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RESUMO 

O Câncer Colorretal é um dos mais incidentes tipos de câncer, 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 

inflamatório consequente da toxicidade do acúmulo dos metabólitos do irinotecano, 

principalmente o SN-38 que induz a morte celular, ativa inflamassomas, interage com 

receptores Toll-Like 4 e promove a ativação do NF-κB com aumentando de citocinas 

pró-inflamatórias (IL-1β, IL-18, IL-33). As enzimas PI3K podem ser importantes 

intermediários na sinalização e na regulação dos TLRs. Dessa forma, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar o papel de PI3K em sua isoforma δ 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 

PI3Kδ 3mg/kg via oral por 4 dias. Realizou-se, diariamente, a mensuração de peso 

dos camundongos. Ao 7º dia, foi realizada a eutanásia dos animais, com coleta de 

amostras para contagem do número total de leucócitos, dosagem de mieloperoxidase, 

mensuração do comprimento do intestino, morfometria do intestino, estresse 

oxidativo, dosagem de IL-1β e análise da intensidade de imunofluorescência para 

F4/80, FOXP-3 e p-AKT. A análise estatística foi realizada pelo GraphPad Prism 

versão 8.0 considerando como significância estatística o p<0,05. Os resultados 

revelaram um intenso processo inflamatório durante a inibição da enzima PI3Kδ, pois 

animais tratados com o inibidor associado ao Irinotecano tiveram maior infiltração de 

neutrófilos (3428 neutrófilos/mg de tecido), aumento da expressão de macrófagos no 

tecido intestinal (3,8%), diminuição da expressão de células T reg (14,13%), maior 

perda ponderal (84,7%), diminuição do comprimento do intestino delgado (34,07 cm), 

diminuição da área do vilo (31,12) e alterações da arquitetura intestinal e do fígado 

quando comparado ao grupo irinotecano (1905 neutrófilos; 2,1%; 22%; 89,4%; 37,21 

cm; 39,10 respectivamente). Além disso, o grupo que recebeu o Irinotecano 

combinado ao Inibidor evidenciou um aumento da expressão de fosfo-AKT quando 

comparado ao grupo controle negativo. Assim sendo, conclui-se que a associação de 

inibidores de PI3Kδ e o irinotecano exacerbam o processo inflamatório, podendo 

acarretar maior toxicidade.  

Palavras-chave: Inflamação; 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 

I, 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-κB 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 δ 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 PI3Kδ 

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-1β 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 

PI3Kδ 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 PI3Kδ inhibitors and irinotecan 

exacerbate the inflammatory process and may lead to greater toxicity. 

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

 

Câncer é a denominação usada para o conjunto de mais de 100 doenças que têm 

em comum o crescimento desordenado de células de tecidos e órgãos. Essas células, 

ao se dividirem rapidamente, tendem a ter um comportamento mais agressivo, com 

desenvolvimento de mecanismos de evasão das ferramentas dispostas pelo 

organismo para o seu controle e induzindo a formação de tumores. Podendo acometer 

diferentes tipos de células do corpo e promover a invasão de tecidos e órgãos vizinhos 

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

Nos dias de hoje, o câncer ainda preocupa e desafia os profissionais, a ciência e 

a saúde, sendo estudada como uma patologia de alta incidência e alta prevalência. 

Segundo os dados da Organização Mundial de Saúde - OMS (2020), surgirão entre 

29 a 37 milhões de novos casos até o ano de 2040, significando assim um aumento 

de 60% (em média) em comparação aos 18,1 milhões 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 Câncer, 

correlacionando a mortalidade com os números publicados no site da Globocan. Esse 

estudo mostrou que somente naquele ano, haveria 9,5 milhões de óbitos por câncer, 

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

Dentre os tipos de cânceres mais comuns, temos o câncer colorretal. De acordo 

com os dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA), conforme ilustrado na Figura 1, 

dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para o triênio 2020-2022, o câncer 

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 só no Brasil, 
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para cada ano surgirão 20.520 casos de câncer de cólon e reto em homens e 20.470 

em mulheres (INCA, 2020). 

Figura 1 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados 

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

 

 

1.1 Câncer Colorretal 

O Câncer Colorretal é descrito como uma neoplasia de desenvolvimento lento que 

ocorre nas paredes do revestimento interno do cólon e/ou do reto. Esse crescimento 

é denominado inicialmente de adenoma, que pode se tornar canceroso ao formar 

vasos sanguíneos e linfáticos ao seu redor adquirindo uma maior capacidade invasiva. 

Cerca de 95% dos casos são atribuídos a adenocarcinomas, provenientes das 

glândulas mucosas desse órgão, mas também podem ser classificados como tumores 

estromais, linfomas ou sarcomas, dependendo de suas características (MARLEY & 

NAN, 2016). 

Os sintomas são variáveis pois dependem da localização e tipo do tumor. Diarreia 

e síndrome dispéptica podem estar dentre os sintomas inicias (DA SILVA; ERRANTE, 

2016), podendo ser seguidos de obstipação intestinal progressiva, fezes afiladas, 

escuras ou eventualmente com sangue, nos estágios decorrentes. Durante todo a 

estadiamento da doença, pode haver a alternância entre diarreia e constipação. Nos 
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casos onde o tumor se encontra na parte retal, são constantes as evacuações com 

presença de sangue, muco ou exsudato inflamatório, associados à sensação de 

evacuação incompleta (BALLESTER et al., 2016). 

Os fatores de risco são alguns dos mais comuns para a maioria das doenças 

oncológicas como: consumo excessivo de bebidas alcoólicas, ingestão de gordura 

animal, tabagismo, dieta pobre em fibras alimentares, consumo de produtos 

industrializados ou em conservas, doenças crônicas intestinais e falta de exercícios 

(MARLEY & NAN, 2016). Estima-se que 75% dos casos desse tipo de câncer sejam 

não-hereditários (DA SILVA et al., 2016), geralmente associados à mutações no 

oncogene K-ras, genes supressores de tumor APC, DCC e p53 e genes reparadores 

do DNA, MSH2, MLH1, PMS2 e MSH6, onde pode ocorrer a instabilidade 

cromossômica ou perda de heterozigose inativando assim esses genes (DA SILVA; 

ERRANTE, 2016). 

 Geralmente o CCR (Câncer Colorretal) é diagnosticado em fases mais tardias, 

sempre havendo uma dificuldade em detectar precocemente esse tipo de câncer 

devido às suas manifestações clínicas iniciais que também podem indicar algo mais 

comum e menos grave como uma verminose. Para o diagnóstico, os exames de 

imagem como colonoscopia e retossigmoidoscopia flexível oferecem maior conforto 

para o paciente e o examinador, também sendo possível a coleta de amostras de 

secreções e tecidos para biopsia a partir desses exames (CÂRȚÂNĂ et al., 2016). 

O tratamento desse tipo de câncer pode ser feito através de remoção cirúrgica, 

podendo extirpar tumores em estágios iniciais em pequenas quantidades ou reunidos 

em alguma área afetada do intestino, ou pode ser realizada a quimioterapia citotóxica 

em casos de tumores metastáticos (LEAL et al., 2017). Em contrapartida, a terapia 

antineoplásica submete ao paciente efeitos colaterais inespecíficos e diversos. O 
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paciente sob tratamento pode apresentar sintomas como: alopecia, náuseas e 

vômitos, diarreia, constipação, anemia, mucosite, leucopenia, neutropenia, fadiga, 

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

 

1.2 Irinotecano 

O irinotecano (Figura 2) é um derivado semi-sintético da camptotecina (CPT), um 

alcaloide extraído e isolado de uma árvore ornamental originária das regiões da China 

e do Tibet, Camptotheca acuminata, onde é popularmente conhecida como xi shu 

(árvore feliz) (PFAF, 2020). 

Essa substância foi primeiramente isolada nos Estados Unidos, por Wall et al., em 

1966, dando origem ao Topotecan® e ao Irinotecan®, esse último sendo 

moderadamente solúvel em água e solventes orgânicos, que atuam inibindo a 

topoisomerase I (CAMPBELL et al., 2016). Devido a topoisomerase ser o alvo celular 

dessa substância, no final dos anos 80 foram feitas modificações na estrutura do CPT, 

contribuindo assim para o seu potente mecanismo de ação antitumoral. (MARTINO et 

al., 2017). 
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Figura 2 – Estruturas químicas da Camptotecina e Irinotecano.  

 

 

Estruturas químicas da Camptotecina e do seu derivado o Irinotecano, inibidores de 

Topoisomerase 1 que formulam o quimioterápico 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 clínicos contra carcinomas e como agente para o tratamento de 

câncer humano (MARTINO et al., 2017). Em meados dos anos 90, precisamente em 

1994, o CPT-11 passou a ser disponibilizado no Japão sendo usado no tratamento de 

carcinoma de pulmão, colo de útero e ovário. Mais tarde, em 1996, no Estados Unidos, 

o CPT é aprovado para ser utilizado no tratamento de câncer colorretal metastático 

refratário, onde a sua administração era associada ao 5-fluorouracil, posteriormente 

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

de primeira linha do câncer colorretal metastático (FUJITA et al., 2015). 

Assim, o irinotecano tem sido utilizado como agente único ou combinado com 

outros quimioterápicos em protocolos para tratamento de primeira e segunda linha de 

câncer colorretal (BINEFA et al., 2014), no câncer de ovário (LIU et al., 2015), no 

câncer de pulmão de células pequenas e não pequenas (YANG et al., 2015), no 

câncer de pâncreas (PETRELLI et al., 2017), no câncer de mama (TWELVES et al., 

2016) e no de estômago (WAGNER et al., 2017). 
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O mecanismo de biotransformação do irinotecano (Figura 3) se dá no fígado, onde 

o CPT-11 é metabolizado pelas carboxilesterases hepáticas 1 e 2 (hCE) que o 

transformam em SN-38. Por sua vez, o SN-38 é depurado pela UGT1A1/7 a 

glicuronídios de SN-38 (SN38G), sendo esse composto sem atividade biológica. 

Concomitantemente, sob a ação da enzima CYP3A4, o CPT-11 é convertido também 

nos seus metabólitos inativos, sendo eles: APC (7-ethyl-10-[4-N-(5-aminopentanoic 

acid)-1-piperidino]carbonyloxycamptothecin) 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 

quantidades 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 biotransformação do Irinotecano.  

 

Os metabólitos 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 o 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 ação de β-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 fígado, por um processo chamado de 
recirculação entero-hepática. Imagem: Própria Autora. 

 

O mecanismo citotóxico do irinotecano (Figura 4) é realizado pela inibição seletiva 

da enzima topoisomerase I (Topo I) que atua na replicação, transcrição, recombinação 

e no reparo do DNA. A Topo I, realiza uma ligação covalente com a estrutura dupla 

hélice do DNA, ocasionando a quebra de uma das suas fitas, possibilitando um 

afrouxamento da supertorção que permite a replicação do seu material. Após esse 

afrouxamento, a Topo I liga as duas cadeias de DNA, promovendo a integridade da 

estrutura. Com a ação do irinotecano, um complexo não covalente é formado entre a 

Topo I e as fitas de DNA, provocando uma quebra irreversível na cadeia de DNA, 
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impedindo a recombinação da fita dupla e em consequência, acarretando a morte 

celular (MARTINO et al., 2017). 

Figura 4 – Mecanismo de ação do Irinotecano.  

 

O mecanismo do Irinotecano se dá pela união do SN-38 com o Complexo DNA 
Topoisomerase I. Após a estabilização dessa união, ocorre a interrupção de todas as 
reações subsequentes, no caso a inibição da síntese de DNA, ocasionando os efeitos 
antitumorais desejados, inibindo o crescimento de células cancerígenas. Imagem: 
Próprio Autor. Fonte: SATO et al., 2008. 

Mesmo com o irinotecano demonstrando um ótimo resultado na atividade 

antitumoral durante os tratamentos, foram observados efeitos adversos graves 

(MARTINO et al., 2017). O efeito tóxico do irinotecano é causado pelo acúmulo dos 

seus metabólitos, 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 citotóxico, 

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

Em modelos experimentais, o irinotecano causou toxicidade intestinal significativa, 

onde os primeiros sintomas apareceram 6h após sua administração, sendo 

observados danos histológicos graves no intestino delgado e grosso ao final do 

experimento, 120h após sua administração (WARDILL et al., 2014). 

 

1.3 Mucosite induzida por Irinotecano 

A Mucosite Gastrointestinal é um efeito adverso inflamatório associado ao 

tratamento quimioterápico, recorrentemente citada com uma das mais comuns 

consequências da toxicidade dentre os pacientes (CHAVES & GORINI, 2011). Esse 

termo clínico é usado para descrever as alterações decorrentes da quimioterapia e da 

radioterapia antineoplásicas 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, ulceração, náuseas, vômitos, sangramento, 

constipação e diarreia (MAYO et al., 2017). Essas manifestações clínicas são 

resultantes da ação dos agentes antineoplásicos sobre as células da mucosa 

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

O sintoma mais observado no quadro de mucosite intestinal induzida pela 

quimioterapia à base de irinotecano é a diarreia, onde é desenvolvida em 

aproximadamente 70% dos pacientes em quimioterapia, sendo que 25% dos casos 

apresentam, já nos primeiros ciclos de tratamento, diarreia de grau 3-4 (mais de 7 
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episódios de diarreia por dia havendo a necessidade de hidratação por um período 

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

A mucosite induzida por irinotecano também está associada a lesões 

histopatológicas em células caliciformes e em células nervosas entéricas. Estes 

fenômenos podem ser resultantes de uma sinalização inflamatória regulada pelo 

próprio irinotecano. Os danos nas células tegumentares e nos nervos entéricos afetam 

a secreção e a motilidade do intestino durante a quimioterapia e o tratamento 

radioterápico, podendo resultar numa alteração da função intestinal (THORPE et al., 

2020). 

Em dados gerais sobre a mucosite, sabemos que cerca de 5-15% dos pacientes 

podem ser acometidos pelo estágio mais grave de toxicidade (Grau 4), como 

demonstrado no Quadro 1. Destes, aproximadamente 35% sofrerão um atraso nos 

ciclos subsequentes de quimioterapia, 60% irão requerer redução nas doses aplicadas 

e 30% optarão pela descontinuação do tratamento. Em geral, 60% apresentam febre 

e esse quadro pode levar a um episódio de hospitalização (KEEFE et al., 2007). Além 

disso, a neutropenia comumente observada na quimioterapia quando associada à 

mucosite chega a elevar em quatro vezes o risco de sepse (KRISHNA et al., 2011) o 

que não seria interessante para o paciente em tratamento oncológico podendo 

ocasionar o atraso ou descontinuação do mesmo, o 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 Lesão 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) 

Grau 0 (Nenhum) Sem diarreia 

Grau 1 (Leve) <4 episódios de diarreia por dia 

Grau 2 (Moderado) De 4 a 6 episódios de diarreia por dia; Hidratação <24h 

Grau 3 (Grave) > 7 episódios de diarreia por dia; Hidratação > 24h 

Grave 4 (Risco à 

Vida) 

Risco à vida 

Grau 5 (Morte) Morte 

 

Durantes as últimas décadas, o Laboratório de Farmacologia da Inflamação e 

do Câncer (LAFICA) da Universidade Federal do Ceará (UFC) vem elucidando 

questões sobre a Mucosite, sendo referência no assunto com pesquisas e 

publicações. Em 2008, o LAFICA padronizou o seu modelo experimental de mucosite 

intestinal onde utiliza o protocolo, devidamente adaptado para suas condições 

experimentais, de 75mg/kg/dia de irinotecano, por 4 dias consecutivos, em 

camundongos swiss, realizando a eutanásia 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, vacuolização 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 pró-inflamatórias (MELO et al., 2008). 
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Posteriormente, Lima-Júnior e colaboradores mostraram o papel do óxido 

nítrico (iNOS) na mucosite intestinal. Os autores utilizaram camundongos 

geneticamente modificados (knockout) para iNOS, assim como, a modulação 

farmacológica com a aminoguanidina (inibidor seletivo da iNOS) e mostraram uma 

melhora nos parâmetros inflamatórios, como MPO, dosagem de citocinas (IL-1β e 

KC), expressão de iNOS por Western Blotting. Em adição, esse trabalho mostrou, de 

forma inédita, o papel da loperamida na hipercontratilidade induzida pelo irinotecano 

sem alterar os parâmetros inflamatórios (LIMA-JÚNIOR et al., 2012).  

A patogênese da mucosite (Figura 5) ocorre na indução da morte celular por 

apoptose pelo irinotecano e SN-38, com formação de espécies reativas de oxigênio, 

que ativam inflamassomas via caspase-1, gerando IL-1β, IL-18 (LIMA-JÚNIOR et al., 

2014) e IL-33 (GUABIRABA et al., 2014). Essas interleucinas vão induzir as células 

do epitélio a expressarem COX-2 e iNOS, o que resulta na produção de 

prostaglandinas e óxido nítrico, levando a ocorrência do dano intestinal.  

A administração de irinotecano também está associada ao aumento da 

translocação bacteriana e acumulação de neutrófilos no intestino, levando ao dano 

tecidual (WONG et al., 2015). Consequentemente, os Padrões Moleculares 

Associados a Danos (DAMPs) e Padrões Moleculares Associados aos Patógenos 

(PAMPs) estimulam os receptores Toll-Like (TLRs) para a ativação do NF-κB, que por 

sua vez aumenta ainda mais a expressão de citocinas pró-inflamatórias (WONG et al., 

2015). Essas citocinas promovem a produção de quimiocinas (CXCL1, CXCL2 e 

CCL2) tendo como resultado o recrutamento de neutrófilos, amplificando a geração 

de espécies reativas de oxigênio, o que leva ao dano intestinal, ao aumento de 

secreção 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 

ativação de proteínas da família Bcl-2 pró-apoptóticas (BAX e BAK), presentes no 

intestino delgado. Subsequentemente, temos o aumento da permeabilidade entre as 

junções comunicantes dessas células, aumentando assim a susceptibilidade  

á translocação bacteriana na lâmina própria intestinal (BOWEN et al., 2006 apud 

RIBEIRO et al., 2016). 

Figura 5 – Patogênese da mucosite intestinal induzida pelo Irinotecano.  

 

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 1β, 18 e 33, liberando óxido nítrico. Esse 
processo induz a lesão intestinal, a descamação do epitélio colunar simples do intestino, a secreção 
intestinal e a diarreia. Fonte: RIBEIRO et al., 2016. 
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Ainda em trabalhos sobre essa patogênese, observamos que as células Th17 

e Tregs foram encontradas em grande quantidade na superfície das mucosas orais e 

intestinais, tendo elas o papel de proteger o hospedeiro de patógenos, no caso das 

Th17, ou controlar o dano causada na resposta inflamatória que pode ser exacerbada, 

nesse caso esse seria o papel das Tregs. Então, é importante o equilíbrio dessas 

subpopulações para a manutenção da homeostasia intestinal (OMENETTI & 

PIZARRO, 2015).  

Fernandes e colaboradores (2018) mostraram o envolvimento de células Th17 

e Tregs, tanto intestinais quanto sistêmicas, na patogênese da mucosite intestinal 

experimental induzida pelo irinotecano. Esse trabalho também observou o aumento 

da frequência dessas células no intestino e no baço dos animais submetidos ao 

experimento, correlacionando com intensa diarreia e significativo dano 

histopatológico. Houve um aumento na taxa de neutrófilos no intestino ao longo dos 

dias, apresentando o pico máximo no quinto dia de experimento e mostrando 

subsequente decréscimo até o sétimo dia, comparado a acumulação de células Tregs 

(FERNANDES et al., 2018). 

 Dados do LAFICA mostram o envolvimento de mediadores inflamatórios 

reguladores da imunidade inata e adaptativa na mucosite intestinal, como KC 

(quimiocina análoga à IL-8 humana em camundongos), TNF-α, IL1-β, IL-18, IL-33 

(MELO et al., 2008; LIMA-JÚNIOR et al., 2014; GUABIRABA et al., 2014; RIBEIRO et 

al., 2016). Essas pesquisas também mostraram que o irinotecano aumenta a 

expressão de MyD88 (200%), TLR9 (400%), TRAF6 (236%), IL-1β (405%), IL-18 

(365%), COX-2 (2,777%) e NF-kB (245%) e que a deleção genética de MyD88, TLR2 

ou TLR9 reduz a lesão intestinal (WONG et al., 2015). 
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Por ancoragem molecular, o SN-38 ocupa a cavidade hidrofóbica do MD-2, uma 

molécula que forma um complexo com TLR4 e que confere resposta de 

lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano gram-negativo (HOLANDA, 2018). O que 

possibilita ao SN-38 interagir com o mesmo sítio que liga o LPS. Além disso, em um 

estudo com células RAW 264.7 observou-se uma resposta muito reduzida do LPS na 

presença de SN-38, mas a atividade total celular foi restabelecida quando incubada 

na presença de maiores concentrações de LPS, o que sugere um forte antagonismo 

competitivo reversível (WONG et al., 2019). Esse mecanismo colabora no 

desenvolvimento de uma resposta anti-inflamatória precoce paradoxal, aumentando 

assim a mucosite associada ao irinotecano em fases mais tardias em decorrência da 

falta de controle imunológico inato da infecção em progresso. Em modelos 

experimentais, camundongos nocaute para TLR4 apresentam exacerbação da 

mucosite e aumento da taxa de mortalidade desses animais, mostrando assim que 

uma sinalização precoce desse receptor pode influenciar na dinâmica da doença 

(WONG et al., 2019).  

A ativação de TLR4 é resultado da formação de um complexo entre a enzima 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) com a proteína MyD88 em que a atividade da PI3K 

induz a produção de citocinas (IL-1β e TNF-α) (OJANIEMI et al., 2003). Levando em 

consideração que vários membros da família de receptores TLR/IL-1R estão 

presentes no desenvolvimento da mucosite intestinal (LIMA-JÚNIOR et al., 2014; 

WONG et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016), acredita-se então que as enzimas PI3K 

podem ser importantes intermediários na sinalização e na regulação desses 

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

Câncer 

As enzimas Fosfatidilinositol 3-Quinases (PI3K) são dímeros pertencente à família 

de lipídios-quinases presentes no meio intracelular (GIUDICE & SQUARIZE, 2013) 

estudadas pela primeira vez em 1985 por Cantley e Whitman., que catalisam a 

fosforilação de um ou mais fosfoinositídeos de inositol na posição 3 do anel (Figura 

6). O anel de inositol 3-fosforilado, por sua vez, cria um sítio de ancoragem para 

proteínas provenientes da parte interna da membrana plasmática e das membranas 

intracelulares. Esses fosfoinositídeos já fosforilados são submetidos à ação de 

fosfatases que removem o próprio 3-fosfato ou os fosfatos adicionais nas posições 

próximas, como 4 ou 5. Nessa reação, substratos e produtos são fosfolipídios que 

permanecem e atuam nas membranas (OKKENHAUG, 2013). A função dessas PI3Ks 

é gerar mensageiros moleculares específicos nas membranas, incluindo o controle de 

tráfego intracelular de vesículas, 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 mamíferos, são encontrados oito tipos de PI3Ks classificadas 

em três famílias (Quadro 2), distintas por seus achados estruturais, distribuição 

tecidual, mecanismos de ativação, função e substratos lipídicos específicos 

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

• Classe I: contendo quatro isoformas (PI3Kα, β, γ, δ) 

• Classe II: contendo três isoformas (PI3KC2α, β, γ) 

• Classe III: contendo uma única isoforma (PI3KC3) 

As PI3Ks de classe I fosforilam seletivamente o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 

(PI (4,5) P2) para formar fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PI (3,4,5) P3, esse último 
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comumente denominado de PIP3 (WHITMAN, DOWNES, KEELER, 1988). A 

regulação dessas PI3Ks de classe I são feitas direta ou indiretamente pelos receptores 

da superfície celular e desempenhando assim funções importantes nos eventos 

iniciais do processo de transdução de sinal que fluem da ativação desses receptores 

(HAWKINS & STEPHENS, 2015). Essas PI3Ks são distribuídas em IA e IB, onde as 

da classe IA estão mais associadas ao câncer. A PI3K é formada por um domínio 

catalítico p110 e um domínio regulador p85, onde três isoformas são de p110, 

denominadas como p110α (codificado por PIK3CA), p110β e p110δ (Bruhn et al., 

2013). Dentre essas três, p110δ é expressa quase que exclusivamente em leucócitos, 

p110α e p110β são expressas de maneira geral em todos os tipos de células 

(CANTLEY, 2002). Em humanos, as subunidades reguladoras PI3K 1 (PIK3R1), 

PIK3R2 e PIK3R3 codificam p85α (ou sua variante p55α ou p50α), p85β, e p55γ, 

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 à proteína G (Fresno Vara et al., 2004). Todas as subunidades catalíticas 

da classe I contém domínios de ligação para Ras GTPases e a ligação desses 

domínios a certas proteínas RAS contribui para a sua ativação (JIMÉNEZ et al., 2002).  

A classe II apresenta as isoformas menos aprofundadas dentre as três classes. 

Elas são capazes de sintetizar fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) ou fosfatidilinositol (PI) 

na membrana ou nos endossomos em resposta à estimulação de receptores 

(FALASCA & MAFFUCCI, 2012). Acredita-se que esses lipídios podem desencadear 

eventos regulatórios análogos aos que são provocados pelas PI3K de classe III e I 

(HAWKINS & STEPHENS, 2015). 
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A classe III de PI3K fosforila PI para formar PI3P em sítios intracelulares 

específicos, como por exemplo endossomos e estruturas autofagocíticas precoces, 

regulando assim a função dessas estruturas pela ligação de domínios efetores 

(SCHINK et al., 2013). A única subunidade catalítica da classe III é conhecida como 

Vps34, como referência à sua descoberta inicial ter sido em S. cerevisiae. Essa 

subunidade se liga a uma proteína quinase envolvida em sua regulação (HAWKINS & 

STEPHENS, 2015), onde atua como uma proteína adaptadora, sendo necessária no 

processo de autofagia das células e na estimulação de aminoácidos do alvo 

mecanicista da atividade da rapamicina (mTOR) em células de mamíferos 

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

2015.  

 

 

Resumidamente, as PI3Ks têm função celular regulatória importante, exemplo 

disso é a maneira como a ativação das subunidades é responsável pela via PI3K e a 

intensidade dela. Quando há ligação entre um ligante e um receptor (RTK, EGFR, 

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

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

da ativação do AKT, que regula processos envolvidos na sobrevida e na progressão 

do ciclo celular (PORTA et al., 2014). Outra informação relevante é que a sinalização 

de PI3Ks pode promover a produção de citocinas pró-inflamatórias através da 

ativação de NF-κB e a mediação de secreção de IL-6 em respostas imunológicas por 

estimulação de CD80/CD86 em células dendríticas (KOORELLA et al., 2014). 

 

 
Isoformas Distribuição de 

tecidos 

Substrato Produtos Moléculas 

adaptadoras 

Classe IA p110α Onipresente PI (4,5) P 2 PI (3,4,5) 

P 3 

tcp PIP 3 

p85α (p50α, 

p55α); 

p85β; p55γ 
 

p110β Onipresente 
   

 
p110δ Leucócitos, 

neurônios 

   

Classe IB p110γ Leucócitos, 

miócitos cardíacos 

PI (4,5) P 2 PI (3,4,5) 

P 3 

p101 / p84 / p87 

Classe II C2α Epitélio, endotélio PI, PI4P PI3P, PI 

(3,4) P 2 

 

 
C2β Onipresente 

   

 
C2γ Hepatócitos 

   

Classe III Vps34 Onipresente PI PI3P VPS15 (p150) 
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1.5 Fosfatidilinositol 3-Quinase delta (PI3K δ) 

A Fosfatidilinositol 3-Quinase delta (PI3K δ), também chamada de p110δ, é uma 

enzima codificada pelo gene PIK3CD (VANHAESEBROECK et al., 1997), responsável 

pela regulação das funções imunológicas, principalmente expressa em leucócitos, 

associada a processos inflamatórios, autoimunidade e rejeição de transplantes 

(HARRIS et al., 2009). 

A isoforma PI3K δ apresenta importantes funções ligadas a imunidade inata, 

contribuindo para à ativação de neutrófilos e macrófagos acarretando a secreção de 

Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) e proteases ligadas a sinalização de proteína 

tirosina quinase. Além disso, apresenta um papel regulatório na imunidade adaptativa.  

Acredita-se que o papel principal da PI3Kδ é prestar ajuda às células Th, onde a sua 

ausência possa suprimir a função Treg associada também a uma redução na ativação 

das células B foliculares (HAWKINS & STEPHENS, 2015). A PI3Kδ também pode 

realizar a mediação entre a secreção de citocinas pró-inflamatórias e a secreção de 

IL-10, limitando a inflamação e protegendo ratos de choque endotóxico induzido por 

LPS (AKSOY et al., 2014), sendo um promissor alvo terapêutico em doenças que 

apresentam resposta pró-inflamatória desregulada.  

Em vista que a PI3Kδ tem um papel significativo na regulação da sobrevivência e 

proliferação de células B maduras e também para a diferenciação e função 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 não-Hodgkin (FRUMAN 

& CANTLEY, 2014). Outro exemplo é o Alpelisibe, recentemente aprovado pela 

ANVISA e liberado para ser usado contra o câncer de mama avançado ou metastático 

(ONCONEWS, 2020). 
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PI3Kδ e PI3Kγ são amplamente estudadas como potenciais e promissores alvos 

no tratamento anti-inflamatório e antitumoral, visando o uso terapêuticos de mais tipos 

de inibidores, associados entre si ou em uso solo, pois a inibição genética ou 

farmacológica da PI3Kδ influencia no microambiente tumoral, podendo reduzir a carga 

tumoral e as metástases em vários modelos de câncer em camundongos, podendo 

ser usado diretamente na inibição do crescimento de células tumorais e também no 

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

 Essa informação se confirma pela forte relação da via PI3K/Akt/mTOR (Figura 

7) com o desenvolvimento de tumores sendo um regulador chave na sobrevivência 

durante o estresse celular (FRUMAN & ROMMEL, 2012). Essa via é ativada através 

de ligações de fatores de crescimento com a membrana plasmática celular por meio 

de receptores de tirosina quinases presentes na mesma. Essa ligação gera uma 

cascata de sinalização intracelular iniciada pela ativação da PI3K, que através do 

PIP3, ativa Akt (ENGELMAN, 2009). Quando a Akt é fosforilada, ela pode ativar o 

mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos), que tem função regulatória na proliferação 

celular por fosforilação na transição entre a fase G1 e a S do ciclo celular. Essa reação 

é também regulada pela desfosforilação do PTEN (FAIVRE; KROEMER; RAYMOND, 

2006; YUAN; CANTLEY, 2008). Nesse processo, a perda do PTEN resulta na 

estimulação da via PI3K, promovendo a sobrevida da célula e o crescimento tumoral 

(COURTNEY et al., 2010). 

 Quando o PTEN sofre inativação, ocorre o aumento da regulação de Akt por 

meio da PI3K, o que resulta na redução apoptótica, levando a sobrevivência e 

proliferação celular. Esse processo favorece a tumorigênese e o desenvolvimento do 

câncer (ANGADI; KRISHNAPILLAI, 2012; YANG, J. et al., 2019). 
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Figura 6 – Via PI3K/Akt/mTOR. 

 

A via PI3K/Akt consiste na fosforilação da PIP3 através das enzimas PI3K. A PIP3 fosforilada 
ativa a Akt, que ao interagir com o mTOR, ativa ações celulares como a sobrevivência celular, 
proliferação, angiogênese, crescimento e metabolismo celular. Imagem e Fonte: O’DONNELL 
et al., 2018 

 

A partir do estudo dessa via, pode-se melhorar a resposta clínica 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 (GONÇALVES et al., 2018).  

 No contexto do câncer colorretal, o papel da PI3K ainda não está claramente 

definido, porém estudos já comprovaram a presença de mutações no gene PIK3CA, 

o mesmo que codifica a subunidade p110, na análise tecidual de pólipos colorretais e 
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no próprio CCR. Acredita-se que esses achados são provenientes dos eventos 

primários da tumorigênese do CCR. Também foram achadas mutações no PIK3CA 

em pacientes com CCR tanto em estágios iniciais como em quadros mais avançados 

e até mesmo de metástases, principalmente ligados a alterações nos éxons 9 e 20, 

associados à resistência aos tratamentos anti-EGFR (PAPADATOS-PASTOS et al., 

2015).  

 Outro trabalho que também pode demonstrar a estreita relação do trato 

gastrointestinal com a PI3K é o estudo de Steinbach et al (2015), que estuda a 

inativação da PI3Kδ na regulação das células Th1/Th17 no desenvolvimento de colite 

microbiota-dependente. Esse estudo mostra que a PI3Kδ regula a produção de IL-10 

e IL-12 em resposta ao PAMPs, assim demonstrando um perfil anti-inflamatório, 

apresentando melhora nos escores histológicos apresentados, mostrando redução no 

dano tecidual dos camundongos que não tiveram a PI3Kδ silenciada.  
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1.6 Justificativa 

O câncer, que apresenta altas taxas de incidência, prevalência e mortalidade, é 

uma problemática persistente e importante a ser estudada, principalmente quando 

colocamos sob foco os efeitos adversos dos tratamentos administrados nos pacientes 

oncológicos.  

Ainda são insatisfatórios e/ou incompletos os estudos relacionados a patogênese 

de algumas das reações adversas causadas pelos agentes quimioterápicos, o que 

pode resultar na redução das opções terapêuticas usadas no tratamento e na 

interrupção ou adiamento do tratamento, podendo comprometer o sucesso e a eficácia 

do tratamento (BOSSI et al., 2015).  

Reações como o comprometimento gastrointestinal devido a toxicidades 

relacionadas ao tratamento são causas bastante comuns para a recusa do tratamento 

e até mesmo a redução da adesão ao mesmo por parte dos pacientes, o que causa 

um impacto econômico anual de 100 a 330 bilhões de dólares, somente nos Estados 

Unidos (BOSSI et al., 2015). No Brasil, ainda não temos os dados demográficos e 

econômicos ao certo, porém segundo o artigo de Aguiar et al. (2018), os custos das 

intervenções em pacientes oncológicos devido a reações adversas ultrapassam a 

prescrição farmacêutica, muitas vezes exigem internação em unidades de terapia 

intensiva e tratamentos prolongados, aumentando assim o custo por cada paciente. 

Sabendo que o paciente oncológico em tratamento é passível de apresentar os 

sintomas de efeitos colaterais, o estudo da patogênese desses efeitos é de extrema 

importância para a pesquisa, para que posteriormente seja possível formular meios 

mais efetivos de reduzir ou extinguir os malefícios causados aos pacientes em 

tratamento. 
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Dentre os pacientes diagnosticados com câncer colorretal, um dos efeitos 

colaterais mais comuns e mais graves é a mucosite intestinal proveniente do uso do 

fármaco irinotecano no tratamento quimioterápico, que mesmo tendo sido alvo de 

estudos na última década, muito ainda tem para se elucidar sobre o assunto, no 

objetivo de reduzir cada vez mais esse tipo de intercorrência diante do tratamento 

antitumoral. De forma geral, cerca de 40% dos pacientes que recebem quimioterapia 

antineoplásica em doses padrão, apresentam algum grau de mucosite (GIBSON et 

al., 2013).  

Estudos genéticos e farmacológicos têm descrito a PI3Kγ e a PI3Kδ como 

reguladoras da imunidade inata e adaptativa, respectivamente, mas um certo grau de 

redundância pode ser observado (GHIGO et al., 2010). Sabendo que a isoforma 

P110δ é expressa em células imunológicas e apresentam uma variedade de funções 

no sistema imune adaptativo, principalmente ligadas as células T e macrófagos 

(VANHAESEBROECK et al., 2016), e sua importância na via de regulação e 

crescimento tumoral, como já foi exposto neste trabalho, é relevante definir melhor o 

efeito da isoforma delta de PI3K em contextos inflamatórios diversos e como ocorre 

sua regulação. Nesse sentido, apesar de a mucosite intestinal ser uma condição 

inflamatória bem elucidada, o envolvimento de PI3K delta na orquestração da resposta 

imunológica e inflamatória ainda é pouco conhecido. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 
 

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

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano através da 

mielotoxicidade, da avaliação ponderal e do grau de diarreia. 

• Avaliar a inibição da via PI3K delta agrava nas alterações histopatológicas no 

modelo experimental de mucosite induzida pela irinotecano em camundongos 

C57BL/6. 

• Mensurar o estresse oxidativo na mucosite intestinal induzida pelo irinotecano 

e administrados com inibidor de PI3K delta.  

• Avaliar a expressão proteica de fosfo-AKT, FOXP-3 e F4/80 após a modulação 

farmacológica com o inibidor de PI3K delta na mucosite induzida pelo 

irinotecano  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1 Fluxograma de Atividades 

Figura 7 - Fluxograma de indução do modelo e administração do inibidor de PI3Kδ 

com as dosagens realizadas durante a pesquisa. 

 

Os animais receberam solução veículo 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 períodos. 

Avaliação ponderal e da consistência das fezes dos animais foram feitas diariamente. Os camundongos 

foram eutanasiados no sétimo dia e coletadas as amostras de intestino (íleo, duodeno e jejuno), fígado 

e cólon para avaliação da resposta inflamatória, histopatológica e estresse oxidativo. No ato da 

eutanásia, foram avaliados os escores de edema e hiperemia do intestino dos animais. 

 

 

3.2 Aspectos Éticos 
 

 Todos os protocolos experimentais que envolveram o uso de animais seguiram 

as Recomendações Éticas em Pesquisa Animal para apreciação pela comissão de 

ética da Universidade Federal do Ceará e antes do início da execução dos mesmos, 

o presente projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa animal da UFC, 

protocolado sob o CEUA N° 5132240718 (Anexo 1). 
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 Conforme caracterizado nesse projeto, prezamos pelo uso mínimo de animais 

por procedimento, evitando-se o ferimento ao preconizado na legislação vigente. 

Ainda, de acordo com a legislação vigente, o projeto contou com o refinamento 

necessário aos ensaios, incluindo o uso adequado de doses de anestésicos, analgesia 

e eutanásia. Essas abordagens recaem e estão fundamentadas sobre o que preconiza 

a legislação, acerca dos 3 R’s. 

Os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg, i.p.) + xilasina (10 

mg/kg, i.p.) a coleta sanguínea foi feita através do plexo retro orbital e, quanto a 

eutanásia, esse procedimento foi seguido por exsanguinação por corte da artéria 

carótida, conforme preconiza a legislação 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 Ceará (UFC). Os animais foram 

mantidos sob iluminação: Ciclo claro/Escuro 12h/12h; Alimentação: ração padrão para 

roedores Nuvilab CR-1 irradiada-Quimtia; Fonte de água: filtrada potável; Exaustão 

do ar: estante ventilada/exaustor; em gaiolas de polipropileno (dimensões 16x34x41 

cm), oriundos do Biotério Setorial do Campus Porangabuçu - Prof. Eduardo Augusto 

Torres da Silva da Universidade Federal do Ceará, 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-JÚNIOR et al. (2012) no 

Laboratório de Farmacologia da Inflamação e do Câncer. Os camundongos 

receberam quatro injeções, por via intraperitoneal, de solução veículo (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 aplicações sempre no mesmo horário. A 

eutanásia dos animais foi realizada no 7° dia do experimento após a primeira 

aplicação dos quimioterápicos, realizada no dia 1 (Figura 7). 

 

3.6 Grupos experimentais e Avaliação dos Parâmetros Gerais da Indução da 

Mucosite 

3.6.1 Grupos Experimentais:  

Camundongos C57BL/6 foram divididos em grupos (n = 6-8/grupo): Grupo A: Controle 

negativo, solução veículo (Dimetil sulfóxido, DMSO 0,5%, 5 mL / kg, i.p.) administrados 

durante seis dias. O grupo Controle recebeu esse veículo pois o inibidor GSK2269557 

foi solubilizado em DMSO. Tanto o DMSO quanto a solução do inibidor foram 

posteriormente diluídas em solução salina para atingir suas concentrações 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+Iri 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 referência resultados de DOWN et al. 

(2015).  

3.6.2 Parâmetros gerais de mucosite:  

a)  Avaliação Ponderal: Os animais foram pesados diariamente durante todo o período 

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

b) Contagem de Leucócitos totais: A contagem total de leucócitos teve como objetivo 

verificar o efeito da quimioterapia à base de irinotecano na indução da leucopenia. 

Essa observação nos auxiliou como controle da atividade citotóxica do fármaco 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 Câmara de Neubauer com amostra 

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

c) Análise histopatológica e Morfometria do Intestino: Após a eutanásia dos animais, 

foi removido um segmento de 0,5 cm do íleo de cada animal. Em seguida, as amostras 

foram fixadas em formol tamponado 10% e processadas para coloração pelo método 

HE (Hematoxilina-Eosina) para exame em microscopia óptica 100× (Microscópio 

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

histopatológica observou aspecto dos vilos e criptas, bem como presença e 

intensidade do infiltrado inflamatório. O grau e a severidade da lesão 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 avaliação de achados microscópicos de Macpherson e 

Pfeiffer (1978). 

 

Para análise morfométrica, priorizamos obter a medida das vilosidades, 

considerada desde o ponto de encontro entre dois vilos até o topo do vilo em questão 

(altura da vilosidade), e criptas intestinais (definida como o ponto de encontro entre 

dois vilos medidos até o início da camada submucosa) para correlação com a 

capacidade absortiva (razão altura das vilosidades/profundidade das criptas) e 

também o cálculo da área do vilo. A razão entre o comprimento das vilosidades 

intestinais e das criptas de Lieberkühn foi calculada em µm utilizando-se o software 

ImageJ versão 1.36b, sendo medidos entre 5 e 10 vilosidades e criptas por corte 

histológico.  

d) Ensaio de mieloperoxidase (MPO): A quantificação do acúmulo de neutrófilos no 

intestino de camundongos após a indução da mucosite foi determinada pelo ensaio 

de MPO, uma enzima encontrada nos grânulos azurófilos de neutrófilos, utilizada 

como marcador da infiltração de neutrófilos no tecido inflamado. Uma porção de 

intestino foi coletada e incubada em 200μL de tampão gelado (NaCl 0,1 M, NaPO4 

0,02 M, NaEDTA 0,012 M; pH 4,7), posteriormente, os tecidos foram homogeneizados 

com o auxílio de um triturador (Pollytron). O material homogeneizado foi centrifugado 
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a 3.000 rpm/15 min/4ºC. Nesse processo, também foi realizado um choque hipotônico 

no sedimento celular (pellet) com 1000 μl de NaCl 0,2%. Após uma nova centrifugação 

a 3000 rpm/15 min/4ºC, o “pellet” foi ressuspenso em tampão 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 

rpm/15 min/4ºC. Após centrifugação, 50 μL do sobrenadante do intestino foi colocado 

em placa de 96 poços para o ensaio. Em cada poço, foram adicionados 25 μL de TMB 

(3, 3’, 3, 3-tetramethylbenzidine; 1,6 mM) e 100 μL de H2O2 (0,5 mM) e posteriormente 

a placa foi incubada por 5 min a 37 ºC. Após esse passo, a reação foi interrompida 

com ácido sulfúrico 4 M. Foi realizada a quantificação dos neutrófilos a partir de uma 

curva padrão de neutrófilos (1x105 neutrófilos). A absorbância foi determinada em um 

leitor de placas no comprimento de onda de 450 nm (Alves-Filho et al., 2006). . Os 

resultados foram expressos como número de neutrófilos/mg de tecido. 

 

3.7 Estresse Oxidativo  
 

A análise de estresse oxidativo se deu pela avaliação da peroxidação lipídica e 

a quantificação de dialdeído malônico (MDA). O dialdeído malônico (MDA) é o 

metabólito final da peroxidação dos lipídeos que expressa indiretamente a ação dos 

radicais livres no soro, servindo na avaliação do estresse oxidativo. Essa técnica teve 

como objetivo quantificar o dialdeído malônico (MDA) formado na peroxidação lipídica. 

O procedimento aconteceu através da extração deste composto usando um solvente 

orgânico (n-butanol), determinando-se a concentração de MDA que é capaz de reagir, 

sob aquecimento em meio ácido (ácido tiobarbitúrico), originando um composto de cor 
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rosa. A concentração de MDA pode ser expressa por meio das substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS).  

As amostras de intestino foram lavadas com soro fisiológico gelado (4º C) para 

remover quaisquer vestígios de sangue, pesadas e estocadas a -80ºC imediatamente 

após a coleta. Posteriormente, a amostra foi triturada e homogeneizada em KCl 

gelado 1,15%, resultando em um homogenato a 10%. Foi retirado 250µL de cada 

amostra do homogenato e colocado em banho-maria por 1 hora a 37ºC. Após o banho, 

acrescentou-se 400µL de ácido perclórico 35% nas amostras e centrifugadas a 14.000 

rpm por 15 minutos a 4ºC. Em microtubos de tampa rosqueada, foram colocados 

600µL do sobrenadante e adicionado 200µL de ácido tiobarbitúrico 0,8%. Os 

microtubos foram colocados em um banho-maria por 30 minutos a 95-100ºC. A leitura 

foi feita pelo aparelho ASYS UVM 340® (Biochrom Ltd.), em placas de Elisa, com 

absorbância de 532nm. 

 

 3.8 Imunofluorescência 

Para a realização da imunofluorescência, os cortes dos tecidos foram fixados 

em metanol (Vetec Química Fina Ltda., Duque de Caxias, RJ, Brasil) durante 2 

minutos. Em seguida, foi realizada a recuperação antigênica em tampão citrato de 

sódio 0,1 M (pH 6,0), à temperatura de 95 °C, por 15 minutos, seguida de resfriamento, 

à temperatura ambiente, durante 20 minutos. Depois, foram feitos a permeabilização 

da membrana nuclear, por 10 minutos, utilizando triton X-100 0,1% (Sigma-Aldrich®, 

St. Louis, MO, EUA), e o bloqueio de ligações inespecíficas, 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 

os anticorpos primários feitos em coelho Fosfo-Akt Ser473 XP® Rabbit mAb #4060 
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(Cell Signaling® Technology Inc., Danvers, MA, EUA) na diluição 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 

diluição de 1:300, durante a noite, na temperatura de 2 – 8 °C. Posteriormente, foi 

realizada a incubação com o anticorpo secundário feito em cabra anti-igG de coelho 

Donkey anti-Rabbit Alexa Fluor 568 (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA), na proporção 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 núcleos 

celulares, as seções dos tecidos foram incubadas, durante 30 minutos, com DAPI 

(Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (4 µL 

em 200 mL de PBS). Para montagem das lâminas, foi utilizado o meio Prolong Gold 

Antifade Mountant (Invitrogen®, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA). Para a aquisição 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 

quantificação da área fluorescente nas fotomicrografias, foi necessário fazer a 

diferenciação dos pixels fluorescentes pela maior saturação de cor relacionada à 

fluorescência (vermelha). Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem, 

que foi calculada comparando a fluorescência positiva dos anticorpos com a 

fluorescência do DAPI (100%). 

 

3.9 Análise Estatística 
 

 A análise estatística, utilizando o software GraphPad Prism® versão 6.01, foi 

realizada empregando o teste de análise de variância (ANOVA) ou Kruskal Wallis 
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conforme propriedade respectivamente para dados paramétricos e não-paramétricos, 

seguidos do teste de comparações múltiplas de Bonferoni ou teste de Dunn, 

baseando-se na continuidade das variáveis em análise. Os resultados foram 

expressos como média ± E.P.M (variáveis com distribuição normal) ou pela mediana 

(mínimo-máximo) (variáveis sem distribuição normal), sendo as diferenças 

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. 

  



54 
 

4 RESULTADOS 

 

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

massa corpórea em camundongos 

 

Durante os 7 dias de experimento, foi observado um decréscimo de 20% da 

massa corpórea dos animais administrado com o irinotecano quando comparado ao 

grupo Controle Negativo de forma significativa (p<0,05), como já era esperado de 

acordo com o modelo experimental executado. Também houve uma redução de peso 

não significativa (9%) na comparação entre os grupos Controle e GSK (que recebeu 

apenas o inibidor de PI3K δ). Observamos também perda de peso no grupo GSK+Iri 

(Irinotecano + Inibidor de PI3K δ), que apresentou um decréscimo de 27% em relação 

ao grupo Controle (veículo), e de 17% em relação ao grupo GSK (inibidor) como 

mostrado na Figura 8. A diferença de peso também foi significante entre os grupos 

Irinotecano e GSK, que apresentaram uma diferença ponderal de 12% entre eles. Não 

houve significância estatística entre os 2 grupos de estudo que receberam irinotecano. 

Esse resultado evidencia a perda ponderal como um dos efeitos colaterais do 

irinotecano, não do inibidor, em vista que não apresentou perda de peso quando 

administrado isoladamente. Porém esse estudo também mostra que a administração 

conjugada do inibidor de PI3K δ com o quimioterápico agrava a perda de peso do 

animal.   
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Figura 8 – Variação de Massa Corpórea dos animais em modelo experimental do 

Irinotecano + Inibidor de PI3Kδ  

 

Os animais receberam solução veículo 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 corpórea em função do tempo, comparado aos animais tratados com veículo 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 padrão da média) do percentual de variação 

da massa corporal em relação ao peso inicial. Para a análise estatística utilizou-se o teste Two-way 

ANOVA. N = 65 animais. 

 

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

Na Figura 9 evidencia-se a contagem de leucócitos totais como um parâmetro 

de citotoxicidade e indução do modelo experimental. De acordo com a contagem de 

leucócitos dos animais testados, houve significância estatística (p<0,05) entre o grupo 

controle e os demais grupos, porém não houve diferença significante entre os grupos 

Irinotecano, GSK (Inibidor de PI3K δ) e GSK+Iri (Irinotecano + Inibidor). A variância 

entre os grupos deu-se de mais de 1000 leucócitos por mm³ sanguíneo. A figura 9 
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mostra a leucopenia como um dos principais efeitos adversos associados ao 

quimioterápico e ao inibidor separadamente. Na combinação dos dois compostos, não 

podemos afirmar que o inibidor agravaria a leucopenia, pois não há significância 

estatística com os outros grupos.  

 

Figura 9 – Contagem de Leucócitos Totais (WBC, White Blood Cell) dos animais em 

modelo experimental do Irinotecano + Inibidor de PI3Kδ 

 

Os animais receberam solução veículo 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 número total de Leucócitos. A figura 

apresenta o efeito do irinotecano em diminuir o número total de leucócitos circulantes, verificou-se a 

leucopenia no 7º dia após a aplicação do antineoplásico e do inibidor de PI3K delta (p<0,05). Os valores 

representam a média ± E.P.M (Erro padrão da média). Para análise estatística 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 alterações no intestino delgado. 

 

A Figura 10 apresenta a avaliação macroscópica feita durante a eutanásia dos 

camundongos, onde foi realizada a medição do comprimento intestinal total. O grupo 

Irinotecano não alterou o comprimento do intestino quando comparado com o Controle 

Negativo. Por sua vez, o grupo GSK isoladamente apresentou uma diminuição de 6 

cm na média do comprimento intestinal dos animais, em relação ao grupo Controle 

que teve média de comprimento intestinal de 37 cm, apresentando significância 

estatística (p<0,05) quando comparados os dois grupos (Figura 10). O grupo 

Irinotecano também apresentou média de comprimento intestinal igual a 37cm, não 

havendo diferença estatística quando comparado com o grupo Controle. O grupo 

GSK+Iri apresentou média de 34 cm, apresentando significância estatística na 

comparação com os grupos Controle e Irinotecano. Os resultados dessa avaliação 

demonstram que o inibidor de PI3K δ reduz a média do comprimento intestinal de 

camundongos administrados com Irinotecano e quando administrado separadamente, 

o que seria um dos parâmetros anatômicos de toxicidade do fármaco não foram 

evidenciados nesse estudo. 
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Figura 10 – Medição de comprimento intestinal dos animais em modelo experimental 

do Irinotecano + Inibidor de PI3Kδ 

  

 

Os animais receberam solução veículo 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 padrão da média). 
Para análise estatística 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 proporção 

normal, células caliciformes e glândulas de Lieberkühn. As camadas submucosa, 

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

histologia clássica da mucosite induzida pelo fármaco. Houve redução de altura e 

tumefação dos vilos, associada a perda de arquitetura das criptas e há um infiltrado 

de células inflamatórias na lâmina própria do tecido no duodeno (Figura 11), jejuno 

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

infiltrado leucocitário sugestivo do uso de inibidor de PI3K. 

 No jejuno e no íleo, 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 após a injeção do irinotecano 

e inibidor de PI3Kδ em camundongos C57BL/6 
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Os animais receberam solução veículo 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 eutanásia e mantidas em formol para realização da histologia. Imagens A e B 

(grupo DMSO) mostram o duodeno em sua normalidade histopatológica do órgão. Imagens C e D 

(grupo GSK) apresentou deformidade no formato e na espessura do vilo e um infiltrado leucocitário 

sugestivo do uso de inibidor de PI3K. Imagens E e F (grupo Iri) apresentam as características 

histológicas 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 visível migração de leucócitos As 

imagens A, C, E e G estão no aumento de 200× e das imagens B, D, F e H estão no aumento de 400×. 

N = 65 animais. 
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FIGURA 12 – Fotomicrografias de amostras de jejuno após a injeção do irinotecano e 

inibidor de PI3Kδ em camundongos C57BL/6 
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Os animais receberam solução veículo 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 eutanásia e mantidas em formol para realização da histologia. Imagens A e B 

(grupo DMSO) mostram o jejuno em sua normalidade histopatológica do órgão. Imagens C e D (grupo 

GSK) apresentou deformidade no formato e na espessura do vilo e um infiltrado leucocitário sugestivo 

do uso de inibidor de PI3K. Imagens E e F (grupo Iri) apresentam as características histológicas 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 visível migração de leucócitos e apresentou 

pontos de hiperemia. As imagens A, C, E e G estão no aumento de 200× e das imagens B, D, F e H 

estão no aumento de 400×. N = 65 animais. 
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FIGURA 13 – Fotomicrografias de amostras de íleo após a injeção do irinotecano e 

inibidor de PI3Kδ em camundongos C57BL/6 
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Os animais receberam solução veículo 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 íleo foram 

coletadas no ato da eutanásia e mantidas em formol para realização da histologia. Imagens A e B 

(grupo DMSO) mostram o íleo em sua normalidade histopatológica. Imagens C e D (grupo GSK) 

apresentam perda de altura dos vilos e de arquitetura das criptas com infiltrado leucocitário. Imagens 

E e F (grupo Iri) apresentam as características histológicas da mucosite induzida por irinotecano. E as 

imagens G e H (grupo GSK+Iri) apresentam as características da mucosite induzida por irinotecano de 

maneira intensificada com pontos de hiperemia. As imagens A, C, E e G estão no aumento de 200× e 

das imagens B, D, F e H estão no aumento de 400×. N = 65 animais. 

 

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

morfometria intestinal de camundongos   

Houve uma redução na razão vilo/cripta durante as análises das três partes do 

intestino delgado. No duodeno, houve significância (p<0,05) apenas na comparação 

dos grupos Controle com Irinotecano, como já era esperado no modelo de mucosite 

induzida por irinotecano. No jejuno, a comparação entre todos os grupos foi 

significante, exceto a comparação entre os dois grupos que tiveram as razões mais 

altas (Controle e GSK) e os dois grupos que tiveram as razões mais baixas 

(Irinotecano e GSK+Iri). Na análise do íleo, a comparação de todos os grupos entre si 

também foi significante, exceto na comparação dos grupos Irinotecano e GSK+Iri, que 

tiveram uma diferença de apenas 0,05542 entre as suas razões, conforme 

apresentado na Figura 14.  
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FIGURA 14 – Análise da razão vilo/cripta em segmentos intestinais após a injeção do 

irinotecano e inibidor de PI3Kδ em camundongos C57BL/6 

 

Os animais receberam solução veículo 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 eutanásia e mantida em formol para realização da histologia. As imagens foram 

fotografadas em microscópio óptico na objetiva de 20×, e medição das estruturas intestinais feitas pelo 

ImageJ. Razão entre a altura do vilo e o tamanho da cripta foi diminuída nos grupos que receberam o 

irinotecano. Essa diminuição foi ainda maior no grupo que recebeu o antineoplásico associado ao 

inibidor de PI3K delta (P<0,05). Os valores representam a média ± E.P.M (Erro padrão da média). Para 

análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 65 animais. 

.  

 

Também foi detectado uma redução na área dos vilos intestinais dos animais, 

como no grupo irinotecano, que apresentou uma redução de mais de 3μm² na média 
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dos vilos medidos em relação ao grupo Controle. Essa redução de área foi maior ainda 

na comparação entre os grupos controle e inibidor de PI3K delta, onde a redução foi 

de mais de 7μm². A área dos vilos também foi um parâmetro analisado no intestino 

delgado dos camundongos pelo estudo, onde no duodeno encontramos significância 

estatística (p<0,05) na comparação dos grupos Controle e Irinotecano e dos grupos 

Controle e GSK+Iri. No jejuno, não houve diferença estatística na comparação entre 

nenhum dos grupos, onde a área dos vilos, segundo esse estudo, se encontra quase 

que inalterada na questão estatística, porém visivelmente diferente na comparação 

dos grupos quando analisado nas imagens da figura 13. No íleo, a análise de área 

dos vilos se mostrou significante na comparação entre todos os grupos, exceto na 

comparação entre os grupos GSK e GSK+Iri que apresentou uma significância 

p=0,0507, conforme mostrado na figura 15, onde o cálculo da área dos vilos pode ser 

prejudicada pelo edema causado pela mucosite. 
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FIGURA 15 – Análise da área do vilo em segmentos intestinais após a injeção do 

irinotecano e inibidor de PI3Kδ em camundongos C57BL/6 

 

 

Os animais receberam solução veículo 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 eutanásia e mantida em formol para realização da histologia. As imagens foram 

fotografadas em microscópio óptico na objetiva de 20×, e medição das estruturas intestinais feitas pelo 

ImageJ. A área (dada em μm²) dos vilos intestinais mostrou-se reduzida nos grupos que receberam o 

irinotecano, e essa redução foi ainda mais expressiva quando foi feita a comparação entre os grupos 

controle e inibidor PI3K delta (P<0,05). Os valores representam a média ± E.P.M (Erro padrão da 

média). Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 65 

animais. 
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4.5 O uso do Inibidor de PI3K delta associado ao irinotecano reduz o 

comprimento intestinal e promove alterações no colón e fígado. 

O cólon foi outro tecido avaliado na Histopatologia, apresentando no grupo 

Controle uma mucosa de cólon sem vilosidades composta por glândulas tubulosas 

simples (criptas) com numerosas células caliciformes e pequenos enterócitos, 

apresentando vasos dilatados, por vezes, ectásicos na submucosa. O grupo GSK 

apresentou quase que os mesmos parâmetros do grupo Controle, exceto pelo 

tamanho das glândulas tubulosas, que nesse grupo se apresentaram hiperplasia.  O 

grupo Irinotecano apresentou mucosa de cólon discretamente encurtada com 

glândulas tubulosas hiperplásicas, numerosas células caliciformes e pequenos 

enterócitos, apresentando também vasos dilatados na submucosa e acúmulo de 

células inflamatórias mononucleares e pregas grosseiras em algumas amostras. As 

amostras do grupo GSK+Iri mostraram uma mucosa de cólon sem vilosidades 

composta por glândulas tubulosas simples (criptas) discretamente hiperplásicas com 

numerosas células caliciformes e pequenos enterócitos, onde houveram raros vasos 

dilatados na submucosa, houve o acúmulo de células inflamatórias mononucleares e, 

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

No fígado, as imagens da histopatológica mostraram o grupo Controle negativo 

(DMSO) uma discreta hiperplasia das células de Kupffer. O grupo Irinotecano 

apresentou parênquima hepático representado por cordões de hepatócitos com 

discreta tumefação celular e degeneração hidrópica de hepatócitos, leve congestão 

portal e da veia centrolobular e hiperplasia das células de Kupffer.  Houve hemorragia 

sinusoidal leve e presença de foco inflamatório de fenótipo mononuclear. Por sua vez, 

o grupo GSK+Iri apresentou parênquima hepático representado por cordões de 

hepatócitos com tumefação celular variando de leve a moderada, degeneração 
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hidrópica de hepatócitos, congestão portal e da veia centrolobular, hiperplasia das 

células de Kupffer, uma moderada hemorragia sinusoidal associada a edema e 

presença de focos inflamatórios, como ilustrado na Figura 17. 
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FIGURA 16 - Fotomicrografias de amostras de colón após a injeção do irinotecano e 

inibidor de PI3Kδ em camundongos C57BL/6 

 

 

Cólon 200x 

Cólon 400x Cólon 200x 

Cólon 200x 

Cólon 200x 

Cólon 400x 

Cólon 400x 

Cólon 400x 



72 
 

Os animais receberam solução veículo 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 cólon foram 

coletadas no ato da eutanásia e mantidas em formol para realização da histologia. Imagens A e B 

(grupo DMSO) mostram o cólon em sua normalidade histopatológica. Imagens C e D (grupo GSK) 

apresentam tumefação e hiperplasia celular com infiltrado leucocitário. Imagens E e F (grupo Iri) 

apresentam o tecido do cólon as características histológicas da mucosite induzida por irinotecano. E as 

imagens G e H (grupo GSK+Iri) apresentam as características da mucosite induzida por irinotecano de 

maneira intensificada com um maior infiltrado leucocitário e uma maior mudança na arquitetura do 

tecido. As imagens A, C, E e G estão no aumento de 200× e das imagens B, D, F e H estão no aumento 

de 400×. N = 65 animais. 
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FIGURA 17 - Fotomicrografias de amostras de fígado após a injeção do irinotecano e 

inibidor de PI3Kδ em camundongos C57BL/6 
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Os animais receberam solução veículo 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 fígado foram 

coletadas no ato da eutanásia e mantidas em formol para realização da histologia. Imagens A e B 

(grupo DMSO) mostram o fígado em sua normalidade histopatológica. Imagens C e D (grupo GSK) 

apresentam hiperplasia das células de Kupffer. Imagens E e F (grupo Iri) apresentam as características 

histológicas dos efeitos da mucosite induzida por irinotecano no fígado, como tumefação celular, 

degeneração hidrópica de hepatócitos e focos inflamatórios. E as imagens G e H (grupo GSK+Iri) 

apresentam as características histológicas dos efeitos da mucosite induzida por irinotecano no fígado 

de maneira intensificada com pontos de hemorragia sinusoidal. As imagens A, C, E e G estão no 

aumento de 200x e das imagens B, D, F e H estão no aumento de 400x. N = 65 animais. 

 

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

neutrófilos para o intestino 

 

A Figura 18 demonstra que o grupo Controle teve diferença significantes com 

os três outros grupos do nosso experimento. Tanto o irinotecano quanto o inibidor 

induziram um aumento significativo no infiltrado de neutrófilos no íleo, comparados ao 

grupo Controle. Quando administrados juntos, esse aumento foi ainda maior (3458 

neutrófilos por mg de tecido). Houve diferença significante entre os grupos Irinotecano 

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

em modelo experimental do Irinotecano + Inibidor de PI3Kδ. 

 

Os animais receberam solução veículo 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 eutanásia, armazenadas a -80ºC e submetidas ao ensaio de Mieloperoxidase (MPO). O MPO 

mostrou que a taxa de migração dos neutrófilos para o tecido intestinal aumentou significantemente 

nos grupos Irinotecano e GSK quando comparado ao grupo Controle(p<0,05). A taxa de migração dos 

neutrófilos do grupo GSK+Iri foi ainda maior na comparação com o grupo Controle (p<0,05). Os valores 

representam a média ± E.P.M (Erro padrão da média). Para análise estatística 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 não altera o estresse 

oxidativo em amostras de intestino  

 O estresse oxidativo do tecido intestinal, medido pela concentração de 

malonaldeído (MDA), aumenta significantemente na presença do inibidor de PI3K 

delta, porém quando há interação do quimioterápico com o inibidor (grupo GSK+Iri) 

não houve significância estatística quando comparado com o grupo controle (p=0,08). 

  

Figura 19 – Concentração de MDA no tecido intestinal dos animais em modelo 

experimental do Irinotecano + Inibidor de PI3Kδ. 

  

Os animais receberam solução veículo 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 eutanásia, armazenadas a -80ºC e realizada a análise de Estresse Oxidativo pelo método do 

TBARS (Ácido Tiobarbitúrico). A análise do malonaldeído mostrou que a concentração foi 

significantemente aumentada na presença do GSK. Os valores representam a média ± E.P.M (Erro 

padrão da média). Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 

N = 65 animais. 
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4.8 Quantificação da expressão de marcadores para macrófagos, Células T 

regulatórias e vias de sinalização intracelular em amostras de intestino após a 

administração de inibidor de PI3K delta associado ao irinotecano   

  

Durante a imunofluorescência, avaliamos a porcentagem de fluorescência dos 

anticorpos F4/80, FOXP3 e p-Akt (fosfo-Akt) em amostras de íleo de camundongos 

comparados ao DAPI. De acordo com a nossa análise, houve significância estatística 

entre o grupo Controle e o GSK+Iri na quantificação de F4/80. O anticorpo FOXP3 

marcou significativamente os grupos Irinotecano e GSK+Iri, quando comparados ao 

grupo Controle, e também houve significância estatística entre os grupos GSK e 

Irinotecano quando administrados isoladamente. A porcentagem de fosfo-Akt foi 

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

 Essas expressões nos mostram que os marcadores de macrófagos, de células 

T regulatórias e de vias de sinalização intracelular estiveram aumentadas nos animais 

que foram tratados com o antineoplásico na presença do Inibidor de PI3K delta, sendo 

significante sempre que comparado ao grupo Controle do experimento que foi tratado 

apenas com o veículo (DMSO). 
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FIGURA 20 – Fotomicrografia e quantificação da intensidade de imunofluorescência 

de F4/80 em amostras de intestino após a administração de inibidor de PI3K delta 

associado ao irinotecano 
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Os animais receberam solução veículo 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 eutanásia, armazenadas a -80ºC e realizada a quantificação de área de fluorescência de 

F4/80 pela imunofluorescência. A análise mostrou que há aumento da área fluorescente nos tecidos 

dos animais tratados com GSK e GSK+Iri (p<0,05) Os valores representam a média ± E.P.M (Erro 

padrão da média). Para análise estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. 

N = 30 animais. 
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FIGURA 21 – Fotomicrografia e quantificação da intensidade de imunofluorescência 

de FOXP3 em amostras de intestino após a administração de inibidor de PI3K delta 

associado ao irinotecano   
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Os animais receberam solução veículo 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 eutanásia, armazenadas a -80ºC e realizada a quantificação de área de fluorescência de 

FOXP3 pela imunofluorescência. A análise mostrou há um aumento da expressão 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 padrão da média). Para análise 

estatística utilizou-se o teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 30 animais. 
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FIGURA 22 – Fotomicrografia e quantificação da expressão de fosfo-Akt (Akt 

fosforilado) em amostras de intestino após a administração de inibidor de PI3K delta 

associado ao irinotecano   
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Os animais receberam solução veículo 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 eutanásia e realizada a avaliação da expressão de fosfo-Akt por imunofluorescência. Os 

valores representam a média ± E.P.M (Erro padrão da média). Para análise estatística utilizou-se o 

teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. N = 35 animais. 
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5 DISCUSSÃO 

 As isoformas de PI3K foram descritas como sinalizadoras importantes 

em várias doenças inflamatórias, principalmente a PI3Kδ e PI3Kγ (PORTA et al., 

2014). Voltando atenção para a biologia do câncer, o aumento da expressão da 

enzima p110δ atua como um direcionador no sentido da promoção do 

desenvolvimento do câncer em alguns tumores sólidos, incluindo mama, próstata, 

colorretal, câncer de fígado, carcinoma de células Merkel, glioblastoma e 

neuroblastoma. Além disso, os inibidores seletivos de p110δ estão sendo estudados 

como potenciais tratamentos de agente único ou em esquemas de combinação de 

fármacos na tentativa de melhorar a resposta à imunoterapia do câncer. Ambas as 

estratégias têm se mostrando promissoras para o tratamento de tumores, dentre eles 

o câncer 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 inflamatório 

sofreu intensificação. Observou-se nos animais tratados com o inibidor associado ao 

irinotecano uma maior infiltração de neutrófilos e macrófagos na mucosa intestinal, 

diminuição do comprimento do intestino delgado e da área de vilosidades, além de 

alterações da arquitetura intestinal e do fígado quando comparado ao grupo 

irinotecano ou ao controle sem tratamento. Aliado a esses achados, a combinação 

desses fármacos promoveu uma diminuição de células imunossupressoras como os 

linfócitos T regulatórios e um aumento da expressão de fosfo-Akt.  

O Laboratório de Farmacologia da Inflamação e do Câncer (LAFICA) apresenta 

uma ampla experiência 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 injeção 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, vacuolização e necrose celular. 

Tais achados foram corroborados por outros estudos posteriores relativos à ação 

lesiva do irinotecano sobre a mucosa intestinal, descrita por pesquisadores do LAFICA 

(MELO et al, 2008; LIMA-JÚNIOR 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 alça intestinal. Porém, a diarreia e efeitos adversos mais graves não foram 

observados na dose de 75mg/Kg, considerada atualmente como uma sub-dose para 

o experimento nos padrões atuais. Esse achado está de acordo com os dados 

anteriores obtidos por Teixeira (2015), que, ao utilizar camundongos C57BL/6 do 

Biotério de Ribeirão Preto e administrados com irinotecano na dose de 75 mg/kg 

evidenciou uma lesão intestinal de menor vulto e ausência de diarreia. Essa 

resistência dos camundongos ao irinotecano, provavelmente, se estabeleceu após a 

utilização de novas matrizes de camundongos C57BL/6 SPF Specific Pathogen Free 

(SPF) do biotério do NPDM, conferindo mudanças na microbiota desses animais de 

experimentação o que pode impactar no desenvolvimento do modelo experimental. 

De fato, Gibson  (2013) destacou que mudanças da microbiota como um dos possíveis 

fatores relevantes na indução da mucosite intestinal. O’Rourke et al. (1988) 

demonstraram a influência da variação da microbiota gastrointestinal no sistema 

imunológico e sobre a suscetibilidade à infecção. 

 Ao se observar o papel da microbiota na indução de doença inflamatória 

intestinal, percebe-se claramente uma diferença entre os camundongos gnotobióticos 

livres de patógenos específicos (SPF) com alterações na composição da microbiota. 
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Roy et al (2017) observaram que distintas comunidades microbianas acarretam o 

desenvolvimento ou resistência de inflamação intestinal em hospedeiros 

imunocompetentes, sugerindo que o desencadeamento de diferentes vias 

imunológicas por comunidades microbianas pode alterar a suscetibilidade a doenças 

(ROY et al., 2017). Essas observações podem explicar, de certa forma, a diferença na 

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

 A diminuição no comprimento intestinal dos animais, mostrado nesse trabalho, 

também foi análogo ao evidenciado no trabalho de Arifa et al. (2014), onde foram 

analisados a ativação de inflamassomas mediado por IL-1β e IL-18 em camundongos 

na mucosite induzida por irinotecano e na colite induzida por sulfato de dextrano de 

sódio. Os autores mostraram que o irinotecano reduz o comprimento do intestino 

delgado (ARIFA et al., 2014) 

 As análises histopatológicas do intestino delgado mostraram que os animais 

que receberam apenas o inibidor de PI3K apresentaram uma aparente hiperplasia de 

células pró-inflamatórias, quando comparado ao grupo controle, ocasionando uma 

alteração na área das vilosidades. Vias dependentes de PI3K/Akt são envolvidas com 

a sobrevivência celular e podem explicar esses achados. Um exemplo dessa visão 

envolve a ativação de receptores esteroidais que, através dos seus receptores, 

modula a via PI3K/Akt gerando uma hiperplasia celular, como já foi observado na 

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

A análise morfométrica nos animais mostrou uma redução das vilosidades e 

também uma tumefação das criptas, porém de caráter mais inflamatório devido à 

presença de infiltrados inflamatórios nos animais que receberam apenas o 

Irinotecano. Em adição, o grupo GSK+IRI, no íleo, apresentou uma redução maior na 

área das vilosidades do que na razão vilo/cripta comparado aos outros segmentos 
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intestinais. Ao analisarmos os aspectos microscópicos do intestino grosso, as 

características inflamatórias também foram evidenciadas, onde o grupo GSK+Iri 

apresentou vasos dilatados na submucosa e células inflamatórias mononucleares 

dispersas. No fígado, o grupo GSK apresentou apenas a tumefação celular, enquanto 

o grupo da associação de irinotecano e GSK apresentou edema, áreas hemorrágicas 

e focos inflamatórios no órgão com infiltrado de fenótipo mononuclear.  Um processo 

inflamatório em curso no trato gastrointestinal é crítico para as alterações morfológicas 

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 câncer de mama, as taxas de visitas em emergências e de 

hospitalizações 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 à quimioterapia.  Ademais, 

esses autores, ao avaliarem a incidência de vários eventos adversos na população 

acima referida, evidenciaram que eventos adversos considerados graves por 

ameaçarem à vida (febre ou infecção, neutropenia ou trombocitopenia, disfunção 

renal, náuseas vômitos ou diarreias, trombose venosa profunda ou tromboembolismo 

pulmonar) estão presentes em um índice quatro vezes maior naqueles pacientes com 

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

A mielossupressão é um dos efeitos colaterais comuns observado com 

frequência nos pacientes oncológicos 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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câncer colorretal avançado. Os pesquisadores mostraram uma incidência de 

neutropenia graus 3 e 4 (moderado a grave) de 20,5% nos pacientes que receberam 

a combinação de FOLFIRI e Bevacizumabe (Loupakis et al., 2014). Os resultados aqui 

mostrados, deixaram em evidência que a injeção de irinotecano causa uma 

leucopenia ou redução do número total de leucócitos circulantes. Essa leucopenia 

contribui para a instalação de um processo infecioso e inflamatório. Contudo, a 

incorporação do inibidor de PI3K-delta sozinho causou também a leucopenia e 

agravou a mesma quando combinado ao irinotecano, o que pode sugerir que esta 

enzima não tem relevância para o processo proliferativo celular na medula óssea, que 

nessa situação o inibidor pode agregar danos, mas que a combinação de ambos os 

fármacos não se constitui como um fator de risco adicional para a mielossupressão.  

Ainda no contexto dos fatores inflamatórios, os microrganismos patogênicos 

apresentam Padrões Moleculares Associados aos Patógenos (PAMPs) que são 

reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrões, como os receptores do 

tipo Toll (TLR) presentes em diversas células epiteliais, inflamatórias e imunológicas. 

A interação de PAMPs com os TLRs ativa fatores de transcrição, como o NF-kB e 

MAP quinases, que conduzem ao aumento da síntese de citocinas pró-inflamatórias 

(TARTEY & TAKEUCHI, 2017).  

Devido à consequente ruptura da barreira da mucosa, infecções locais e 

sistêmicas podem se desenvolver. Nesse sentido, Wong e colaboradores (2021) 

evidenciaram que a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano leva à bacteremia 

(presença de bactérias no sangue), principalmente marcada por translocação 

bacteriana gram-negativa (Escherichia coli e Pseudomona aeruginosa) para o 

linfonodo mesentérico e fígado e aumento da expressão de TLR4 no íleo (WONG et 

al, 2021; dados submetidos).  
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As enzimas PI3K têm sido descritas como importantes moléculas de 

sinalização de receptores da família TLR/IL-1R (FUKAO & KOYASU, 2003). 

Adicionalmente, Wong e colaboradores (2015) avaliaram o papel dos TLRs e da 

proteína adaptadora MyD88 no curso da mucosite intestinal. Os autores mostraram 

que animais knockout para TLR2, TLR9 ou knockout para MyD88 apresentam menor 

dano funcional intestinal, marcado por reduzida diarreia, bem como reduzidas 

alterações morfométricas, histopatológicas e inflamatórias quando comparados com 

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

A mucosite intestinal resulta da interação sequencial da agressão do 

quimioterápico ao epitélio, favorecendo a liberação de citocinas, como TNF-alfa, IL-

1beta, KC (MELO et al., 2008), IL-18 (LIMA-JÚNIOR, et al., 2014) e IL-33 (Guabiraba 

et al., 2014) e ativação de enzimas pró-inflamatórias, incluindo a ciclooxigenase-2 

(HORIKAWA et al., 2007) e óxido nítrico sintase induzida (LIMA-JÚNIOR et al., 2012). 

Sendo assim, as pesquisas mostram a participação de inúmeras citocinas e de 

receptores toll-like na regulação de mecanismos imunológicos inatos e adaptativos na 

patogênese 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-câncer como, por exemplo, inibidores das vias 

EGFR/RAF/MEK e inibidores da via PI3K/AKT/mTOR, tem sido associada ao 

surgimento de importantes toxicidades gastrointestinais, que variam de inflamação da 

mucosa e dor orofaríngea sem evidente erosão até uma grave estomatite ou diarreia 

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

Os resultados aqui apresentados evidenciaram um aumento da expressão de 

p-Akt (fosfo-Akt) à análise por imunofluorescência de forma mais pronunciada no 

grupo que recebeu a associação do inibidor de PI3K delta e irinotecano, aliado a um 



90 
 

intenso processo inflamatório. Esse achado está correlacionado ao aumento da 

ativação da via PI3K/Akt/mTOR, que por sua vez está 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 

que receberam irinotecano apresentaram um aumento na expressão gênica do RNAm 

de PI3K, Akt e mTOR. Adicionalmente, a inibição do mTOR com rapamicina ou 

everolimo agrava a mucosite intestinal induzida pelo irinotecano, corroborados pela 

perda de peso, diarreia, histopatologia, infiltração de neutrófilos e mediadores 

inflamatórios como TGF-β e IFN-γ.  

 Pelos motivos acima expostos, no presente trabalho, foi analisada a expressão 

da fosfo-Akt. Contudo, de forma paradoxal, observou-se um aumento da expressão 

de fosfo-Akt, o 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 leucócitos para sítios de inflamação (HIRSCH et al., 2000).  

Também analisamos a expressão de F4/80, os nossos resultados mostraram 

um aumento de forma significativa na sua expressão em camundongos administrados 

com o inibidor de PI3K delta e irinotecano. F4/80 é um dos principais marcadores de 

linhagens de macrófagos ativados e que estão associados à progressão tumoral e ao 

desenvolvimento de quimiorresistência (CASSETTA et al., 2016). Lima-Júnior e 

colaboradores (2014) mostraram que o irinotecano promove o aumento da marcação 

de F4/80 nas amostras de intestino.  

 Com a análises desses segmentos intestinais e fígado, percebemos ainda mais 

que a inibição da PI3K δ tem diferentes performances dependendo do órgão-alvo da 
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terapia. Watson et al. (2007) evidenciaram que o inibidor específico da p110δ mostra 

efeitos anti-inflamatórios, principalmente quando inalado (MARTUCCI et al., 2020), 

reduzindo as respostas mediadas por Th2 sem afetar a imunidade mediada por Th1, 

contribuindo para redução da morbidade em pacientes alérgicos, com menor 

produção de muco nos pulmões, degranulação de mastócitos e recrutamento de 

leucócitos.  

Esses achados tiveram impacto por minimizar os efeitos sistêmicos do inibidor 

(MEDINA-TATO et al., 2007), trazendo perspectiva do uso dessas enzimas como alvo 

terapêutico para doenças respiratórias. Essa mudança pode ocorrer dependendo do 

tipo de administração, dose e via de inibição, que impedem a fosforilação de Akt como 

esperado e regularam negativamente a expressão de fatores inflamatórios, como 

TNFα e iNOS, o que nos sugere que os inibidores da PI3K podem ser usados para 

atenuar a inflamação através da regulação negativa da expressão do gene 

inflamatório (MOILANEN et al., 2015). Porém, quando voltado para o intestino, no 

caso deste trabalho, o inibidor de PI3Kδ se apresentou como pró-inflamatório. 

Tal observação pode ser devida ao papel protetor que uma resposta 

imunológica de baixo grau exerce no controle da translocação bacteriana. Contudo, a 

inibição da PI3K-delta pode contar como um fator para suprimir esse padrão de 

resposta basal, levando a um agravo da inflamação em longo prazo devido à ativação 

de vias inflamatórias compensatórias, 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 inflamação intestinal induzida pela quimioterapia observa-se o 

aumento dos níveis de malondialdeído (MDA), através do TBARS, como relatado por 

Arifa et al (2014), corroborando os nossos resultados. Os pesquisadores mostraram 
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que o iNOX-2 aumenta as espécies reativas de oxigênio (EROs) e consequentemente 

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

O aumento significante dos níveis de MDA no grupo GSK se dá pelo aumento 

de TBARS nos tecidos que são submetidos à inibição de PI3K. Esse resultado já foi 

descrito por Gulati & Singh (2014), que analisaram os níveis de TBARS em 

camundongos administrados com Wortmanina, um esteroide retirado de fungos do 

gênero Penicillium, que é usado na pesquisa como um potente inibidor não específico 

de PI3K.  

Mais recentemente, mostrou-se que o flavonoide Luteolina previne o dano 

intestinal após a injeção da quimioterapia por atenuar o estresse oxidativo e o 

processo inflamatório (BOEING et al, 2019). A mucosite intestinal por irinotecano 

aumentou os níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs) e níveis de 

hidroperóxidos lipídicos (LOOH) no duodeno (BOEING et al., 2020). De forma 

interessante, nossos resultados não mostraram um aumento significativo de 

malonaldeído (MDA) induzido pelo irinotecano, possivelmente por estarmos diante de 

uma sub-dose de irinotecano, como discutido anteriormente, mas a administração de 

irinotecano e o inibidor de PI3K delta promoveu o aumento desse parâmetro de 

estresse oxidativo. Sabe-se que o estresse oxidativo é o mecanismo pelo qual células 

inflamatórias fagocitárias atuam com o objetivo de eliminar microorganismos 

(SÔNEGO et al., 2016). De forma consistente, observamos que houve uma 

potencialização do acúmulo de neutrófilos no intestino do grupo de animais injetado 

com a combinação de fármacos. Tal observação pode contar para o aumento de MDA 

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

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

transcrição que suprime processos inflamatórios e estimula a expressão de células T 
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regulatórias, que são importantes na homeostasia do ambiente tumoral. Em um 

trabalho de 2018, também realizado no LAFICA, Fernandes et al. explicou o papel 

regulatório das células Treg na mucosite intestinal induzida por irinotecano, mostrando 

que a mucosite intestinal causou um acúmulo das células Tregs e Th17, evidenciando 

o aumento da expressão de FOXP3 em animais que receberam doses de irinotecano 

e que a depleção de células Treg exacerba o dano intestinal, diarreia, infiltração de 

neutrófilos e mortalidade animal, apesar de apresentar uma redução do número de 

células Th17.  

Na avaliação de expressão de FOXP3 por imunofluorescência e observamos 

um aumento significativo nos camundongos tratados com irinotecano. Entretanto, o 

grupo tratado com a combinação de irinotecano e inibidor de PI3K delta reduziu a 

expressão de FOXP3. É descrito na literatura que a inibição da PI3K regula a 

expressão de FOXP3 através do sequestro ou inativação das proteínas Foxo, Foxo1 

e Foxo3a, que regulam a proliferação, o metabolismo celular e a tolerância ao estresse 

(MERKENSCHLAGER & VON BOEHMER, 2010). Por ser o FOXP3 um fator de 

transcrição crítico no processo de sinalização imunossupressora mediada por 

linfócitos T reguladores, compreende-se que houve a amplificação do processo 

inflamatório intestinal, em parte, pela inibição dessa via anti-inflamatória. 

Coutrè e colaboradores (2015) publicaram numa revisão referente ao manejo 

dos eventos adversos associados ao tratamento com idelalisibe, um inibidor de PI3K 

delta. O Idelalisibe é um fármaco prescrito por via oral para o tratamento de neoplasias 

hematológicas, porém cursando com evidente colite e hepatotoxicidade (COUTRÉ et 

al., 2015). Esses achados nos revelaram a necessidade de analisarmos 

histopatologicamente as amostras de fígado no presente trabalho. Assis-Júnior et al. 

(2017) demonstraram que a administração de irinotecano cursa com dano intestinal e 
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translocação bacteriana para o fígado, causando uma outra toxicidade conhecida 

como esteato-hepatite (MARCOLINO ASSIS-JÚNIOR et al., 2017). No presente 

estudo, a combinação de irinotecano e GSK contribuiu para agravar a lesão hepática 

por, possivelmente, favorecer o processo de translocação bacteriana a partir do 

intestino cujo padrão de lesão evidente. Contudo, essa hipótese de translocação não 

foi testada neste estudo. A identificação de pacientes com os primeiros sinais de 

mucosite grave é altamente desejável, mas não há meios para tratar especificamente 

a doença e o manejo clínico continua sendo sintomático e um desafio devido aos 

mecanismos não completamente conhecidos. Dessa forma, a associação de uma 

terapia alvo como o Idelalisibe e a quimioterapia citotóxica a base de irinotecano, 

certamente, poderia acarretar um intenso processo inflamatório e, por conseguinte, 

maior toxicidade gastrointestinal nos pacientes que venham fazer o uso combinado 

desses medicamentos, a despeito da potencialização dos efeitos antitumorais 

resultante da combinação dos fármacos.  
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6 CONCLUSÃO  

No trabalho, evidenciamos que a associação do Inibidor de PI3K delta com o 

quimioterápico irinotecano exacerba os parâmetros gerais de inflamação na mucosite 

intestinal induzida por irinotecano em paralelo a uma redução da expressão de 

FOXP3, um marcador de células Treg. Esses achados sugerem que o uso combinado 

desses fármacos deve ser visto com cautela no contexto clínico. 
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