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RESUMO

O Céancer Colorretal € um dos mais incidentes tipos de cancer, tratado com regimes
de quimioterapia a base de Irinotecano que acarreta efeitos colaterais, como a
mucosite intestinal, podendo atingir até 25% dos pacientes. A Mucosite é um efeito
inflamatorio consequente da toxicidade do acumulo dos metabdlitos do irinotecano,
principalmente o SN-38 que induz a morte celular, ativa inflamassomas, interage com
receptores Toll-Like 4 e promove a ativagdo do NF-kB com aumentando de citocinas
pro-inflamatérias (IL-1B, IL-18, IL-33). As enzimas PI3K podem ser importantes
intermediarios na sinalizacéo e na regulacdo dos TLRs. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o papel de PI3K em sua isoforma & na mucosite intestinal induzida
pelo irinotecano. Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos (n=6-8) pesando
entre 20-24g (CEUA aprovado N° 5132240718). Nos camundongos, foram
administrados irinotecano 75mg/kg por via i.p (via intraperitoneal) e/ou Inibidor de
PI3K® 3mg/kg via oral por 4 dias. Realizou-se, diariamente, a mensuracdo de peso
dos camundongos. Ao 7° dia, foi realizada a eutanasia dos animais, com coleta de
amostras para contagem do numero total de leucécitos, dosagem de mieloperoxidase,
mensuracdo do comprimento do intestino, morfometria do intestino, estresse
oxidativo, dosagem de IL-1B e analise da intensidade de imunofluorescéncia para
F4/80, FOXP-3 e p-AKT. A andlise estatistica foi realizada pelo GraphPad Prism
versdo 8.0 considerando como significaAncia estatistica o p<0,05. Os resultados
revelaram um intenso processo inflamatério durante a inibicdo da enzima PI3K®&, pois
animais tratados com o inibidor associado ao Irinotecano tiveram maior infiltracdo de
neutrofilos (3428 neutroéfilos/mg de tecido), aumento da expressdo de macréfagos no
tecido intestinal (3,8%), diminuicdo da expressdo de células T reg (14,13%), maior
perda ponderal (84,7%), diminuicdo do comprimento do intestino delgado (34,07 cm),
diminuicdo da area do vilo (31,12) e alteracdes da arquitetura intestinal e do figado
guando comparado ao grupo irinotecano (1905 neutrdfilos; 2,1%; 22%; 89,4%; 37,21
cm; 39,10 respectivamente). Além disso, 0 grupo que recebeu o Irinotecano
combinado ao Inibidor evidenciou um aumento da expressao de fosfo-AKT quando
comparado ao grupo controle negativo. Assim sendo, conclui-se que a associagéo de
inibidores de PI3Kd e o irinotecano exacerbam o processo inflamatério, podendo

acarretar maior toxicidade.

Palavras-chave: Inflamacao; Mucosite; Irinotecano; PI3K.



ABSTRACT

Colorectal Cancer is one of the most common cancers, treated with chemotherapy
regimens based on the chemotherapy Irinotecan, a potent inhibitor of Topoisomerase
[, which, when treating the disease, causes side effects, including intestinal mucositis.
Mucositis is an inflammatory effect resulting from the toxicity of the accumulation of
irinotecan metabolites, mainly SN-38, which induces cell death, activates
inflammasomes, interacts with Toll-Like 4 receptors, and promotes the activation of
NF-kB with increased pro-inflammatory cytokines. PI3K enzymes may be important
intermediates in signaling and regulation of TLRs. Thus, the aim of this work was to
evaluate the role of PI3K in its & isoform in irinotecan-induced intestinal mucositis. Male
C57BL/6 mice (n=6-8) weighing between 20-24g were used (CEUA approved No.
5132240718). In the mice, irinotecan 75mg/kg i.p. (intraperitoneal route) and/or PI3Kd
inhibitor 3mg/kg orally were administered for 4 days. The weight of the mice was
measured daily. On the 7th day, the animals were euthanized and samples were
collected for total leukocyte count, myeloperoxidase dosage, intestinal length
measurement, intestinal morphometry, oxidative stress, IL-13 dosage, and
immunofluorescence intensity analysis for F4/80, FOXP-3, and p-AKT. Statistical
analysis was performed by GraphPad Prism version 8.0 considering p<0.05 as
statistical significance. The results revealed an intense inflammatory process during
PI3Kd enzyme inhibition, as animals treated with the inhibitor associated with
Irinotecan had higher neutrophil infiltration (3428 neutrophils/mg tissue), increased
expression of macrophages in the intestinal tissue (3, 8%), decreased expression of
reg T cells (14.13%), greater weight loss (84.7%), decreased small intestinal length
(34.07 cm), decreased villus area (31.12), and changes in intestinal and liver
architecture when compared to the irinotecan group (1905 neutrophils; 2.1%; 22%;
89.4%; 37.21 cm; 39.10 respectively). Furthermore, the Irinotecan + Inhibitor group
evidenced increased phospho-AKT expression when compared to the negative control
group. Therefore, it is concluded that the association of PI3Kd inhibitors and irinotecan

exacerbate the inflammatory process and may lead to greater toxicity.

Keywords: Inflammation; Mucositis; Irinotecan; PI3K.
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1 INTRODUCAO

Céancer € a denominacao usada para o conjunto de mais de 100 doencas que tém
em comum o crescimento desordenado de células de tecidos e 6rgaos. Essas células,
ao se dividirem rapidamente, tendem a ter um comportamento mais agressivo, com
desenvolvimento de mecanismos de evasdo das ferramentas dispostas pelo
organismo para o seu controle e induzindo a formagéo de tumores. Podendo acometer
diferentes tipos de células do corpo e promover a invasao de tecidos e 6rgaos vizinhos

através de um mecanismo chamado metastase (American Cancer Society, 2017).

Nos dias de hoje, o cancer ainda preocupa e desafia os profissionais, a ciéncia e
a saude, sendo estudada como uma patologia de alta incidéncia e alta prevaléncia.
Segundo os dados da Organizacdo Mundial de Saude - OMS (2020), surgirdo entre
29 a 37 milhdes de novos casos até o ano de 2040, significando assim um aumento
de 60% (em média) em comparacdo aos 18,1 milhdes de pacientes diagnosticados
com tumores malignos em 2018 (NEWSLAB, 2020) Nesse mesmo ano de 2018, foi
publicado um estudo de estimativas no jornal da Sociedade Americana de Cancer,
correlacionando a mortalidade com os nimeros publicados no site da Globocan. Esse
estudo mostrou que somente naquele ano, haveria 9,5 milhdes de 6bitos por cancer,

exceto pele ndo melanoma (BRAY et al., 2018).

Dentre os tipos de canceres mais comuns, temos o cancer colorretal. De acordo
com os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), conforme ilustrado na Figura 1,
dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o triénio 2020-2022, o cancer
colorretal é o segundo mais incidente entre homens e mulheres no Brasil, podendo

chegar até 9,2% dos casos totais (INCA, 2020). Ou seja, estimam-se que s6 no Brasil,



20

para cada ano surgirdo 20.520 casos de cancer de célon e reto em homens e 20.470

em mulheres (INCA, 2020).

Figura 1 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma*. Fonte: INCA, 2020.

Prostata 65.840 292% Mama feminina 66.280 297%
Célon e Reto 20540 9.1% Homens Mulheres Cdlone Reto 20470 92%
Tragueia, Brénquio e Pulmdo 17.760  7.9% Colo do utero 16.710 7.5%
Estémago 13.360 5,9% Tragueia, Bronquio e Pulmdo 12440 56%
Cavidade Oral 11.200 5.0% Glandula Tireoide 11.950  5.4%
Esdfago 8690 3,9% Estémago 7870 3,5%
Bexiga 7.590 3.4% Qvario 5.650 3.0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do Utero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema Nervoso Central 5.230 2,3%

* Numeros arredondados para multiplos de 10

1.1 Cancer Colorretal

O Céancer Colorretal é descrito como uma neoplasia de desenvolvimento lento que
ocorre nas paredes do revestimento interno do célon e/ou do reto. Esse crescimento
€ denominado inicialmente de adenoma, que pode se tornar canceroso ao formar
vasos sanguineos e linfaticos ao seu redor adquirindo uma maior capacidade invasiva.
Cerca de 95% dos casos sdo atribuidos a adenocarcinomas, provenientes das
glandulas mucosas desse 6rgao, mas também podem ser classificados como tumores
estromais, linfomas ou sarcomas, dependendo de suas caracteristicas (MARLEY &

NAN, 2016).

Os sintomas séo variaveis pois dependem da localizacao e tipo do tumor. Diarreia
e sindrome dispéptica podem estar dentre os sintomas inicias (DA SILVA; ERRANTE,
2016), podendo ser seguidos de obstipacdo intestinal progressiva, fezes afiladas,
escuras ou eventualmente com sangue, nos estagios decorrentes. Durante todo a

estadiamento da doenca, pode haver a alternéncia entre diarreia e constipagdo. Nos
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casos onde o tumor se encontra na parte retal, sdo constantes as evacuac¢des com
presenca de sangue, muco ou exsudato inflamatério, associados a sensacao de

evacuacao incompleta (BALLESTER et al., 2016).

Os fatores de risco sé@o alguns dos mais comuns para a maioria das doencas
oncoldgicas como: consumo excessivo de bebidas alcodlicas, ingestdo de gordura
animal, tabagismo, dieta pobre em fibras alimentares, consumo de produtos
industrializados ou em conservas, doencas crbnicas intestinais e falta de exercicios
(MARLEY & NAN, 2016). Estima-se que 75% dos casos desse tipo de cancer sejam
nao-hereditarios (DA SILVA et al., 2016), geralmente associados a mutacdes no
oncogene K-ras, genes supressores de tumor APC, DCC e p53 e genes reparadores
do DNA, MSH2, MLH1l, PMS2 e MSH6, onde pode ocorrer a instabilidade
cromossOmica ou perda de heterozigose inativando assim esses genes (DA SILVA;

ERRANTE, 2016).

Geralmente o CCR (Céancer Colorretal) € diagnosticado em fases mais tardias,
sempre havendo uma dificuldade em detectar precocemente esse tipo de cancer
devido as suas manifestagfes clinicas iniciais que também podem indicar algo mais
comum e menos grave como uma verminose. Para o diagnostico, os exames de
imagem como colonoscopia e retossigmoidoscopia flexivel oferecem maior conforto
para o paciente e o examinador, também sendo possivel a coleta de amostras de

secregdes e tecidos para biopsia a partir desses exames (CARTANA et al., 2016).

O tratamento desse tipo de cancer pode ser feito através de remocéao cirurgica,
podendo extirpar tumores em estagios iniciais em pequenas quantidades ou reunidos
em alguma area afetada do intestino, ou pode ser realizada a quimioterapia citotoxica
em casos de tumores metastaticos (LEAL et al., 2017). Em contrapartida, a terapia

antineoplasica submete ao paciente efeitos colaterais inespecificos e diversos. O



22

paciente sob tratamento pode apresentar sintomas como: alopecia, nauseas e
vomitos, diarreia, constipacdo, anemia, mucosite, leucopenia, neutropenia, fadiga,

anorexia, dispepsia e mielossupressdo (SALMON & SARTORELLI, 2014).

1.2 Irinotecano

O irinotecano (Figura 2) € um derivado semi-sintético da camptotecina (CPT), um
alcaloide extraido e isolado de uma arvore ornamental originaria das regifes da China
e do Tibet, Camptotheca acuminata, onde € popularmente conhecida como xi shu

(arvore feliz) (PFAF, 2020).

Essa substancia foi primeiramente isolada nos Estados Unidos, por Wall et al., em
1966, dando origem ao Topotecan® e ao Irinotecan®, esse Ultimo sendo
moderadamente sollivel em &gua e solventes organicos, que atuam inibindo a
topoisomerase | (CAMPBELL et al., 2016). Devido a topoisomerase ser o0 alvo celular
dessa substancia, no final dos anos 80 foram feitas modificac6es na estrutura do CPT,
contribuindo assim para o seu potente mecanismo de acéo antitumoral. (MARTINO et

al., 2017).
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Figura 2 — Estruturas quimicas da Camptotecina e Irinotecano.

Camptothecin Irinotecan

Estruturas quimicas da Camptotecina e do seu derivado o Irinotecano, inibidores de
Topoisomerase 1 que formulam o quimioterpico Irinotecano. Imagem e Fonte: MARTINO et al.,
2017.

O CPT foi aprovado e liberado pela Food and Drug Administration (FDA) para ser
usado em ensaios clinicos contra carcinomas e como agente para o tratamento de
cancer humano (MARTINO et al., 2017). Em meados dos anos 90, precisamente em
1994, 0 CPT-11 passou a ser disponibilizado no Japéo sendo usado no tratamento de
carcinoma de pulmao, colo de Utero e ovario. Mais tarde, em 1996, no Estados Unidos,
o CPT é aprovado para ser utilizado no tratamento de cancer colorretal metastatico
refratario, onde a sua administracéo era associada ao 5-fluorouracil, posteriormente

sendo aprovado a sua associacdo ao 5-fluorouracil e ao leucovorin para o tratamento

de primeira linha do cancer colorretal metastatico (FUJITA et al., 2015).

Assim, o irinotecano tem sido utilizado como agente Unico ou combinado com
outros quimioterapicos em protocolos para tratamento de primeira e segunda linha de
cancer colorretal (BINEFA et al., 2014), no céancer de ovario (LIU et al., 2015), no
cancer de pulmédo de células pequenas e ndo pequenas (YANG et al., 2015), no
cancer de pancreas (PETRELLI et al., 2017), no cancer de mama (TWELVES et al.,

2016) e no de estomago (WAGNER et al., 2017).
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O mecanismo de biotransformacéo do irinotecano (Figura 3) se da no figado, onde
o CPT-11 é metabolizado pelas carboxilesterases hepaticas 1 e 2 (hCE) que o
transformam em SN-38. Por sua vez, o SN-38 é depurado pela UGT1Al/7 a
glicuronidios de SN-38 (SN38G), sendo esse composto sem atividade biologica.
Concomitantemente, sob a acdo da enzima CYP3A4, o CPT-11 é convertido também
nos seus metabdlitos inativos, sendo eles: APC (7-ethyl-10-[4-N-(5-aminopentanoic
acid)-1-piperidinoJcarbonyloxycamptothecin) e NPC (7-ethyl-10-[4-N-(1-piperidino)-1-
amino]carbonyloxycamptothecin) (CHESTER et al., 2003; MATHIJSSEN RON et al.,
2004). No caso, o APC pode ser também metabolizado, formando maiores
guantidades de SN-38. O NPC é metabolizado completamente em SN-38 pela
CYP3A4, colaborando na atividade e toxicidade do CPT-11 in vivo (RIVORY; REN,

1997; MATHIJSSEN RON et al., 2004).
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Figura 3 — Mecanismo de biotransformacéo do Irinotecano.

Figado

SN-38G

Vesicula
Biliar

Duodeno

Eliminagao pelas fezes

Os metabdlitos ativos e inativos passam pela bile e chegam ao intestino delgado. Estima-
se que de 60 a 70% do CPT-11 é eliminado pelas fezes, 25% pela bile e 10 a 20% pela
urina. Com a bile, o CPT-11, O SN-38 e 0 SN-38G passam pelo intestino delgado, onde
uma parte é excretada; o SN-38G pode ser desconjugado e re-transformado em SN-38
com a acdo de B-glucuronidases bacterianas (provenientes de Escherichia coli e
Clostridium perfringens). Ao decorrer do processo, o SN-38 e o irinotecano podem ser
reabsorvidos através da veia porta, retornando ao figado, por um processo chamado de
recirculacdo entero-hepatica. Imagem: Propria Autora.

O mecanismo citotdxico do irinotecano (Figura 4) é realizado pela inibicdo seletiva
da enzima topoisomerase | (Topo ) que atua na replicacéo, transcricdo, recombinacao
e no reparo do DNA. A Topo |, realiza uma ligacdo covalente com a estrutura dupla
hélice do DNA, ocasionando a quebra de uma das suas fitas, possibilitando um
afrouxamento da supertorcdo que permite a replicagcdo do seu material. Apos esse
afrouxamento, a Topo | liga as duas cadeias de DNA, promovendo a integridade da
estrutura. Com a acao do irinotecano, um complexo néo covalente é formado entre a

Topo | e as fitas de DNA, provocando uma quebra irreversivel na cadeia de DNA,
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impedindo a recombinacéo da fita dupla e em consequéncia, acarretando a morte

celular (MARTINO et al., 2017).

Figura 4 — Mecanismo de acao do Irinotecano.

Mecanismo do Irinotecano

DI -

Fita Dupla de DNA Topalsomerasel oo ae

QB

Complexo DNA Topoisomerase |

Complexo DNA Topoisomerase | SN-38

Estabilizacdo do Complexo
Interrupc¢ao das reagdes subsequentes

Y

Inibi¢ao da sintese de DNA
Efeitos Antitumorais
(Inibi¢ao do crescimento de células cancerigenas)

O mecanismo do Irinotecano se da pela unido do SN-38 com o Complexo DNA
Topoisomerase |. Apés a estabilizacdo dessa unido, ocorre a interrup¢cédo de todas as
reacBes subsequentes, no caso a inibicao da sintese de DNA, ocasionando os efeitos
antitumorais desejados, inibindo o crescimento de células cancerigenas. Imagem:
Préprio Autor. Fonte: SATO et al., 2008.

Mesmo com o irinotecano demonstrando um O6timo resultado na atividade
antitumoral durante os tratamentos, foram observados efeitos adversos graves
(MARTINO et al., 2017). O efeito téxico do irinotecano é causado pelo acumulo dos
seus metabalitos, principalmente do SN-38 no intestino (GUPTA et al., 1994),

constatando que a mucosite gastrointestinal e a diarreia se apresentam como dois dos
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efeitos colaterais mais observados relacionados ao uso desse agente citotéxico,

afetando negativamente o sucesso do tratamento antitumoral (RIBEIRO et al., 2016).

Em modelos experimentais, o irinotecano causou toxicidade intestinal significativa,
onde o0s primeiros sintomas apareceram 6h apos sua administracdo, sendo
observados danos histolégicos graves no intestino delgado e grosso ao final do

experimento, 120h apds sua administracdo (WARDILL et al., 2014).

1.3 Mucosite induzida por Irinotecano

A Mucosite Gastrointestinal é um efeito adverso inflamatério associado ao
tratamento quimioterapico, recorrentemente citada com uma das mais comuns
consequéncias da toxicidade dentre os pacientes (CHAVES & GORINI, 2011). Esse
termo clinico é usado para descrever as alteracdes decorrentes da quimioterapia e da
radioterapia antineoplasicas que acometem as mucosas do trato alimentar de maneira
generalizada ou localizada (SONIS et al., 2004; SONIS; FEY, 2002; SCULLY; SONIS;

DIZ, 2006).

Caracteriza- se por apresentar dor, ulceracdo, nauseas, vomitos, sangramento,
constipacdo e diarreia (MAYO et al.,, 2017). Essas manifestacbes clinicas sdo
resultantes da acdo dos agentes antineoplasicos sobre as células da mucosa

gastrointestinal e da alta taxa de proliferacdo do epitélio (GIBSON & KEEFE, 2006).

O sintoma mais observado no quadro de mucosite intestinal induzida pela
quimioterapia a base de irinotecano € a diarreia, onde é desenvolvida em
aproximadamente 70% dos pacientes em quimioterapia, sendo que 25% dos casos

apresentam, ja nos primeiros ciclos de tratamento, diarreia de grau 3-4 (mais de 7



28

episodios de diarreia por dia havendo a necessidade de hidratacdo por um periodo

superior a 24h) (CINAUSERO et al., 2017).

A mucosite induzida por irinotecano também estd associada a lesbes
histopatoldgicas em células caliciformes e em células nervosas entéricas. Estes
fenbmenos podem ser resultantes de uma sinalizacdo inflamatoéria regulada pelo
préprio irinotecano. Os danos nas células tegumentares e nos nervos entéricos afetam
a secrecdo e a motilidade do intestino durante a quimioterapia e o tratamento
radioterapico, podendo resultar numa alteracdo da funcao intestinal (THORPE et al.,

2020).

Em dados gerais sobre a mucosite, sabemos que cerca de 5-15% dos pacientes
podem ser acometidos pelo estdgio mais grave de toxicidade (Grau 4), como
demonstrado no Quadro 1. Destes, aproximadamente 35% sofrerdo um atraso nos
ciclos subsequentes de quimioterapia, 60% irdo requerer reducéo nas doses aplicadas
e 30% optardo pela descontinuacéo do tratamento. Em geral, 60% apresentam febre
e esse quadro pode levar a um episddio de hospitalizagdo (KEEFE et al., 2007). Além
disso, a neutropenia comumente observada na quimioterapia quando associada a
mucosite chega a elevar em quatro vezes o risco de sepse (KRISHNA et al., 2011) o
que nao seria interessante para o paciente em tratamento oncolégico podendo
ocasionar o atraso ou descontinuacdo do mesmo, 0 que comprova que a mucosite é
um relevante e dispendioso efeito colateral muitas vezes dose-limitante (PETERSON

et al., 2011).
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Quadro 1 — Escore de Lesao para os efeitos colaterais associados a Mucosite Oral e
Intestinal. Fonte: COMMON TERMINOLOGY CRITERIA FOR ADVERSE EVENTS,

2020. CTCAE v5.0

Escores Mucosite Intestinal induzida por Quimioterapia

(Diarreia)

Sem diarreia
<4 episodios de diarreia por dia

De 4 a 6 episddios de diarreia por dia; Hidratagdo <24h
> 7 episédios de diarreia por dia; Hidratacéo > 24h

Grave 4 (Risco a Risco a vida

Vida)

Grau 5 (Morte) Morte

Durantes as ultimas décadas, o Laboratorio de Farmacologia da Inflamacgéo e
do Cancer (LAFICA) da Universidade Federal do Ceard (UFC) vem elucidando
questdes sobre a Mucosite, sendo referéncia no assunto com pesquisas e
publicacdes. Em 2008, o LAFICA padronizou o seu modelo experimental de mucosite
intestinal onde utiliza o protocolo, devidamente adaptado para suas condicdes
experimentais, de 75mg/kg/dia de irinotecano, por 4 dias consecutivos, em
camundongos swiss, realizando a eutanasia no quinto ou sétimo dia. De acordo com
esse modelo, os animais apresentam diarreia e dano intestinal, com encurtamento dos
vilos e aprofundamento das criptas, vacuolizacdo epitelial, hiperplasia de células
caliciformes e intenso infiltrado celular (MELO et al., 2008). Além disso, Melo e
colaboradores evidenciaram o papel protetor de talidomida e pentoxifilina, ambos

inibidores de citocinas pro-inflamatorias (MELO et al., 2008).
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Posteriormente, Lima-Junior e colaboradores mostraram o papel do Oxido
nitrico (INOS) na mucosite intestinal. Os autores utilizaram camundongos
geneticamente modificados (knockout) para INOS, assim como, a modulacao
farmacoldgica com a aminoguanidina (inibidor seletivo da iINOS) e mostraram uma
melhora nos parametros inflamatorios, como MPO, dosagem de citocinas (IL-18 e
KC), expressao de iINOS por Western Blotting. Em adicdo, esse trabalho mostrou, de
forma inédita, o papel da loperamida na hipercontratilidade induzida pelo irinotecano

sem alterar os parametros inflamatorios (LIMA-JUNIOR et al., 2012).

A patogénese da mucosite (Figura 5) ocorre na inducao da morte celular por
apoptose pelo irinotecano e SN-38, com formacao de espécies reativas de oxigénio,
que ativam inflamassomas via caspase-1, gerando IL-1B, IL-18 (LIMA-JUNIOR et al.,
2014) e IL-33 (GUABIRABA et al., 2014). Essas interleucinas vao induzir as células
do epitélio a expressarem COX-2 e INOS, o que resulta na producdo de

prostaglandinas e oxido nitrico, levando a ocorréncia do dano intestinal.

A administracdo de irinotecano também esta associada ao aumento da
translocacdo bacteriana e acumulacao de neutréfilos no intestino, levando ao dano
tecidual (WONG et al., 2015). Consequentemente, os Padrdes Moleculares
Associados a Danos (DAMPs) e Padrdes Moleculares Associados aos Patdgenos
(PAMPSs) estimulam os receptores Toll-Like (TLRS) para a ativacao do NF-kB, que por
sua vez aumenta ainda mais a expressao de citocinas pro-inflamatorias (WONG et al.,
2015). Essas citocinas promovem a producdo de quimiocinas (CXCL1, CXCL2 e
CCL2) tendo como resultado o recrutamento de neutrofilos, amplificando a geracéo
de espécies reativas de oxigénio, o que leva ao dano intestinal, ao aumento de
secrecdo no epitélio e a diarreia severa (LEE; RYAN; DOHERTY, 2014; WONG et al.,

2015; RIBEIRO et al., 2016).
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Acredita-se que a apoptose das células nesse processo seja decorrente da
ativacdo de proteinas da familia Bcl-2 pro-apoptéticas (BAX e BAK), presentes no
intestino delgado. Subsequentemente, temos 0 aumento da permeabilidade entre as
juncdes comunicantes dessas células, aumentando assim a susceptibilidade
a translocacdo bacteriana na lamina propria intestinal (BOWEN et al., 2006 apud

RIBEIRO et al., 2016).

Figura 5 — Patogénese da mucosite intestinal induzida pelo Irinotecano.
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O CPT-11 interage com a mucosa através de DAMPS e PAMPS nos receptores TLRs gerando
EROs e a cascata da Caspase-1 ativando as Interleucinas 1B, 18 e 33, liberando éxido nitrico. Esse
processo induz a leséo intestinal, a descamacao do epitélio colunar simples do intestino, a secre¢ao
intestinal e a diarreia. Fonte: RIBEIRO et al., 2016.
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Ainda em trabalhos sobre essa patogénese, observamos que as células Th17
e Tregs foram encontradas em grande quantidade na superficie das mucosas orais e
intestinais, tendo elas o papel de proteger o hospedeiro de patdgenos, no caso das
Th17, ou controlar o dano causada na resposta inflamatéria que pode ser exacerbada,
nesse caso esse seria 0 papel das Tregs. Entdo, é importante o equilibrio dessas
subpopulacdes para a manutencdo da homeostasia intestinal (OMENETTI &

PIZARRO, 2015).

Fernandes e colaboradores (2018) mostraram o envolvimento de células Th17
e Tregs, tanto intestinais quanto sistémicas, na patogénese da mucosite intestinal
experimental induzida pelo irinotecano. Esse trabalho também observou o aumento
da frequéncia dessas células no intestino e no baco dos animais submetidos ao
experimento, correlacionando com intensa diarreia e significativo dano
histopatolégico. Houve um aumento na taxa de neutréfilos no intestino ao longo dos
dias, apresentando o pico maximo no quinto dia de experimento e mostrando
subsequente decréscimo até o sétimo dia, comparado a acumulacédo de células Tregs

(FERNANDES et al., 2018).

Dados do LAFICA mostram o envolvimento de mediadores inflamatorios
reguladores da imunidade inata e adaptativa na mucosite intestinal, como KC
(quimiocina analoga a IL-8 humana em camundongos), TNF-a, IL1-B, IL-18, IL-33
(MELO et al., 2008; LIMA-JUNIOR et al., 2014; GUABIRABA et al., 2014; RIBEIRO et
al., 2016). Essas pesquisas também mostraram que o irinotecano aumenta a
expressdo de MyD88 (200%), TLR9 (400%), TRAF6 (236%), IL-1B (405%), IL-18
(365%), COX-2 (2,777%) e NF-kB (245%) e que a delecéo genética de MyD88, TLR2

ou TLR9 reduz a leséo intestinal (WONG et al., 2015).
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Por ancoragem molecular, 0 SN-38 ocupa a cavidade hidrofébica do MD-2, uma
molécula que forma um complexo com TLR4 e que confere resposta de
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano gram-negativo (HOLANDA, 2018). O que
possibilita ao SN-38 interagir com 0 mesmo sitio que liga o LPS. Além disso, em um
estudo com células RAW 264.7 observou-se uma resposta muito reduzida do LPS na
presenca de SN-38, mas a atividade total celular foi restabelecida quando incubada
na presenca de maiores concentracdes de LPS, o que sugere um forte antagonismo
competitivo reversivel (WONG et al., 2019). Esse mecanismo colabora no
desenvolvimento de uma resposta anti-inflamatoria precoce paradoxal, aumentando
assim a mucosite associada ao irinotecano em fases mais tardias em decorréncia da
falta de controle imunolégico inato da infeccdo em progresso. Em modelos
experimentais, camundongos nhocaute para TLR4 apresentam exacerbacdo da
mucosite e aumento da taxa de mortalidade desses animais, mostrando assim que
uma sinalizacdo precoce desse receptor pode influenciar na dindmica da doenca

(WONG et al., 2019).

A ativacdo de TLR4 é resultado da formacdo de um complexo entre a enzima
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) com a proteina MyD88 em que a atividade da PI3K
induz a producao de citocinas (IL-18 e TNF-a) (OJANIEMI et al., 2003). Levando em
consideracdo que varios membros da familia de receptores TLR/IL-1R estéo
presentes no desenvolvimento da mucosite intestinal (LIMA-JUNIOR et al., 2014;
WONG et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016), acredita-se entdo que as enzimas PI3K
podem ser importantes intermediarios na sinalizagdo e na regulacdo desses

receptores.
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1.4 Isoformas de Fosfatidilinositol 3-Quinase no contexto da Inflamacéo e

Céancer

As enzimas Fosfatidilinositol 3-Quinases (PI3K) s&o dimeros pertencente a familia
de lipidios-quinases presentes no meio intracelular (GIUDICE & SQUARIZE, 2013)
estudadas pela primeira vez em 1985 por Cantley e Whitman., que catalisam a
fosforilacdo de um ou mais fosfoinositideos de inositol na posicdo 3 do anel (Figura
6). O anel de inositol 3-fosforilado, por sua vez, cria um sitio de ancoragem para
proteinas provenientes da parte interna da membrana plasméatica e das membranas
intracelulares. Esses fosfoinositideos ja fosforilados sdo submetidos a acdo de
fosfatases que removem o proprio 3-fosfato ou os fosfatos adicionais nas posicoes
préximas, como 4 ou 5. Nessa reacao, substratos e produtos séo fosfolipidios que
permanecem e atuam nas membranas (OKKENHAUG, 2013). A funcdo dessas PI3Ks
€ gerar mensageiros moleculares especificos nas membranas, incluindo o controle de
trafego intracelular de vesiculas, motilidade das células, o metabolismo de nutrientes
e aspectos mais especializados requeridos para o desenvolvimento e funcionamento

de células imunes (OKKENHAUG, 2013; HAWKINS; STEPHENS, 2015).

Nas células dos mamiferos, sdo encontrados oito tipos de PI3Ks classificadas
em trés familias (Quadro 2), distintas por seus achados estruturais, distribuicdo
tecidual, mecanismos de ativacdo, funcdo e substratos lipidicos especificos

(GIUDICE; SQUARIZE, 2013; HAWKINS; STEPHENS, 2015):

e Classe I: contendo quatro isoformas (PI3Ka, B, y, )
e Classe ll: contendo trés isoformas (PI3KC2a, 3, y)
e Classe Ill: contendo uma unica isoforma (PISKC3)
As PI3Ks de classe | fosforilam seletivamente o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

(PI (4,5) P2) para formar fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PI (3,4,5) P3, esse ultimo
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comumente denominado de PIP3 (WHITMAN, DOWNES, KEELER, 1988). A
regulacéo dessas PI3Ks de classe | sdo feitas direta ou indiretamente pelos receptores
da superficie celular e desempenhando assim fun¢cbes importantes nos eventos
iniciais do processo de transducéo de sinal que fluem da ativacdo desses receptores
(HAWKINS & STEPHENS, 2015). Essas PI3Ks séo distribuidas em IA e IB, onde as
da classe IA estdo mais associadas ao cancer. A PI3K & formada por um dominio
catalitico p110 e um dominio regulador p85, onde trés isoformas sao de p110,
denominadas como p110a (codificado por PIK3CA), p110B8 e p110d (Bruhn et al.,
2013). Dentre essas trés, p1100 é expressa quase que exclusivamente em leucécitos,
p110a e p110B sdo expressas de maneira geral em todos os tipos de células
(CANTLEY, 2002). Em humanos, as subunidades reguladoras PI3K 1 (PIK3R1),
PIK3R2 e PIK3R3 codificam p85a (ou sua variante p55a ou p50a), p85pB, e p55y,

respectivamente (MUKOHARA, 2015; PADDOCK; FIELD; CANTLEY, 2019).

A classe |IA é ativada por RTKs (Receptors Tyrosine Kinases) como EGFR,
FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor) e IGF-1R (Insulin-like Growth Factor 1
Receptor) (GIUDICE & SQUARIZE, 2013). A classe IB é ativada por receptores
acoplados a proteina G (Fresno Vara et al., 2004). Todas as subunidades cataliticas
da classe | contém dominios de ligacdo para Ras GTPases e a ligacdo desses

dominios a certas proteinas RAS contribui para a sua ativacéo (JIMENEZ et al., 2002).

A classe Il apresenta as isoformas menos aprofundadas dentre as trés classes.
Elas s&o capazes de sintetizar fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) ou fosfatidilinositol (PI)
na membrana ou nos endossomos em resposta a estimulagdo de receptores
(FALASCA & MAFFUCCI, 2012). Acredita-se que esses lipidios podem desencadear
eventos regulatérios analogos aos que sédo provocados pelas PI3K de classe Il e |

(HAWKINS & STEPHENS, 2015).
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A classe Il de PI3K fosforila Pl para formar PI3P em sitios intracelulares
especificos, como por exemplo endossomos e estruturas autofagociticas precoces,
regulando assim a funcdo dessas estruturas pela ligacdo de dominios efetores
(SCHINK et al., 2013). A Unica subunidade catalitica da classe Il é conhecida como
Vps34, como referéncia a sua descoberta inicial ter sido em S. cerevisiae. Essa
subunidade se liga a uma proteina quinase envolvida em sua regulacdo (HAWKINS &
STEPHENS, 2015), onde atua como uma proteina adaptadora, sendo necessaria no
processo de autofagia das células e na estimulacdo de aminoacidos do alvo
mecanicista da atividade da rapamicina (MTOR) em células de mamiferos

(OKKENHAUG, 2013).
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Quadro 2 — Resumo da classificacdo de isoformas da PI3K. Fonte: STARK et al.,

2015.

Isoformas

Distribuicao de
tecidos

Substrato

Moléculas
adaptadoras

Produtos

e ES N pll10a
- -
Classe IB ke
Classe Il C2a

e EHSHIE Vps34

Onipresente PI (4,5) P ,

Onipresente

Leucdcitos,
neurdnios

Leucdcitos,
miocitos cardiacos

PI (4,5) P »

Epitélio, endotélio  PI, PI4P

Onipresente
Hepatdcitos

Onipresente Pl

PI (3,4,5) p85a (p50a,

Ps p55a);

tcp PIP 5 p85pB; p55y

PI (3,4,5) p101 / p84 / p87
P3

PI3P, PI

(314) P

PI3P VPS15 (p150)

Resumidamente, as PI3Ks tém func¢éo celular regulatoria importante, exemplo

disso € a maneira como a ativagdo das subunidades é responsavel pela via PI3K e a

intensidade dela. Quando ha ligacdo entre um ligante e um receptor (RTK, EGFR,

FGFR ou IGF1R) localizado na membrana plasmética da célula, a classe IA se torna

ativa, podendo gerar diversas repercussoes na célula e em seu metabolismo por meio

da ativacdo do AKT, que regula processos envolvidos na sobrevida e na progresséao

do ciclo celular (PORTA et al., 2014). Outra informacao relevante € que a sinalizacao

de PI3Ks pode promover a producdo de citocinas pro-inflamatérias através da

ativacdo de NF-kB e a mediagao de secrecao de IL-6 em respostas imunoldgicas por

estimulacdo de CD80/CD86 em células dendriticas (KOORELLA et al., 2014).
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1.5 Fosfatidilinositol 3-Quinase delta (PI3K d)

A Fosfatidilinositol 3-Quinase delta (PI3K 8), também chamada de p1100, é uma
enzima codificada pelo gene PIK3CD (VANHAESEBROECK et al., 1997), responsavel
pela regulacdo das funcdes imunoldgicas, principalmente expressa em leucadcitos,
associada a processos inflamatérios, autoimunidade e rejeicdo de transplantes

(HARRIS et al., 2009).

A isoforma PI3K & apresenta importantes fungdes ligadas a imunidade inata,
contribuindo para a ativacao de neutrofilos e macréfagos acarretando a secrecdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e proteases ligadas a sinalizacdo de proteina
tirosina quinase. Além disso, apresenta um papel regulatorio na imunidade adaptativa.
Acredita-se que o papel principal da PI3Kd € prestar ajuda as células Th, onde a sua
auséncia possa suprimir a funcéo Treg associada também a uma reducao na ativacao
das células B foliculares (HAWKINS & STEPHENS, 2015). A PI3Kd também pode
realizar a mediacao entre a secrecao de citocinas pro-inflamatérias e a secrecao de
IL-10, limitando a inflamacé&o e protegendo ratos de choque endotéxico induzido por
LPS (AKSOQY et al., 2014), sendo um promissor alvo terapéutico em doencas que

apresentam resposta pro-inflamatoria desregulada.

Em vista que a PI3Kd tem um papel significativo na regulagéo da sobrevivéncia e
proliferacéo de células B maduras e também para a diferenciacdo e funcdo de células
T efetoras e células Treg (STARK et al., 2015) orientou o desenvolvimento de seus
inibidores seletivos, como exemplo temos o Idelalisibe (também conhecido como CAL-
101 ou GS-1101), usado para o tratamento de LLC e Linfoma ndo-Hodgkin (FRUMAN
& CANTLEY, 2014). Outro exemplo € o Alpelisibe, recentemente aprovado pela
ANVISA e liberado para ser usado contra o cancer de mama avangado ou metastatico

(ONCONEWS, 2020).
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PI3Kd e PI3Ky sao amplamente estudadas como potenciais e promissores alvos
no tratamento anti-inflamatério e antitumoral, visando o uso terapéuticos de mais tipos
de inibidores, associados entre si ou em uso solo, pois a inibicdo genética ou
farmacolégica da PI3Kd influencia no microambiente tumoral, podendo reduzir a carga
tumoral e as metastases em varios modelos de cancer em camundongos, podendo
ser usado diretamente na inibicdo do crescimento de células tumorais e também no

melhoramento da resposta imune antitumoral (STARK et al., 2015).

Essa informacéo se confirma pela forte relacdo da via PI3K/Akt/mTOR (Figura
7) com o desenvolvimento de tumores sendo um regulador chave na sobrevivéncia
durante o estresse celular (FRUMAN & ROMMEL, 2012). Essa via € ativada através
de ligacdes de fatores de crescimento com a membrana plasmatica celular por meio
de receptores de tirosina quinases presentes na mesma. Essa ligacdo gera uma
cascata de sinalizacao intracelular iniciada pela ativacdo da PI3K, que através do
PIP3, ativa Akt (ENGELMAN, 2009). Quando a Akt é fosforilada, ela pode ativar o
MTOR (alvo da rapamicina em mamiferos), que tem funcéo regulatéria na proliferacéao
celular por fosforilacédo na transicao entre a fase G1 e a S do ciclo celular. Essa reacao
€ também regulada pela desfosforilacdo do PTEN (FAIVRE; KROEMER; RAYMOND,
2006; YUAN; CANTLEY, 2008). Nesse processo, a perda do PTEN resulta na
estimulacado da via PI3K, promovendo a sobrevida da célula e o crescimento tumoral

(COURTNEY et al., 2010).

Quando o PTEN sofre inativacdo, ocorre o aumento da regulacédo de Akt por
meio da PI3K, o que resulta na reducdo apoptotica, levando a sobrevivéncia e
proliferacédo celular. Esse processo favorece a tumorigénese e o desenvolvimento do

cancer (ANGADI; KRISHNAPILLAI, 2012; YANG, J. et al., 2019).
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Figura 6 — Via PI3K/Akt/mTOR.
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A via PI3K/Akt consiste na fosforilagcdo da PIP3 através das enzimas PI3K. A PIP3 fosforilada
ativa a Akt, que ao interagir com o mTOR, ativa a¢des celulares como a sobrevivéncia celular,
proliferacédo, angiogénese, crescimento e metabolismo celular. Imagem e Fonte: O'DONNELL
etal., 2018
A partir do estudo dessa via, pode-se melhorar a resposta clinica dos pacientes
que fazem o uso desses inibidores, apesar que essas respostas também podem

depender da dieta, do metabolismo e do controle de insulina e glicose desses

pacientes (GONCALVES et al., 2018).

No contexto do cancer colorretal, o papel da PI3K ainda ndo esta claramente
definido, porém estudos ja comprovaram a presenca de mutagdes no gene PIK3CA,

o0 mesmo que codifica a subunidade p110, na analise tecidual de pdlipos colorretais e
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no préprio CCR. Acredita-se que esses achados s&o provenientes dos eventos
primarios da tumorigénese do CCR. Também foram achadas mutacdes no PIK3CA
em pacientes com CCR tanto em estagios iniciais como em quadros mais avancados
e até mesmo de metastases, principalmente ligados a alteragdes nos éxons 9 e 20,
associados a resisténcia aos tratamentos anti-EGFR (PAPADATOS-PASTOS et al.,

2015).

Outro trabalho que também pode demonstrar a estreita relacdo do trato
gastrointestinal com a PI3K é o estudo de Steinbach et al (2015), que estuda a
inativagao da PI3K®d na regulacao das células Th1/Th17 no desenvolvimento de colite
microbiota-dependente. Esse estudo mostra que a PI3K®d regula a producéao de IL-10
e IL-12 em resposta ao PAMPs, assim demonstrando um perfil anti-inflamatorio,
apresentando melhora nos escores histologicos apresentados, mostrando reducao no

dano tecidual dos camundongos que nao tiveram a PI3Kd silenciada.
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1.6 Justificativa

O cancer, que apresenta altas taxas de incidéncia, prevaléncia e mortalidade, &
uma problematica persistente e importante a ser estudada, principalmente quando
colocamos sob foco os efeitos adversos dos tratamentos administrados nos pacientes

oncoldgicos.

Ainda séo insatisfatorios e/ou incompletos os estudos relacionados a patogénese
de algumas das reacdes adversas causadas pelos agentes quimioterapicos, o que
pode resultar na reducdo das opcdes terapéuticas usadas no tratamento e na
interrupcdo ou adiamento do tratamento, podendo comprometer o sucesso e a eficacia

do tratamento (BOSSI et al., 2015).

Reacbes como o comprometimento gastrointestinal devido a toxicidades
relacionadas ao tratamento séo causas bastante comuns para a recusa do tratamento
e até mesmo a reducdo da adesdo ao mesmo por parte dos pacientes, 0 que causa
um impacto econdmico anual de 100 a 330 bilhdes de ddlares, somente nos Estados
Unidos (BOSSI et al., 2015). No Brasil, ainda nao temos os dados demograficos e
econdmicos ao certo, porém segundo o artigo de Aguiar et al. (2018), os custos das
intervencdes em pacientes oncoldgicos devido a reacdes adversas ultrapassam a
prescricdo farmacéutica, muitas vezes exigem internacdo em unidades de terapia
intensiva e tratamentos prolongados, aumentando assim o custo por cada paciente.
Sabendo que o paciente oncoldgico em tratamento € passivel de apresentar os
sintomas de efeitos colaterais, o estudo da patogénese desses efeitos € de extrema
importancia para a pesquisa, para que posteriormente seja possivel formular meios
mais efetivos de reduzir ou extinguir os maleficios causados aos pacientes em

tratamento.
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Dentre os pacientes diagnosticados com cancer colorretal, um dos efeitos
colaterais mais comuns e mais graves € a mucosite intestinal proveniente do uso do
farmaco irinotecano no tratamento quimioterapico, que mesmo tendo sido alvo de
estudos na ultima década, muito ainda tem para se elucidar sobre o assunto, no
objetivo de reduzir cada vez mais esse tipo de intercorréncia diante do tratamento
antitumoral. De forma geral, cerca de 40% dos pacientes que recebem quimioterapia
antineoplasica em doses padrdo, apresentam algum grau de mucosite (GIBSON et

al., 2013).

Estudos genéticos e farmacoldgicos tém descrito a PI3Ky e a PI3K® como
reguladoras da imunidade inata e adaptativa, respectivamente, mas um certo grau de
redundancia pode ser observado (GHIGO et al., 2010). Sabendo que a isoforma
P1100 é expressa em células imunolégicas e apresentam uma variedade de funcdes
no sistema imune adaptativo, principalmente ligadas as células T e macrofagos
(VANHAESEBROECK et al., 2016), e sua importancia na via de regulacdo e
crescimento tumoral, como ja foi exposto neste trabalho, € relevante definir melhor o
efeito da isoforma delta de PI3K em contextos inflamatérios diversos e como ocorre
sua regulacdo. Nesse sentido, apesar de a mucosite intestinal ser uma condicéo
inflamatoria bem elucidada, o envolvimento de PI3K delta na orquestracéo da resposta

imunoldgica e inflamatéria ainda é pouco conhecido.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

e Estudar o papel do PI3K delta na Mucosite intestinal induzida pelo Irinotecano.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano através da
mielotoxicidade, da avaliacdo ponderal e do grau de diarreia.

e Avaliar a inibicdo da via PI3K delta agrava nas alteracdes histopatolégicas no
modelo experimental de mucosite induzida pela irinotecano em camundongos
C57BL/6.

e Mensurar o estresse oxidativo na mucosite intestinal induzida pelo irinotecano
e administrados com inibidor de PI3K delta.

e Avaliar a expressao proteica de fosfo-AKT, FOXP-3 e F4/80 apds a modulacao
farmacolégica com o inibidor de PI3K delta na mucosite induzida pelo

irinotecano
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Fluxograma de Atividades
Figura 7 - Fluxograma de inducéo do modelo e administracdo do inibidor de PI3Kd

com as dosagens realizadas durante a pesquisa.
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Os animais receberam solug¢éo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/6 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias), Inibidor de PI3K delta (3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). O grupo GSK+IRI recebeu o inibidor
(GSK) combinado ao Irinotecano com suas respectivas doses e nos seus respectivos periodos.
Avaliacéo ponderal e da consisténcia das fezes dos animais foram feitas diariamente. Os camundongos
foram eutanasiados no sétimo dia e coletadas as amostras de intestino (ileo, duodeno e jejuno), figado
e coélon para avaliagdo da resposta inflamatoria, histopatoldgica e estresse oxidativo. No ato da
eutanasia, foram avaliados os escores de edema e hiperemia do intestino dos animais.

3.2 Aspectos Eticos

Todos os protocolos experimentais que envolveram o uso de animais seguiram
as Recomendacdes Eticas em Pesquisa Animal para apreciacéo pela comissdo de
ética da Universidade Federal do Ceara e antes do inicio da execu¢do dos mesmos,
0 presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa animal da UFC,

protocolado sob o CEUA N° 5132240718 (Anexo 1).



46

Conforme caracterizado nesse projeto, prezamos pelo uso minimo de animais
por procedimento, evitando-se o ferimento ao preconizado na legislacao vigente.
Ainda, de acordo com a legislacdo vigente, o projeto contou com o refinamento
necessario aos ensaios, incluindo o uso adequado de doses de anestésicos, analgesia
e eutanasia. Essas abordagens recaem e estdo fundamentadas sobre o que preconiza

a legislagao, acerca dos 3 R’s.

Os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg, i.p.) + xilasina (10
mg/kg, i.p.) a coleta sanguinea foi feita através do plexo retro orbital e, quanto a
eutanasia, esse procedimento foi seguido por exsanguinacdo por corte da artéria
cardtida, conforme preconiza a legislacéo vigente. Nos experimentos, foram utilizados

no total 65 animais C57BL/6.

3.3 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, pesando entre 20-24 g,
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram
mantidos sob iluminacéo: Ciclo claro/Escuro 12h/12h; Alimentagé&o: racdo padréao para
roedores Nuvilab CR-1 irradiada-Quimtia; Fonte de agua: filtrada potavel; Exaustédo
do ar: estante ventilada/exaustor; em gaiolas de polipropileno (dimensdes 16x34x41
cm), oriundos do Biotério Setorial do Campus Porangabucu - Prof. Eduardo Augusto
Torres da Silva da Universidade Federal do Ceara, onde foram mantidos até o final do

experimento.
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3.4 Drogas

Usamos o Irinotecano (Evoterin®, ampolas 100 mg/5mL, da empresa Evolabis.
GSK2269557 (inibidor de PI3K-delta, 3 mg/kg via oral) foi obtido da empresa

Selleckchem Inc, Germany.

3.5 Modelo de Mucosite Intestinal induzida pelo irinotecano.

A mucosite foi induzida de acordo com protocolo desenvolvido por Ikuno et al.
em 1995 e adaptado por MELO et al. (2008) e por LIMA-JUNIOR et al. (2012) no
Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Céncer. Os camundongos
receberam quatro injecdes, por via intraperitoneal, de solu¢éo veiculo (DMSO 0,5%,
5 mL/kg, i.p.) ou Irinotecano (75 mg/Kg, i.p.) administrados uma vez ao dia durante
quatro dias consecutivos, realizando as aplicacbes sempre no mesmo horario. A
eutanasia dos animais foi realizada no 7° dia do experimento apds a primeira

aplicacao dos quimioterapicos, realizada no dia 1 (Figura 7).

3.6 Grupos experimentais e Avaliagcdo dos Parametros Gerais da Inducgéo da

Mucosite

3.6.1 Grupos Experimentais:

Camundongos C57BL/6 foram divididos em grupos (n = 6-8/grupo): Grupo A: Controle
negativo, solugéo veiculo (Dimetil sulfoxido, DMSO 0,5%, 5 mL / kg, i.p.) administrados
durante seis dias. O grupo Controle recebeu esse veiculo pois o inibidor GSK2269557
foi solubilizado em DMSO. Tanto o DMSO quanto a solugdo do inibidor foram

posteriormente diluidas em solucdo salina para atingir suas concentracdes ideais para
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este estudo, conforme descrevemos. Grupo B: Irinotecano (75 mg/Kg, i.p.)
administrados uma vez ao dia durante quatro dias consecutivos. Grupo C:
GSK2269557 (inibidor de PI3K-delta, 3 mg/kg via oral) administrados uma vez ao dia
durante seis dias consecutivos. Grupo D: Grupo GSK+lIri que recebeu Irinotecano
(75mg/Kg, i.p) por quatro dias e GSK (3mg/kg, via oral) por seis dias consecutivos. A
escolha da dose do inibidor foi utilizando como referéncia resultados de DOWN et al.

(2015).

3.6.2 Parametros gerais de mucosite:
a) Avaliacdo Ponderal: Os animais foram pesados diariamente durante todo o periodo

experimental. Os valores encontrados foram expressos em % de ganho de peso.

b) Contagem de Leucdcitos totais: A contagem total de leucocitos teve como objetivo
verificar o efeito da quimioterapia a base de irinotecano na inducao da leucopenia.
Essa observagéo nos auxiliou como controle da atividade citotoxica do farmaco sobre
o animal. Os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg, i.p.) + xilasina (10
mg/kg, i.p.). A contagem foi realizada através da Camara de Neubauer com amostra

corada com solucdo de Turk. Os resultados foram expressos como n° células/mm3.

c) Andlise histopatologica e Morfometria do Intestino: Apés a eutandsia dos animais,
foi removido um segmento de 0,5 cm do ileo de cada animal. Em seguida, as amostras
foram fixadas em formol tamponado 10% e processadas para coloracdo pelo método
HE (Hematoxilina-Eosina) para exame em microscopia optica 100x (Microscopio
Nikon com objetiva 10x e lente ocular micrométrica Leitz Wetzlar 10x). A analise
histopatolégica observou aspecto dos vilos e criptas, bem como presenca e
intensidade do infiltrado inflamatério. O grau e a severidade da lesédo intestinal foram
determinados de acordo com o sistema de escores proposto por Macpherson e

Pfeiffer (1978) e descritos no Quadro 3.
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Quadro 3 — Escores para avaliacdo de achados microscopicos de Macpherson e

Pfeiffer (1978).

Achados Microscopicos de Macpherson e Pfeiffer (1978)

0 Achados histolégicos normais

Vilosidades encurtadas, perda da arquitetura das criptas, infiltrado de
células inflamatdrias, vacuolizagao e edema.

2 Vilosidades encurtadas com células vacuolizadas, necrose das criptas,
intenso infiltrado de células inflamatdrias, vacuolizacao e edema.

3 Vilosidades encurtadas com células vacuolizadas, necrose das criptas,
intenso infiltrado de células inflamatérias, vacuolizagao e edema.
Muscular com edema, vacuolizagao e infiltrado neutrofilico.

Para analise morfométrica, priorizamos obter a medida das vilosidades,
considerada desde o ponto de encontro entre dois vilos até o topo do vilo em questéo
(altura da vilosidade), e criptas intestinais (definida como o ponto de encontro entre
dois vilos medidos até o inicio da camada submucosa) para correlacdo com a
capacidade absortiva (razdo altura das vilosidades/profundidade das criptas) e
também o célculo da area do vilo. A razdo entre o comprimento das vilosidades
intestinais e das criptas de Lieberkihn foi calculada em pm utilizando-se o software
ImageJ versédo 1.36b, sendo medidos entre 5 e 10 vilosidades e criptas por corte

histolégico.

d) Ensaio de mieloperoxidase (MPO): A quantificacdo do acumulo de neutréfilos no
intestino de camundongos apdés a inducado da mucosite foi determinada pelo ensaio
de MPO, uma enzima encontrada nos granulos azurofilos de neutréfilos, utilizada
como marcador da infiltracdo de neutrofilos no tecido inflamado. Uma porgcéo de
intestino foi coletada e incubada em 200uL de tampéao gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4
0,02 M, NaEDTA 0,012 M; pH 4,7), posteriormente, os tecidos foram homogeneizados

com o auxilio de um triturador (Pollytron). O material homogeneizado foi centrifugado
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a 3.000 rpm/15 min/4°C. Nesse processo, também foi realizado um choque hipoténico
no sedimento celular (pellet) com 1000 pl de NaCl 0,2%. Apos uma nova centrifugacao
a 3000 rpm/15 min/4°C, o “pellet” foi ressuspenso em tampao NaPO4 0,05M (pH 5,4)
contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) e foi novamente
homogeneizado. Ainda nesse processo, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000
rom/15 min/4°C. Apéds centrifugacéo, 50 uL do sobrenadante do intestino foi colocado
em placa de 96 pogos para o ensaio. Em cada poco, foram adicionados 25 uL de TMB
(3, 3, 3, 3-tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 uL de H202 (0,5 mM) e posteriormente
a placa foi incubada por 5 min a 37 °C. ApGs esse passo, a reacédo foi interrompida
com acido sulfurico 4 M. Foi realizada a quantificacdo dos neutréfilos a partir de uma
curva padréo de neutrdéfilos (1x10° neutréfilos). A absorbancia foi determinada em um
leitor de placas no comprimento de onda de 450 nm (Alves-Filho et al., 2006). . Os

resultados foram expressos como numero de neutréfilos/mg de tecido.

3.7 Estresse Oxidativo

A andlise de estresse oxidativo se deu pela avaliacdo da peroxidacao lipidica e
a quantificacdo de dialdeido malénico (MDA). O dialdeido malbénico (MDA) € o
metabalito final da peroxidacdo dos lipideos que expressa indiretamente a acédo dos
radicais livres no soro, servindo na avaliacdo do estresse oxidativo. Essa técnica teve
como objetivo quantificar o dialdeido malénico (MDA) formado na peroxidacao lipidica.
O procedimento aconteceu através da extragdo deste composto usando um solvente
organico (n-butanol), determinando-se a concentracdo de MDA que € capaz de reagir,

sob aquecimento em meio acido (acido tiobarbitarico), originando um composto de cor
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rosa. A concentracdo de MDA pode ser expressa por meio das substancias reativas

ao acido tiobarbitarico (TBARS).

As amostras de intestino foram lavadas com soro fisiologico gelado (4° C) para
remover quaisquer vestigios de sangue, pesadas e estocadas a -80°C imediatamente
apos a coleta. Posteriormente, a amostra foi triturada e homogeneizada em KCI
gelado 1,15%, resultando em um homogenato a 10%. Foi retirado 250uL de cada
amostra do homogenato e colocado em banho-maria por 1 hora a 37°C. Apds o banho,
acrescentou-se 400uL de acido perclérico 35% nas amostras e centrifugadas a 14.000
rom por 15 minutos a 4°C. Em microtubos de tampa rosqueada, foram colocados
600uL do sobrenadante e adicionado 200uL de acido tiobarbittrico 0,8%. Os
microtubos foram colocados em um banho-maria por 30 minutos a 95-100°C. A leitura
foi feita pelo aparelho ASYS UVM 340® (Biochrom Ltd.), em placas de Elisa, com

absorbéancia de 532nm.

3.8 Imunofluorescéncia

Para a realizagdo da imunofluorescéncia, os cortes dos tecidos foram fixados
em metanol (Vetec Quimica Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil) durante 2
minutos. Em seguida, foi realizada a recuperacao antigénica em tampéao citrato de
sédio 0,1 M (pH 6,0), a temperatura de 95 °C, por 15 minutos, seguida de resfriamento,
a temperatura ambiente, durante 20 minutos. Depois, foram feitos a permeabilizacéo
da membrana nuclear, por 10 minutos, utilizando triton X-100 0,1% (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, MO, EUA), e o bloqueio de ligacdes inespecificas, utilizando glicina 0,3 M
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) em albumina sérica bovina (BSA) 5% (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), durante 30 minutos. Os tecidos foram incubados com

0s anticorpos primarios feitos em coelho Fosfo-Akt Ser473 XP® Rabbit mAb #4060
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(Cell Signaling® Technology Inc., Danvers, MA, EUA) na diluicdo de 1:400, F4/80
D2S9R XP® Rabbit mAb #70076 (Cell Signaling® Technology Inc., Danvers, MA,
EUA) e FOXP3 NB600-245 (Novus Biologicals USA, Littleton, CO, EUA) ambos na
diluicdo de 1:300, durante a noite, na temperatura de 2 — 8 °C. Posteriormente, foi
realizada a incubacdo com o anticorpo secundario feito em cabra anti-igG de coelho
Donkey anti-Rabbit Alexa Fluor 568 (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA), na proporcao de 1: 400 e 1:300 (no caso das amostras
F4/80 e FOXP3), durante 1 hora e 30 minutos. Com a finalidade de marcar os nucleos
celulares, as secbes dos tecidos foram incubadas, durante 30 minutos, com DAPI
(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (4 uL
em 200 mL de PBS). Para montagem das laminas, foi utilizado o meio Prolong Gold
Antifade Mountant (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). Para a aquisicao das fotomicrografias, foi utilizado o Cytation da

Biotech.

As fotomicrografias foram analisadas através de um “software” de imagem (Fiji
Image J, National Institutes of Health, Washington, DC, EUA). Para realizar a
qguantificacdo da area fluorescente nas fotomicrografias, foi necessario fazer a
diferenciacdo dos pixels fluorescentes pela maior saturacdo de cor relacionada a
fluorescéncia (vermelha). Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem,
que foi calculada comparando a fluorescéncia positiva dos anticorpos com a

fluorescéncia do DAPI (100%).

3.9 Anédlise Estatistica

A andlise estatistica, utilizando o software GraphPad Prism® versao 6.01, foi

realizada empregando o teste de analise de variancia (ANOVA) ou Kruskal Wallis
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conforme propriedade respectivamente para dados paramétricos e ndo-parametricos,
seguidos do teste de comparacfes multiplas de Bonferoni ou teste de Dunn,
baseando-se na continuidade das variaveis em analise. Os resultados foram
expressos como média £ E.P.M (variaveis com distribuicdo normal) ou pela mediana
(minimo-maximo) (variaveis sem distribuicdo normal), sendo as diferencas

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 O inibidor de PI3K delta associado ao Irinotecano potencializa a perda de

massa corpérea em camundongos

Durante os 7 dias de experimento, foi observado um decréscimo de 20% da
massa corporea dos animais administrado com o irinotecano quando comparado ao
grupo Controle Negativo de forma significativa (p<0,05), como ja era esperado de
acordo com o modelo experimental executado. Também houve uma reducéo de peso
nao significativa (9%) na comparacao entre os grupos Controle e GSK (que recebeu
apenas o inibidor de PI3K &). Observamos também perda de peso no grupo GSK+lri
(Irinotecano + Inibidor de PI3K &), que apresentou um decréscimo de 27% em relacao
ao grupo Controle (veiculo), e de 17% em relacdo ao grupo GSK (inibidor) como
mostrado na Figura 8. A diferenca de peso também foi significante entre os grupos
Irinotecano e GSK, que apresentaram uma diferenca ponderal de 12% entre eles. N&do
houve significancia estatistica entre os 2 grupos de estudo que receberam irinotecano.
Esse resultado evidencia a perda ponderal como um dos efeitos colaterais do
irinotecano, ndo do inibidor, em vista que ndo apresentou perda de peso quando
administrado isoladamente. Porém esse estudo também mostra que a administracao
conjugada do inibidor de PI3K & com o quimioterapico agrava a perda de peso do

animal.
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Figura 8 — Variacdo de Massa Corpérea dos animais em modelo experimental do

Irinotecano + Inibidor de PI3Kd
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Os animais receberam solu¢éo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), Irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias) e Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Irinotecano aumenta a perda de
massa corpérea em fung¢éo do tempo, comparado aos animais tratados com veiculo e somente com
inibidor. O inibidor de PI3K delta agrava a perda induzida pelo irinotecano de forma significativa
(p<0,05). Os pontos representam a média + E.P.M (Erro padrdo da média) do percentual de variacéo
da massa corporal em relagcdo ao peso inicial. Para a analise estatistica utilizou-se o teste Two-way
ANOVA. N = 65 animais.

4.2 O Inibidor de PI3K delta ndo interfere na leucopenia em camundongos

Na Figura 9 evidencia-se a contagem de leucécitos totais como um parametro
de citotoxicidade e inducdo do modelo experimental. De acordo com a contagem de
leucdcitos dos animais testados, houve significancia estatistica (p<0,05) entre o grupo
controle e os demais grupos, porém nao houve diferenca significante entre os grupos
Irinotecano, GSK (Inibidor de PI3K &) e GSK+Iri (Irinotecano + Inibidor). A variancia

entre 0os grupos deu-se de mais de 1000 leucécitos por mm?3 sanguineo. A figura 9
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mostra a leucopenia como um dos principais efeitos adversos associados ao
guimioterapico e ao inibidor separadamente. Na combinacao dos dois compostos, ndo
podemos afirmar que o inibidor agravaria a leucopenia, pois ndo ha significancia

estatistica com os outros grupos.

Figura 9 — Contagem de Leucdcitos Totais (WBC, White Blood Cell) dos animais em

modelo experimental do Irinotecano + Inibidor de PI3Kd
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Os animais receberam solugéo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1x dia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p. 1x
dia/4 dias), Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de sangue foi coletada do
plexo retro orbital, e em seguida foi realizada a contagem do nimero total de Leucdcitos. A figura
apresenta o efeito do irinotecano em diminuir o nimero total de leucécitos circulantes, verificou-se a
leucopenia no 7° dia apés a aplicacdo do antineoplasico e do inibidor de PI3K delta (p<0,05). Os valores
representam a média + E.P.M (Erro padrdo da média). Para andlise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 65 animais.
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4.3 O uso do Inibidor de PI3K delta sozinho e associado ao irinotecano reduz o

comprimento intestinal e promove alteracdes no intestino delgado.

A Figura 10 apresenta a avaliagdo macroscoépica feita durante a eutanasia dos
camundongos, onde foi realizada a medi¢cdo do comprimento intestinal total. O grupo
Irinotecano nao alterou o comprimento do intestino quando comparado com o Controle
Negativo. Por sua vez, o grupo GSK isoladamente apresentou uma diminuicédo de 6
cm na média do comprimento intestinal dos animais, em relacdo ao grupo Controle
que teve média de comprimento intestinal de 37 cm, apresentando significAncia
estatistica (p<0,05) quando comparados os dois grupos (Figura 10). O grupo
Irinotecano também apresentou média de comprimento intestinal igual a 37cm, nédo
havendo diferenca estatistica quando comparado com o grupo Controle. O grupo
GSK+Iri apresentou média de 34 cm, apresentando significancia estatistica na
comparacao com os grupos Controle e Irinotecano. Os resultados dessa avaliagcédo
demonstram que o inibidor de PI3K & reduz a média do comprimento intestinal de
camundongos administrados com Irinotecano e quando administrado separadamente,
0 que seria um dos parametros anatémicos de toxicidade do farmaco ndo foram

evidenciados nesse estudo.
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Figura 10 — Medicdo de comprimento intestinal dos animais em modelo experimental

do Irinotecano + Inibidor de PI3Kd
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Os animais receberam solucédo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias), Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de intestino delgado foi
coletada e medida o comprimento. A figura apresenta o efeito do inibidor de PI3K delta + irinotecano
em diminuir o comprimento (P<0,05). Os valores representam a média + E.P.M (Erro padrdo da média).

Para andlise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 65 animais.

Histologicamente, no grupo Controle Negativo (DMSO), podemos observar um

epitélio colunar simples normal, apresentando vilosidades e criptas na sua proporcéo

normal, células caliciformes e glandulas de Lieberkiihn. As camadas submucosa,

muscular e serosa estao dentro da normalidade. O grupo Irinotecano apresentou uma

histologia classica da mucosite induzida pelo farmaco. Houve reducéo de altura e

tumefacdo dos vilos, associada a perda de arquitetura das criptas e ha um infiltrado

de células inflamatorias na lamina propria do tecido no duodeno (Figura 11), jejuno

(Figura 12) e ileo (Figura 13). O grupo GSK, que recebeu apenas o inibidor,
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apresentou nos trés tecidos deformidade no formato e na espessura do vilo e um

infiltrado leucocitario sugestivo do uso de inibidor de PI3K.

No jejuno e no ileo, o grupo GSK+Iri apresentou os mesmos eventos do grupo
Irinotecano, porém de uma maneira mais exacerbada, mostrando inclusive pontos de

hiperemia nos vilos (Figura 12 e 13).
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FIGURA 11 - Fotomicrografias de amostras de duodeno ap0s a injecdo do irinotecano

e inibidor de PI3K® em camundongos C57BL/6
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Os animais receberam solucdo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias) e/ou Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de duodeno foram
coletadas no ato da eutanasia e mantidas em formol para realizagdo da histologia. Imagens A e B
(grupo DMSO) mostram o duodeno em sua normalidade histopatologica do 6rgdo. Imagens C e D
(grupo GSK) apresentou deformidade no formato e na espessura do vilo e um infiltrado leucocitario
sugestivo do uso de inibidor de PI3K. Imagens E e F (grupo Iri) apresentam as caracteristicas
histolégicas da mucosite induzida por irinotecano. E as imagens G e H (grupo GSK+Iri manteve a altura
reduzida dos vilos, houve um aumento do tamanho das criptas e uma visivel migracao de leucécitos As
imagens A, C, E e G estdo no aumento de 200x e das imagens B, D, F e H estédo no aumento de 400x.
N = 65 animais.
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FIGURA 12 — Fotomicrografias de amostras de jejuno apds a injecao do irinotecano e

inibidor de PI3BK& em camundongos C57BL/6
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Os animais receberam solucdo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias) e/ou Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de jejuno foram
coletadas no ato da eutanasia e mantidas em formol para realizacdo da histologia. Imagens A e B
(grupo DMSO) mostram o jejuno em sua normalidade histopatoldgica do 6rgéao. Imagens C e D (grupo
GSK) apresentou deformidade no formato e na espessura do vilo e um infiltrado leucocitario sugestivo
do uso de inibidor de PI3K. Imagens E e F (grupo Iri) apresentam as caracteristicas histologicas da
mucosite induzida por irinotecano. E as imagens G e H (grupo GSK+Iri manteve a altura reduzida dos
vilos, houve um aumento do tamanho das criptas, uma visivel migracdo de leucécitos e apresentou
pontos de hiperemia. As imagens A, C, E e G estdo no aumento de 200x e das imagens B, D, F e H
estdo no aumento de 400x. N = 65 animais.
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FIGURA 13 — Fotomicrografias de amostras de ileo apés a injecéo do irinotecano e

inibidor de PI3K® em camundongos C57BL/6
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Os animais receberam solucdo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias) e/ou Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de ileo foram
coletadas no ato da eutanasia e mantidas em formol para realizacdo da histologia. Imagens A e B
(grupo DMSO) mostram o ileo em sua normalidade histopatolégica. Imagens C e D (grupo GSK)
apresentam perda de altura dos vilos e de arquitetura das criptas com infiltrado leucocitario. Imagens
E e F (grupo Iri) apresentam as caracteristicas histolégicas da mucosite induzida por irinotecano. E as
imagens G e H (grupo GSK+Iri) apresentam as caracteristicas da mucosite induzida por irinotecano de
maneira intensificada com pontos de hiperemia. As imagens A, C, E e G estao no aumento de 200x e
das imagens B, D, F e H estdo no aumento de 400x. N = 65 animais.

4.4 O uso do inibidor de PI3K delta associado ao Irinotecano altera a
morfometria intestinal de camundongos

Houve uma reducéo na razao vilo/cripta durante as analises das trés partes do
intestino delgado. No duodeno, houve significancia (p<0,05) apenas na comparagao
dos grupos Controle com Irinotecano, como ja era esperado no modelo de mucosite
induzida por irinotecano. No jejuno, a comparag¢do entre todos os grupos foi
significante, exceto a comparacédo entre 0os dois grupos que tiveram as razées mais
altas (Controle e GSK) e os dois grupos que tiveram as razdes mais baixas
(Irinotecano e GSK+Iri). Na analise do ileo, a comparacéo de todos 0s grupos entre si
também foi significante, exceto na comparacao dos grupos Irinotecano e GSK+Iri, que
tiveram uma diferenca de apenas 0,05542 entre as suas razbes, conforme

apresentado na Figura 14.
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FIGURA 14 — Andlise da razao vilo/cripta em segmentos intestinais apos a injecédo do

irinotecano e inibidor de PI3K® em camundongos C57BL/6
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Os animais receberam solucédo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias), e/ou Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de intestino foi
coletada no ato da eutanasia e mantida em formol para realiza¢@o da histologia. As imagens foram
fotografadas em microscopio Gptico na objetiva de 20x, e medi¢éo das estruturas intestinais feitas pelo
ImageJ. Razéo entre a altura do vilo e o tamanho da cripta foi diminuida nos grupos que receberam o
irinotecano. Essa diminuicdo foi ainda maior no grupo que recebeu o antineoplasico associado ao
inibidor de PI3K delta (P<0,05). Os valores representam a média + E.P.M (Erro padrdo da média). Para
andlise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 65 animais.

Também foi detectado uma reducéo na area dos vilos intestinais dos animais,

como no grupo irinotecano, que apresentou uma redugéo de mais de 3um? na meédia
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dos vilos medidos em relacéo ao grupo Controle. Essa reducéo de area foi maior ainda
na comparacao entre os grupos controle e inibidor de PI3K delta, onde a reducéao foi
de mais de 7um?2. A area dos vilos também foi um parametro analisado no intestino
delgado dos camundongos pelo estudo, onde no duodeno encontramos significancia
estatistica (p<0,05) na comparacdo dos grupos Controle e Irinotecano e dos grupos
Controle e GSK+Iri. No jejuno, ndo houve diferenca estatistica na comparacao entre
nenhum dos grupos, onde a area dos vilos, segundo esse estudo, se encontra quase
gue inalterada na questdo estatistica, porém visivelmente diferente na comparacao
dos grupos quando analisado nas imagens da figura 13. No ileo, a andlise de area
dos vilos se mostrou significante na comparacédo entre todos 0s grupos, exceto na
comparacao entre 0os grupos GSK e GSK+lIri que apresentou uma significancia
p=0,0507, conforme mostrado na figura 15, onde o célculo da area dos vilos pode ser

prejudicada pelo edema causado pela mucosite.
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FIGURA 15 — Analise da area do vilo em segmentos intestinais ap0s a injecédo do

irinotecano e inibidor de PI3K® em camundongos C57BL/6
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Os animais receberam solug¢do veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias) e/ou Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.0/1x dia/6 dias). Amostra de intestino foi
coletada no ato da eutanasia e mantida em formol para realizacdo da histologia. As imagens foram
fotografadas em microscépio Gptico na objetiva de 20x, e medicao das estruturas intestinais feitas pelo
ImageJ. A area (dada em pm?) dos vilos intestinais mostrou-se reduzida nos grupos que receberam o
irinotecano, e essa reducao foi ainda mais expressiva quando foi feita a comparacéo entre os grupos
controle e inibidor PI3K delta (P<0,05). Os valores representam a média + E.P.M (Erro padrdo da
média). Para andlise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 65
animais.



69

4.5 O uso do Inibidor de PI3K delta associado ao irinotecano reduz o
comprimento intestinal e promove alteragcdes no colén e figado.

O colon foi outro tecido avaliado na Histopatologia, apresentando no grupo
Controle uma mucosa de colon sem vilosidades composta por glandulas tubulosas
simples (criptas) com numerosas células caliciformes e pequenos enterdcitos,
apresentando vasos dilatados, por vezes, ectasicos na submucosa. O grupo GSK
apresentou quase que 0s mesmos parametros do grupo Controle, exceto pelo
tamanho das glandulas tubulosas, que nesse grupo se apresentaram hiperplasia. O
grupo Irinotecano apresentou mucosa de coélon discretamente encurtada com
glandulas tubulosas hiperplasicas, numerosas células caliciformes e pequenos
enterocitos, apresentando também vasos dilatados na submucosa e acumulo de
células inflamatorias mononucleares e pregas grosseiras em algumas amostras. As
amostras do grupo GSK+Iri mostraram uma mucosa de colon sem vilosidades
composta por glandulas tubulosas simples (criptas) discretamente hiperplasicas com
numerosas células caliciformes e pequenos enterécitos, onde houveram raros vasos
dilatados na submucosa, houve o acumulo de células inflamatérias mononucleares e,

em algumas amostras, a presenca de pregas grosseiras (Figura 16).

No figado, as imagens da histopatolégica mostraram o grupo Controle negativo
(DMSO) uma discreta hiperplasia das células de Kupffer. O grupo Irinotecano
apresentou parénquima hepatico representado por corddes de hepatdcitos com
discreta tumefacéo celular e degeneracao hidrépica de hepatdcitos, leve congestédo
portal e da veia centrolobular e hiperplasia das células de Kupffer. Houve hemorragia
sinusoidal leve e presenca de foco inflamatorio de fen6tipo mononuclear. Por sua vez,
0 grupo GSK+Iri apresentou parénquima hepatico representado por corddes de

hepatécitos com tumefacdo celular variando de leve a moderada, degeneracao
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hidropica de hepatoécitos, congestdo portal e da veia centrolobular, hiperplasia das
células de Kupffer, uma moderada hemorragia sinusoidal associada a edema e

presenca de focos inflamatorios, como ilustrado na Figura 17.
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FIGURA 16 - Fotomicrografias de amostras de col6n ap6s a injecao do irinotecano e

inibidor de PI3K® em camundongos C57BL/6
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Os animais receberam solucdo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias) e/ou Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de célon foram
coletadas no ato da eutanasia e mantidas em formol para realizagdo da histologia. Imagens A e B
(grupo DMSO) mostram o colon em sua normalidade histopatologica. Imagens C e D (grupo GSK)
apresentam tumefacdo e hiperplasia celular com infiltrado leucocitario. Imagens E e F (grupo Iri)
apresentam o tecido do célon as caracteristicas histolégicas da mucosite induzida por irinotecano. E as
imagens G e H (grupo GSK+Iri) apresentam as caracteristicas da mucosite induzida por irinotecano de
maneira intensificada com um maior infiltrado leucocitario e uma maior mudanca na arquitetura do
tecido. As imagens A, C, E e G estdo no aumento de 200x e das imagens B, D, F e H estdo no aumento
de 400x%. N = 65 animais.
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FIGURA 17 - Fotomicrografias de amostras de figado apés a injecao do irinotecano e

inibidor de PI3K® em camundongos C57BL/6
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Os animais receberam solucdo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias) e/ou Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de figado foram
coletadas no ato da eutanasia e mantidas em formol para realizacdo da histologia. Imagens A e B
(grupo DMSO) mostram o figado em sua normalidade histopatoldgica. Imagens C e D (grupo GSK)
apresentam hiperplasia das células de Kupffer. Imagens E e F (grupo Iri) apresentam as caracteristicas
histolégicas dos efeitos da mucosite induzida por irinotecano no figado, como tumefacdo celular,
degeneracédo hidrépica de hepatécitos e focos inflamatérios. E as imagens G e H (grupo GSK+lri)
apresentam as caracteristicas histoldgicas dos efeitos da mucosite induzida por irinotecano no figado
de maneira intensificada com pontos de hemorragia sinusoidal. As imagens A, C, E e G estdo no
aumento de 200x e das imagens B, D, F e H estdo no aumento de 400x. N = 65 animais.

4.6 O inibidor de PI3K delta associado ao irinotecano promove a migracao de

neutréfilos para o intestino

A Figura 18 demonstra que o grupo Controle teve diferenca significantes com
0s trés outros grupos do nosso experimento. Tanto o irinotecano quanto o inibidor
induziram um aumento significativo no infiltrado de neutrofilos no ileo, comparados ao
grupo Controle. Quando administrados juntos, esse aumento foi ainda maior (3458
neutroéfilos por mg de tecido). Houve diferenca significante entre os grupos Irinotecano

e 0 grupo GSK (p<0,05).
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Figura 18 — Quantidade de neutrofilos por miligrama de tecido intestinal dos animais

em modelo experimental do Irinotecano + Inibidor de PI3Ka.
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Os animais receberam solucédo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias), Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de intestino foi coletada
no ato da eutanasia, armazenadas a -80°C e submetidas ao ensaio de Mieloperoxidase (MPO). O MPO
mostrou que a taxa de migragdo dos neutrofilos para o tecido intestinal aumentou significantemente
nos grupos Irinotecano e GSK quando comparado ao grupo Controle(p<0,05). A taxa de migracéo dos
neutrofilos do grupo GSK+Iri foi ainda maior na comparagédo com o grupo Controle (p<0,05). Os valores
representam a média + E.P.M (Erro padrdo da média). Para andlise estatistica utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 65 animais.
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4.7 O inibidor de PI3K delta associado ao irinotecano nao altera o estresse
oxidativo em amostras de intestino

O estresse oxidativo do tecido intestinal, medido pela concentracdo de
malonaldeido (MDA), aumenta significantemente na presenca do inibidor de PI3K
delta, porém quando hé interacdo do quimioterapico com o inibidor (grupo GSK+Iri)

nao houve significancia estatistica quando comparado com o grupo controle (p=0,08).

Figura 19 — Concentracdo de MDA no tecido intestinal dos animais em modelo

experimental do Irinotecano + Inibidor de PI3Ka.
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Os animais receberam solucao veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias), Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de intestino foi coletada
no ato da eutanasia, armazenadas a -80°C e realizada a analise de Estresse Oxidativo pelo método do
TBARS (Acido Tiobarbitirico). A analise do malonaldeido mostrou que a concentracdo foi
significantemente aumentada na presenca do GSK. Os valores representam a média + E.P.M (Erro
padrdo da média). Para analise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
N = 65 animais.
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4.8 Quantificacdo da expressédo de marcadores para macrofagos, Células T
regulatorias e vias de sinalizacao intracelular em amostras de intestino apos a

administracdo de inibidor de PI3K delta associado ao irinotecano

Durante a imunofluorescéncia, avaliamos a porcentagem de fluorescéncia dos
anticorpos F4/80, FOXP3 e p-Akt (fosfo-Akt) em amostras de ileo de camundongos
comparados ao DAPI. De acordo com a nossa analise, houve significancia estatistica
entre o grupo Controle e o0 GSK+Iri na quantificacdo de F4/80. O anticorpo FOXP3
marcou significativamente os grupos Irinotecano e GSK+Iri, guando comparados ao
grupo Controle, e também houve significancia estatistica entre os grupos GSK e
Irinotecano quando administrados isoladamente. A porcentagem de fosfo-Akt foi

significante apenas na comparacao dos grupos Controle e GSK+Iri.

Essas expressdes nos mostram que os marcadores de macréfagos, de células
T regulatérias e de vias de sinalizacado intracelular estiveram aumentadas nos animais
que foram tratados com o antineoplasico na presenca do Inibidor de PI3K delta, sendo
significante sempre que comparado ao grupo Controle do experimento que foi tratado

apenas com o veiculo (DMSO).
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FIGURA 20 - Fotomicrografia e quantificacdo da intensidade de imunofluorescéncia
de F4/80 em amostras de intestino apds a administracdo de inibidor de PI3K delta

associado ao irinotecano
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Os animais receberam solug¢édo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias), Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de intestino foi coletada
no ato da eutanasia, armazenadas a -80°C e realizada a quantificacdo de area de fluorescéncia de
F4/80 pela imunofluorescéncia. A analise mostrou que ha aumento da é&rea fluorescente nos tecidos
dos animais tratados com GSK e GSK+Iri (p<0,05) Os valores representam a média + E.P.M (Erro

padrdo da média). Para anadlise estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
N = 30 animais.
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FIGURA 21 - Fotomicrografia e quantificacdo da intensidade de imunofluorescéncia
de FOXP3 em amostras de intestino apés a administracdo de inibidor de PI3K delta

associado ao irinotecano
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Os animais receberam solucédo veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias), Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.o/1x dia/6 dias). Amostra de intestino foi coletada
no ato da eutanasia, armazenadas a -80°C e realizada a quantificacdo de &rea de fluorescéncia de
FOXP3 pela imunofluorescéncia. A analise mostrou hd um aumento da expressdo de FOXP3 nos
animais que receberam a dose de Irinotecano, tendo expressividade maior no grupo Irinotecano e no
grupo GSK+Iri (p<0,05) Os valores representam a média + E.P.M (Erro padrdo da média). Para anélise
estatistica utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 30 animais.



FIGURA 22 - Fotomicrografia e quantificacdo da expressdo de fosfo-Akt (Akt
fosforilado) em amostras de intestino apdés a administracéo de inibidor de PI3K delta

associado ao irinotecano
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Os animais receberam solug¢do veiculo DMSO (5mL/kg i.p. 1xdia/4 dias), irinotecano (75mg/kg i.p.
1xdia/4 dias), Inibidor de PI3K delta (GSK, 3mg/kg v.0/1x dia/6 dias). Amostra de intestino foi coletada
no ato da eutandsia e realizada a avaliacdo da expresséo de fosfo-Akt por imunofluorescéncia. Os
valores representam a média + E.P.M (Erro padrdo da média). Para analise estatistica utilizou-se o
teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 35 animais.
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5 DISCUSSAO

As isoformas de PI3K foram descritas como sinalizadoras importantes
em varias doencas inflamatérias, principalmente a PI3Kd e PI3Ky (PORTA et al.,
2014). Voltando atencdo para a biologia do cancer, o aumento da expressao da
enzima p1106 atua como um direcionador no sentido da promocdo do
desenvolvimento do cancer em alguns tumores sélidos, incluindo mama, proéstata,
colorretal, cancer de figado, carcinoma de células Merkel, glioblastoma e
neuroblastoma. Além disso, os inibidores seletivos de p11006 estdo sendo estudados
como potenciais tratamentos de agente Unico ou em esquemas de combinacdo de
farmacos na tentativa de melhorar a resposta a imunoterapia do cancer. Ambas as
estratégias tém se mostrando promissoras para o tratamento de tumores, dentre eles

o cancer colorretal (XENOU & PAPAKONSTANTI, 2020).

No presente trabalho evidenciamos que o irinotecano induziu a mucosite
intestinal e que ao combinarmos com o inibidor de PI3K delta, o processo inflamatério
sofreu intensificacdo. Observou-se nos animais tratados com o inibidor associado ao
irinotecano uma maior infiltracdo de neutréfilos e macréfagos na mucosa intestinal,
diminuicdo do comprimento do intestino delgado e da area de vilosidades, além de
alteracdes da arquitetura intestinal e do figado quando comparado ao grupo
irinotecano ou ao controle sem tratamento. Aliado a esses achados, a combinacao
desses farmacos promoveu uma diminui¢cdo de células imunossupressoras como 0S

linfécitos T regulatérios e um aumento da expressao de fosfo-Akt.

O Laboratorio de Farmacologia da Inflamacéo e do Cancer (LAFICA) apresenta
uma ampla experiéncia com os modelos de toxicidade induzidos pela quimioterapia.
O modelo de mucosite intestinal por irinotecano foi padronizado por Melo e

colaboradores (2008). Os autores mostraram que a injecao de 75 mg/kg de irinotecano
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durante 4 dias causa diarreia e a mucosite intestinal com dano de mucosa, perda da
altura de vilosidades e de células epiteliais intestinais, vacuolizacao e necrose celular.
Tais achados foram corroborados por outros estudos posteriores relativos a acéo
lesiva do irinotecano sobre a mucosa intestinal, descrita por pesquisadores do LAFICA
(MELO et al, 2008; LIMA-JUNIOR et al, 2012, WONG et al, 2015; FERNANDES et al,
2018), bem como pesquisadores de outros grupos (IKUNO et al., 1995; KURITA et al.,

2000; GIBSON et al., 2013, 2007; BOEING et al., 2020).

De forma interessante, no presente trabalho observamos apenas a hiperemia
da alca intestinal. Porém, a diarreia e efeitos adversos mais graves ndo foram
observados na dose de 75mg/Kg, considerada atualmente como uma sub-dose para
0 experimento nos padrdes atuais. Esse achado esta de acordo com os dados
anteriores obtidos por Teixeira (2015), que, ao utilizar camundongos C57BL/6 do
Biotério de Ribeirdo Preto e administrados com irinotecano na dose de 75 mg/kg
evidenciou uma lesédo intestinal de menor vulto e auséncia de diarreia. Essa
resisténcia dos camundongos ao irinotecano, provavelmente, se estabeleceu apos a
utilizacao de novas matrizes de camundongos C57BL/6 SPF Specific Pathogen Free
(SPF) do biotério do NPDM, conferindo mudancas na microbiota desses animais de
experimentacdo o que pode impactar no desenvolvimento do modelo experimental.
De fato, Gibson (2013) destacou que mudancas da microbiota como um dos possiveis
fatores relevantes na inducdo da mucosite intestinal. O’'Rourke et al. (1988)
demonstraram a influéncia da variacdo da microbiota gastrointestinal no sistema

imunoldgico e sobre a suscetibilidade a infecgéo.

Ao se observar o papel da microbiota na inducdo de doenca inflamatoria
intestinal, percebe-se claramente uma diferenca entre os camundongos gnotobidticos

livres de patdgenos especificos (SPF) com alteracdes na composi¢cdo da microbiota.
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Roy et al (2017) observaram que distintas comunidades microbianas acarretam o
desenvolvimento ou resisténcia de inflamacédo intestinal em hospedeiros
imunocompetentes, sugerindo que o desencadeamento de diferentes vias
imunologicas por comunidades microbianas pode alterar a suscetibilidade a doencas
(ROY etal., 2017). Essas observacoes podem explicar, de certa forma, a diferenca na

inducdo da mucosite intestinal na dose de 75 mg/kg nos camundongos SPF.

A diminuicdo no comprimento intestinal dos animais, mostrado nesse trabalho,
também foi analogo ao evidenciado no trabalho de Arifa et al. (2014), onde foram
analisados a ativacdo de inflamassomas mediado por IL-1 e IL-18 em camundongos
na mucosite induzida por irinotecano e na colite induzida por sulfato de dextrano de
sédio. Os autores mostraram que o irinotecano reduz o comprimento do intestino

delgado (ARIFA et al., 2014)

As analises histopatoldgicas do intestino delgado mostraram que 0s animais
gue receberam apenas o inibidor de PI3K apresentaram uma aparente hiperplasia de
células pré-inflamatérias, quando comparado ao grupo controle, ocasionando uma
alteracdo na area das vilosidades. Vias dependentes de PI3K/Akt séo envolvidas com
a sobrevivéncia celular e podem explicar esses achados. Um exemplo dessa visao
envolve a ativacdo de receptores esteroidais que, através dos seus receptores,
modula a via PI3K/Akt gerando uma hiperplasia celular, como j& foi observado na

Hiperplasia Benigna da Prostata (Jin et al., 2010; SEIBEL, 2014).

A analise morfométrica nos animais mostrou uma reducdo das vilosidades e
também uma tumefacéo das criptas, porém de carater mais inflamatério devido a
presenca de infiltrados inflamatorios nos animais que receberam apenas o
Irinotecano. Em adicao, o grupo GSK+IRI, no ileo, apresentou uma redu¢cao maior na

area das vilosidades do que na razao vilo/cripta comparado aos outros segmentos
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intestinais. Ao analisarmos 0s aspectos microscopicos do intestino grosso, as
caracteristicas inflamatérias também foram evidenciadas, onde o grupo GSK+lIri
apresentou vasos dilatados na submucosa e células inflamatérias mononucleares
dispersas. No figado, o grupo GSK apresentou apenas a tumefacao celular, enquanto
0 grupo da associacédo de irinotecano e GSK apresentou edema, areas hemorragicas
e focos inflamatérios no 6rgao com infiltrado de fendtipo mononuclear. Um processo
inflamatorio em curso no trato gastrointestinal € critico para as alteracdes morfolégicas
teciduais, como as observadas neste estudo, e agrega risco ao paciente (MELO et al.,

2008; HASSETT et al., 2006).

Em humanos, Hassett e colaboradores (2006) ao compararem, em duas
coortes de pacientes com cancer de mama, as taxas de visitas em emergéncias e de
hospitalizacdes dos pacientes, por eventos adversos graves, mostraram que estas
aumentam significativamente (16% versus 5% p<0,001, n=3526 pacientes) no grupo
dos pacientes com eventos adversos graves relacionados a quimioterapia. Ademais,
esses autores, ao avaliarem a incidéncia de varios eventos adversos na populacéo
acima referida, evidenciaram que eventos adversos considerados graves por
ameacarem a vida (febre ou infeccdo, neutropenia ou trombocitopenia, disfuncéo
renal, nauseas vomitos ou diarreias, trombose venosa profunda ou tromboembolismo
pulmonar) estdo presentes em um indice quatro vezes maior nagueles pacientes com

guimioterapia em curso (HASSETT et al., 2006).

A mielossupressdao é um dos efeitos colaterais comuns observado com
frequéncia nos pacientes oncolégicos que recebem a quimioterapia a base de
irinotecano. Loupakis e colaboradores (2014) avaliaram os efeitos colaterais
provocados pelo regime de FOLFIRI (5-fluorouracil, irinotecano e leucovorin)

associado ao Bevacizumabe (anticorpo monoclonal anti-VEGF) em pacientes com
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cancer colorretal avancado. Os pesquisadores mostraram uma incidéncia de
neutropenia graus 3 e 4 (moderado a grave) de 20,5% nos pacientes que receberam
a combinacdo de FOLFIRI e Bevacizumabe (Loupakis et al., 2014). Os resultados aqui
mostrados, deixaram em evidéncia que a injecdo de irinotecano causa uma
leucopenia ou reducdo do numero total de leucécitos circulantes. Essa leucopenia
contribui para a instalacdo de um processo infecioso e inflamatério. Contudo, a
incorporacdo do inibidor de PI3K-delta sozinho causou também a leucopenia e
agravou a mesma quando combinado ao irinotecano, o que pode sugerir gue esta
enzima nao tem relevancia para o processo proliferativo celular na medula 6ssea, que
nessa situacao o inibidor pode agregar danos, mas que a combina¢do de ambos 0s

farmacos ndo se constitui como um fator de risco adicional para a mielossupressao.

Ainda no contexto dos fatores inflamatorios, os microrganismos patogénicos
apresentam Padrdes Moleculares Associados aos Patdogenos (PAMPS) que séo
reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrdes, como 0s receptores do
tipo Toll (TLR) presentes em diversas células epiteliais, inflamatorias e imunoldgicas.
A interacdo de PAMPs com os TLRs ativa fatores de transcricdo, como o NF-kB e
MAP quinases, que conduzem ao aumento da sintese de citocinas pro-inflamatorias

(TARTEY & TAKEUCHI, 2017).

Devido a consequente ruptura da barreira da mucosa, infeccbes locais e
sisttmicas podem se desenvolver. Nesse sentido, Wong e colaboradores (2021)
evidenciaram que a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano leva a bacteremia
(presenca de bactérias no sangue), principalmente marcada por translocagao
bacteriana gram-negativa (Escherichia coli e Pseudomona aeruginosa) para o
linfonodo mesentérico e figado e aumento da expressao de TLR4 no ileo (WONG et

al, 2021; dados submetidos).
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As enzimas PI3K tém sido descritas como importantes moléculas de
sinalizacdo de receptores da familia TLR/IL-1IR (FUKAO & KOYASU, 2003).
Adicionalmente, Wong e colaboradores (2015) avaliaram o papel dos TLRs e da
proteina adaptadora MyD88 no curso da mucosite intestinal. Os autores mostraram
gue animais knockout para TLR2, TLR9 ou knockout para MyD88 apresentam menor
dano funcional intestinal, marcado por reduzida diarreia, bem como reduzidas
alteracdes morfométricas, histopatoldgicas e inflamatorias quando comparados com

os camundongos selvagens tratados com Irinotecano (WONG et al., 2015).

A mucosite intestinal resulta da interagcdo sequencial da agressdo do
guimioterapico ao epitélio, favorecendo a liberacdo de citocinas, como TNF-alfa, IL-
1beta, KC (MELO et al., 2008), IL-18 (LIMA-JUNIOR, et al., 2014) e IL-33 (Guabiraba
et al., 2014) e ativacdo de enzimas pro-inflamatérias, incluindo a ciclooxigenase-2
(HORIKAWA et al., 2007) e 6xido nitrico sintase induzida (LIMA-JUNIOR et al., 2012).
Sendo assim, as pesquisas mostram a participacdo de inUmeras citocinas e de
receptores toll-like na regulacdo de mecanismos imunoldgicos inatos e adaptativos na
patogénese da mucosite intestinal (RIBEIRO et al, 2016), ressaltando-se que muitos

desses mediadores atuam ativando células por vias dependentes de enzimas PI3K.

A terapia alvo anti-cancer como, por exemplo, inibidores das vias
EGFR/RAF/MEK e inibidores da via PI3K/AKT/mMTOR, tem sido associada ao
surgimento de importantes toxicidades gastrointestinais, que variam de inflamacéo da
mucosa e dor orofaringea sem evidente erosao até uma grave estomatite ou diarreia

grave (BOERS-DOETS et al., 2013).

Os resultados aqui apresentados evidenciaram um aumento da expressao de
p-Akt (fosfo-Akt) a analise por imunofluorescéncia de forma mais pronunciada no

grupo que recebeu a associacdo do inibidor de PI3K delta e irinotecano, aliado a um
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intenso processo inflamatério. Esse achado estd correlacionado ao aumento da
ativacao da via PI3K/Akt/mTOR, que por sua vez esta ligada a uma maior toxicidade

gastrointestinal.

Corroborando esses achados, CARVALHO (2016) avaliou o papel do
Everolimo, um inibidor de mTOR, na mucosite induzida por irinotecano. Camundongos
gue receberam irinotecano apresentaram um aumento na expressao génica do RNAm
de PI3K, Akt e mTOR. Adicionalmente, a inibicdo do mTOR com rapamicina ou
everolimo agrava a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano, corroborados pela
perda de peso, diarreia, histopatologia, infiltracdo de neutréfilos e mediadores

inflamatorios como TGF- e IFN-y.

Pelos motivos acima expostos, no presente trabalho, foi analisada a expresséo
da fosfo-Akt. Contudo, de forma paradoxal, observou-se um aumento da expressao
de fosfo-Akt, 0 que nos leva a pensar que esse aumento provavelmente dependa de
outra isoforma de PI3K, como a PI3K-gama, muito envolvida no processo de

recrutamento de leucdcitos para sitios de inflamacéo (HIRSCH et al., 2000).

Também analisamos a expressao de F4/80, os nossos resultados mostraram
um aumento de forma significativa na sua expressdo em camundongos administrados
com o inibidor de PI3K delta e irinotecano. F4/80 € um dos principais marcadores de
linhagens de macro6fagos ativados e que estdo associados a progressao tumoral e ao
desenvolvimento de quimiorresisténcia (CASSETTA et al., 2016). Lima-Janior e
colaboradores (2014) mostraram que o irinotecano promove o0 aumento da marcacao

de F4/80 nas amostras de intestino.

Com a analises desses segmentos intestinais e figado, percebemos ainda mais

que a inibicdo da PI3K & tem diferentes performances dependendo do érgao-alvo da



91

terapia. Watson et al. (2007) evidenciaram que o inibidor especifico da p110d6 mostra
efeitos anti-inflamatorios, principalmente quando inalado (MARTUCCI et al., 2020),
reduzindo as respostas mediadas por Th2 sem afetar a imunidade mediada por Th1l,
contribuindo para reducdo da morbidade em pacientes alérgicos, com menor
producdo de muco nos pulmdes, degranulacdo de mastocitos e recrutamento de

leucocitos.

Esses achados tiveram impacto por minimizar os efeitos sistémicos do inibidor
(MEDINA-TATO et al., 2007), trazendo perspectiva do uso dessas enzimas como alvo
terapéutico para doencas respiratorias. Essa mudanca pode ocorrer dependendo do
tipo de administracdo, dose e via de inibicdo, que impedem a fosforilacdo de Akt como
esperado e regularam negativamente a expressdo de fatores inflamatérios, como
TNFa e iINOS, o que nos sugere que os inibidores da PI3K podem ser usados para
atenuar a inflamacdo através da regulacdo negativa da expressdao do gene
inflamatorio (MOILANEN et al., 2015). Porém, quando voltado para o intestino, no

caso deste trabalho, o inibidor de PI3Kd se apresentou como pro-inflamatorio.

Tal observacdo pode ser devida ao papel protetor que uma resposta
imunoldgica de baixo grau exerce no controle da translocagéo bacteriana. Contudo, a
inibicdo da PI3K-delta pode contar como um fator para suprimir esse padrdo de
resposta basal, levando a um agravo da inflamac&o em longo prazo devido a ativacéao
de vias inflamatdrias compensatorias, podendo, inclusive, serem mediadas por outras
isoformas de PI3K, tal como ocorre com receptores TLR inibidos de forma seletiva

(WONG et al., 2021, artigo submetido).

Em modelos de inflamacéao intestinal induzida pela quimioterapia observa-se o
aumento dos niveis de malondialdeido (MDA), através do TBARS, como relatado por

Arifa et al (2014), corroborando os nossos resultados. Os pesquisadores mostraram
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gue 0 iINOX-2 aumenta as espécies reativas de oxigénio (EROs) e consequentemente

os niveis de TBARS (ARIFA et al., 2014).

O aumento significante dos niveis de MDA no grupo GSK se da pelo aumento
de TBARS nos tecidos que sdo submetidos a inibicdo de PI3K. Esse resultado ja foi
descrito por Gulati & Singh (2014), que analisaram o0s niveis de TBARS em
camundongos administrados com Wortmanina, um esteroide retirado de fungos do
género Penicillium, que é usado na pesquisa como um potente inibidor ndo especifico

de PI3K.

Mais recentemente, mostrou-se que o flavonoide Luteolina previne o dano
intestinal apds a injecdo da quimioterapia por atenuar o estresse oxidativo e o
processo inflamatério (BOEING et al, 2019). A mucosite intestinal por irinotecano
aumentou o0s niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e niveis de
hidroperoxidos lipidicos (LOOH) no duodeno (BOEING et al., 2020). De forma
interessante, nossos resultados ndo mostraram um aumento significativo de
malonaldeido (MDA) induzido pelo irinotecano, possivelmente por estarmos diante de
uma sub-dose de irinotecano, como discutido anteriormente, mas a administracao de
irinotecano e o inibidor de PI3K delta promoveu o aumento desse parametro de
estresse oxidativo. Sabe-se que o estresse oxidativo € o mecanismo pelo qual células
inflamatérias fagocitarias atuam com o objetivo de eliminar microorganismos
(SONEGO et al., 2016). De forma consistente, observamos que houve uma
potencializacdo do acumulo de neutrofilos no intestino do grupo de animais injetado
com a combinacgéo de farmacos. Tal observacgéo pode contar para 0 aumento de MDA

no intestino, explicando, em conjunto o dano tecidual aumentado.

A expressao de FOXP3 também foi analisada por se tratar de um fator de

transcricdo que suprime processos inflamatorios e estimula a expresséo de células T
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regulatorias, que sao importantes na homeostasia do ambiente tumoral. Em um
trabalho de 2018, também realizado no LAFICA, Fernandes et al. explicou o papel
regulatorio das células Treg na mucosite intestinal induzida por irinotecano, mostrando
gue a mucosite intestinal causou um acumulo das células Tregs e Th17, evidenciando
0 aumento da expressao de FOXP3 em animais que receberam doses de irinotecano
e que a deplecao de células Treg exacerba o dano intestinal, diarreia, infiltracdo de
neutréfilos e mortalidade animal, apesar de apresentar uma redug¢do do niumero de

células Thl7.

Na avaliacdo de expressdo de FOXP3 por imunofluorescéncia e observamos
um aumento significativo nos camundongos tratados com irinotecano. Entretanto, o
grupo tratado com a combinacéo de irinotecano e inibidor de PI3K delta reduziu a
expressdo de FOXP3. E descrito na literatura que a inibicdo da PI3K regula a
expressdo de FOXP3 através do sequestro ou inativacao das proteinas Foxo, Foxol
e Foxo3a, que regulam a proliferacdo, o metabolismo celular e a tolerancia ao estresse
(MERKENSCHLAGER & VON BOEHMER, 2010). Por ser o FOXP3 um fator de
transcricdo critico no processo de sinalizacdo imunossupressora mediada por
linfécitos T reguladores, compreende-se que houve a amplificacdo do processo

inflamatorio intestinal, em parte, pela inibicdo dessa via anti-inflamatoria.

Coutre e colaboradores (2015) publicaram numa revisdo referente ao manejo
dos eventos adversos associados ao tratamento com idelalisibe, um inibidor de PI3K
delta. O Idelalisibe € um farmaco prescrito por via oral para o tratamento de neoplasias
hematoldgicas, porém cursando com evidente colite e hepatotoxicidade (COUTRE et
al., 2015). Esses achados nos revelaram a necessidade de analisarmos
histopatologicamente as amostras de figado no presente trabalho. Assis-Junior et al.

(2017) demonstraram que a administragao de irinotecano cursa com dano intestinal e
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translocacdo bacteriana para o figado, causando uma outra toxicidade conhecida
como esteato-hepatite (MARCOLINO ASSIS-JUNIOR et al., 2017). No presente
estudo, a combinacéo de irinotecano e GSK contribuiu para agravar a leséo hepatica
por, possivelmente, favorecer o processo de translocacdo bacteriana a partir do
intestino cujo padréo de lesdo evidente. Contudo, essa hipétese de translocacéo néao
foi testada neste estudo. A identificacdo de pacientes com os primeiros sinais de
mucosite grave é altamente desejavel, mas ndo ha meios para tratar especificamente
a doenca e 0o manejo clinico continua sendo sintomatico e um desafio devido aos
mecanismos nao completamente conhecidos. Dessa forma, a associacdo de uma
terapia alvo como o ldelalisibe e a quimioterapia citotoxica a base de irinotecano,
certamente, poderia acarretar um intenso processo inflamatorio e, por conseguinte,
maior toxicidade gastrointestinal nos pacientes que venham fazer o uso combinado
desses medicamentos, a despeito da potencializacdo dos efeitos antitumorais

resultante da combinacéo dos farmacos.
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6 CONCLUSAO

No trabalho, evidenciamos que a associacao do Inibidor de PI3K delta com o
quimioterapico irinotecano exacerba os parametros gerais de inflamac&o na mucosite
intestinal induzida por irinotecano em paralelo a uma reducdo da expressdo de
FOXP3, um marcador de células Treg. Esses achados sugerem que o uso combinado

desses farmacos deve ser visto com cautela no contexto clinico.
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