia. A fotografia D ilustra o efeito do tratamento com
IND na dose 0,25 mg/kg, quando comparado a agédo do S-fluorouracil

(fotografia B) ou ao aspecto de normalidade (fotografia A).

2.2.2. Efeito da indometacina sobre as alteragdes histolégicas

observadas na mucosite oral em hamsters:

A tabela 8 mostra as alteragdes observadas na analise histopatologica
das mucosas jugais de hamsters submetidos a mucosite oral por fluorouracil.
Os animais receberam IND (0,25, 0,5 e 1,0 mg/kg-sc) ou solugéo salina 0,9%
(0,5 ml; sc) diariamente, e foram sacrificados no 10° dia. A partir de cortes
seriados das mucosas, observou-se que o tratamento com IND néo foi capaz
de reduzir, de forma significante, as alteragbes histopatologicas vistas na
mucosite oral experimental, quando comparadas as observadas em animais
nao-tratados (Salina). A figura 6 ilustra o aspecto microscopico de uma
mucosa jugal normal (A), com mucosite oral experimental (B) e com
mucosite oral experimental tratada com IND 0,25 mg/kg (D), onde se

observa intenso infiltrado celular e demais aspectos analisados.
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Tabela 7: Efeito da indometacina sobre as alteragbes macroscépicas
das mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral

experimental induzida por 5-fluorouracil

Tratamento (mg/kg)

Controle Salina IND 0,25 IND 0,5 IND 1,0

Escores 0(0-0) 3(2-3) 3(2-3) 3(2-3) 3(2-3)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecéanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam IND (0,25, 0,5 e 1,0
mg/kg-sc) ou 0,5 ml de solugédo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada
injecdo de S5-fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10
dias. Os dados representam mediana e variagao de pelo menos 6 hamsters,
dos seguintes parametros analisados: presencga e intensidade de eritema, de
hiperemia, de hemorragia, de ulceras e de abscessos. *P<0,05 representa
diferencas estatisticas dos animais com mucosite oral tratados com IND em
relagdo aos animais nao tratados, que constituem o grupo Salina (Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney).
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Tabela 8: Efeito da indometacina sobre as alteragcdes microscopicas
das mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral

experimental induzida por 5-fluorouracil

Tratamento (mg/kg)

Controle Salina IND 0,25 IND 0,5 IND 1,0

Escores 0(0-0) 3(2-3) 3(2-3) 3(2-3) 3(2-3)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecéanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam IND (0,25, 0,5 e 1,0
mg/kg-sc) ou 0,5 ml de solugédo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada
injecdo de S5-fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10
dias. Os dados representam mediana e variagao de pelo menos 6 hamsters,
dos seguintes parametros analisados: dilatacdo e ingurgitamento vasculares;
intensidade de infiltrado celular; presenca de areas hemorragicas; de edema,
de abscessos e de ulceras. *P<0,05 representa diferengas estatisticas dos
animais com mucosite oral tratados com IND em relacdo aos animais nao

tratados, que constituem o grupo Salina (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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2.2.3. Efeito da indometacina sobre o leucograma dos hamsters com

mucosite oral

A tabela 9 mostra que o tratamento com IND, nas doses de 0,25, 0,5
e 1,0 mg/kg (sc), ndo foi capaz de alterar as contagens do numero de
leucdcitos total e diferencial do sangue dos animais. Dessa maneira, a IND
ndo reduziu a leucocitose, nem o numero de neutrdfilos no 10° dia, em

hamsters submetidos a mucosite oral experimental por fluorouracil (P<0,05).

2.2.4. Efeito da indometacina sobre a variagao de massa corporea dos

hamsters com mucosite oral

A figura 10 mostra que o tratamento com IND nao reverteu de forma
significativa (P<0,05) a perda de massa corporea induzida pela mucosite oral
experimental, quando comparada a variacdo de massa corpdérea de animais
normais ou seja, sem mucosite. Entretanto, observa-se que a maior dose de
IND induziu uma tendéncia a maior perda de suas massas, embora sem
haver diferenga estatisticamente significante, quando relacionada as massas

dos animais submetidos a mucosite oral experimental ndo-tratada (Salina).

2.2.5. Efeito da indometacina sobre as ulceras das mucosas gastricas

de animais submetidos a mucosite oral induzida por 5-fluorouracil

A tabela 10 mostra que o tratamento com IND favoreceu o surgimento
de Ulceras gastricas em animais submetidos a mucosite oral induzida por 5-
fluororuracil e trauma mecéanico nas mucosas jugais, analisadas no 10° dia,
por ocasido do sacrificio dos mesmos, de acordo com os critérios de Szabo
et al., 1985. Adicionalmente, a dose de 1,0 mg/kg de IND causou um maior
espessamento da mucosa, além da presenga aumentada do numero de

Ulceras.
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Tabela 9: Efeito da indometacina sobre o leucograma dos hamsters

com mucosite oral

Tratamento (mg/kg)

Normal Salina IND 0,25 IND 0,5 IND 1,0

Leucdcitos totais  7,5+0,6 25,1+3,7 21,3£3,8 24.2+3.8 25,8+3,0
Neutroéfilos 1,8+0,2 17,314,9 15,313,4 16,7+1,7 17,0121

Mononucleares 5,9+0,4 7,8+£1,3 5,9+1,5 7,5+1,0 8,2+0,0

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecénico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml de salina uma hora
antes de cada injecado de 5-fluorouracil ou da irritagdo mecanica. O sangue
foi colhido por puncao cardiaca por ocasido do sacrificio realizado no 10° dia.
Os valores representam Média + EPM do numero total de leucdcitos x
10%/mm?®. *P<0,05 representa diferencas estatisticas dos hamsters que foram
submetidos a mucosite oral por 5-fluorouracil e tratados com IND, em
relagdo aos animais ndo tratados (Salina). O numero de animais utilizados

foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 10: Efeito da indometacina (IND) sobre a variagao de massa
corporea de hamsters submetidos a mucosite oral experimental
induzida por 5-fluorouracil: A mucosite oral, induzida por doses (ip) de 5-
fluorouracil pelo trauma mecanico nas mucosas jugais dos animais, causou
intensa perda de massa corporea, a qual nido foi revertida de forma
estatisticamente significante pelo uso de IND (0,25, 0,5 e 1,0 mg/kg; sc). As
massas corporeas dos animais foram medidas diariamente, durante 10 dias.
Os pontos representam Média + EPM da variagédo de massas corporeas (g),
calculadas a partir das massas iniciais. *P<0,05 representa diferencas
estatisticas dos hamsters que foram submetidos a mucosite oral por 5-FU
tratada com IND em relagdo aos animais nao tratados (Salina). O numero de

animais em cada grupo foi, no minimo, seis (Anova; Bonferroni).
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Tabela 10: Efeito do tratamento com indometacina sobre as ulceras das
mucosas gastricas de animais submetidos a mucosite oral induzida por

5-fluorouracil:

Grupo |Normal| Salina | IND0,25 | IND 0,5 IND 1,0
Escores| 1 (1-4) |5,5 (0-11)[18 (10-22)*[ 17,5 (10-25)* | 18 (15-21)*

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecénico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam IND (0,25, 0,5 e 1,0
mg/kg-sc) ou 0,5 ml de solugédo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada
injecao de 5-fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10
dias. Os dados representam mediana e variagao de pelo menos 6 hamsters,
do numero e tamanho de ulceras gastricas, analisadas de acordo com os
critérios de Szabo et al., 1985. *P<0,05 representa diferencas estatisticas
dos animais com mucosite oral e tratados com IND em relagdo aos animais
ndo tratados que constituem o grupo Salina (Kruskal-Wallis e Mann-
Whitney).
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2.3. Tratamento com pentoxifilina

2.3.1. Efeito da pentoxifilina sobre os aspectos macroscoépicos

observados na mucosite oral dos hamsters

A tabela 11 mostra o efeito do tratamento com pentoxifilina (PTX) nas
doses de 5, 15 e 45 mg/kg ou com solugao salina a 0,9%, administradas por
via sub-cutanea, 1 hora antes de cada dose de fluorouracil ou do trauma
mecanico nas mucosas jugais e, diariamente, até o 10° dia. Observou-se
que a PTX foi capaz de inibir, de forma significante (P<0,05) e dose-
dependente, as principais alteragdes vistas na mucosite oral experimental,
aqui representadas por eritema, hiperemia, edema, hemorragia, ulceras e
abscessos. Na figura 5, observam-se os aspectos macroscépicos das
mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral no 10° dia. A
fotografia E ilustra o efeito protetor do tratamento com PTX na dose 45
mg/kg, quando comparado a agado do 5-fluorouracil (fotografia B) ou ao

aspecto de normalidade (fotografia A).

2.3.2. Efeito da pentoxifilina sobre as alteragdoes histolégicas

observadas na mucosite oral em hamsters

A tabela 12 mostra as alteragbes observadas na analise
histopatoldgica das mucosas jugais de hamsters submetidos a mucosite oral
por fluorouracil. Os animais receberam PTX (5, 15 e 45 mg/kg-sc) ou solugao
salina 0,9% (0,5 ml; sc) diariamente, e foram sacrificados no 10° dia. A partir
de cortes seriados das mucosas, observou-se que PTX foi capaz de reduzir,
de forma significante e dose-dependente, as alteragdes histopatoldgicas
vistas na mucosite oral experimental, quando comparadas as observadas em
animais nao-tratados (Salina). A figura 6 ilustra o aspecto microscépico de
uma mucosa jugal normal (A), com mucosite oral experimental (B) e com
mucosite oral experimental tratada com PTX 45 mg/kg (E), onde se observa

reducao do infiltrado celular e demais aspectos analisados.
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Tabela 11: Efeito da pentoxifilina sobre as alteragbes macroscépicas
das mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral

experimental induzida por 5-fluorouracil

Tratamento (mg/kg)

Controle Salina PTX5 PTX 15 PTX 45

Escores 0(0-0)  3(2-3) 1(1-3)* 1(1-3  1(1-2)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecéanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam PTX (5, 15 e 45 mg/kg-
sc) ou 0,5 ml de solugédo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada
injegdo de S-fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10
dias. Os dados representam mediana e variagao de pelo menos 6 hamsters,
dos seguintes parametros analisados: presenca e intensidade de eritema, de
hiperemia, de hemorragia, de Ulceras e de abscessos. *P<0,05 representa
diferencas estatisticas dos animais com mucosite oral tratados com PTX em
relagdo aos animais nao tratados que constituem o grupo Salina (Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney).
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Tabela 12: Efeito da pentoxifilina sobre as alteragées microscépicas
das mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral

experimental induzida por 5-fluorouracil

Tratamento (mg/kg)

Controle Salina PTX5 PTX 15 PTX 45

Escores 0(0-0)  3(2-3) 1(0-2)* 2(0-3)  1(1-3)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecéanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam PTX (5, 15 e 45 mg/kg-
sc) ou 0,5 ml de solugédo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada
injegdo de S-fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10
dias. Os dados representam mediana e variagao de pelo menos 6 hamsters,
dos seguintes parametros analisados: dilatagéo e ingurgitamento vasculares;
intensidade de infiltrado celular; presenca de areas hemorragicas; de edema,
de abscessos e de ulceras. *P<0,05 representa diferengas estatisticas dos
animais com mucosite oral tratados com PTX em relagdo aos animais nao

tratados que constituem o grupo Salina (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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2.3.3. Efeito da pentoxifilina sobre as dosagens de mieloperoxidase

observadas na mucosite oral em hamsters

A figura 11 mostra que, apesar das menores doses de pentoxifilina
nao terem reduzido os niveis de mieloperoxidase, o tratamento com PTX (45
mg/kg-sc), reduziu, de forma significante (P<0,05), o numero de neutrdfilos
nas mucosas jugais dos animais no 10° dia, quantificados, de forma indireta
através da medida de atividade de suas enzimas mieloperoxidases, quando
comparadas as quantidades de neutréfilos de animais normais ou seja, nao

submetidos a indugao de mucosite oral.

2.3.4. Efeito da pentoxifilina sobre o leucograma dos hamsters com

mucosite oral

A tabela 13 mostra que o tratamento com PTX, na maior dose (45
mg/kg-sc), foi capaz de alterar as contagens do numero de leucdcitos total e
diferencial do sangue dos animais. Dessa maneira, a PTX reduziu a
leucocitose e o numero de neutréfilos no 10° dia em hamsters submetidos a

mucosite oral experimental por fluorouracil (P<0,05).

2.3.5. Efeito da pentoxifilina sobre a variagdo de massa corpérea dos

hamsters com mucosite oral

A figura 12 mostra que o tratamento com PTX, nas doses de 5, 15 e
45 mg/kg, reduziu, de forma estatisticamente significante (P<0,05) e dose-
dependente, a perda de massa corpérea dos animais induzida pela mucosite
oral experimental quando comparada a variacdo de massa corpérea de

animais nao tratados, constituidos pelo grupo Salina.
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Figura 11: Efeito da pentoxifilina sobre as dosagens de
mieloperoxidase observadas na mucosite oral em hamsters: A mucosite
oral foi induzida em hamsters através de injegbes de 5-fluorouracil e de
trauma mecanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta romba nas
mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml de salina uma hora antes de
cada injecdo de 5-fluorouracil ou do TM. As mucosas foram retiradas por
ocasido dos sacrificios realizados no 10 dia e congeladas em freezer 20°
negativos. As barras representam Média + EPM da quantidade de MPO x
10%/grama de mucosa jugal. *P<0,05 representa diferencas estatisticas dos
hamsters que foram submetidos a mucosite oral (5-FU) em relagdo aos
animais normais (controle). O numero de animais utilizados foi, no minimo,

trés (Anova; Bonferroni).
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Tabela 13: Efeito da pentoxifilina sobre o leucograma dos hamsters
com mucosite oral

Tratamento (mg/kg)

Normal Salina PTX 5 PTX 15 PTX 45

Leucdcitos totais ~ 7,8+0,5 251+£3,7 12,0£0,7* 11,0£0,9* 9,4+0,4*
Neutrofilos 1,9+0,2 17,344,9 6,8+£0,6* 4,6+0,6* 3,1£0,5*

Mononucleares 5,940,4 7,841,3 5,440,7 6,4+0,4 6,3240,5

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecénico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml de salina uma hora
antes de cada injecao de 5-fluorouracil ou da irritagdo mecanica. O sangue
foi colhido por pungéo cardiaca por ocasiéo do sacrificio realizado no 10° dia.
Os valores representam Média + EPM do numero total de leucdcitos x
10%/mm?®. *P<0,001 representa diferencas estatisticas dos hamsters que
foram submetidos a mucosite oral por 5-fluorouracil e tratados com PTX, em
relagdo aos animais nao tratados (Salina). O numero de animais utilizados

foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 12: Efeito da pentoxifilina sobre a variagdo de massa corpoérea
dos hamsters com mucosite oral experimental induzida por 5-
fluorouracil: A mucosite oral, induzida por doses (ip) de 5-fluorouracil e pelo
trauma mecéanico nas mucosas jugais dos animais, causou intensa perda de
massa corpoérea, a qual foi revertida, de forma estatisticamente significante
(P<0,05) e dose-dependente, pelo uso de PTX (5, 15 e 45 mg/kg; sc). As
massas corporeas dos animais foram medidas diariamente, durante 10 dias.
Os pontos representam Média + EPM da variagédo de massas corporeas (g),
calculadas a partir das massas iniciais. *P<0,05 representa diferencas
estatisticas dos hamsters que foram submetidos a mucosite oral por 5-FU
tratada com PTX em relagao aos animais nao tratados (Salina). O numero de

animais em cada grupo foi, no minimo, seis (Anova; Bonferroni).

100



2.4. Tratamento com talidomida

241. Efeito da talidomida sobre os aspectos macroscoépicos

observados na mucosite oral dos hamsters

A tabela 14 mostra o efeito do tratamento com talidomida (TLD) nas
doses de 10, 30 e 90 mg/kg ou com solugdo salina a 0,9%, administradas
por via sub-cutanea, 1 hora antes de cada dose de fluorouracil ou do trauma
mecanico nas mucosas jugais e, diariamente, até o 10° dia. Observou-se
que a TLD foi capaz de inibir, de forma significante (P<0,05), as principais
alteragcbes vistas na mucosite oral experimental, aqui representadas por
eritema, hiperemia, edema, hemorragia, uUlceras e abscessos. Na figura 5,
observam-se os aspectos macroscopicos das mucosas jugais dos hamsters
submetidos a mucosite oral no 10° dia. A fotografia F ilustra o efeito protetor
do tratamento com TLD na dose 90 mg/kg, quando comparado a agéo do 5-

fluorouracil (fotografia B) ou ao aspecto de normalidade (fotografia A).

2.4.2. Efeito da talidomida sobre as alteragoes histolégicas observadas

na mucosite oral em hamsters

A tabela 15 mostra as alteragdes observadas na analise
histopatologica das mucosas jugais de hamsters submetidos a mucosite oral
por fluorouracil. Os animais receberam TLD (10, 30 e 90 mg/kg-sc) ou
solugéo salina 0,9% (0,5 ml; sc) diariamente, e foram sacrificados no 10° dia.
A partir de cortes seriados das mucosas, observou-se que TLD foi capaz de
reduzir, de forma significante e dose-dependente, as alteragcbes
histopatoldgicas vistas na mucosite oral experimental, quando comparadas
as observadas em animais ndo-tratados (Salina). A figura 6 ilustra o aspecto
microscopico de uma mucosa jugal normal (A), com mucosite oral
experimental (B) e com mucosite oral experimental tratada com TLD 90
mg/kg (F), onde se observa reducé&o do infiltrado celular e dos demais

aspectos analisados.
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Tabela 14: Efeito da talidomida sobre as alteragcoes macroscopicas das
mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral experimental

induzida por 5-fluorouracil

Tratamento (mg/kg)

Normal Salina TLD 10 TLD 30 TLD 90

Escores 0(0-0)  3(2-3) 1(1-2)* 1(1-2  1(1-2)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecéanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam TLD (10, 30 e 90 mg/kg-
sc) ou 0,5 ml de solugédo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada
injegdo de S-fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10
dias. Os dados representam mediana e variagao de pelo menos 6 hamsters,
dos seguintes parametros analisados: presenca e intensidade de eritema, de
hiperemia, de hemorragia, de Ulceras e de abscessos. *P<0,05 representa
diferencas estatisticas dos animais com mucosite oral tratados com TLD em
relagdo aos animais nao tratados que constituem o grupo Salina (Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney).
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Tabela 15: Efeito da talidomida sobre as alterag6es microscoépicas das
mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral experimental

induzida por 5-fluorouracil

Tratamento (mg/kg)

Normal Salina TLD 10 TLD 30 TLD 90

Escores 0(0-0) 3(2-3) 15(1-2¢ 1501-2* 1,5(1-2)*

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecéanico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam TLD (10, 30 e 90 mg/kg-
sc) ou 0,5 ml de solugédo salina 0,9% (Salina) uma hora antes de cada
injegdo de S-fluorouracil ou do trauma mecanico, diariamente, durante 10
dias. Os dados representam mediana e variagao de pelo menos 6 hamsters,
dos seguintes parametros analisados: dilatagao e ingurgitamento vasculares;
intensidade de infiltrado celular; presenca de areas hemorragicas; de edema,
de abscessos e de ulceras. *P<0,05 representa diferengas estatisticas dos
animais com mucosite oral tratados com TLD em relacdo aos animais nao

tratados que constituem o grupo Salina (Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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2.4.3. Efeito da talidomida sobre as dosagens de mieloperoxidase

observadas na mucosite oral em hamsters

A figura 13 mostra que o tratamento com TLD (10 mg/kg-sc), reduziu,
de forma significante (P<0,05), o numero de neutréfilos nas mucosas jugais
dos animais no 10° dia, quantificados, de forma indireta através da medida
de atividade de suas enzimas mieloperoxidases, quando comparadas as
quantidades de neutrdéfilos de animais normais ou seja, ndo submetidos a

indugdo de mucosite oral.

2.4.4. Efeito da talidomida sobre o leucograma dos hamsters com

mucosite oral

A tabela 16 mostra que o tratamento com TLD (10, 30 e 90 mg/kg-sc),
foi capaz de alterar as contagens do numero de leucdcitos total e diferencial
do sangue dos animais. Dessa maneira, a TLD reduziu a leucocitose e o
numero de neutrdfilos e mononucleares no 10° dia em hamsters submetidos

a mucosite oral experimental por fluorouracil (P<0,05).

2.4.5. Efeito da talidomida sobre a variagdo de massa corpdrea dos

hamsters com mucosite oral

A figura 14 mostra que o tratamento com TLD, nas doses de 5, 15 e
45 mg/kg, nao reduziu, de forma estatisticamente significante (P<0,05), a
perda de massa corporea dos animais induzida pela mucosite oral
experimental quando comparada a variagdo de massa corporea de animais

nao tratados, constituidos pelo grupo Salina.
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Figura 13: Efeito da talidomida sobre as dosagens de mieloperoxidase
observadas na mucosite oral em hamsters: A mucosite oral foi induzida
em hamsters através de injecbes de 5-fluorouracil e de trauma mecanico
(TM) com o auxilio de agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os
animais receberam 0,5 ml de salina uma hora antes de cada inje¢cao de 5-
fluorouracil ou do TM. As mucosas foram retiradas por ocasidao dos
sacrificios realizados no 10 dia e congeladas em freezer 20° negativos. As
barras representam Média + EPM da quantidade de MPO x 106/grama de
mucosa jugal. *P<0,05 representa diferengas estatisticas dos hamsters que
foram submetidos a mucosite oral (5-FU) em relagdo aos animais normais
(controle). O numero de animais utilizados foi, no minimo, trés (Anova;

Bonferroni).
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Tabela 16: Efeito da talidomida sobre o leucograma dos hamsters com
mucosite oral

Tratamento (mg/kg)

Normal Salina TLD 10 TLD 30 TLD 90

Leucdcitos totais  7,8+0,5 26,2+2,7 11,2£1,7*  13,1£0,9* 16,2+2,1*
Neutrofilos 1,9+0,2 12,64+1,2 51+1,1* 7,8+1,1* 10,3+1,6

Mononucleares 59+0,4 13,6+1,8 6,1+1,2* 5,3+0,6* 5,9+1,2*

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢cdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecénico (TM) com o auxilio de agulha de ponta
romba nas mucosas jugais. Os animais receberam 0,5 ml de salina uma hora
antes de cada injecao de 5-fluorouracil ou da irritagdo mecanica. O sangue
foi colhido por pungéo cardiaca por ocasiéo do sacrificio realizado no 10° dia.
Os valores representam Média + EPM do numero total de leucdcitos x
10%/mm?. *P<0,05 representa diferencas estatisticas dos hamsters que foram
submetidos a mucosite oral por 5-fluorouracil e tratados com TLD, em
relagdo aos animais nao tratados (Salina). O numero de animais utilizados

foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 14: Efeito da talidomida sobre a variagao de massa corpérea dos
hamsters com mucosite oral experimental induzida por 5-fluorouracil: A
mucosite oral, induzida por doses (ip) de 5-fluorouracil e pelo trauma
mecanico nas mucosas jugais dos animais, causou intensa perda de massa
corporea, a qual foi revertida, de forma estatisticamente significante (P<0,05)
e dose-dependente, pelo uso de TLD (10, 30 e 90 mg/kg; sc). As massas
corpéreas dos animais foram medidas diariamente, durante 10 dias. Os
pontos representam Média + EPM da variagcdo de massas corporeas (g),
calculadas a partir das massas iniciais. *P<0,05 representa diferencas
estatisticas dos hamsters que foram submetidos a mucosite oral por 5-FU
tratada com TLD em relagédo aos animais nao tratados (Salina). O numero de

animais em cada grupo foi, no minimo, seis (Anova; Bonferroni).
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PARTE B

1. Mucosite intestinal em ratos

Foi utilizado o modelo de mucosite intestinal induzida por metotrexato
em ratos, desenvolvido por Vanderhoof et al., 1990 e adaptado no
Laboratério de Farmacologia da Inflamagcdo e do Cancer (LAFICA) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina—
UFC. Os principais parametros estudados foram: analise morfométrica,
avaliacdo da permeabilidade intestinal pelo teste lactulose e manitol, estudo
hematoldgico, bem como, analises das variagcbes de massa corpérea, de
ingestdes de liquidos e alimentos. Adicionalmente, foram realizadas analises
imunohistoquimicas para a deteccao de TNF-a na mucosite intestinal em
ratos e estudo da delecado do RNAmM de TNF-a na mucosite intestinal

induzida em camundongos.

1.1. Efeito do metotrexato sobre as mucosas intestinais

A figura 15 mostra que as administracbes subcutdneas de
metotrexato (MTX) nas doses de 1,5, 2,5 e 3,5 mg/kg, durante trés dias
consecutivos, em ratos tratados apenas com solugdo fisiologica a 0,9%
(Salina), causaram lesdes significativas (P<0,05) nas mucosas intestinais,
quando comparadas aos animais normais, considerados como controle.
Observou-se que, embora todas as doses tenham produzido danos
consistentes nas mucosas intestinais, dentro de 40 horas apds a terceira
administragdo do antineoplasico, a dose de 2,5 mg/kg produziu uma
mucosite intestinal com importante redugcdo da taxa de mortalidade em
relagdo a maior dose. Isto pode ser observado na figura 16, onde a
fotomicrografia A corresponde a uma mucosa intestinal de ratos normais e B,
a de animais submetidos a mucosite intestinal por doses de 2,5 mg/kg de
metotrexato. Assim, esta dose foi a escolhida para se proceder as inducgdes
dessas lesbes a serem moduladas farmacologicamente por celecoxib,

pentoxifilina e talidomida.
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Figura 15: Efeito do metotrexato sobre a morfometria das mucosas
intestinais de ratos: Os ratos foram submetidos a mucosite intestinal
através de injecdes de 1,5; 2,5 e 3,5 mg/kg de metotrexato em trés dias
consecutivos e no 5° dia foram sacrificados. Segmentos de duodeno, jejuno
e ileo foram removidos e subsequentemente processados para a técnica de
coloragao pelo método H&E. *P<0,001 representa diferenca estatistica dos
animais com mucosite em relagdo aos normais. O numero de ratos utilizados

foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 16: Fotomicrografias das mucosas intestinais de ratos normais
(A) e dos apenas submetidos a mucosite intestinal por metotrexato (B):
Os ratos foram submetidos a mucosite intestinal através de injegdes de 2,5
mg/kg de metotrexato em trés dias consecutivos e no 5° dia foram
sacrificados. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo foram removidos, fixados
em solugdo tamponada de formaldeido a 10%, durante 24 horas e
subsequentemente processados para a técnica de coloragdo pelo método
H&E. (A): mucosa intestinal de animais normais, ndo submetidos a mucosite
intestinal, mostrando preservacao de vilos. (B): mucosa intestinal de animais
que receberam 0,5 ml de salina uma hora antes de cada injegcdo de

metotrexato, mostrando encurtamento dos vilos (H&E, 400x).
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1.2. Efeito do metotrexato sobre a permeabilidade intestinal dos ratos

A figura 17 mostra que as administracbes subcutdneas de
metotrexato na dose de 2,5 mg/kg, durante trés dias consecutivos, causaram
alteragdes significativas sobre as mucosas intestinais analisadas pelo teste
da lactulose e manitol, quando comparadas aos ratos normais. Apesar de
nao ter havido diferenca estatistica quanto ao percentual de excreg¢ao de
lactulose entre os grupos, verificou-se redugao significativa (P<0,001) do
percentual de excregcdao de manitol. Observou-se, portanto, uma taxa de

lactulose/manitol igualmente reduzida (P<0,001).

1.3. Efeito do metotrexato sobre o leucograma dos ratos

A tabela 17 mostra que o metotrexato, na mucosite intestinal em
ratos, causou alteragdes significativas (P<0,001) tanto na contagem total,
como na diferencial dos leucécitos sanguineos ao final dos cinco dias
experimentais. Observou-se, entdo, acentuada leucopenia as custas da
reducdo do numero de leucécitos mononucleares (P<0,001) e

polimorfonucleares neutréfilos (P<0,001).

1.4. Efeito do metotrexato sobre a variagdo de massa corpérea dos
ratos

Através da figura 18 verifica-se que a mucosite intestinal induzida por
metotrexato em ratos foi capaz de causar perda significativa (P<0,05) de
massa corporea a partir do 1° dia, mantendo esse perfil por todo o periodo
experimental de 5 dias, em comparagao a variagao de massa corporea dos

animais normais ou seja, nao submetidos a mucosite intestinal.
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Figura 17: Efeito do metotrexato sobre a permeabilidade intestinal: a
mucosite intestinal foi induzida por injecbes consecutivas de 2,5 mg/kg de
MTX em ratos, por trés dias, e a partir do 4° dia passaram a receber ragdo
pobre em carboidratos. No dia seguinte, foram coletados e medidos os
volumes urinarios, e estocados em geladeira para as dosagens posteriores
de lactulose e manitol excretadas. *P<0,05 ou *P<0,0001 representa
diferenga estatistica dos animais com mucosite em relagdo aos normais. O

numero de ratos utilizados foi, no minimo, cinco (Teste t).
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Tabela 17: Efeito do metotrexato sobre o leucograma dos ratos

Normal MTX 2,5 mg/kg
Leucdcitos totais 12,0+0,7 1,4+0,2*
Neutréfilos 2,8+0,1 0,1+0,0*
Mononucleares 9,1+0,7 1,3+0,2*

A mucosite intestinal foi induzida em ratos através de trés injegdes
consecutivas de metotrexato. Os animais receberam 0,5 ml de solugao
salina uma hora antes de cada inje¢cdo do quimioterapico. As amostras de
sangue foram colhidas das caudas dos animais normais ou dos submetidos
a mucosite intestinal por metotrexato no momento do sacrificio dos mesmos,
no quinto dia. Os valores expressam Média + EPM do numero total de
leucdcitos, neutrdfilos e mononucleares x 10%mm3. *P<0,001 representa
diferencas estatisticas entres os valores dos animais normais € o0s
submetidos a mucosite intestinal por metotrexato. O numero de animais

utilizados foi, no minimo, cinco em cada grupo (Teste t).
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Figura 18: Efeito do metotrexato sobre a variagdo de massa corpoérea
dos ratos: a mucosite intestinal foi induzida em ratos através de trés
injecdes consecutivas de metotrexato. Os animais receberam 0,5 ml de
solugdo salina uma hora antes de cada injecdo do quimioterapico. As
massas corporeas dos ratos foram medidas diariamente até o 5° dia. Os
pontos representam Média + EPM da variagdo de massa corpérea (g),
calculada através das diferengas das massas dos ratos, durante cinco dias,
em relagdo a suas massas iniciais. *P<0,05 representa diferencas
estatisticas dos animais submetidos a mucosite intestinal em relacido aos
ratos normais, sem mucosite (controle ou normal). Em cada experimento, o

numero de animais utilizados, foi igual a seis (Teste t).
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1.5. Efeito do metotrexato sobre a variagao de ingestao de liquidos dos
ratos

A figura 19 mostra que a mucosite intestinal induzida por metotrexato
em ratos foi capaz de causar reducao significativa (P<0,05) de ingestao de
liquidos a partir do 1° dia, mantendo esse perfil durante todo o periodo
experimental de 5 dias, em comparagao a variagao de ingestdo de liquidos

dos animais normais ou seja, ndo submetidos a mucosite intestinal.

1.6. Efeito do metotrexato sobre a variagdao de ingestao de alimentos
dos ratos

A figura 20 mostra que a mucosite intestinal induzida por metotrexato
em ratos foi capaz de causar reducéo significativa (P<0,05) de ingestao de
alimentos a partir do 3° dia, mantendo esse perfil até o sacrificio, no 5° dia,
em comparagao a variagao de ingestao de alimentos dos animais normais ou

seja, nao submetidos a mucosite intestinal.

1.7. Efeito do metotrexato sobre a deteccdo de TNF-a por

imunohistoquimica

Na figura 21 observam-se as marcagbes de TNF-a pelo estudo
imunohistoquimico das mucosas intestinais de ratos. A fotomicrografia A
mostra o duodeno de um animal normal, onde existe marcagédo para TNF-a
ao nivel das células do epitélio de revestimento intestinal. A fotomicrografia B
mostra o duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal por
metotrexato durante cinco dias, onde, além das marcacdes de TNF-a ao
nivel do epitélio intestinal, surgem células ao nivel de lamina prépria,

mostrando, assim, um aumento da expressao TNF-a.
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Figura 19: Efeito do metotrexato sobre a variagdo de ingestao de
liquidos dos ratos: a mucosite intestinal foi induzida em ratos através de
trés injegdes consecutivas de metotrexato. Os animais receberam 0,5 ml de
solugdo salina uma hora antes de cada injegdo do quimioterapico. As
ingestdes de liquidos dos ratos foram medidas imediatamente antes da
administragcdo do quimioterapico, diariamente, até o 5° dia. Os pontos
representam Média + EPM da variagdo de ingestdo de liquidos (ml),
calculada através das diferencas das ingestbes de liquidos pelos ratos,
durante 5 dias, em relagcao ao volume inicial. *P<0,05 representa diferengas
estatisticas dos animais submetidos a mucosite intestinal em relacdo aos
ratos normais, sem mucosite (controle ou normal). Em cada experimento, o

nuamero de animais utilizados, foi igual a seis (Teste t).
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Figura 20 Efeito do metotrexato sobre a variagdo de ingestdo de
alimentos dos ratos. A mucosite intestinal foi induzida em ratos através de
trés injegdes consecutivas de metotrexato. Os animais receberam 0,5 ml de
solugdo salina uma hora antes de cada injegcdo do quimioterapico. As
ingestdes de alimentos dos ratos foram medidas imediatamente antes da
administragdo do quimioterapico, diariamente, até o 5° dia. Os pontos
representam Média + EPM da variagdo de ingestdo de alimentos (g),
calculada através das diferengcas das ingestbes de alimentos pelos ratos,
durante cinco dias, em relagdo ao volume inicial. *P<0,05 representa
diferencas estatisticas dos animais submetidos a mucosite intestinal em
relacdo aos ratos normais, sem mucosite (controle ou normal). Em cada

experimento, o numero de animais utilizados, foi igual a seis (Teste t).
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Figura 21: Fotomicrografias das mucosas intestinais de ratos normal
(A) e submetido a mucosite intestinal por metotrexato (B) por
imunohistoquimica para detec¢ao de TNF-a: os ratos receberam solucao
salina ou foram submetidos a mucosite intestinal pela administracédo de
metotrexato e, ao final do 5° dia, foram sacrificados. Foram removidos os
segmentos de duodeno, fixados e processados para inclusdo em parafina.
(A) duodeno de um animal normal, ndo submetido a mucosite intestinal por
metotrexato, mostrando marcagéo (setas) de TNF-a ao nivel de epitélio de
revestimento dos vilos. (B) duodeno de um animal submetido a mucosite
intestinal por 5 dias, apresentando marcagao (setas) de TNF-a ao nivel de

epitélio de revestimento e, também, na lamina propria do intestino. (400x).
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2. Efeito dos tratamentos farmacolégicos nos grupos experimentais

O modelo de mucosite intestinal induzida por metotrexato em ratos,
desenvolvido por Vanderhoof et al.,, 1990 e adaptado no Laboratério de
Farmacologia da Inflamacédo e do Céancer (LAFICA) do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina—UFC, foi utilizado para
o estudo dos efeitos dos tratamentos com celecoxib, pentoxifilina e
talidomida sobre os parametros avaliados no 5° dia experimental: analise
morfométrica das mucosas intestinais sob efeito do metotrexato, avaliagao
da permeabilidade intestinal, estudo hematoldgico, analises das variagbes de
massa corporea, de ingestdo de liquidos e alimentos dos animais, bem

como, imunohistoquimica para deteccao de TNF-a.

2.1. Tratamento com celecoxib

2.1.1. Efeito do celecoxib sobre os aspectos morfométricos observados

na mucosite intestinal por metotrexato em ratos

A figura 22 mostra o efeito do tratamento com celecoxib (CLX) nas
doses de 7,5, 15 e 30 mg/kg ou com solugdo salina a 0,9%, administradas
por via intra-peritoneal, fracionadas a cada 12 horas, diariamente, até o 5°
dia experimental. Observou-se que CLX 30 mg/kg foi capaz de reduzir, de
forma significante (P<0,01), as principais alteragdes vistas na mucosite
intestinal experimental por metotrexato, aqui representadas pela relagao de
encurtamento dos vilos e aumento da profundidade das criptas de
segmentos de duodeno, jejuno e ileo, em 37,3%, 42,2% e 29,8%,
respectivamente. Na figura 23 observam-se os aspectos histolégicos das
mucosas intestinais dos ratos submetidos a mucosite intestinal por
metotrexato. A fotomicrografia C ilustra o efeito protetor do tratamento com
CLX na dose de 30 mg/kg, quando comparado a agcdo do metotrexato

(fotomicrografia B) ou ao aspecto de normalidade (fotomicrografia A).
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Figura 22: Efeito do celecoxib sobre as alteragées morfolégicas das
mucosas intestinais dos ratos submetidos a mucosite intestinal: a
mucosite intestinal foi induzida por trés injegdes consecutivas de 2,5 mg/kg
de metotrexato em ratos. Os animais receberam, 1 e 12 horas antes de cada
administragado do quimioterapico, solugéo salina ou CLX 7,5, 15 e 30 mg/kg,
diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo
foram removidos e processados para a coloragao pelo método H&E.
*P<0,001 representa diferenca estatistica dos animais com mucosite
tratados com CLX em relagao aos nao tratados (Salina). O numero de ratos

utilizados foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 23: Fotomicrografias das mucosas intestinais de ratos normais

(A) ou submetidos a mucosite por metotrexato que receberam solugao
salina (B), CLX 30 mg/kg (C), PTX 15 mg/kg (D) ou TLD 90 mg/kg (E): Os
ratos foram submetidos a mucosite intestinal através de inje¢cbes de 2,5
mg/kg de metotrexato. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo foram
removidos, fixados em solugdo tamponada de formaldeido a 10%, durante
24 horas e subsequentemente processados para a técnica de coloragéo pelo
método H&E. Os animais receberam CLX, PTX ou TLD - 30, 15 ou 90 mg/kg,
respectivamente, 1 e 12 horas antes de cada injecdo de metotrexato,

diariamente, durante 5 dias, quando ent&o, foram sacrificados (100x).
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2.1.2. Efeito do celecoxib sobre a permeabilidade intestinal dos ratos

com mucosite intestinal

Através da figura 24 observa-se que o tratamento com CLX, na dose
de 30 mg/kg, durante cinco dias, apesar de nédo ter prevenido danos as
zonas de oclusdo, dada a absor¢ao de lactulose aumentada, foi capaz,
contudo, de prevenir, de forma significante (P<0,0001), a perda de area
absortiva do epitélio intestinal, decorrente da maior excre¢gao de manitol, em
animais submetidos a mucosite intestinal por trés injegdes consecutivas de
2,5 mg/kg de metotrexato. Por fim, observou-se reducdo significativa
(P<0,0001) da lesao intestinal induzida pelo metotrexato, aqui representada

pela reducao da taxa de lactulose/manitol excretados.

2.1.3. Efeito do celecoxib sobre o leucograma dos ratos com mucosite

intestinal

A tabela 18 mostra que o tratamento com CLX, na dose de 30 mg/kg,
durante cinco dias, alterou as contagens do numero de leucécitos total e
diferencial no sangue periférico dos animais submetidos a mucosite intestinal
por trés inje¢cdes consecutivas de metotrexato. Dessa maneira, CLX reduziu,
de forma significante (P<0,001) a leucopenia, por diminuir a neutropenia e o
baixo numero de leucocitos mononucleares observados na mucosite

intestinal experimental.
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Figura 24: Efeito do celecoxib sobre a permeabilidade intestinal dos
ratos com mucosite intestinal: a mucosite intestinal foi induzida por
injecdes consecutivas de 2,5 mg/kg de MTX em ratos, por trés dias, e
receberam, 1 e 12 horas antes de cada administracdo do quimioterapico,
solugéo salina ou CLX 7,5, 15 e 30 mg/kg, diariamente, até o sacrificio, no 5°
dia. A partir do 4° dia passaram a receber racdo pobre em carboidratos. No
5° dia foram coletados e medidos os volumes urindrios, e estocados em
geladeira para as dosagens posteriores de lactulose e manitol excretadas.
*P<0,05 ou *P<0,0001 representa diferenca estatistica dos animais com
mucosite tratados com CLX em relagédo aos nao tratados (Salina). O numero

de ratos utilizados foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Tabela 18: Efeito do celecoxib sobre o leucograma dos ratos com

mucosite intestinal

MTX 2,5 mg/kg

Normal Salina CLX 30 mg/kg
Leucdcitos totais 12,0+0,7 1,4+0,2 7,4+1,0*
Neutrofilos 2,8+0,1 0,1+0,0 1,5+0,2*
Mononucleares 9,1+0,7 1,310,2 5,9+0,8*

A mucosite intestinal foi induzida em ratos através de trés injecdes
consecutivas de metotrexato. Os animais receberam, 1 e 12 horas antes de
cada administragcdo do quimioterapico, solugdo salina ou CLX 30 mg/kg,
diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. As amostras de sangue foram
colhidas das caudas dos animais normais ou dos submetidos a mucosite
intestinal por metotrexato no momento do sacrificio dos mesmos, no quinto
dia. Os valores expressam Média + EPM do numero total de leucdcitos,
neutréfilos e mononucleares x 10°/mm?®. *P<0,001 representa diferencas
estatisticas entres os valores dos animais com mucosite tratados com CLX
em relagdo aos nao tratados (Salina). O numero de ratos utilizados foi, no

minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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2.1.4. Efeito do celecoxib sobre os aspectos metabdlicos dos ratos

submetidos a mucosite intestinal por metotrexato

A figura 25 mostra os aspectos metabdlicos dos animais, tais como
variacdo de massa corpoérea (A), variagao de ingestdo de liquidos (B) e de
alimentos (C). Em A observa-se que o tratamento com CLX n&o reverteu de
forma significativa (P<0,05) a perda de massa corporea induzida pela
mucosite intestinal, quando comparada a variagcdo de massa corporea de
animais normais ou seja, sem mucosite. Contudo, observa-se uma tendéncia
a recuperacdo de suas massas, embora sem haver diferenca
estatisticamente significante, quando relacionadas as massas dos animais
submetidos a mucosite oral experimental ndo-tratada (Salina). Da mesma
maneira, verifica-se que o tratamento com CLX nao reverteu de forma
significativa (P<0,05) a menor ingestédo de liquidos (B) nem de alimentos (C)
observada em animais submetidos a mucosite intestinal por metotrexato,
quando comparada a variagdo de consumo de agua de ratos normais ou

seja, sem mucosite experimental.
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Figura 25: Efeito do celecoxib sobre as variagées de massa corpoérea
(A), de ingestao de liquidos (B) e alimentos (C) dos ratos com mucosite
intestinal: a mucosite intestinal foi induzida em ratos através de trés
injecdes consecutivas de metotrexato. Os animais receberam, 1 e 12 horas
antes de cada administracdo do quimioterapico, solugao salina ou CLX 7,5,
15 e 30 mg/kg, diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. As medidas das
variagcoes foram feitas, diariamente, até o 5° dia. Os pontos representam
Média + EPM das variagdes calculadas através das diferencas dos valores
obtidos durante cinco dias, em relacdo a suas massas iniciais. *P<0,05
diferenca estatistica dos animais com mucosite tratados com CLX em
relagdo aos nao tratados (Salina). O numero de ratos utilizados foi, no

minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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2.2. Grupo tratado com pentoxifilina

2.21. Efeito da pentoxifilina sobre os aspectos morfométricos

observados na mucosite intestinal dos ratos

A figura 26 mostra o efeito do tratamento com pentoxifilina (PTX) nas
doses de 15, 30 e 60 mg/kg ou com solugdo salina a 0,9%, administradas
por via intra-peritoneal, fracionadas a cada 12 horas, diariamente, até o 5°
dia experimental. Observou-se que a PTX, principalmente na dose de 15
mg/kg, foi capaz de inibir, de forma significante (P<0,01), as principais
alteracbes vistas na mucosite intestinal experimental, aqui representadas
pelo encurtamento dos vilos e aumento da profundidade das criptas de
segmentos de duodeno, jejuno e ileo, em 38,1%, 36,8% e 30,7%,
respectivamente. Na figura 22 observam-se os aspectos histolégicos das
mucosas intestinais dos ratos submetidos a mucosite intestinal por
metotrexato. A fotomicrografia D ilustra o efeito protetor do tratamento com
PTX na dose de 15 mg/kg, quando comparado a acdo do metotrexato

(fotomicrografia B) ou ao aspecto de normalidade (fotomicrografia A).

2.2.2. Efeito da pentoxifilina sobre a permeabilidade intestinal dos ratos

com mucosite intestinal

Através da figura 27 verifica-se que o tratamento com PTX, na dose
de 30 mg/kg, durante cinco dias, foi capaz de prevenir, de forma significante
(P<0,0001), a perda de area absortiva do epitélio intestinal, dada a maior
excrecdo de manitol, em animais submetidos a mucosite intestinal por trés
injecbes consecutivas de 2,5 mg/kg de metotrexato. Adicionalmente,
observou-se reducgdo significativa (P<0,0001) da lesao intestinal induzida
pelo metotrexato, aqui representada pela reducdo da taxa de

lactulose/manitol excretados.
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Figura 26: Efeito da pentoxifilina sobre as alteragées morfolégicas das
mucosas intestinais dos ratos submetidos a mucosite intestinal: a
mucosite intestinal foi induzida por trés inje¢cdes consecutivas de 2,5 mg/kg
de metotrexato em ratos. Os animais receberam, 1 e 12 horas antes de cada
administragdo do quimioterapico, solugao salina ou PTX 15, 30 e 60 mg/kg,
diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo
foram removidos e processados para a coloracdo pelo método H&E.
*P<0,001 representa diferenca estatistica dos animais com mucosite
tratados com PTX em relagdo aos néo tratados (Salina). O numero de ratos

utilizados foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 27: Efeito da pentoxifilina sobre a permeabilidade intestinal dos
ratos com mucosite intestinal: a mucosite intestinal foi induzida por
injecdes consecutivas de 2,5 mg/kg de MTX em ratos, por trés dias, e
receberam, 1 e 12 horas antes de cada administracdo do quimioterapico,
solugdo salina ou PTX 15 mg/kg, diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. A
partir do 4° dia passaram a receber ragdo pobre em carboidratos. No 5° dia
foram coletados e medidos os volumes urinarios, e estocados em geladeira
para as dosagens posteriores de lactulose e manitol excretadas. *P<0,05 ou
*P<0,0001 representa diferenca estatistica dos animais com mucosite
tratados com PTX em relagao aos néao tratados (Salina). O numero de ratos

utilizados foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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2.2.3. Efeito da pentoxifilina sobre o leucograma dos ratos com

mucosite intestinal

A tabela 19 mostra que o tratamento com PTX, na dose de 15 mg/kg,
durante cinco dias, ndo foi capaz de alterar as contagens do numero de
leucdcitos total e diferencial no sangue periférico dos animais submetidos a
mucosite intestinal por metotrexato. Portanto, a PTX n&o reduziu, de forma
significante (P<0,001) a leucopenia, a neutropenia, nem a linfomonocitopenia

observadas na mucosite intestinal experimental.

2.2 4. Efeito da pentoxifilina sobre os aspectos metabdlicos dos ratos

submetidos a mucosite intestinal por metotrexato

A figura 28 mostra os aspectos metabdlicos dos animais, tais como
variagdo de massa corpoérea (A), variagao de ingestdo de liquidos (B) e de
alimentos (C). Em A observa-se que o tratamento com PTX, em todas as
doses, reverteu, de forma significativa (P<0,05), a perda de massa corpérea
induzida pela mucosite intestinal, quando comparada a variacdo de massa
corpérea de animais com mucosite intestinal (Salina). Contudo, ndo se
observou a recuperagcdo de suas massas, quando comparadas as dos
animais normais, isto €, ndo submetidos a mucosite intestinal. Contudo,
verifica-se que o tratamento com PTX n&o reverteu de forma significativa
(P<0,05) a menor ingestao de liquidos (B) nem de alimentos (C) observada
em animais submetidos a mucosite intestinal por metotrexato, quando
comparada a variagao de consumo de agua de ratos normais ou seja, sem

mucosite experimental.
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Tabela 19: Efeito da pentoxifilina sobre o leucograma dos ratos com

mucosite intestinal

MTX 2,5 mg/kg

Normal Salina PTX 15 mg/kg
Leucdcitos totais 12,0+£0,7 1,4+0,2 3,6+1,7
Neutrofilos 2,840,1 0,1£0,0 0,6+0,3
Mononucleares 9,1+0,7 1,310,2 3,0+1,4

A mucosite intestinal foi induzida em ratos através de trés injegdes
consecutivas de metotrexato. Os animais receberam, 1 e 12 horas antes de
cada administracdo do quimioterapico, solugdo salina ou PTX 15 mg/kg,
diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. As amostras de sangue foram
colhidas das caudas dos animais normais ou dos submetidos a mucosite
intestinal por metotrexato no momento do sacrificio dos mesmos, no quinto
dia. Os valores expressam Média + EPM do numero total de leucdcitos,
neutréfilos e mononucleares x 10°’mm?. *P<0,001 representa diferencas
estatisticas entres os valores dos animais com mucosite tratados com PTX
em relacdo aos nao tratados (Salina). O numero de ratos utilizados foi, no

minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 28: Efeito da pentoxifilina sobre as variagées de massa corporea
(A), de ingestao de liquidos (B) e alimentos (C) dos ratos com mucosite
intestinal: a mucosite intestinal foi induzida em ratos através de trés
injecdes consecutivas de metotrexato. Os animais receberam, 1 e 12 horas
antes de cada administragdo do quimioterapico, solugao salina ou PTX 15,
30 e 60 mg/kg, diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. As medidas das
variagcoes foram feitas, diariamente, até o 5° dia. Os pontos representam
Média + EPM das variagdes calculadas através das diferencas dos valores
obtidos durante cinco dias, em relacdo a suas massas iniciais. *P<0,05
diferenca estatistica dos animais com mucosite tratados com PTX em
relacdo aos nao tratados (Salina). O numero de ratos utilizados foi, no

minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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2.3. Grupo tratado com talidomida

2.3.1. Efeito da talidomida sobre os aspectos morfométricos

observados na mucosite intestinal dos ratos

A figura 29 mostra o efeito do tratamento com talidomida (TLD) nas
doses de 10, 30 e 90 mg/kg ou com solugdo salina a 0,9%, administradas
por via intra-peritoneal, fracionadas a cada 12 horas, diariamente, até o 5°
dia experimental. Observou-se que a TLD, nas maiores doses, foi capaz de
inibir, de forma significante (P<0,05), as principais alteragdes vistas na
mucosite intestinal experimental, aqui representadas pelo encurtamento dos
vilos e aumento da profundidade das criptas de segmentos de duodeno e
jejuno, respectivamente, em 37,0% e 26,0 % (TLD 30 mg/kg) e 28,9% e 22,1
% (TLD 90 mg/kg). Na figura 23 observam-se os aspectos histolégicos das
mucosas intestinais dos ratos submetidos a mucosite intestinal por
metotrexato. A fotomicrografia E ilustra o efeito protetor do tratamento com
TLD na dose de 90 mg/kg, quando comparado a agao do metotrexato

(fotomicrografia B) ou ao aspecto de normalidade (fotomicrografia A).

2.3.2. Efeito da talidomida sobre a permeabilidade intestinal dos ratos

com mucosite intestinal

Através da figura 30 observa-se que o tratamento com TLD, na dose
de 90 mg/kg, durante cinco dias, foi capaz de prevenir, de forma significante
(P<0,0001), a perda de area absortiva do epitélio intestinal, dada a maior
excregao de manitol, em animais submetidos a mucosite intestinal por trés
injecbes consecutivas de 2,5 mg/kg de metotrexato. Adicionalmente,
observou-se reducgdo significativa (P<0,0001) da leséo intestinal induzida
pelo metotrexato, aqui representada pela reducdo da taxa de

lactulose/manitol excretados.
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Figura 29: Efeito da talidomida sobre as alteragées morfologicas das
mucosas intestinais dos ratos submetidos a mucosite intestinal: a
mucosite intestinal foi induzida por trés injegdes consecutivas de 2,5 mg/kg
de metotrexato em ratos. Os animais receberam, 1 e 12 horas antes de cada
administragdo do quimioterapico, solugéo salina ou TLD 10, 30 e 90 mg/kg,
diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo
foram removidos e processados para a coloragao pelo método H&E.
*P<0,001 representa diferenca estatistica dos animais com mucosite
tratados com TLD em relagdo aos nao tratados (Salina). O numero de ratos

utilizados foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 30: Efeito da talidomida sobre a permeabilidade intestinal dos
ratos com mucosite intestinal: a mucosite intestinal foi induzida por
injecbes consecutivas de 2,5 mg/kg de MTX em ratos, por trés dias, e
receberam, 1 e 12 horas antes de cada administracdo do quimioterapico,
solugéo salina ou TLD 90 mg/kg, diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. A
partir do 4° dia passaram a receber ragdo pobre em carboidratos. No 5° dia
foram coletados e medidos os volumes urinarios, e estocados em geladeira
para as dosagens posteriores de lactulose e manitol excretadas. *P<0,05 ou
*P<0,0001 representa diferenca estatistica dos animais com mucosite
tratados com TLD em relagdo aos nao tratados (Salina). O numero de ratos

utilizados foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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2.3.3. Efeito da talidomida sobre o leucograma dos ratos com mucosite

intestinal

A tabela 20 mostra que o tratamento com TLD, na dose de 90 mg/kg,
durante cinco dias, ndo foi capaz de alterar as contagens do numero de
leucdcitos total e diferencial no sangue periférico dos animais submetidos a
mucosite intestinal por metotrexato. Portanto, a TLD ndo reduziu, de forma
significante (P<0,001) a leucopenia, a neutropenia, nem a linfomonocitopenia

observadas na mucosite intestinal experimental.

2.3.4. Efeito da talidomida sobre os aspectos metabdlicos dos ratos
submetidos a mucosite intestinal por metotrexato

A figura 31 mostra os aspectos metabdlicos dos animais, tais como
variagdo de massa corpoérea (A), variagao de ingestdo de liquidos (B) e de
alimentos (C). Em A observa-se que o tratamento com que o tratamento com
TLD, em nenhuma das doses utilizadas, foi capaz de reverter, de forma
significativa (P<0,05), a perda de massa corporea induzida pela mucosite
intestinal, quando comparada a variagdo de massa corporea de animais
normais ou seja, sem mucosite intestinal induzida por metotrexato. Da
mesma maneira, verifica-se que o tratamento com TLD n&o reverteu de
forma significativa (P<0,05) a menor ingestdo de liquidos (B) nem de
alimentos (C) observada em animais submetidos a mucosite intestinal por
metotrexato, quando comparada a variagdo de consumo de agua de ratos

normais ou seja, sem mucosite experimental.
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Tabela 20: Efeito da talidomida sobre o leucograma dos ratos com

mucosite intestinal

MTX 2,5 mg/kg

Normal Salina TLD 90 mg/kg
Leucdcitos totais 12,0+0,7 1,4+0,2 2,5+0,6
Neutrofilos 2,8+0,1 0,1+0,0 0,6+0,1
Mononucleares 9,1+0,7 1,310,2 1,9+0,5

A mucosite intestinal foi induzida em ratos através de trés injecdes
consecutivas de metotrexato. Os animais receberam, 1 e 12 horas antes de
cada administragcdo do quimioterapico, solugdo salina ou TLD 90 mg/kg,
diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. As amostras de sangue foram
colhidas das caudas dos animais normais ou dos submetidos a mucosite
intestinal por metotrexato no momento do sacrificio dos mesmos, no quinto
dia. Os valores expressam Média + EPM do numero total de leucdcitos,
neutréfilos e mononucleares x 10°/mm?®. *P<0,001 representa diferencas
estatisticas entres os valores dos animais com mucosite tratados com TLD
em relacdo aos nao tratados (Salina). O numero de ratos utilizados foi, no

minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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Figura 31: Efeito da talidomida sobre as variagbes de massa corpoérea
(A), de ingestao de liquidos (B) e alimentos (C) dos ratos com mucosite
intestinal: a mucosite intestinal foi induzida em ratos através de trés
injegbes consecutivas de metotrexato. Os animais receberam, 1 e 12 horas
antes de cada administracdo do quimioterapico, solugcéo salina ou TLD 10,
30 e 90 mg/kg, diariamente, até o sacrificio, no 5° dia. As medidas das
variagbes foram feitas, diariamente, até o 5° dia. Os pontos representam
Média + EPM das variagdes calculadas através das diferengas dos valores
obtidos durante cinco dias, em relagdo a suas massas iniciais. *P<0,05
diferenca estatistica dos animais com mucosite tratados com TLD em
relagdo aos nao tratados (Salina). O numero de ratos utilizados foi, no

minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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2.3.5. Imunohistoquimica para detecgdo de TNF-o. em ratos com

mucosite intestinal induzida por metotrexato e tratados com talidomida

Na figura 32 observa-se o efeito da TLD, na dose de 90 mg/kg, na
marcacao de TNF-a, por imunohistoquimica, das mucosas intestinais de
ratos submetidos a mucosite intestinal por metotrexato. A fotomicrografia C
mostra a reducao evidente da marcacdo de TNF-a tanto ao nivel de epitélio
de revestimento intestinal, como também, da lamina propria, quando
comparada a fotomicrografia B, a qual evidencia o duodeno de um animal
submetido a mucosite intestinal por metotrexato durante cinco dias.
Observam-se marcagdes de TNF-a ao nivel do epitélio intestinal e células ao
nivel de lamina prépria, ou a fotomicrografia A, na qual o duodeno de um
animal normal evidencia marcagao para TNF-a apenas ao nivel das células
do epitélio de revestimento intestinal, mostrando, assim, uma redugao de

TNF-a na mucosa submetida a mucosite intestinal por metotrexato.
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Figura 32: Fotomicrografias das mucosas intestinais de ratos normal

(A), submetido a mucosite intestinal por metotrexato recebendo salina
(B) ou TLD 90 mg/kg (C), por técnica de imunohistoquimica para
deteccao de TNF-a: os ratos receberam solugdo salina ou foram
submetidos a mucosite intestinal pela administracdo de metotrexato e, ao
final do 5° dia, foram sacrificados, tiveram os seus segmentos de duodeno
retirados, fixados e processados para inclusdo em parafina. (A) duodeno de
um animal normal, ndo submetido a mucosite intestinal por metotrexato,
mostrando marcacado de TNF-o. ao nivel de epitélio de revestimento dos
vilos. (B) duodeno de um animal submetido a mucosite intestinal por 5 dias,
apresentando marcacdo de TNF-a ao nivel de epitélio de revestimento e,
também, na lamina prépria do intestino. (C) duodeno de um animal
submetido a mucosite intestinal por 5 dias, tratado com TLD 90 mg/kg,
apresentando redugao evidente na marcacao de TNF-a ao nivel de epitélio
de revestimento e, também, na lamina prépria do intestino. Aumento de
400x.
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3. Mucosite intestinal induzida em camundongos

Foi utilizado o modelo de mucosite intestinal induzida por metotrexato,
baseado no modelo desenvolvido por Vanderhoof et al.,, 1990 e adaptado
para camundongos C57BL/6 no Laboratério de Farmacologia da Inflamagéao
do Departamento de Farmacologia, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto-USP. Foram feitas andlises morfométricas das mucosas intestinais de
camundongos C57BL/6 normais (TNF-R1+/+) e de C57BL/6 Knockout para o
receptor R1 (p55) de TNF-a (TNF-R1-/-).

3.1. Efeito do metotrexato sobre as alteragées histopatolégicas das

mucosas intestinais dos camundongos

A figura 33 demonstra que as administragdes subcutaneas de
metotrexato (MTX) nas doses de 1,25, 2,0 e 2,5 mg/kg, durante trés dias
consecutivos, em camundongos C57BL/6 (TNF-R1+/+), causaram
diminuicao significativa e dose dependente da relagao vilos/criptas nos trés
segmentos intestinais, duodeno, jejuno e ileo (P<0,05), quando comparadas
aos animais normais, considerados como controle. Observaram-se que,
embora ambas as doses de 2,0 e 2,5 mg/kg tenham causado mucosites
intestinais dentro de 40 horas desde a terceira administracdo do
antineoplasico, a dose de 2,5 mg/kg produziu danos mais consistentes na
mucosa intestinal, sem alteragdo significativa da mortalidade dos animais.
Assim, esta dose foi a escolhida para se proceder as inducbes dessas
lesdes em camundongos C57BL/6 Knockout para o receptor R1 de TNF-a
(TNF-R1-/-).
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Figura 33: Efeito do metotrexato sobre as alteragoées histopatoldgicas
das mucosas intestinais dos camundongos: Os camundongos C57BL/6
TNF-R1+/+ (normais) foram submetidos a mucosite intestinal através de
injecoes de 1,25, 2,0 e 2,5 mg/kg de metotrexato em trés dias consecutivos e
no 5° dia foram sacrificados. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo foram
removidos e subsequentemente processados para a técnica de coloracao
pelo método H&E. *P<0,001 representa diferenca estatistica dos animais
com mucosite em relagdo aos C57BL/6 normais. O numero de animais

utilizados foi, no minimo, cinco (Anova; Bonferroni).
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3.2. Efeito da deficiéncia do gene de TNF-a sobre os aspectos

morfométricos observados na mucosite intestinal dos camundongos

A figura 34 mostra o efeito da deficiéncia do gene de TNF-a (TNF-R1
-/-) em camundongos submetidos ou ndo a mucosite intestinal por
metotrexato. Observou-se que o procedimento Knockout por si s6, causou
reducdo significativa da relagdo vilos/criptas ao nivel de duodeno e jejuno,
sugerindo que o TNF-a possui um papel importante na manutencdo dos
processos homeostasicos, especialmente nos segmentos proximais da
mucosa intestinal. Quando a mucosite intestinal foi induzida por metotrexato
em animais Knockout para TNF-a (TNF-R1-/-), observaram-se menores
alteracbes morfométricas (23,6% e 25,4% de redugdo em relagdo aos
animais Knockout TNF-R1 -/- que ndo receberam metotrexato; P<0,01) ao
nivel de jejuno e ileo, respectivamente. Estas percentagens foram
significativamente menores do que as detectadas nos animais nao Knockout
para TNF-o, TNF-R1+/+ (70% e 59% de redugdo em relagdo aos animais
normais, TNF-R1+/+, que nao receberam metotrexato; P<0,01) ao nivel de
jejuno e ileo, respectivamente. Entretanto, ao nivel de duodeno, as
alteragdes na relagdo Vvilos/criptas dos animais knockout (TNF-R1-/-)
submetidos a mucosite por metotrexato nao foram diferentes das observadas
em animais submetidos igualmente a mucosite intestinal, porém, normais
(TNF-R1+/+). Isto indica que o TNF-a, induzido em processos inflamatdrios,

€ responsavel pela amplificacdo das lesdes induzidas por metotrexato.
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Figura 34: Efeito da deficiéncia do gene para TNF-a sobre os aspectos
morfométricos observados na mucosite intestinal dos camundongos:
Camundongos C57BL/6 (TNF-R1+/+ e MTX ou TNF-R1-/- e MTX) foram
submetidos a mucosite intestinal por metotrexato durante trés dias
consecutivos e sacrificados no 5° dia. Segmentos de duodeno, jejuno e ileo
foram removidos e processados para H&E. #*P<0,001 representa diferengas
estatisticas entres os valores dos camundongos TNF-R1+/+ e os submetidos
a mucosite intestinal (TNF-R1+/+ e MTX), "P<0,01 entre os animais TNF-R1
-/- e os TNF-R1+/+, e *P<0,01, entre os TNF-R1-/- e TNF-R1-/- e MTX. O
namero de animais utilizados foi, no minimo, quatro em cada grupo (Anova,

Bonferroni).
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V. DISCUSSAO
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V. DISCUSSAO

O estudo das mucosites tem sido o interesse de cientistas por mais de
vinte anos. Infelizmente, isto ndo tem resultado no desenvolvimento de
procedimentos padronizados para a prevencao e manejo dessas lesdes
(Herrstedt 2000).

Devido as dificuldades encontradas na tentativa de determinar os
diversos mediadores envolvidos nas mucosites em pacientes, tém-se
desenvolvido modelos experimentais com o intuito de investigar os
mecanismos relacionados e avaliar os efeitos de diferentes agentes

terapéuticos (Sonis et al. 1990; Vanderhoof et al. 1990).

A analise da mucosite é feita, sobretudo, baseada em dados de
observacdo. Considera-se a hipétese da mesma ser um processo bioldgico
complexo, formado por fases interdependentes e consequentes a uma série
de acdes mediadas por citocinas, por exemplo. Soma-se isto ao efeito direto
da droga antineoplasica no epitélio, a flora bacteriana e ao status da medula
o0ssea do paciente. Buscou-se, portanto, nesse trabalho, utilizar ferramentas
reconhecidas como inibidoras de diversas ciclooxigenases e citocinas, com o
objetivo de estudar os papéis de tais mediadores no surgimento das
mucosites causadas pelos quimioterapicos, quiga no seu curso evolutivo, em
modelos animais de mucosites oral e intestinal. Dessa maneira, a mucosite
oral foi estabelecida por 5-fluorouracil em hamster, de acordo com os
procedimentos de Sonis et al. 1990, e a mucosite intestinal foi induzida por

metotrexato em ratos, baseada em Vanderhoof et al. 1990.

No modelo de mucosite oral, utilizou-se o hamster, dado que essa
espécie tem-se mostrado adequada para o estudo por possuir
particularidades anatémicas favoraveis, como uma mucosa jugal moével e
crescida, além da importante tolerabilidade as doses de 5-fluorouracil

capazes de induzir a mucosite oral, sem mortalidade significativa (Sonis et
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al. 1990). Estudos anteriores mostraram que o uso de metotrexato falhou em
causar mucosite oral em hamsters ou em ratos e que, embora tenha havido
alteragbes histologicas, nenhuma lesdo ulcerativa significativa se
desenvolveu nesses animais (Shklar 1968; Duperon 1978). O uso de 5-
fluorouracil em ratos, também, nao foi efetivo na indugdo da mucosite oral
(Shklar 1968; Duperon 1978). Assim, devido a demonstrada sensibilidade
dos hamsters as pirimidinas fluorinadas, o 5-fluorouracil foi selecionado para

ser usado nesse modelo.

Com o intuito de exacerbar a estomatotoxicidade, foi escolhido um
esquema de duas doses diferenciadas de 5-fluorouracil, 60 e 40 mg/kg,
associadas ao trauma mecanico as mucosas jugais dos animais, conferido
por uma agulha de ponta romba. Estas irritagdes eram utilizadas como fator
potenciador da acdo do quimioterapico. Tais abordagens foram, entao,
capazes de induzir lesbes ulcerativas clinicamente detectaveis com minima
mortalidade (Sonis et al. 1990; Sonis et al. 1995).

No presente estudo, o fluorouracil causou lesado significativa nas
mucosas jugais dos hamsters a partir do 5° dia apdés o inicio da
quimioterapia ou um dia apds o trauma mecanico, atingindo valores maximos
no 10° dia. Tais achados foram corroborados pela analise histopatoldgica, a
qual mostrou ingurgitamento e dilatacdo vasculares acentuadas, infiltrado
celular intenso, com predominio de leucécitos polimorfonucleares, presenca
de areas hemorragicas, de edema, de abscessos e de ulceras extensas.
Esses resultados podem ser explicados considerando que, logo apds a
injuria produzida pelo quimioterapico e, aqui, potenciado pelas ranhuras nas
mucosas jugais dos animais, inicia-se a fase dita vascular ou inflamatoria.
Nesta, ocorre a liberacdo de citocinas inflamatdrias, resultando em dano

tecidual e aumento da vascularizagao (Sonis 1998).

Os valores iniciais de mucosite encontrados correspondem,

possivelmente, ao estagio epitelial, onde o agente quimioterapéutico afeta a
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fase S do ciclo celular, resultando em taxas reduzidas de divisdo celular no
epitélio basal oral. Isto conduziu a uma menor renovagao celular, atrofia e

consequente ulceragao (Sonis 1998).

Quanto aos valores maximos de mucosite oral observados, estes
certamente correspondem a fase ulcerativa, a qual se desenvolve
concomitantemente com uma colonizacdo secundaria por flora microbiana
mista, em particular, bactérias Gram-negativas, o que fornece uma fonte de
lipopolissarideos. Tais endotoxinas podem, adicionalmente, estimular a
liberacdo de citocinas a partir dos tecidos circundantes, exacerbando esta
condigdo. Esta fase ulcerativa e (ou) bacterioldégica € a mais sintomatica e
usualmente ocorre durante o periodo de grave neutropenia do paciente (Woo
et al. 1993). A falta de renovagdo da mucosa reduz a eliminagdo dos
microorganismos orais aderentes e aumenta o risco de penetragcao de
substancias quimicas no epitélio. Além disso, os componentes do sistema
imune da mucosa, como os linfécitos T e B, células de Langerhans e
mastocitos, podem estar reduzidos quanto ao seu numero e sua funcéo em
consequéncia da lesdao destas células e (ou) mielossupressao induzidas
pelas drogas (Schubert et al. 2000).

A partir do 12° dia, as alteragdes tornaram-se significantemente
reduzidas, regredindo, gradativamente, até que, no 16° dia experimental, os
aspectos avaliados encontraram-se praticamente resolvidos. Tais dados
foram confirmados pela analise histopatolégica, onde se observou
diminuicdo significativa de leucdcitos polimorfonucleares, da presenga de
areas hemorragicas, do edema, dos abscessos e das Ulceras. Esses
achados estdo de acordo com os obtidos por outros autores, os quais
demonstraram que animais com mucosite oral induzida da mesma forma,
seguiram o curso evolutivo das lesdes de forma bastante semelhante (Sonis
et al. 1995).
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Tem sido observado que o acumulo de neutréfilos € uma
caracteristica de diversas alteragdes inflamatorias, tais como as dermatites e
outras doencas infecciosas (Bradley et al. 1982), pois leucdcitos circulantes
podem migrar dos vasos para os tecidos, tanto sob condigdes normais,
quanto em condi¢gdes patolégicas (Wagner & Roth 2000). Além disso, a
presenca de neutrofilos em lesdes pode possuir uma correlagao direta com o
seu processo fisiopatoldgico. Durante as infecgbes, os neutrofilos podem
ingerir e matar microorganismos, podendo-se reverter o processo. Desse
modo, sabe-se que, em algumas situagdes, a presenga desses leucdcitos
pode ser fator marcante em lesdes inflamatdrias seja para seu controle, seja

para sua exacerbacgao (Bradley et al. 1982).

Com o intuito de verificar o conteudo neutrofilico dos tecidos jugais,
foram realizados ensaios de atividade da mieloperoxidase, pois essa enzima
€ considerada um importante marcador da presencga de neutréfilos, dada a
sua abundancia nessas células (Bradley et al. 1982). Nossos resultados
mostraram que o 5 fluorouracil foi capaz de causar um aumento significativo
na quantidade de mieloperoxidase nas mucosas jugais dos animais no 10°
dia experimental, em comparagao as quantidades de animais normais ou
seja, ndo submetidos a indugcédo de mucosite oral. Assim, pode-se considerar
que a mucosite oral induzida por este agente causou um aumento
significativo do numero de neutréfilos, o que justificaria crer que diversos
mediadores inflamatdrios possam estar participando dessas lesbes, como
prostaglandinas e citocinas (Wagner & Roth 2000).

Analisando o curso temporal da mucosite oral nesse modelo animal,
verificou-se que o padrédo de cinética da lesdo esta em consonancia com o
que se observa em sua forma em humanos, igualmente induzida por agentes
quimioterapicos. Em relacdo aos aspectos sistémicos, pacientes com
mucosite e neutropenia possuem um risco relativamente maior de
desenvolver septicemia do que os individuos sem mucosite (Eting et al.

1992). Parece que, tdo logo se normalizem os niveis das células brancas no
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sangue periférico, os processos de proliferacdo e diferenciagdo celulares
tornam-se presentes e a fase de cicatrizacdo das lesbes se estabelece
(Plevova 1999).

De fato, a quimioterapia na mucosite oral induzida alterou tanto a
contagem total, como a diferencial dos leucdcitos do sangue periférico nesse
modelo animal. Observou-se leucopenia nos 4° e 5° dias, o que esta de
acordo com os observados por outros autores (Sonis et al. 1990).
Provavelmente isso se deve a mielossupressao induzida pelo agente

quimioterapico.

Entretanto, observou-se um pico de leucocitose no 10° dia, as custas
do aumento no numero de neutréfilos. Esse achado nédo esta em
consonancia com os encontrados por outros pesquisadores (Sonis et al.
1990), contudo, é perfeitamente compreensivel tal neutrofilia diante de um
quadro ulceroso passivel de proliferacdo microbiana. Outros relatos mostram
claramente que, nessa fase, a proliferacao bacteriana normalmente ocorre e
o status oral do hospedeiro contribui, de forma decisiva, para isso (Plevova
1999). Como era esperado, concomitantemente a cicatrizagcado das lesdes, a
partir do 12° até o 16° dia, observou-se a normalizagdo dos leucdcitos

sanguineos periféricos.

Outro parametro observado nesse estudo consistiu na analise da
variagdo de massa corpérea dos animais submetidos a mucosite oral
induzida por 5-fluorouracil. Verificou-se perda significativa de massa
corpérea a partir do 5° dia, mantendo esse perfil até o 10° dia experimental,
quando entdo, os animais comecaram a mostrar uma tendéncia a menor
perda de massa corporal, em comparagao a variacdo de massa corpoérea

dos animais normais, ou seja, ndo submetidos a indugdo de mucosite oral.

Esses achados estdo de acordo com os encontrados por outros

autores, os quais mostraram que a mucosite oral induzida de maneira
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semelhante causou perda significativa de massa corporea até o 10° dia, com
tendéncia de recuperagéo de suas massas a partir do dia seguinte, até o 15°
dia (Sonis et al. 1997). Aparentemente, a perda de massa corporea dos
animais nesse estudo foi devida, também, ao trauma local conferido pelas
ranhuras nas mucosas jugais, que os impedia de se alimentar normalmente
e nao apenas ao efeito mielossupressor do agente quimioterapico utilizado.
De fato, quando se observou reducdo das lesbes e da intensidade dos
achados histopatolégicos, além da normalizagdo do leucograma, os
hamsters mostraram uma tendéncia a menor perda de massa corpodrea,
embora nao atingindo os valores, tomados paralelamente, de massa corporal

dos animais normais.

Adicionalmente, outro aspecto foi verificado, como o surgimento de
efeitos colaterais ndo apresentados como os mais relevantes. Nesse estudo,
foi avaliado se além de ag&do estomatotoxica, o agente quimioterapico afetou
outros sitios, como as mucosas gastricas. Assim, observou-se que o0 5-
fluorouracil, nas doses capazes de induzir a mucosite oral, causou aumento
significativo do numero de Ulceras, de petéquias, areas hemorragicas,
edemaciadas, descoloradas ou perdas de pregas das mucosas gastricas,

gquando comparado as de animais normais.

Esta atividade ulcerogénica nas mucosas gastricas € igualmente
importante quando do manejo dessas lesdes induzidas por quimioterapicos
com drogas inibidoras de ciclooxigenases, cujo efeito colateral consiste em
Ulceras e erosdes gastricas, via inibicdo da produgcdo endogena de
prostaglandinas, além da acado direta do farmaco no estbmago e de

substancias téxicas produzidas por neutrofilos (Bamba et al. 1998).

As pesquisas clinicas em prevencdo e tratamento da
estomatotoxicidade direta, até recentemente, tinham sido dificultadas devido
a falta de modelos animais adequados (Wilkes 1998). Nesse sentido,

considerando os aspectos acima expostos, parece razoavel a utilizagao
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desse modelo de mucosite oral induzida por antineoplasico para o estudo de
tal entidade, pois, ao que tudo indica, o0 mesmo foi capaz de reproduzir as
principais altera¢des vistas na mucosite oral em humanos (Sonis et al. 1990;
Wilkes 1998). Contudo, € conveniente lembrar que a mucosite oral humana
€, sobretudo, uma lesao multifatorial, contribuindo para o seu surgimento e a
sua evolugdo, nado apenas os efeitos estomatotoxicos diretos da
quimioterapia antineoplasica, mas também, fatores locais como bactérias e
suas toxinas, patogenos virais ou fungicos, além de varios aspectos

facilitadores da solugéo de continuidade da mucosa oral (Wilkes 1998).

Atualmente, ndo existe nenhuma intervencdo que atue com pleno
sucesso na prevengao e (ou) no tratamento da mucosite oral. Além disso, o
tratamento padrdao para esta complicacdo consiste em cuidados
sintomaticos, com suportes analgésico e nutricional. Contudo, novos
conhecimentos a respeito da fisiopatologia dessas lesdes tém conduzido a
muitas estratégias preventivas e terapéuticas das mucosites orais induzidas
por antineoplasicos (Wilkes 1998). Dessa maneira, terapéuticas adjuvantes
vém sendo utilizadas com o intuito de modular o aparecimento das
mucosites. Assim, drogas diversas que possam modular as respostas
inflamatorias e (ou) imunes do hospedeiro, tém sido de grande valia, seja
para tratar a propria lesdo, seja para elucidar mecanismos capazes de

intervir na sua evolugao.

Devido o envolvimento de varios mediadores inflamatérios, como as
prostaglandinas e as citocinas, na patogénese de diversos processos
inflamatorios (Mitchell et al. 1994), buscou-se, nesse trabalho, utilizar
estratégias farmacologicas que permitissem a modulagdo desses
mediadores na mucosite oral induzida por quimioterapico, com o intuito de
estudar a participacdo desses mediadores na sua fisiopatologia. Portanto,
inibidores farmacologicamente seletivos ou nao para COX-2 (como o

celecoxib e a indometacina, respectivamente) e os seletivos ou ndo para
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citocinas (como a talidomida e a pentoxifilina, respectivamente) foram

utilizados.

Assim, o celecoxib (CLX) foi utilizado como abordagem farmacoldgica
inicial nesse estudo. Trata-se de uma nova droga antiinflamatéria nao
esteroidal que age como inibidor relativamentente seletivo da COX-2
(Clemett & Goa 2000). Essa enzima é induzida em resposta a estimulos
nocivos, o que conduz a sintese e ao acumulo de prostandides inflamatérios,
em particular, as prostaglandinas E, (PGEy). Isto, consequentemente, causa

inflamacéao, edema e dor (Vane et al. 1998).

Considerando, por conseguinte, que o0 envolvimento de
prostaglandinas na mucosite oral possa residir em modular processos
inflamatdrios, decidiu-se investigar se o celecoxib e, posteriormente, a
indometacina alterariam o estabelecimento e (ou) a evolugédo dessas lesdes

em modelo de mucosite oral induzida por 5-fluorouracil em hamsters.

Nesse estudo, o celecoxib alterou, de forma significativa, a
intensidade dos aspectos inflamatérios macroscopicos avaliados, como
eritema, hiperemia, hemorragia, uUlceras e abscessos, reduzindo, assim, a
mucosite oral induzida por quimioterapico no 10 dias, considerando os
escores macroscopicos. Observou-se que as doses de 7,5 e 15 mg/kg
diminuiram tais lesbes em 66,6%, quando comparadas aos animais nao
tratados. Estes achados foram corroborados pela analise histopatoldgica, a
qual mostrou que essas doses reduziram a intensidade do infiltrado celular, a
dilatagao e o ingurgitamento vasculares, a hemorragia, o edema, a ulceragao
e a formagédo de abscessos, diminuindo, assim, a mucosite em 66,6% e

50%, respectivamente.
Tais resultados foram, até certo ponto, surpreendentes, pois a

expectativa era que a inibigdo, por celecoxib, do processo inflamatério na

mucosite oral induzida por quimioterapico, ocorresse de maneira direta e
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dose dependente. Ao contrario, as doses maiores de celecoxib ndao foram

capazes de reduzir tal fendbmeno.

Uma explicacao razoavel para esse achado pode ser o fato de que a
medida em que as doses foram sendo aumentadas ocorreu, também, a
inibicdo da COX-1. Entretanto, estudos in vivo e ex vivo mostram que o
celecoxib possui afinidade muito baixa pela COX-1, expressa
constitutivamente (Clemett & Goa 2000), contudo, existe a possibilidade do
celecoxib nao ter sido altamente seletivo para COX-2. De fato, o celecoxib é
tido como uma droga antiinflamatéria ndo esteroidal que age com
seletividade relativa para a COX-2 (Clemett & Goa 2000).

Entretanto, deve ser Ilembrado que a COX-2, expressa
constitutivamente em diversos sitios, inclusive na mucosa do estdmago
(Mitchell & Evans 1998), possa, também, produzir mediadores benéficos e
possuir os mesmos efeitos uteis da COX-1 ao nivel das mucosas orais
lesadas. Assim, a alta seletividade do celecoxib pode ter favorecido a
persisténcia da inflamagao devido a prevencao da sintese de prostandides
antiinflamatorios via COX-2 (Willoughby et al. 2000), os quais, nas mucosas
orais, como em outros sitios do trato gastrointestinal (Schnitzer 2001),
parecem possuir um papel importante para o restabelecimento da

homeostasia.

Esse aspecto pode ser cotejado com outros estudos classicos de
inflamacao, onde o celecoxib reduziu o processo inflamatério nas doses de
10 e 50 mg/kg em modelo de edema de pata de ratos induzido por zimosan,
mas nas doses de 100 e 200 mg/kg, o celecoxib n&o apresentou tais efeitos,
demonstrando, de fato, que o celecoxib é passivel de perda de sua eficacia

antiinflamatdria em doses mais elevadas (Niederberger et al. 2001).

Quanto a essa ineficacia antiinflamatéria, tem sido demonstrado que

em células estimuladas por IL-13, o celecoxib, em concentra¢des produzidas

154



por doses equivalentes a 100 a 200 mg/kg, evocou uma superestimulagao
da transcricdo do Fator Nuclear kappa B (NF-kB), resultando em uma
produgdo aumentada de proteinas pré-inflamatorias, tais como a COX-2 e o
TNF-a. Assim, a perda completa de eficacia antiinflamatoria do celecoxib
pode ser observada quando do uso de altas doses, por estimulacdo da
transcricdo de NF-kB, enquanto que o seu uso em doses terapéuticas estaria
causando inibicdo desse fator, evidenciando, desse modo, seus efeitos

antiinflamatorios (Niederberger et al. 2001).

No presente estudo, analises adicionais foram realizadas com o intuito
de corroborar os achados macroscopicos e microscopicos das lesdes
presentes na mucosite oral induzida por fluorouracil. Considerando que as
mudancas iniciais do processo inflamatério sdo inespecificas
histologicamente, os niveis de mieloperoxidase sdao um caminho util de
quantificacdo da resposta inflamatoria precoce (Banerjee & Peters 1990).
Tem sido sugerido que essa enzima € um importante marcador da presenca
neutrofilica (Bradley et al. 1982). Assim, este trabalho investigou tais
alteracdes e mostrou claramente uma correlacédo direta entre quantidade de

mieloperoxidase e a intensidade das lesoes.

Foi observado que apenas as menores doses de celecoxib, 7,5 e 15
mg/kg, foram capazes de reduzir, de forma significante, a atividade dessa
enzima, indicando redugdo do numero neutréfilos nas mucosas jugais dos
animais, quando comparados as quantidades dessa enzima em animais
normais ou seja, ndo submetidos a indugdo de mucosite oral. O motivo pelo
qual a maior dose apresentou maior conteudo neutrofilico, provavelmente
envolve o fato da adesao leucocitaria ser normalmente regulada de forma
negativa pela liberacdo de prostaglandinas a partir do endotélio. Assim, a
inibicdo da ciclooxigenase pela maior dose de celecoxib pdde resultar em um
aumento na aderéncia dos leucdcitos (Wallace et al. 1993), justificando,
dessa maneira, a ndo prevengao da subsequente migragdo neutrofilica para

as mucosas jugais.
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Em relagao ao efeito do celecoxib sobre o leucograma e a variagao de
massa corporea dos animais submetidos a mucosite oral induzida por
quimioterapico, observou-se que em nenhuma das situagbes esse farmaco
foi capaz de prevenir a leucocitose e a perda de massa corpérea no 10° dia
de mucosite oral em hamsters, apesar de ter havido uma tendéncia a menor
perda de massa corporal pelos animais tratados com as menores doses de

celecoxib, sem, contudo, apresentar diferenca estatistica.

Julgando-se que a leucocitose, nesse periodo, seja decorrente de
infeccdo na mucosa, € perfeitamente compreensivel que o celecoxib ndo
tenha reduzido tal processo, visto que este farmaco é desprovido de
atividade antimicrobiana. Além disso, em estudos clinicos, tem sido
demonstrado que o celecoxib causou alteragdes insignificantes sobre os
eventos hematologicos (Clement & Goa 2000). Quanto a perda de massa
corporea, o celecoxib, apesar de sua agao analgésica (Emery et al. 1999),
nao foi eficaz em favorecer a alimentacdo dos animais. Isto pode ser
interpretado levando em conta que o efeito analgésico pode ter sido
insuficiente para promover a analgesia da dor induzida pela mucosite oral
nesse modelo, ou o trauma per si ndo representa o real motivo pelo qual os
animais se alimentaram menos. Além disso, os mesmos nao chegaram a
apresentar qualquer episédio diarréico como outra forma de perda de massa

corporal.

A seqguir, no sentido de corroborar os achados relacionados ao
tratamento com celecoxib, utilizou-se a indometacina, um derivado do acido
indolacético, o qual atua como um dos mais potentes inibidores da enzima
COX-1. Além desta agado, ela inibe a motilidade dos leucdcitos
polimorfonucleares e a proliferacdo de células endoteliais, um aspecto

relevante para a sua agao antiangiogénica (Pai et al. 2000).
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Os resultados desse trabalho mostraram que a indometacina nao foi
capaz de inibir, de forma significante, as principais alteragcbes vistas na
mucosite oral experimental no 10° dia, aqui representadas pela presenca e
intensidade de eritema, de hiperemia, de edema, de hemorragia, de ulceras
e de abscessos, nem a leucocitose ou a perda de massa corpoérea induzidas
por 5-fluorouracil. Entretanto, a indometacina apresentou um perfil
perfeitamente coerente com sua atividade inibitoria de ciclooxigenase, onde
a auséncia ou reducao de prostaglandinas via COX-1 ndo preveniu as lesdes
decorrentes da indugdo da mucosite oral nesse modelo, ao contrario,
observou-se uma tendéncia de exacerbacao das lesdes, sem, entretanto,

significancia estatistica.

Adicionalmente, a indometacina favoreceu o surgimento de ulceras
gastricas em animais submetidos a mucosite oral analisado no 10° dia.
Ainda, a dose de 1,0 mg/kg desse farmaco causou um maior espessamento
da mucosa, além da presenca aumentada do numero de Ulceras.
Considerando que as prostaglandinas via COX-2 exercem um papel
importante no processo de reparo das mucosas gastricas, é perfeitamente
aceitavel tal fenbmeno ulcerogénico (Bamba et al. 1998). Em contra-partida,
o celecoxib, na menor dose, eficaz em reduzir a mucosite oral, preveniu o
surgimento de ulceras gastricas em animais submetidos a mucosite oral
induzida. Esses dados demonstram o papel inflamatério ulcerogénico da
indometacina devido a sua atividade inibitéria da COX-1, enquanto que o
celecoxib, usado em doses terapéuticas, pode ter um efeito protetor

engquanto ndo existam Ulceras gastricas (Bamba et al. 1998).

Em suma, os resultados sugerem que prostaglandinas, em pequenas
quantidades, como as produzidas constitutivamente, sdo relevantes para a
protecdo da mucosa, visto que a indometacina causou tendéncia a piorar o
processo inflamatoério. No entanto, celecoxib, em doses menores, favoreceu
uma citoprotecédo, enquanto que em concentracdo mais elevada, por evocar

uma ativagado de NF-kB, provavelmente, induziu a transcrigdo de genes proé-
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inflamatdrios adicionais, tais como COX-2 e TNF-a, o que contribuiu para

piora do processo inflamatério.

Nesse sentido, isso, possivelmente, ocorreu porqué a ativagao de
COX-2 por citocinas leva a produgao de concentracdes mais elevadas de
prostaglandinas que contribuem para a amplificagdo do processo de
inflamacao de mucosite oral. Isto implica que a eficacia e a seguranca da
droga dependem da sua dose correta. Dessa forma, enquanto as doses dos
antiinflamatdrios classicos nao seletivos, como a indometacina, estdo
limitadas pela toxicidade gastrintestinal, o celecoxib pode ser limitado pela
perda de eficacia antiinflamatéria em doses mais altas (Niederberger et al.
2001).

Considerando que citocinas podem, eventualmente, estimular a
sintese de prostaglandinas e consequentemente, perpetuar a inflamacgao,
escolheu-se, a seguir, a pentoxifiina. Tem sido descrito que esse agente
possui importante atividade hemorreoldgica, a qual favorece a perfusdo da
microcirculagdo sanglinea de leitos periféricos e cerebrais, portanto, util
para a terapia de diversas doencgas vasculares e que tem sido descrita capaz
de inibir, de maneira relevante, a sintese de TNF-a, dentre outras citocinas
(Doherty et al. 1991; Neuner et al. 1994).

Nesse estudo, a pentoxifilina alterou, de forma significativa, a
intensidade dos aspectos inflamatorios avaliados, como eritema, hiperemia,
hemorragia, ulceras e abscessos, reduzindo, assim, a mucosite oral induzida
por quimioterapico, durante 10 dias. Observou-se que todas as doses, 5, 15
e 45 mg/kg, diminuiram tais lesées em 66,6%, quando comparadas aos
animais nao tratados. Estes resultados foram corroborados pelos escores
histopatolégicos, os quais mostraram que essas doses reduziram a
intensidade do infiltrado celular, dilatagdo e ingurgitamento vasculares,
hemorragia, edema, ulcera e abscessos, diminuindo, assim, a mucosite em
66,6%), 50% e 66,6%, respectivamente.
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Esses achados podem ser comparados com dados relevantes da
literatura, os quais mostram que a pentoxifilina pode atuar por supressao da
transcricdo do gene de TNF-o (Doherty et al. 1991; Neuner et al., 1994).
Este agente, derivado das metilxantinas, atua inibindo as fosfodiesterases
PDE4 (Jimenez et al. 2001), favorecendo assim, o aumento das
concentragbes de AMPc (Pryhuber et al. 1998). Tem sido descrito que, ao
nivel molecular, as concentracbes de AMPc elevadas inibem a ativagao de
NF-kB. A pentoxifilina pode, portanto, agir na producédo de TNF-a, uma
citocina dependente de NF-kB, através desta via de AMPc (Jimenez et al.
2001).

Adicionalmente, existem relatos que esse farmaco possui a
capacidade de modular a resposta imune a luz de sua habilidade de inibir
citocinas como a IL-2, a IL-6, a IL-12 e o INF-y (Thanhauser et al. 1993;
Moller et al. 1997b). Outros estudos, contudo, mostram que a pentoxifilina,
em concentracdes como 10 M inibiu a produgdo de IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10,
e em concentragdes de 10 M, observou-se um aumento na produgao da IL-
10, uma citocina antiinflamatdéria, sugerindo que este mediador apresenta
uns padroes diferenciados de regulagcdo, dependendo da dose da droga
(D'Hellencourt et al. 1996).

Em relacdo ao estudo da atividade da mieloperoxidase, observou-se
que, apesar das menores doses terem aumentado a dosagem de
mieloperoxidase, a pentoxifilina, na dose de 45 mg/kg, reduziu, de forma
significante, tal dosagem nas mucosas jugais dos animais no 10° dia,
quando comparadas as quantidades de animais normais. Isso sugere uma

reducao na infiltragdo neutrofilica nesses tecidos.
Apesar da aparente discrepancia, tem sido relatado que a

pentoxifilina, de fato, € capaz de aumentar in vitro e in vivo a migragao

neutrofilica induzida por zimosan (Sullivan et al. 1984). Além disso, mais
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neutroéfilos foram encontrados em camundongos com infecgdes dérmicas por
S. aureus quando tratados com pentoxifilina. Contudo, a sobrevivéncia
desses animais foi aumentada (Sullivan et al. 1984). Estudos in vitro, no
entanto, mostram que concentragdes relativamente baixas de pentoxifilina,
foram capazes de restaurar a migracdo de leucdcitos polimorfonucleares
induzida por fMLP (Sullivan et al. 1988). Tais resultados demonstram que a
acao da pentoxifilina na migragéo neutrofilica parece ndo ser o evento crucial

de sua atividade antiinflamatoéria.

Nos sitios inflamados ou infectados, a produgdo de citocinas
inflamatdrias pode, inicialmente, beneficiar o hospedeiro por promover o
acumulo de leucdcitos polimorfonucleares e ativacdo de suas funcdes
microbicidas. E, portanto, provavel que somente & medida que se utilizou
uma dose maior, 45 mg/kg, nesse modelo de mucosite oral induzida por
fluorouracil, observou-se redu¢cdo do numero de neutrofilos, sugeridos pela
reducdo da dosagem de mieloperoxidase. Este fato ocorreu, possivelmente,
devido a inibicdo subseqiente de novas citocinas, reduzindo assim, um
estimulo adicional a quimiotaxia dos leucdcitos, pois o contrario, a
persisténcia dos neutrofilos ativados, de forma prolongada, disseminada ou
excessiva, poderia iniciar e (ou) perpetuar injuria microvascular (Movat et al.

1987), o que, de fato, foi prevenido.

Quanto ao efeito da pentoxifilina, nas doses de 5, 15 e 45 mg/kg,
sobre o leucograma e a variagdo de massa corpérea dos animais
submetidos a mucosite oral induzida por quimioterapico, observou-se que
este farmaco foi capaz de prevenir de maneira significante e dose
dependente a leucocitose e a perda de massa corpérea no 10° dia de

mucosite oral em hamsters.
A neutrofilia, nesse modelo animal, possivelmente ocorreu de forma

secundaria a producao de substancias quimiotaticas induzidas por bactérias,

como os lipopolissacarideos, ou ainda, por citocinas derivadas do
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hospedeiro. Assim, neutrdfilos liberados a partir da medula éssea ou de
outros sitios de estoque foram, provavelmente, direcionados para o foco sob
a acao de multiplas citocinas proé-inflamatérias (Reynolds 1999). A
pentoxifilina, nesse estudo, possivelmente reduziu a leucocitose e
consequentemente o numero de neutrofilos dada a sua habilidade de inibir a
sintese de citocinas quimiotaticas, sugerindo que este agente agiu nesse

modelo como um importante antiinflamatorio (Hammerschmidt et al. 1988).

A perda de massa corpoérea pode ser um reflexo de varios fenbmenos
fisiolégicos, como trauma, cirurgia, mal-absorcdo ou sepsis. Anormalidades
na boca ou no trato digestivo, resultantes tanto de doengcas como de drogas,
podem interferir com a ingestdo de alimentos (Nelson et al. 1994). Nesse
estudo, os animais tratados com pentoxifilina e submetidos a mucosite oral
induzida por quimioterapico e associacdo com trauma na mucosa jugal
apresentaram significativa reducdo da perda de massa corpérea,
possivelmente devido ao efeito inibidor de citocinas desta droga, como o
TNF-a, o qual tem sido demonstrado participar de varios fenbmenos de

desgaste celular, inclusive na caquexia do cancer (Toomey et al. 1995).

Em resumo, considerando os parametros avaliados, € possivel que o
efeito da pentoxifilina nesse modelo de mucosite oral induzida por
fluorouracil tenha ocorrido via inibicdo da produgdo de TNF-a e (ou) de
outras citocinas pré-inflamatérias, através da via AMPc/NF-kB, sem relegar,
no entanto, a capacidade dessa droga em estimular a produgéo da IL-10,

uma citocina antiinflamatoéria (Jimenez et al. 2001).

Com o intuito de avaliar a participacao efetiva do TNF-a nessas
lesbes induzidas por fluorouracil, usou-se, a seguir, a talidomida, um agente
hipnosedativo que, apesar de ter sua comercializagcdo proibida, vem sendo
seletivamente reintroduzido na pratica clinica como droga de escolha para o
tratamento de varias desordens sistémicas. Sua importancia reside

principalmente no seu efeito inibitdrio sobre a produgédo de TNF-a através do
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aumento da degradacao de seu RNA mensageiro (Moreira et al. 1993) sem,
contudo, afetar a producao de outras citocinas, tais como IL-1, IL-6 ou GM-
CSF (Sampaio et al. 1991).

Nesse estudo, a talidomida alterou, de forma significativa, a
intensidade dos aspectos inflamatérios avaliados, como eritema, hiperemia,
hemorragia, ulceras e abscessos, reduzindo, assim, a mucosite oral induzida
por quimioterapico, durante 10 dias. Observou-se que todas as doses, 10, 30
e 90 mg/kg, diminuiram tais lesées em 66,6%, quando comparadas aos
animais nao tratados. Estes resultados foram confirmados pela analise
histopatoldgica, a qual mostrou que tais doses reduziram em, pelo menos,
50% a intensidade do infiltrado celular, dilatagdo e ingurgitamentos
vasculares, hemorragia, edema, ulcera e abscessos, diminuindo, assim, a

mucosite.

Diversos estudos tém demonstrado a atividade imunomoduladora da
talidomida em varias doencas. Tem sido descrito que esse farmaco bloqueia
a producado de TNF-a por aumentar a degradacao de seu RNA mensageiro
(Moreira et al. 1993). Além disso, a talidomida também causa inibicdo da
ativacdo NF-kB induzida por TNF-o (Keifer et al. 2001; Majumdar et al.
2002). A regulagao positiva dos genes de TNF-a, além de IL-8 e IL-12, pode
ocorrer através da ativagcdo do fator transcripcional NF-kB. Assim como
ocorreu com a pentoxifilina, a redugado da mucosite oral obtida por talidomida
pode ter sido resultado do efeito inibitério da sintese de TNF-a, visto que a
inibicdo de NF-kB pode explicar varios efeitos da talidomida. Outro efeito
importante refere-se a sua atividade antiangiogénica. Esse fenbmeno, de
fundamental importancia no desenvolvimento de tumores (Bauer et al. 1998),
requer igualmente a ativacdo de NF-kB (Keifer et al. 2001). Assim, é possivel
que a talidomida tenha reduzido os principais achados inflamatdrios da
mucosite oral induzida por fluorouracil nesse estudo através do aumento da
degradagdo do RNAmM de TNF-oa ou via inibicdo da ativacdo de NF-kB,

sugerindo que a mesma pode ter agido por multiplos mecanismos.
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A excessiva produgao de varias interleucinas, de TNF, de metabdlitos
do acido araquiddnico e de outras substancias decorrentes de neutrofilos e
macréfagos resultam em injuria sistémica das células endoteliais
(Dunzendorfer et al. 1997). Nesse trabalho, a talidomida, na dose de 10
mg/kg, causou redugéao significativa do numero de neutrdéfilos nas mucosas
jugais dos animais no 10° dia, quantificados a partir de suas enzimas
mieloperoxidases, quando comparadas as quantidades de neutrofilos de
animais normais, ou seja, ndo submetidos a indugdo de mucosite oral. As

doses maiores, no entanto, ndo apresentaram o mesmo padrao protetor.

Tem sido demonstrado que niveis excessivos de mediadores pro-
inflamatérios, como o TNF-a, sdo capazes de resultar em diversas
alteracdes teciduais. Entretanto, niveis muito baixos, causados pelas doses
mais elevadas de talidomida, podem favorecer, por exemplo, a sepsis, visto
que a inflamagdo € um processo necessario ao combate de organismos
patogénicos e para promover a resolugdo da doencga (Bone 1996). Nesse
sentido, a migracdo de neutrdfilos, provavelmente, continuou a ocorrer via
estimulos quimiotaticos variados, como outras interleucinas e (ou)

endotoxinas bacterianas.

Em relagéo ao efeito da talidomida, nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg,
sobre o leucograma dos animais submetidos a mucosite oral induzida por
quimioterapico, observou-se que este farmaco foi capaz de prevenir de
maneira significante a leucocitose, reduzindo o numero de neutrdfilos e de
mononucleares no 10° dia em hamsters submetidos a mucosite oral
experimental por fluorouracil, evidenciando assim, a repercussao sistémica

protetora desse tratamento.
Quanto a variagao ponderal, observou-se, porém, que a talidomida

nao reduziu, de forma estatisticamente significante, a perda de massa

corpérea dos animais induzida pela mucosite oral experimental quando

163



comparada a variagao dos animais nao tratados. Esse resultado foi, até certo
ponto, inesperado, visto que seu efeito inibitério da sintese de TNF-a parece
nao ter sido suficiente para prevenir a perda de massa corporal nesse
modelo animal. Considerando que o TNF-a esta envolvido em varios
processos de desgaste celular e consequente perda de massa corporal
(Toomey et al. 1995), a ndo protecédo da talidomida foi surpreendente, pois
inibidores de diversas outras citocinas, como a pentoxifilina, promoveu uma
reducao significativa da perda ponderal nesses animais submetidos a

mucosite oral por fluorouracil.

Adicionalmente, devido a agdo analgésica (Ribeiro et al. 2000) e
sedativa (Eriksson et al. 2001) da talidomida, esperava-se que 0s animais
pudessem se alimentar mais facilmente, dada a redugao da dor no local da
injuria. Por outro lado, o seu efeito sedativo pode, de fato, ter simplesmente
diminuido a tendéncia dos animais de se alimentarem, pela sonoléncia
resultante. Em um outro estudo, utilizando talidomida por um periodo de 11
dias, também nao se observou protecdo de perda de massa corporal, ndo
obstante a redugao significativa de reabsorgao 6ssea periodontal (Lima et al.
2004). Nesse caso, a dose utilizada de 5 mg/kg, cuja sedagdo dos animais
era evidentemente reduzida, observou-se uma tendéncia, embora sem

significancia estatistica, a menor perda ponderal (Lima 1999).

Em suma, a mucosite oral induzida por fluorouracil em hamsters
parece ser um processo complexo onde mediadores inflamatérios podem
potencialmente participar, dada a atividade redutora por parte de drogas
inibidoras de prostaglandinas, como o celecoxib, e mais decisivamente, de
citocinas como a pentoxifilina e, seletivamente de TNF-o, como a talidomida,
terem apresentado um efeito protetor nessas lesdes. Considerando o
exposto, a magnitude desta inibicdo foi inesperada, dado o papel primario
previamente descrito de prostaglandinas em diversos processos inflamatorios.
O efeito dos inibidores de TNF-a e de outras citocinas pode ser devido a sua

fungdo como mediador primario na resposta inflamatdria, enquanto que as
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prostaglandinas devem, potencialmente, possuir um papel mais secundario na

mucosite oral induzida por fluorouracil.

Até o presente momento, consta-nos que nao existe demonstracao
consistente do real papel das prostaglandinas ou do TNF-a na patogénese das
mucosites orais. Dessa maneira, considerando os nossos resultados aqui
tratados, é razoavel supor que tais mediadores possam-se fazer presentes no
processo inflamatério dessas lesbes. Sugerem-se, com isso, que as
abordagens farmacoldgicas aqui utilizadas possam ser uteis em estudos
complementares e em protocolos clinicos com pacientes submetidos a

quimioterapia antineoplasica.

Dando continuidade ao nosso trabalho, estudamos a mucosite
intestinal que, dada a maior dificuldade de acesso as areas entéricas,
consiste numa das formas de afecc¢do induzida por drogas antineoplasicas
menos compreendida. Nesse estudo, tais alteragdes foram induzidas em
ratos, visto que esta espécie mostrou-se adequada para o estudo por possuir
importante tolerabilidade as doses de metotrexato capazes de induzir a
mucosite intestinal, sem mortalidade significativa (Vanderhoof et al. 1990).
Além disso, semelhangas fisiopatoldégicas e imunologicas com as
manifestacbes em humanos, tornam esse modelo animal apropriado ao

estudo da mucosite intestinal (Bhatti & Hodgson 1995).

Tem sido descrito que o epitélio pode ser danificado por estimulos
patolégicos como drogas ou radiagéo e por produtos de reagbes imunes e
inflamatorias (Wilson & Gibson 1997). Assim, para simular as injurias
intestinais, foram administradas trés doses subseqlientes de metotrexato,
em ratos Wistar. Em estudos preliminares os ratos receberam doses de 1,5,
2,5 e 3,5 mg/kg, subcutaneamente, durante trés dias, a fim de se escolher a
dose que produzisse uma injuria consistente, com um minimo de letalidade.

Observou-se que, embora todas as doses tenham produzido danos
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consistentes nas mucosas intestinais, dentro de 40 horas apds a terceira
administragdo do antineoplasico, a dose de 2,5 mg/kg produziu mucosite
intestinal com importante redu¢ao da taxa de mortalidade em relacdo a maior
dose. Tais dados foram demonstrados pela analise histopatoldgica, a qual
evidenciou que o metotrexato causou achatamento significativo dos vilos
intestinais e aumento da profundidade das criptas, o que indica a tentativa de
recuperacao do epitélio, além de aumento da infiltragdo de leucdcitos na
lamina prépria e solugdo de continuidade do epitélio. Adicionalmente, os
citados efeitos ocorreram primariamente no duodeno, seguido pelo jejuno e

em menor intensidade, no ileo.

Esses achados estdo de acordo com os encontrados por outros
autores, os quais mostraram que mudancgas inflamatérias graves ocorreram
dentro de trés dias apos a quimioterapia em modelo animal semelhante ao
utilizado neste estudo, com infiltracdo de polimorfonucleares e linfocitos na
lamina prépria, marcante achatamento dos vilos e perda de continuidade do
epitélio, especialmente na porgcéo proximal do intestino delgado, isto &, no
duodeno, e em menor grau em sua porc¢ao distal, no ileo (Vanderhoof et al.
1990).

Diversos pesquisadores tém demonstrado que drogas antineoplasicas
podem causar atrofia da mucosa intestinal e aumento de sua
permeabilidade. Ambos os insultos, local e sistémico, podem causar danos a
esta mucosa, favorecendo, dessa maneira, a translocagao de bactérias (Bai
et al. 1996). A citotoxicidade desses farmacos afeta ndo apenas as células
tumorais, mas, também, as células do hospedeiro que apresentam rapida
proliferagdo, como as da mucosa do trato gastrointestinal. Assim, agentes
quimioterapicos frequentemente produzem injurias tanto estruturais, como

funcionais, resultando, comumente, em grave mucosite (Bai et al. 1996).

Com o intuito de se verificar as alteracbes de permeabilidade e

absor¢gdo das mucosas intestinais, foram administradas por via oral,
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solucdes de lactulose e manitol aos ratos submetidos a mucosite intestinal
por metotrexato. Tem sido observado que a recuperagao de tais solutos na
urina pode ser utilizada como forma de detec¢cdo nao invasiva de alteragcéo
de permeabilidade intestinal (Bijlsma et al. 1995). Portanto, uma taxa
aumentada de excrecao de lactulose e de manitol €, usualmente, indicativa
de mudangas na fungdo de barreira e (ou) na morfologia do intestino
delgado, respectivamente. O aumento na permeabilidade a substancias
antigénicas presentes no lumen e atrofia dos vilos podem resultar em
respostas alérgicas, infeccdes e disturbios de absor¢gado de nutrientes (Travis
& Menzies 1992).

Desse modo, a medida de permeabilidade intestinal baseada na
quantificacdo de dois acucares de tamanhos diferentes fornece mais
informacgdes e mostra uma alta sensibilidade em desordens gastrointestinais
do que estudos utilizando um unico agucar-teste (Person et al. 1982). Assim,
a lactulose e o manitol, devido a suas caracteristicas hidrofilicas e
lipofébicas, foram os acucares preferidos. Eles apresentam uma afinidade
pequena pelo sistema de transporte da mucosa intestinal, sendo, por isso,
absorvidos passivamente. Ainda, possuem a vantagem de n&o serem

metabolizados (Laker & Menzies 1977).

A absorcao da lactulose, um dissacarideo, cujo raio molecular é de
0,52 nm, ocorre de forma paracelular, via zonas de oclusao e de extrusao
nas pontas dos vilos. Ao contrario, a rota de absor¢dao do manitol, um
monossacarideo, com raio molecular de 0,40 nm, ocorre de forma
transcelular através dos poros aquosos presentes na membrana celular. Por
que a lactulose e o manitol sdo agucares nao metabolizaveis, ambos sao
excretados inalterados na urina (Bai et al. 1996; Carneiro-Filho et al. 2004).
Assim, as quantias de lactulose e de manitol eliminadas refletem diretamente
a quantidade absorvida. A lactulose, em contraste ao manitol, normalmente,
nao € ou é muito pouco absorvida. Portanto, quando eventualmente ocorre

um aumento de lactulose na urina, isto indica permeabilidade intestinal
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aumentada, via zonas de oclusdo alteradas. Quando ha alteracdo da
excrecao do manitol, é indicativo de modificagcdo nos aspectos morfologicos
dos vilos, isto €, na superficie absortiva. Por fim, quando a lactulose e o
manitol sdo administrados simultaneamente, a sua excreg¢ao urinaria é
frequentemente expressada como taxa de lactulose/manitol (Bai et al. 1996;
Carneiro-Filho et al. 2004) aumentado € indicativo de lesdo da mucosa

observada.

Nossos resultados mostraram que a mucosite intestinal induzida por
metotrexato em ratos causou alteragdes significativas sobre tais mucosas
analisadas pelo teste da lactulose e manitol, quando comparadas as dos
ratos normais. Apesar de nao ter havido diferenca estatistica quanto ao
percentual de excregao de lactulose entre os grupos, néo caracterizando
necessariamente a ocorréncia de alteragdes ao nivel das zonas de oclusao
intercelulares, observou-se diminuigdo significativa do percentual de
excrecdo de manitol, demonstrando assim, reducdo da area absortiva do
epitélio intestinal, decorrente da atrofia dos vilos. Finalmente, a taxa de
lactulose/manitol igualmente aumentada, denotou a presenca de lesao

intestinal.

Esses dados estdo em consonancia com os encontrados por outros
autores os quais mostraram que altas doses de quimioterapicos séo capazes
de afetar a permeabilidade intestinal em humanos avaliada através de testes
utilizando solugdes de lactulose e de ramnose (Keefe et al. 1997). Ainda,
outros estudos mostraram que o manitol, teoricamente, transita através da
porcao hidrofilica da membrana celular, enquanto que a lactulose atravessa
as zonas de oclusdo e as de extrusao dos espacgos entre os vilos intestinais.
Consequentemente, a perda de integridade da mucosa pode, de fato, causar
absorcdo aumentada de lactulose, enquanto que a perda da area absortiva

diminui a absor¢cdo do manitol (Fleming et al. 1990).
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Com o intuito de se verificar outros aspectos que podem representar
repercussao sistémica, avaliou-se o efeito do metotrexato sobre o
leucograma dos ratos. Nesse estudo, ocorreu leucopenia acentuada as
custas da redugdo do numero de leucécitos mononucleares e
polimorfonucleares neutréfilos. Esses dados, possivelmente, estao
relacionados ao efeito mielossupressor da droga, o qual pode ser
manifestado na forma de leucopenia e trombocitopenia (Kwok & Schubert
2000).

Como a perda de massa corporea pode representar um importante
parametro nesse modelo, estudou-se a variagdo de massa corporal dos
ratos submetidos a mucosite intestinal por metotrexato, bem como as
variagbes de ingestdo de liquidos e alimentos. Observou-se que o agente
antineoplasico utilizado foi capaz de causar perda significativa de massa
corpdérea, mantendo esse perfil por todo o periodo experimental de 5 dias,
em comparagao a variagdo de massa corporea dos animais normais ou seja,

nao submetidos a mucosite intestinal.

Paralelamente, foram realizadas as avaliacbes das variagdes de
ingestao de liquidos e de alimentos. Observou-se que o metotrexato causou
reducao significativa de ingestao de liquidos a partir do 3° dia, e de alimentos
a partir do 3° dia. Em ambas as situagbes, mantiveram esses perfis até o
sacrificio, no 5° dia, em comparagao as variagdes de ingestoes de liquidos e

de alimentos dos animais normais.

Tem sido descrito que, dentre os diversos efeitos toxicos do
metotrexato, como a mielossupressao e a propria mucosite intestinal (Kwok
& Schubert 2000), o mal-estar geral, os vOmitos, a anorexia, as dores
abdominais e, principalmente, as diarréias (Sinicrope & Levin 2000), sao
importantes fatores contributivos para as debilidades das condicbes
sistémicas de pacientes submetidos a quimioterapia antineoplasica (Kwok &

Schubert 2000). Em muitos casos, esses sinais e sintomas conduzem a
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reducdo ou mesmo a suspensao do tratamento (Sinicrope & Levin 2000).
Dessa maneira, pode-se inferir que a perda de massa corporal dos ratos
submetidos a mucosite intestinal por metotrexato péde ser devida ao menor
consumo de alimentos e liquidos, somados aos eventuais episddios

diarréicos dos mesmos nesse estudo (dados ndo mostrados).

Adicionalmente, o aumento da produgcdo de TNF-a, citocina
considerada envolvida em varios processos de desgaste celular (Toomey et
al. 1995), pode representar um incremento a consequente perda de massa
corporal desses animais. De fato, sua presenca foi confirmada pelo estudo
imunohistoquimico das mucosas duodenais dos ratos submetidos a mucosite
intestinal por metotrexato, no qual se observou um aumento das marcacgoes
de TNF-a, ndo apenas ao nivel de epitélio de revestimento, mas também,
estendendo-se pela lamina prépria e submucosa, quando comparado as
mucosas intestinais de animais normais, as quais apresentam marcacgao

apenas nas células epiteliais de revestimento.

A toxicidade do metotrexato na pratica convencional esta bem
descrita, sendo que a mucosite intestinal consiste hum dos seus efeitos
colaterais mais importantes (Kamen et al. 2000). Contudo, muitos dos
aspectos envolvidos em seu mecanismo citotdxico encontram-se por ser
elucidados. Infelizmente, ndo existe, até o momento, nenhuma intervengao
realmente eficaz e definitivamente preventiva, ou mesmo terapéutica, dessas
lesdes. Assim, faz-se necessario um maior numero de estudos pré-clinicos
que facilitem a identificacdo de estratégias capazes de reduzir ou eliminar
tais toxicidades. Nesse sentido, a dose de 2,5 mg/kg de metotrexato foi a
escolhida para se proceder a indugao de mucosite intestinal em ratos, visto
que esse modelo animal parece ser capaz de mimetizar as principais
alteracdes vistas na mucosite intestinal humana induzida por quimioterapicos
(Vanderhoof et al. 1990).
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Vale salientar, entretanto, que existem algumas informacdes
relevantes concernentes a mecanismos especificos desta entidade, onde
mediadores inflamatérios podem potencialmente interferir no curso evolutivo
dessas lesbes. Por isso, buscou-se, nesse estudo, avaliar o perfil
farmacolégico de drogas que reconhecidamente permitam a modulagéo
desses mediadores na mucosite intestinal induzida por metotrexato, com o

intuito de interferir em possiveis pontos responsaveis pela sua fisiopatologia.

Dado, portanto, o envolvimento de prostaglandinas e de citocinas na
patogénese de diversos processos inflamatoérios, onde a COX-2 pode ser
induzida via estimulo inflamatério, presumivelmente, através da producgao de
citocinas (Mitchell et al. 1994) foram utilizados inibidores farmacologicamente
seletivos para COX-2, como o celecoxib, e os seletivos ou ndo para

citocinas, como a talidomida e a pentoxifilina, respectivamente.

Assim, o celecoxib (CLX) foi selecionado como primeira abordagem
farmacolégica no estudo da mucosite intestinal, com o objetivo de diminuir a
sintese de prostaglandinas via inibicdo da COX-2. Observou-se que CLX, na
dose de 30 mg/kg, foi capaz de reduzir, de forma significante, a relagao entre
o encurtamento dos vilos e o aumento da profundidade das criptas de
segmentos de duodeno, jejuno e ileo, em 37,3%, 42,2% e 29,8%,
respectivamente. No entanto, apesar da protecdo aqui representada,
nenhuma das doses utilizadas de celecoxib foi capaz de prevenir solugdo de

continuidade do epitélio intestinal, nem a infiltragao leucocitaria.

Nesse estudo, o celecoxib, nas menores dosagens, isto ¢, 7,5 e 15
mg/kg, possivelmente ndo promoveu protegdo ao epitélio intestinal por se
tratar de doses insuficientes para uma redugdo significativa de
prostaglandinas via COX-2. Em contra-partida, a maior dose utilizada, 30
mg/kg, embora pareca ter sido util sob o ponto de vista morfoloégico, nao foi,

na realidade, eficiente na prevencao de danos.
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De fato, este aspecto pode ser corroborado pelo estudo da
permeabilidade intestinal realizado pelo teste da lactulose e manitol, onde o
tratamento com CLX, na dose de 30 mg/kg, favoreceu danos as zonas de
oclusdo, dada a absorgéo de lactulose aumentada. Por outro lado, foi capaz
de prevenir, de forma significante, a redugao da area absortiva do epitélio
intestinal induzida nesse modelo, dada a maior excre¢ao de manitol, em
animais submetidos a mucosite intestinal por metotrexato. Em suma, a
observacdo de redugao significativa da taxa de lactulose/manitol excretada
por celecoxib, € indicativa, de diminuicdo geral da les&o intestinal induzida

pelo metotrexato.

Esses resultados sao perfeitamente compreensiveis, uma vez que se
observou, pelo estudo histomorfométrico, uma menor atrofia de vilos ou
aumento da profundidade das criptas, mas isso, necessariamente, nao
ocorreu concomitantemente a preservacao das zonas de oclusdo. Dada a
capacidade do celecoxib, em concentracdes altas, evocar a ativagcao de NF-
kB, é possivel, portanto, a indugao da transcricao de genes pré-inflamatérios
adicionais, tais como COX-2 e TNF-a. (Niederberger et al. 2001), explicando,
assim, a nao preservacao dessas jungdes intercelulares, pela perda parcial

de sua eficacia, especialmente na maior dose, de 30 mg/kg.

Em relagdo ao efeito do celecoxib sobre o leucograma dos
animais submetidos a mucosite intestinal induzida por antineoplasico,
observou-se que esse tratamento, na dose de 30 mg/kg, durante cinco
dias, alterou as contagens do numero de leucdcitos total e diferencial no
sangue periférico dos animais submetidos a mucosite intestinal por
metotrexato. Dessa maneira, o celecoxib reduziu, de forma significante a
leucopenia, por diminuir a neutropenia e o ja baixo numero de leucdcitos
mononucleares observados na mucosite intestinal experimental,

mostrando, assim, seu efeito protetor sobre a medula dssea.
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Entretanto, o tratamento com CLX nao reverteu de forma significativa
a perda de massa corporea induzida pela mucosite intestinal, quando
comparada a variagdo de massa corpérea de animais normais, ou seja, sem
mucosite. Observa-se, porém, uma tendéncia a recuperacdo de suas
massas, embora sem haver diferenga estatisticamente significante, quando
relacionadas as massas dos animais submetidos a mucosite oral
experimental ndo-tratada. Esses achados s&o facilmente compreendidos,
dado o celecoxib ndo ter sido capaz de reverter os baixos consumos de
liquidos e de ragdo dos animais submetidos a mucosite intestinal, quando
comparados as variacdes de consumo dos ratos normais. Além disso, tem
sido mostrado que o tratamento com celecoxib em pacientes provocou maior
frequéncia de episddios diarréicos, o que contribuiu para a perda de peso
dos mesmos (Lefkowith 1999).

Existem evidéncias crescentes de que, em muitas circunstancias, a
COX-2 exergca um papel fisiolégico importante, aumentando, dessa maneira,
a possibilidade de que, em determinados sitios, o uso de inibidores seletivos
possa resultar em efeitos adversos (Barnett et al. 2000). De fato, tem sido
demonstrado que a estimulagdo da produgado de prostaglandinas protetoras
pode inibir uma injuria precoce ao nivel intestinal, além de favorecer a sua
cicatrizacdo. A sintese de prostaglandinas, portanto, parece ser um
mediador relevante na integridade das mucosas e homeostasia do trato
gastrointestinal (Tessner et al. 1998). Por outro lado, sua inibigdo pdde
representar um efeito modulador dos fendmenos aqui relacionados. Nesse
caso, as prostaglandinas, via COX-2, podem ser fundamentais nos
processos estruturais, embora nao decisivas nos efeitos funcionais da
mucosa intestinal. O celecoxib representou, até certo ponto, um agente com
um perfil protetor, no maximo, moderado, nesse modelo de mucosite

intestinal induzida por metotrexato, devida sua dualidade de efeitos.
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Tem sido bem documentado um aumento de sintese de
prostaglandinas derivadas de COX-2 durante inflamacgdes intestinais aguda e
cronica (Ficchio 1998). Assim, dada a relevancia da expressdo da COX-2 na
inflamacao intestinal e na carcinogénese, € importante compreender os
mecanismos que regulam sua expressao (Mifflin et al. 2002). Considerando
que o celecoxib, em altas concentragdes, foi capaz de induzir a transcrigéo
de genes de mediadores pro-inflamatérios adicionais, tais como COX-2 e
TNF-a, 0 que possivelmente limitou a sua eficacia antiinflamatoria em doses
mais altas, observando, de fato, uma tendéncia a piora do quadro
(Niederberger et al. 2001), buscou-se, a seguir, estudar o efeito modulador
da pentoxifilina e da talidomida sobre citocinas nesse modelo de mucosite

intestinal.

A pentoxifilina, principalmente na dose de 15 mg/kg, foi capaz de
inibir, de forma significante, as principais alteracbes vistas na mucosite
intestinal experimental, aqui representadas pela relacdo entre encurtamento
dos vilos e aumento da profundidade das criptas de segmentos de duodeno,
jejuno e ileo, em 38,1%, 36,8% e 30,7%, respectivamente. Adicionalmente,
este farmaco foi capaz de prevenir, claramente, a solugdo de continuidade
do epitélio intestinal, além de reduzir a infiltracdo leucocitaria, aspecto nao
observado com o uso de celecoxib.

Tem sido demonstrado que a pentoxifilina, um agente derivado das
metilxantinas e inibidor das fosfodiesterases, reduz a producdo de TNF-a
pela inibicdo da transcricdio do seu gene (Sampaio et al. 1998).
Considerando que a sintese de tal citocina é dependente de NF-kB (Jimenez
et al. 2001), juntamente com a informagdo de que doses maiores de
celecoxib estariam ativando NF-kB, evocando, assim, a participacdo de
genes inflamatérios como a da COX-2 e do proprio TNF-a, € compreensivel,
agora, o efeito inibitério mais expressivo da pentoxifiina nesse modelo
animal. Assim, é possivel a participacdo de TNF-a na mucosite intestinal

induzida por metotrexato.
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De fato, a pentoxifilina, na dose de 15 mg/kg, utilizada durante cinco
dias, foi capaz de prevenir, de forma significante, a perda de area absortiva
do epitélio intestinal, dada a maior excre¢cdo de manitol, em animais
submetidos a mucosite intestinal. Adicionalmente, observou-se reducgao
significativa da lesao intestinal induzida pelo metotrexato, aqui representada
pela redugdo da taxa de lactulose/manitol excretados. Esse farmaco,

portanto, apresentou um efeito protetor da mucosite intestinal nesse estudo.

Entretanto, a pentoxifilina ndo foi capaz de reverter as contagens do
numero de leucdcitos total e diferencial no sangue periférico dos animais,
isto €, ndo se observou reducio da leucopenia determinada pela neutropenia
e pela linfomonocitopenia observadas na mucosite intestinal experimental.
Isto, provavelmente se deve a prépria habilidade da pentoxifilina de inibir a
sintese de citocinas, o que é condizente com sua atividade inflamatéria
(Hammerschmidt et al. 1988).

Contudo, observou-se, nesse estudo, que o tratamento com
pentoxifilina, em todas as doses, reverteu, de forma significativa, a perda de
massa corpérea induzida pela mucosite intestinal, quando comparada a
variacdo dos animais com mucosite intestinal ndo tratada, embora nao ter
sido observada igualdade de suas massas, as dos ratos normais. Isto, a
semelhanga do que foi relacionado anteriormente na mucosite oral,
possivelmente, & devido ao efeito inibidor de citocinas desta droga, como o
TNF-a, o qual tem sido demonstrado participar de varios fenbmenos de

desgaste celular, inclusive na caquexia do cancer (Toomey et al. 1995).

Além disso, vale ressaltar que tal tratamento nao reverteu, de forma
significativa, as baixas ingestdes de liquidos ou de alimentos observadas em
animais submetidos a mucosite intestinal por metotrexato, quando
comparadas as variagdes desses por ratos normais, o que vem reforcar a

possivel participacao de TNF-a. nesse modelo de mucosite intestinal. Nesse
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sentido, pode ser conveniente sugerir a participagao de citocinas como TNF-
o nesse processo de mucosite intestinal induzida por metotrexato, nao

obstante outros mediadores inflamatérios possam se fazer presentes.

A fim de avaliar a participagao efetiva do TNF-a nas lesées induzidas
por metotrexato, usou-se, a seguir, a talidomida, como inibidor seletivo de
TNF-a. Observou-se inibigao significativa das principais alteragdes vistas na
mucosite intestinal experimental, aqui representadas pelo encurtamento dos
vilos e aumento da profundidade das criptas de segmentos de duodeno e
jejuno, respectivamente, em 37,0% e 26,0 % (TLD 30 mg/kg) e 28,9% e 22,1
% (TLD 90 mg/kg). Esses achados foram corroborados pelo teste da
lactulose e manitol. Assim, a talidomida, na maior dose utilizada, foi capaz de
prevenir, de forma significante, a perda de &rea absortiva do epitélio
intestinal, dada a maior excre¢dao de manitol, em animais submetidos a
mucosite intestinal por metotrexato. Concluindo, observou-se redugao
significativa da lesao intestinal induzida pelo metotrexato, aqui representada

pela reducgéao significativa da taxa de lactulose/manitol excretados.

As fungdes da talidomida no organismo ndo s&o completamente
compreendidas.  Contudo, suas atividades antiinflamatérias e
imunomodulatérias tém sido descritas (Calabrese & Fleischer 2000). A
talidomida, embora nao tio eficientemente, mas seletivamente, inibe a
producédo de TNF-a em mondécitos humanos (Sampaio et al. 1991; Moreira et
al. 1993), de uma maneira dose-dependente, sem nenhum efeito sobre a
sintese de outras citocinas. A inibigdo da producédo, no entanto, ndo é

completa (Sampaio et al. 1991; Klausner et al. 1996).

Assim, é possivel que o efeito protetor moderado observado nesse
estudo esteja condizente com sua capacidade em inibir parcialmente a
producdo de TNF-a ou, simplesmente, a mucosite intestinal induzida por
metotrexato consiste num processo multifatorial, contribuindo para isso, a

participacao de diversos outros mediadores inflamatérios.
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Avaliou-se, portanto, o efeito da talidomida, na dose de 90 mg/kg, pelo
estudo imunohistoquimico das mucosas intestinais de ratos submetidos a
mucosite intestinal, e tratada com este farmaco. Observou-se reducio
evidente da marcagédo de TNF-a, tanto ao nivel de epitélio de revestimento
intestinal, como também, da |amina prépria, quando comparada a mucosa
com mucosite ndo tratada. Esta evidenciou, além das marcacdes de TNF-a
ao nivel do epitélio intestinal, células ao nivel de Iamina propria. Sugere-se,
entdo, que a talidomida atuou, no minimo, inibindo 0 aumento da produgao

de TNF-a na mucosite intestinal por metotrexato.

Em relagdo ao estudo hematoldgico, foi evidenciado que a talidomida,
na mesma dose anteriormente citada, nao foi capaz de reduzir, de forma
significante a leucopenia, a neutropenia, nem a linfomonocitopenia
observadas na mucosite intestinal experimental. Tal parametro, coerente
com a mielossupressao induzida pelo uso do metotrexato, possivelmente
nao foi prevenido pelo tratamento com talidomida devido a sua prépria
capacidade indutora de neutropenia. De fato, em um estudo clinico
randomizado, onde talidomida ou placebo foi administrado para uso na
doenca enxerto versus hospedeiro crbnica, a talidomida teve de ser
suspensa em 92% dos pacientes por causa de seus efeitos colaterais,

neutropenia e sintomas neurolégicos (Koc et al. 2000).

Adicionalmente, a talidomida, em nenhuma das doses utilizadas, foi
capaz de reverter, de forma significativa, a perda de massa corpdrea
induzida pela mucosite intestinal, quando comparada a variacdo de massa
corpdrea de animais normais. Essa auséncia de prote¢cdo, no entanto, nado
parece ser coerente com sua atividade anticaquexia, via inibicdo de TNF-a.
Contudo, como o TNF-a pode exercer sua influéncia em respostas
metabdlicas, de uma maneira autocrina ou paracrina, em tecidos
metabolicamente importantes, a sua inibicado pode nao se refletir em todos

os seus sitios de acdo (Haslett et al. 1997b). Além disso, devido seu efeito
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sedativo, a talidomida pode ter contribuido para a nao reversdo das baixas
ingestdes de liquidos e de alimentos observadas em animais submetidos a
mucosite intestinal por metotrexato, quando comparada a variacdo de

consumo de agua ou ragao de ratos normais.

Adicionalmente, com o intuito de se estabelecer mais claramente o
papel do TNF-a nesse modelo, buscou-se usar a tecnologia de DNA
recombinante que permite deletar genes alvos de animais. O uso de animais
geneticamente manipulados produz uma linhagem mutante com uma
anormalidade conhecida como Knockout. Para determinar as fungdes que
citocinas exercem in vivo, animais com mutagdes Knockout para esses
mediadores tém sido gerados (Elson et al. 1995). Assim, usou-se o modelo
de mucosite intestinal induzida por metotrexato adaptado em camundongos
C57BL/6 Knockout para o receptor R1 (p55) de TNF-a (TNF-R1-/-),

comparados aos animais normais (TNF-R1+/+).

Observou-se que o procedimento de Knockout para TNF-R1 nos
camundongos, apesar de nao alterar a mucosa de forma significante ao nivel
de ileo, causou alteragdes significativas nas relagbes entre as alturas das
vilosidades intestinais e profundidade das criptas ao nivel de duodeno e
jejuno. Isto demonstra que a auséncia de atividade de TNF-a, por si so,
causou alteracado morfolégica no duodeno e no jejuno, sugerindo que essa
citocina exer¢ga um papel importante, onde os niveis basais de sua produg¢ao

parecem ser essenciais para a manutengao dos processos homeostasicos.

Quando a mucosite intestinal foi induzida por metotrexato, esta foi
parcialmente reduzida em animais Knockout para o receptor R1 de TNF-a ao
nivel de jejuno e ileo, comparada aos camundongos Knockout sem mucosite
(TNF-R1-/-) ou aos animais normais (TNF-R1+/+), mas estes, submetidos,
igualmente, a mucosite intestinal. De fato, tais achados podem ser
corroborados pelo estudo imunohistoquimico realizado em mucosas

duodenais de ratos para a deteccao de TNF-a. Tal procedimento evidenciou
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a presenca dessa citocina mesmo em animais normais, e que a
administragcao de metotrexato causou um aumento das marcacgdes de TNF-a
nessas mucosas. Assim, pode-se sugerir que o0 TNF-a € um mediador
importante na mucosite intestinal, e a sua indugdo em processos

inflamatorios pode ser um fator amplificador das lesdes vistas nesse modelo.

Em suma, os dados apresentados nesse estudo sugerem o
envolvimento primario de citocinas, como o TNF-a na patogénese das
mucosites induzidas por antineoplasicos, dado que a inibicdo desse
mediador reduziu o dano as mucosas submetidas as mucosites intestinal e
oral, enquanto que, as prostaglandinas, lhes seria reservado um papel
dependente de sua concentragdao. Entretanto, deve ser considerado que
outros mediadores quimicos podem, também, exercer seus efeitos pro-
inflamatdrios, corroborando assim, o papel da inflamagcao nesse processo

multifatorial.

Embora os modelos aqui apresentados ndo reproduzirem com
exatidao as doengas em humanos, os mesmos foram extremamente valiosos
em permitir pesquisar a complexidade dessas alteragbes, como evidenciado
pela evolugao observada até o presente momento. Nesse sentido, é razoavel
sugerir a possibilidade de protocolos clinicos prospectivos e randomizados,
com o intuito de se estabelecer a eficacia de substancias como celecoxib,
pentoxifilina e talidomida na terapéutica das mucosites oral ou intestinal

induzidas por agentes quimioterapicos em humanos.
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VI. CONCLUSOES

e Os modelos de mucosites oral e intestinal induzidas por agentes
antineoplasicos utilizados nesse estudo foram facilmente
reproduziveis e capazes de mimetizar os principais aspectos das

mucosites em humanos;

e Pentoxifiina e talidomida apresentaram efeitos protetores
siginificativos nas mucosites oral e intestinal, possivelmente via
inibicdo de TNF-a, visto que esta citocina constitui-se em um alvo

comum para ambas as drogas;

e A reducdo da relacdo vilos/criptas dos animais induzidas pela
auséncia de receptores-1 para TNF-a, associada a demonstracédo da
presenca de TNF-o por marcacdo imunohistoquimica em mucosa
intestinal de ratos normais, demonstraram que niveis basais de TNF-a

sdo essenciais para a manutencido da homeostasia das mucosas

intestinais;

e Celecoxib apresentou efeito protetor parcial, visto que doses menores
causaram maior protegao, sugerindo que as prostaglandinas possuem
um papel dependente de sua concentracdo nas mucosites oral e

intestinal;

e Pentoxifilina, talidomida e celecoxib apresentaram importantes efeitos
protetores dessas lesdes, podendo tornar-se possiveis candidatos a
estudos experimentais complementares e a protocolos clinicos
prospectivos e randomizados, no sentido de se estabelecer a eficacia
dessas substancias na terapéutica das mucosites induzidas por

antineoplasicos em humanos.
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