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RESUMO

INTRODUCAO: A mucosite oral (MO) radioinduzida é o principal efeito colateral agudo
e 0 mais impactante fator dose limitante da radioterapia (RXT) de pacientes em tratamento
para tumores de cabeca e pescoco. A despeito da importante incidéncia, sua patogénese
ainda ndo esta completamente esclarecida. OBJETIVOS: Avaliar o envolvimento de
citocinas e do 6xido nitrico (NO) na patogénese da MO experimental induzida por RXT,
assim como estudar possiveis agentes protetores. METODOS: A MO foi induzida por
RXT de megavoltagem em hamsters. Os animais foram tratados com inibidor de citocinas
(pentoxifilina-15mg/kg), inibidor da O6xido nitrico sintase induzida (NOSI),
aminoguanidina (AG), nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg), ou salina (0,5ml/kg), uma hora
antes da RXT e diariamente, até o sacrificio, no 13° dia. Em outro grupo experimental, 0s
animais foram tratados com dois fitoterdpicos: Myracrodruon urundeava (Aoreira-do-
sertdo) na forma de gel nas concentracdes de 5, 10 e 20% e Aloe barbadensis Miller (Aloe
vera) na forma de gel nas concentracfes de 25, 50 e 100%, ou receberam gel inerte atraves
de aplicacdo tdpica, uma hora antes da RXT, e duas vezes ao dia, até o sacrificio, no 13°
dia. Para avaliacdo de resultados foram utilizados os seguintes parametros: analises macro
e microscopicas das mucosas jugais, atividade de mieloperoxidase e de NOSIi, dosagens
teciduais de nitrito e de citocinas (TNF-a, IL-1 e IL-10), imunohistoquimica para citocinas
e NOSi, assim como, expressdo de NOSi por western blot. RESULTADOS: Os animais
com MO induzida por RXT apresentaram aumento significativo dos seguintes parametros
inflamatdrios: histopatoldgico, atividade de mieloperoxidase, dosagem de citocinas e de
nitrito e intensa imunoexpressdo de NOSi quando comparado com grupos controles. AG
reduziu de forma significativa e dose-dependente 0s parametros macro e microscopicos
nos animais com MO, bem como a infiltracdo de neutréfilos e a dosagem de nitrito e de
citocinas (TNF-a, IL-1). Reduziu também a atividade da NOSi e imunomarcagdo para
citocinas e NOSi. O tratamento com PTX atenuou significativamente os parametros
inflamatorios (histopatoldgico, atividade de MPO, niveis teciduais de citocinas), e a
imunoexpressdo de NOSi e de citocinas. A Aroeira, a despeito de ter inibido a producédo de
nitrito e de TNF-a tecidual, ndo foi capaz de atenuar os parametros macro € microscopicos
da MO. Por outro lado, o Aloe vera, na concentracdo de 100% inibiu de forma significativa
os parametros inflamatérios (histopatoldgico, atividade de MPO, niveis teciduais das
citocinas TNF-a e IL-1 e dosagem de nitrito)). CONCLUSOES: Os dados permitiram
concluir que: TNF-a ¢ IL-1 via ativacdo de NOSi e consequente producdo de NO parecem
desempenhar um papel importante na patogénese da MO experimental induzida por RXT
de megavoltagem. PTX, AG e Aloe vera (na concentracdo de 100%) foram capazes de
inibir de forma significativa a MO induzida por RXT.

Palavras-chave:Mucosite oral experimental, Radioterapia, Pentoxifilina, Aminoguanidina,
Fitoterapicos, Inflamag&o.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The radiation-induced oral mucisitis (OM) is the most important
acute toxicity and the most impacting dose-limiting factor in head and neck cancer
patients. Despite its major incidence, the pathogenesis is not well known. OBJECTIVES:
Evaluate the role of the cytokines and the nitric oxide (NO) in the pathogenesis of the
experimental radiation-induced oral mucisitis (OM) as well as indicate possible protector
agents. METHODS: The OM was induced with only one fraction of megavoltage
radiation (RT) in hamsters. The animals were treated with: cytokines inhibitors (PTX 15
mg/Kg), nitric oxide synthase inhibitor (NOSi), amineguanidine (AG 10, 30 and 90
mg/Kg) or saline solution (0.5 ml) just one hour before RT and daily until the animals’
sacrifice (13" day). Another group of animals were treated with two different
phytotherapy using: Myracrodruon urundeava (Aroeira-do-sertao) topical gel 5, 10 and
20% or Aloe barbadensis Miller (Aloe vera) topical gel 25, 50 and 100%. The control
group received biologically inert topical gel. The animals were treated just one hour before
RT and twice daily until their sacrifice (13" day). For the evaluation of the results, the
following parameters were used: histopathology analysis of the oral mucosa (macro and
microscopically), MPO and NOSi activity, nitrite and cytokines (TNF-a, IL-1 and IL-10)
tissue levels, cytokines and NOSi immunochemistry as well as NOSi expression by
Western blot. RESULTS: The animals with radiation-induced OM showed increased
inflammatory parameters: on histopathology, myeloperoxidase activity, cytokines and
nitrite levels and intense NOSi immune expression when compared to the control group.
AG significantly reduced in a dose-dependent effect the macro and microscopically
parameters in animals with OM as well as the neutrophil infiltration and nitrite and
cytokines (TNF-a, IL-1) levels. AG also reduced the NOSi activity and the cytokines and
NOSi immune expression. The PTX treatment significantly reduced the inflammatory
parameters (on histopathology, MPO activity, and cytokines tissue levels) and the
cytokines and NOSi immune expression. The Aroeira, despite of inhibiting the nitrite and
tissue TNF-a production, did not reduce the micro and macroscopically parameters of
OM. On the other hand, the Aloe vera 100%, significantly inhibited the inflammatory
parameters (on histopathology, MPO activity, tissue cytokines, TNF-a, IL-1 and nitrite
levels). CONCLUSIONS: The data suggested that TNF-a and IL-1 by NOSi activation
and consequently NO production seem to play an important role in the pathogenesis of the
experimental radiation-induced OM. PTX, AG and Aloe vera 100% were able to
significantly reduce the OM.

Key-words: experimental oral mucositis, radiotherapy, pentoxiline, amineguanidine,
phytotherapy, inflammation
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1. INTRODUCAO

1.1. CANCER

A oncologia € uma das areas da medicina, com maior evolucdo, nas ultimas
décadas, constituindo-se a cura do cancer um dos mais significativos desafios para a
comunidade cientifica.

O cancer e consequéncia de alteracdes moleculares que resultam da quebra da
integridade funcional do ciclo celular. Essas alteraces moleculares conferem a célula,
habilidades capazes de determinar modificagbes em seu comportamento. Tais habilidades
adquiridas resultam em alteracBes na fisiologia celular que, em ultima instancia, sdo
responsaveis pela biologia do cancer (BALMAIN; GRAY e PONDER, 2003;
PARMIGIANI e CAMARGO, 2004).

Na verdade, o cancer é uma doenca genética, e seu inicio e progressdo envolvem
passos nos quais 0 DNA acumula uma série de lesdes, ou seja, s8o necessarias multiplas
alteracdes genéticas para dar origem ao cancer (SHIELDS e HARRIS2000; BALMAIN;
GRAY e PONDER, 2003; SILVA et al., 2005).

Segundo relatorio da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) e
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), o impacto global das neoplasias malignas mais que
dobrou em 30 anos. Em 2008, a IARC/OMS estimou a ocorréncia de 12,4 milhGes de casos
novos e 8.096.676 mortes, representando 13,8% do total de dbitos registrado no mundo.
Esse numero foi superado apenas pelas doencas cardiovasculares (30,4%) e infecciosas
(14,3%) (INCA - 2010). Esse impacto tem gerado influéncia, principalmente nos paises de
médio e baixo desenvolvimento, como o Brasil. A OMS estimou, em 2008, que cerca da
metade dos casos novos e dois tercos dos 6bitos por cancer ocorreu nesses paises (INCA -
2010).

De acordo, com o Instituto Nacional de Cancer (INCA) em 2010, dois em cada
1000 brasileiros desenvolveram alguns dos 11 tipos de cancer mais comuns no pais,
perfazendo um total de 489.270 casos novos diagnosticados (INCA - 2010).

O céncer de cabeca e pescoco envolve varios sitios, sendo que cerca de 40% dos
casos ocorrem na cavidade oral, 25% na laringe, 15% na faringe, 7% nas glandulas
salivares e 13% nos demais locais. Em 2010 foram estimados cerca de 49.260 casos novos
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de céncer de cavidade oral, faringe e laringe no mundo, sendo que, nesse mesmo periodo,
ocorreram, aproximadamente, 11.480 Obitos por tumores de cabeca e pescoco (INCA -
2010).

No Brasil, as estimativas para o0 ano de 2012, também validas para 2013, apontam
para a ocorréncia de 518.510 casos novos de cancer. As neoplasias da cavidade oral
apresentam estimativa de 9.990casos novos em homens e 4.180 casos novos em mulheres,
representando a quarta e a oitava localizagdes de maiores incidéncias,no Nordeste, em
homens e mulheres, respectivamente (INCA - 2012).

Atualmente, as neoplasias malignas sdo responsaveis pela segunda causa de 6bito
da populagdo brasileira, constituindo-se, portanto, em um importante problema de salde
publica, principalmente nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, como o
Brasil (ROCHA e KAGOHARA, 2006, INCA - 2012). Apenas na regido Nordeste as
neoplasias representam a terceira causa de morte, por doenca e, nas demais regides,
seguem-se as doencas cardiovasculares (INCA - 2012).

Diante desse cenério, fica clara a necessidade de continuidade em investimentos no
desenvolvimento de a¢6es para o controle do cancer. A principal estratégia contra o cancer
caminha no conhecimento de suas relagdes causais, caracteristicas bioldgicas e clinicas, no
sentido de estabelecer abordagens populacionais mais eficazes, tanto na preven¢do como
no diagnostico precoce.

A abordagem terapéutica das neoplasias malignas tem evoluido bastante nos
ultimos anos, em decorréncia dos avancos tecnoldgicos e das mudancas introduzidas pela
medicina baseada em evidéncias. A radioterapia continua sendo uma das principais e mais
eficazes modalidades de tratamento do cancer(CARDOSO et al., 2005; LIU e ROBINS,
2006).

As modalidades de tratamento do céancer incluem a utilizacdo da radioterapia,
quimioterapia e cirurgia, associadas a outras formas terapéuticas, no contexto
interdisciplinar (SNELL; MANCINO e EDWARDS, 2006; PEREZ et al., 2009; BALLAS
e SHAH,2011). O emprego da radioterapia e cirurgia tem como objetivo, o controle local
da doenca, ao contrério da quimioterapia, cuja acdo é sisttmica (MANTRAVADI et al.,
1983; WALDRON e O'SULLIVAN, 2006; SNELL; MANCINO e EDWARDS, 2006).
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No contexto de muitas doengas, o cancer deve ser combatido com métodos mais
efetivos e com os menores efeitos colaterais possiveis, visando, principalmente, oferecer
uma melhor qualidade de vida aos pacientes.

Com o avango no conhecimento da fisiopatogénese do cancer, ocorrido nas ultimas
décadas, e o emprego de ferramentas importantes no diagnostico e tratamento das
neoplasias, novas modalidades terapéuticas estdo sendo incorporadas ao arsenal terapéutico
contra o cancer. Cada vez mais, o tratamento dessa doenca esta sendo realizado de forma
direcionada e especifica, certamente com base na melhor compreensao da biologia e da

historia natural das neoplasias malignas (LIU e ROBINS, 2006).

1.2. RADIOTERAPIA COMO MODALIDADE TERAPEUTICA

A radioterapia ¢ uma modalidade efetiva de tratamento que utiliza radiacGes
ionizantes, ou seja, € um método capaz de destruir células tumorais, empregando feixes de
radiacdes ionizantes, representando, portanto, uma das principais op¢oes de tratamento do
cancer (NOVAES, 1998; MARTELLA et al., 2006; WALDRON e O"SULLIVAN, 2006;
BALLAS e SHAH, 2011).

Os tipos de radiacGes ionizantes mais utilizados na clinica médica sdo as radiacdes
eletromagnéticas, como o raio-X, raio gama e as radiacdes de particulas ou corpusculares,
como os elétrons, as particulas beta, alfa, os néutrons e prétons (PEREZ; BRADY e ROTI,
1997; BALLAS e SHAH, 2011).

A radioterapia pode ser dividida em duas modalidades: radioterapia externa ou
teleterapia e a radioterapia interna ou braquiterapia (Figura 1). Quando as radiagdes
ionizantes sdo depositadas nos tecidos, a partir de uma fonte produtora distante do
paciente, é chamada de radioterapia externa; quando esta em contato direto ou muito
proximo do tumor, € chamada de braquiterapia (AISEN; CARVALHO e HADDAD,
1999;HADDAD; AISEN e CARVALHO, 1999; SALVAIJOLI e SILVA,2003;
WALDRON e O'SULLIVAN, 2006).

As radiagOes ionizantes agem sobre o DNA nuclear, levando a célula a morte ou a
perda da sua capacidade reprodutiva. Como o contetido do DNA duplica durante a mitose,
celulas com alto grau de atividade mitotica sdo mais radiossensiveis do que aquelas com
baixa taxa de mitose (NOVAES, 1998; SALVAJOLI; SOUHAMI e FARIA,1999).
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Quando aplicada aos tecidos, a radiacdo interage de duas maneiras distintas: a
primeira chamada direta, atingindo os componentes celulares como DNA, proteinas e
lipideos, provocando alteracdes estruturais e constituindo cerca de 30% do efeito
biologico. Na agdo direta, a molécula de DNA é clivada, o que interfere no processo de
duplicacdo. A segunda chamada indireta, produzindo radicais livres a partir da agua
intracelular e respondendo por 70% dos danos, em virtude de a &gua ocupar parcela
substancial da composicdo celular (LEHNERT, 1999; HALL, 2000; SEGRETO e
SEGRETO, 2000; FANTONE e WARD, 2002) (Figural).

Desde a descoberta dos raios-X e da radioatividade natural, o emprego das
radiagdes como modalidade de tratamento passou por profundas modificacdes. O
empirismo inicial deu lugar ao desenvolvimento de técnicas cada vez mais precisas de
administracdo da dose, através de equipamentos emissores de radiacdo de maior energia
(megavoltagem). Posteriormente, ocorreram notdveis avangos no conhecimento da
radiobiologia, produziram-se novos isOtopos radioativos e incorporaram-se 0S
conhecimentos e recursos da informatica e da robdtica aos tratamentos, evitando a
exposicdo desnecessaria a radiacdo dos tecidos normais consequente diminuicdo dos
efeitos colaterais (PEREZ, 1999; BALLAS e SHAH, 2011; ALMEIDA; HADDAD e
FERRIGNO, 2011).

O desenvolvimento tecnologico tem possibilitado que técnicas mais precisas e
sofisticadas de administracdo da radiacdo ionizante sejam progressivamente incorporadas a
pratica clinica, melhorando resultados terapéuticos e proporcionando seguranca,
humanizagdo e qualidade a assisténcia, assim como diminuicdo da intensidade dos efeitos
colaterais (ALMEIDA; HADDAD e FERRIGNO, 2011).

Dentre as diferentes formas de tratar o cancer, a radioterapia constitui uma
modalidade terapéutica local e/ou regional, sendo indicada, de forma exclusiva, ou
associada, a cirurgia e/ou quimioterapia. Nesse sentido, ela pode ser utilizada pré-, per- ou
poOs-operatdria, assim como antes, durante ou ap6és a quimioterapia (ROTMAN; AZIZ e
WASSERMAN; 1997; BRIZEL, 2004; LEE e PHILLIPS, 2004).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), dois tercos dos
pacientes com cancer utilizam radioterapia em alguma fase do tratamento da doenca, seja

de maneira isolada ou associada a outras formas de terapia oncoldgica (INCA -2010).
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Segundo relatos de Bhadrasain e Codon (2005), cerca de 50 a 60% dos pacientes com
diagndstico de neoplasia maligna vao necessitar de radioterapia em alguma fase do seu
tratamento.

A radioterapia pode ser realizada em esquemas de curta duracdo até protocolos
extremamente protraidos, durante varias semanas (THAMES et al., 1987; HORIOT et al.,
1992; SEGRETO e SEGRETO, 2011). A justificativa das aplicagdes, em pequenas fracdes
diarias, tem sua fundamentacdo nos 5Rs da radiobiologia: reoxigenacdo, redistribuicéo,
recrutamento, repopulacdo e regeneracdo (LEHNERT, 1999; SEGRETO e SEGRETO,
2011). A maioria dos pacientes submetidos a radioterapia recebe uma dose total de 50 - 70
Gy como dose curativa. Essas doses sdo fracionadas em um periodo de 5-7 semanas, uma
vez ao dia, 5 dias por semana, com dose didria de 1.8 a 2 Gy. Como terapéutica, as doses
mais comumente utilizadas sdo 45 - 50 Gy neoadjuvante ou adjuvante, e 60 a 70 Gy nos
tratamentos exclusivos (TSUJLI, 1985; LEE e PHILLIPS,2004).

A radioterapia é uma modalidade de tratamento amplamente empregada
notratamento dos tumores de cabeca e pescoco, sendo, hoje, um recurso bem estabelecido
para a terapéutica desses tumores (NOVAES 1998, SALVAJOLI e SILVA, 2003;
EMIDIO; MAEDA e CALDO-TEIXEIRA, 2010). Essa modalidade pode ser utilizada na
forma exclusiva, adjuvante a cirurgia, ou paliativa em tumores localmente avangados ou
metastaticos.

Com os avancos da informética e dos exames de imagem, o tratamento, tanto com a
teleterapia, quanto com a braquiterapia, ganhou mais precisdo e seguranca. Atualmente,
com os dados obtidos por tomografia computadorizada ou ressonancia nuclear magnética,
pode-se identificar o tumor com mais precisdo e tratd-lo com exatiddo. Tem-se como
evidéncia o surgimento de técnicas avancadas, como a radioterapia conformada (RT 3D), a
radioterapia com modulacdo do feixe (IMRT) e a radioterapia guiada por imagem (IGRT)
(HAZUKA et al., 1993;LEE et al., 2002; ARRUDA et al., 2006; ALMEIDA; HADDAD e
FERRIGNO, 2011; SHER et al., 2011).
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FIGURA 1 - A. Maquina de Teleterapia. B. Maquina de Braquiterapia. C. Diagrama simplificado do

mecanismo de ac¢do da radioterapia sobre o DNA das células. Acdo direta e Agdo indiretasobre 0 DNA
(H: lon de hidrogénio — radical livre) (Modificado de MARTELLA et al., 2006; Varian, 2008).
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Apesar de todos os avangos tecnoldgicos na radioterapia e um conhecimento
substancial da ac&o da radiagdo sobre os tecidos, os efeitos colaterais permanecem ainda
como um grande desafio para os profissionais envolvidos no manejo dos pacientes
irradiados (WILLERS e HELD, 2006).

Os efeitos colaterais da radioterapia sdo decorrentes de alteragfes na estrutura e no
funcionamento dos tecidos ou 6rgéos, e podem ser classificados em agudos, subagudos ou
tardios. Existem varios fatores que estdo relacionados com a maior ou menor incidéncia
desses efeitos colaterais, como dose diaria (fracionamento diario) e total de irradiacédo
(quanto maior a dose diéria ou total, maior a incidéncia de complica¢Ges); campos de
irradiacdo (quanto maior o campo, maior o0 risco de complicacGes); idade do paciente
(criancas e idosos sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento de efeitos colaterais);
tratamento combinado, ou seja, utilizacdo de quimioterapia concomitante ou seqtiencial a
radioterapia, assim como as condic¢Bes clinicas do paciente (PARSONS et al., 1984;
ARCHIBALD et al., 1986; COSSET, 1999; STOKMAN et al., 2003; ALBUQUERQUE e
CAMARG, 2007; KUMAR; SEQUEIRA e SHENOY,2008; ANTUNES, 2011).

As reacdes agudas ocorrem durante o curso do tratamento e, em geral, sdo
reversiveis, apresentando alivio com o uso de medicagao sintomética e, em casos extremos,
com a suspensdo do tratamento. Essas reagcbes acometem geralmente tecidos que tém alta
taxa de renovagéo celular, como as mucosas oral e do trato gastrointestinal.

Complicagdes como mucosite (TROTTI et al., 2003;SONIS, 2009; SONIS, 2011);
xerostomia (DIB e CURI, 1999; HENSON et al., 2001), alteracdo do paladar (VISSINK et
al., 2003; CACCELLI e RAPOPORT, 2008); trismo (O"'SULLIVAN, 2003; DIJKSTRA;
KALK e ROODENBURG, 2004; TEGUH et al., 2008), céries e doenca periodontal
(KARMIOL e WALSH, 1975; EPSTEIN et al.,, 1998; DIB et al., 2000); assim como
osteorradionecrose (JERECCZEK, 2002; MENDENHALL, 2004), continuam sendo
efeitos adversos importantes nos pacientes submetidos a radioterapia, associada ou nao a
quimioterapia, e acarretam impacto importante na qualidade de vida desses pacientes.

Levando em consideracdo todos esses aspectos, o tratamento ideal é aquele que

maximiza a cura e minimiza os efeitos colaterais.
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1.3. MUCOSITE ORAL

Dentre as reacdes adversas observadas na cavidade oral, a mucosite € uma das
toxicidades mais freqlientes e limitantes em pacientes tratados com radioterapia, tanto com
0 uso de aceleradores lineares como de cobaltos (PLEOVA, 1999; PINTO e LEITE, 1999;
SONIS, 2005; ROCHA e KAGOHARA, 2006; YEOH et al., 2006; FERREIRA;
DIENSTMANN e RODRIGUES,2006; SONIS, 2011; KEE e FOOTE, 2011).0 termo
mucosite oral surgiu em 1980, para descrever uma lesdo que ocorre na superficie da
mucosa oral, causada pela quimioterapia e/ou radioterapia, representando uma entidade
distinta das lesGes orais denominadas, genericamente, de estomatite (GONDIM; GOMES e
FIRMINO, 2010).

A mucosite oral consiste na resposta inflamatdria da mucosa a acdo de farmacos ou
radioterapia, sendo definida como uma inflamagdo ou irritagdo da mucosa que,
clinicamente, se manifesta por eritema, descamacdo, ulceragdo, com ou sem exsudatos
(SONIS e FEY, 2002b; LALLA; SONIS e PETERSON, 2008; LOGAN et al., 2007).

Caracteriza-se a mucosite oral, como um efeito colateral agudo, de maior
frequéncia, e um importante fator dose-limitante para a radioterapia da regido de cabeca e
pescoco, sendo ainda inevitavel, além de grave e persistente (ARCHIBALDet al. 1986;
BERGER e KILROY, 1997; LOGAN et al., 2007).

O quadro algico normalmente ocasionado pela mucosite leva o paciente a limitar a
comunicacdo, suas atividades e ingesta alimentar, podendo resultar em estado de
desnutricdo, desidratacdo, anorexia e predisposicdo a infecgdes oportunistas ou até o
Obito(SCULLY; EPSTEIN e SONIS, 2003;SCULLY; EPSTEIN e SONIS, 2004)(Figura
2).

O mecanismo pelo qual ocorre a mucosite baseia-se no fato de que a mucosa oral
apresenta um alto turnover celular, ou seja, uma alta atividade mitotica. A radioterapia age
primariamente nas células de alta atividade mitética, de forma que a mucosa é
intensamente afetada, perdendo a capacidade de superar o processo normal de esfoliacao.
Tais fatos, associados & inflamacdo e ao edema decorrente da acdo da radioterapia,
determinam o aparecimento de um quadro evolutivo caracterizado por esbranquicamento

da mucosa, eritema, pseudomembranas, Ulceras e abscesso, caracterizando a mucosite nos
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seus diversos estagios (Figura 3) (DIB e CURI, 1999; SONIS et al., 2004a; SONIS,
2004b).
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FIGURA 2 - Representacao esquematica da evolugdo da mucosite oral (Adaptado de Keefe, MD
et al. Cancer 109(5), 830: 2007).

Na maioria das vezes, quanto mais acentuada a mucosite, hd a necessidade de
interrupcdo da radioterapia, podendo comprometer tanto a qualidade de vida dos pacientes,
elevar o custo do tratamento, bem como influenciar, negativamente, no controle local e
sobrevida dos pacientes tratados (SONIS 1997; SONIS 1998a; BRADY e ROTI, 1997;
HENKE et al., 2011). Esse tipo de mucosite torna-se mais freqliente e intenso, quando a
quimioterapia estd associada a radioterapia. A mielossupresdo associada as drogas e a
prépria doenca oncologica contribuem para o aparecimento da mucosite, tornando o
epitélio mais suscetivel a ulceragdo, infeccdo, necrose e sangramento (RUBENSTEIN et
al., 2004; BRIZEL, 2008).

A ocorréncia de mucosite oral, durante o curso do tratamento antineoplasico, pode

ser decorrente de diversos fatores; sua intensidade e duragdo variam, individualmente,
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iniciando-se por volta da segunda semana de radioterapia, ou ap0s doses superiores a 20
Gy. Doses de radiacdo em torno de 50 a 70 Gy sé@o consideradas de alto risco para o
desenvolvimento de mucosite oral importante (STOKMAN et al., 2003; SONIS, ELTING
e KEEFE, 2004c; KUMAR; SEQUEIRA e SHENOQY, 2008; SONIS, 2011).
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FIGURA 3 - Mucosite oral grau 3 induzida por radioterapia e/ou quimioterapia (Hospital
Haroldo Juagaba — 2010).

De acordo com Trotti et al. (2003) cerca de 97% dos pacientes com cancer de
cabeca e pescoco submetidos & radioterapia convencional (uma dose/dia), 100% dos
pacientes submetidos a radioterapia com fracionamento alterado (duas ou mais doses/dia -
hiperfracionamento), e 89% dos pacientes recebendo quimioterapia de altas doses
desenvolverdo mucosite oral.

Estima-se que em torno de 60% dos pacientes submetidos a radioterapia, e mais de
90% dos pacientes recebendo modalidade experimental combinada (radioterapia e
quimioterapia), desenvolverdo mucosite oral grave (MERLANO et al., 1991; BROWMAN
et al, 1994), enquanto, aproximadamente, 15% dos pacientes recebendo
radioterapia,requerem hospitalizagcdo para controle da dor e suporte nutricional, como
resultado da mucosite oral grave (PETER et al., 1992).

Segundo Trotti et al. (2003) e Kelner et al. (2007), cerca de 90% a 97% dos
pacientes que recebem radioterapia, concomitante ou ndo a quimioterapia, experimentam a
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ocorréncia de mucosite oral. Desses, 34% a 43% apresentam caracteristicas de mucosite
grave (graus Il e IV).

A complexidade da mucosite oral tem sido melhor reconhecida e entendida
atualmente, através dos conhecimentos da biologia molecular e da epidemiologia dessa
toxicidade. Historicamente, a mucosite oral sempre foi vista como um evento mediado pelo
epitélio e causado por efeitos toxicos na divisdo celular desse tecido. Atualmente, entende-
se que a mucosite oral ndo é um processo tdo simples como sempre se acreditou e muito
menos esta limitado ao epitélio. Sonis e colaboradores referem que, ao microscépico
eletronico, foram observadas evidéncias morfolégicas como danos no endotélio e no tecido
conjuntivo, antes de serem observados danos epiteliais na mucosa oral irradiada, sugerindo
que a agressdo aos tecidos mais profundos ocorre, precocemente, no desenvolvimento da
mucosite oral (SONISet al., 2004b; SONIS, ELTING e KEEFE, 2004c).

Segundo Sonis et al. (2004), a mucosite induzida por radioterapia ou quimioterapia
é resultado de uma seqliéncia de eventos bioldgicos interligados, caracterizados em cinco
etapas: iniciacdo, geracdo de mensageiros intracelulares (resposta primaria ao dano),
sinalizacdo e amplificacdo, ulceracdo com inflamacao e, finalmente, cicatrizacao.

A figura 4 resume os mecanismos e mediadores envolvidos na patogénese da
mucosite oral. A manifestacdo de todos os estagios ndo ocorre, obrigatoriamente, em
100%dos pacientes. H& sim, uma mucosite branda, com poucos danos a mucosa. Rapida
recuperacdo e proliferacdo epitelial evitam a ocorréncia da fase ulcerativa, que € a mais
sintomatica (SONIS et al., 1998a, SONIS e FEY, 2002b).

A fase de iniciacdo ocorre logo ap6s a exposicdo a radiacdo ou quimioterapia. A
les@o celular direta das células epiteliais basais ocorre, simultaneamente, com a geracdo de
estresse oxidativo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio (SONIS, 2004a). Verifica-
se, adicionalmente, dano ao DNA que leva a morte celular do epitélio basal e de células da
submucosa.

Através da ativacdo de varias vias de sinalizacdo, é deflagrado um processo
bioldgico que resulta na lesdo da mucosa. A resposta primaria ao dano, observada nas
células e tecidos da submucosa, é caracterizada pelo aumento na expressdo de genes de
resposta precoce, c-jun, c-fos e Erg I, e pela ativacdo de fatores de transcricdo, como o
fator nuclear-«B (NF-kB) (SCULLY; SONIS e D1Z,2006).
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O NF-kB regula a expresséo de, aproximadamente, 200 genes, muitos dos quais
possuem papel na patogénese da mucosite (SONIS, 2002a). Por exemplo, 0 NF-xB regula
importantes citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a, IL-1p e IL-6, que sdo de grande
relevancia para o desenvolvimento da lesdo e cujo aumento se correlaciona com a
toxicidade da radioterapia e quimioterapia.

A participagdo do NF-kB, na patogénese da mucosite oral, foi corroborada por
trabalhos da Universidade Federal do Ceara - Departamento de Farmacologia, 0s quais
mostraram que a pentoxifilina e a talidomida, envolvidas na inibicdo da sintese de TNF-a,
reduzem, significativamente, a lesdo da mucosa oral induzida por 5-Fluorouracil, ou
radioterapia em hamsters (LIMA et al., 2005; MOURA, 2006).

De forma inédita, também foi demonstrado, recentemente, que o Oxido nitrico
liberado, seqliencialmente, apos ativacdo de TNF-a, ¢ um mediador com agdes deletérias
na mucosa (LEITAO et al., 2006). Através desse estudo, foi demonstrado, também, que a
modulacdo negativa da 6xido nitrico sintase induzida, enzima responsavel pela ativacdo do
oxido nitrico em condicGes inflamatorias, atenua, significamente, as lesdes teciduais, por
reduzir o infiltrado de células inflamatérias, o edema, a hemorragia e as formacdes
ulcerosas e de abscessos.

Em paralelo a ativacdo do NF-«xB, enzimas como a esfingomielinase ¢ a ceramida
sintetase, que catalizam a sintese de ceramida, s&o ativadas, diretamente, pela radioterapia
e/ou quimioterapia, ou, indiretamente, pelas espécies reativas de oxigénio e TNF-a.

A via da ceramida induz apoptose, tanto em células submucosas, como epiteliais
(MADDENS et al., 2002). Adicionalmente, a destruicdo da fibronectina ocorre, ainda,
nessa fase da mucosite, resultando na ativacdo de macrofagos e subsequiente lesdo tecidual,
mediada pelas metaloproteinases e producdo adicional de TNF-a.

A fase de amplificacdo de sinal é decorrente de eventos observados nas duas
primeiras. A liberacdo de mediadores inflamatérios, em resposta a quimioterapia ou
radioterapia, resulta, por conseguinte, em uma série de retroalimentagcdes positivas,
amplificando e prolongando a agressdo ao tecido, através de seus efeitos sobre os fatores
de transcricao e as vias da ceramida e caspases, resultando em apoptose e liberacdo de mais
mediadores inflamatdrios, como as citocinas pré-inflamatorias TNF-a, 1L-1 e IL-6.

A fase seguinte, denominada ulcerativa, € a mais sintomatica, clinicamente, e,

usualmente, ocorre durante o periodo de grave neutropenia do paciente. As ulceracdes
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geralmente sdo profundas, amplas e acompanhadas de dor. A lesdo e morte das células
basais epiteliais resultam em mudancas atréficas que culminam na real deterioracdo e
quebra da integridade da barreira da mucosa.

Nessa fase, € comum a ocorréncia de infeccdo secundaria, visto que a uUlcera serve
de foco para a colonizacdo de microorganismos. Os produtos da parede celular de bactérias
penetram na submucosa, estimulando a liberacdo de mais citocinas pré-inflamatdrias, o
que resulta em inflamac&o, dor, possiveis infeccdes secundarias ou influxo sistémico de
microorganismos e toxinas, cuja, associacao a neutropenia, induzida pela quimioterapia ou
radioterapia, aumenta o risco de bacteremia e septicemia (ELTING et al., 1992; SONIS et
al., 2004a).

A fase de cicatrizacdo é biologicamente dinamica, com sinalizacdo da matriz
submucosa extracelular, estimulando a migracdo, diferenciacdo e proliferacdo do epitélio.
Além disso, observa-se o retorno da flora microbiana normal e a recuperacao do nimero de
leucocitos (SONIS et al., 2004a). Essa fase é caracterizada pelo restabelecimento do
aspecto aparentemente normal da mucosa.

De todas as fases da mucosite, a fase de cicatrizacdo é a menos compreendida.
Especula-se que a enzima COX-2, por estar presente em fibroblastos e no endotélio
vascular, possua papel sobre a reconstrucdo da arquitetura da submucosa, por favorecer a
angiogénese, um evento observado durante a fase ulcerativa (SONIS et al., 2004d).

Embora a aparéncia, nessa etapa, seja de uma mucosa completamente restaurada,
persiste, de fato, algumas alteracbes, mesmo que em menor intensidade, como a
angiogénese. Esse fato torna os pacientes agora sob maior risco de novos episddios de
mucosite, em tratamentos subsequentes.

A etiopatogénese da mucosite oral permanece, ainda, pouco compreendida. Sabe-
se, no entanto, que existem os fatores inerentes ao tratamento, como também aos pacientes,
além de estudos de microbiologia e modificadores da resposta bioldgica da mucosa oral
irradiada que influenciam o surgimento e evolugdo da mucosite oral radioinduzida ou
quimioinduzida (SONIS, 2004a; SONIS et al., 2004b). Contudo, ndo se pode afirmar, de
forma conclusiva, que ja se sabe a natureza dos fatores implicados com o desenvolvimento
da mucosite induzida por radioterapia, pois se trata de um processo bioldgico complexo,

embora bastante explorado, cientificamente, quanto a sua etiopatogénese etiopatogénese
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(SONIS 1998a; SONIS; EDWARDS e LUCEY, 1999; SONIS, 2000; SONIS e FEY,
2002b; SONIS 2004a).

Nesse contexto, existem fatores ou efeitos colaterais que véo piorar a evolucéo da
mucosite, como a Xxerostomia, alteracdo do paladar, disfagia, odinofagia, infeccbes
oportunistas, como a candidiase e as mas condicfes da higiene da cavidade oral, os quais
estdo quase sempre presentes nos pacientes com cancer de cabeca e pescogo (SCULLY;
EPSTEIN e SONIS, 2003).

Fatores relacionados a radioterapia, como o tipo de irradiacdo, volume de tecido
irradiado, dose e a duracdo do tratamento, assim como esquemas de fracionamentos
alterados (hiperfracionamento ou fracionamento acelerado), estdo relacionados com a
intensidade ou grau da mucosite, ou seja, constituem os principais fatores que afetam o
desenvolvimento e a gravidade da mucosite por radiacdo (ARCHIBALD et al., 1986;
PARSONSet al., 1994; FU et al., 2000).
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FIGURA 4 - Fases de desenvolvimento da mucosite (A: fase de iniciacao, resposta primaria ao dano e
amplificacdo do sinal; B: fase ulcerativa; C: fase de cicatrizacao). Adaptado de Sonis (2004), Keefe et al
(2007) e Leitdo et al (2007). RT: Radioterapia; CT: Quimioterapia; ERO: Espécies reativas de oxigénio;
NF«B: Fator nuclear kappa B; TNF-a: Fator de necrose tumoral a; IL: Interleucinas; NO: Oxido nitrico;

COX 2: Cicloxigenases; PMN: Polimorfonucleares; MEC: Meio extracelular; MMP: Metaloproteinases.
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1.4. CLASSIFICACAO E MANEJO DA MUCOSITE ORAL

Existem varias classificacbes para graduar a intensidade de mucosite oral, no
sentido de avaliar tanto a incidéncia, quando auxiliar na escolha do tratamento mais
adequado, ou seja, para que ocorra uma adequada intervencéo terapéutica. E fundamental,
também, que exista uma correta avaliagdo do grau de comprometimento da mucosa
(KEEFE; SCHUBERT e ELTING, 2007; SONIS, 2011).

As escalas de classificacdo da mucosite oral foram criadas a partir da necessidade
de se avaliar a gravidade da lesdo da mucosa resultante de terapéuticas com radioterapia e
quimioterapia isoladas ou associadas, em pacientes com cancer (Quadro 1). Nessas escalas
de avaliacdo sdo levados, em consideracdo, fatores como 0s aspectos clinicos da mucosa
oral, graduacéo de dor e preservacdo de funcdes como a degluticéo e a capacidade de falar.
Dentro dessas escalas, as mais apropriadas para conduzir o tratamento clinico
foramdesenvolvidas pela OMS, Instituto Nacional de Cancer (NCI) e Grupo Oncolégico de
Radioterapia (RTOG).

As orientacdes atualmente preconizadas para a prevencdo e o0 tratamento da
mucosite oral sdo encontradas em consensos publicados (KEEFE; SCHUBERT e
ELTING, 2007; PETERSON; BENSADOUN e ROILA, 2009; WORTHINGTON et al.,
2011;CLARKSON;WORTHINGTON; CLARKSON e EDEN, 2006). No entanto, um
protocolo padronizado, relacionando tratamento e medidas preventivas, faz-se ainda
necessario, visto que muitos regimes terapéuticos ndo possuem sua eficacia claramente
estabelecida (SONIS, 2011). Nao existe um consenso sobre a melhor abordagem
terapéutica para a mucosite oral. Os tratamentos sdo diversificados e buscam atenuar a
sintomatologia dolorosa das lesées ou mesmo preveni-las (ANTUNES, 2011).

Vaérios estudos sdo descritos, na literatura, com foco na prevencdo, ou mesmo
diminuicdo de eventos adversos da radioterapia; entretanto, até o presente momento, 0
tratamento da mucosite oral é considerado paliativo e de efetividade limitada, tido como
suporte, até pelo fato de se restringir as complicacdes, como as infec¢des, e no alivio do
quadro de dor e desconforto dos pacientes (KEEFE; SCHUBERT e ELTING, 2007). Essa
é, ainda, uma complicacdo inevitavel para pacientes irradiados na regido da cabeca e

pescoco, muito embora medidas de protecdo da mucosa venham sendo propostas, com o
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objetivo de evitar ou reduzir a intensidade dessas lesbes (WORTHINGTON; CLARKSON
e EDEN, 2006; WORTHINGTON et al., 2011).

QUADRO 1 - Escores associados a mucosite oral. Fonte: Graus para mucosite
definidos pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS), Radiation Therapy Oncology Group
(RTOG) e National Cancer Institute - Common Toxicity Criteria for Adverse Events v3.0

(NCI-CTC).

Escore para Lesao

Mucosite Oral

‘ Mucosite Oral por Radiagdo

OMS

| NCI-CTC

RTOG
Grau0 Sem achados Sem achados Sem achados
(Nenhum) objetivos objetivos objetivos
< Irritacdo, possivel
Descamacéo
Graul . « ) quadro de dor leve
associada ou ndo Eritema da Mucosa «
(Leve) . que ndo requer
com eritema e dor .
analgesia
Com manchas, Mucosite com
Ulceracbes com ou reacoes manchas que podem
Grau 2 sem eritema. pseudomembranosas | produzir um exsudato
(Moderado) Capacidade de (manchas de maiores inflamatorio; dor
ingestdo de sélidos | dimensbes > 1,5cm, | moderada que requer
ndo contiguas) analgesia
N Reacdo
Ulceragcfes com ou
) Pseudomembranosa .
sem eritema g Mucosite confluente
Grau 3 . (manchas contiguas o )
extenso. Capacidade \ . fibrinosa; dor grave
(Grave) . ~ as de maiores "
de ingestdo de . N que requer narcotico
L dimensbes > 1,5¢cm,
liquidos somente x .
ndo contiguas)
Ulceracéo,
alimentacdo nao é Ulceras ou
ossivel. Liquidos sangramentos - L
Grau 4 P . gramento: Ulceras hemorréagicas
(Risco 4 Vida) apenas na forma de ocasionais, ndo oU necroticas
suspenséo para causados por traumas
medicacdo. Nutricdo | menores ou abrasdes
parenteral requerida
Grau 5 i Morte devido i
(Morte) a Toxicidade

Em uma meta-analise, envolvendo 15 trabalhos que avaliaram e testaram diferentes

formas de tratamento, ndo foram encontradas evidéncias definitivas que recomendem uma

pratica clinica de prevencdo ou tratamento para a mucosite oral (SCULLY; EPSTEIN e
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SONIS, 2004).Néo obstante, diversos trabalhos na literatura tém discutido varios
protocolos da boa pratica clinica, quanto ao tratamento e prevencdo da mucosite oral
(PETERSON; BENSADOUN e ROILA, 2009; KEEFE; SCHUBERT e ELTING, 2007;
McGUIRE et al., 2006; BRENNAN et al., 2006).

Uma meta-analise da Cochrane Library utilizou 131 estudos clinicos, envolvendo
10.514 pacientes, para avaliar a efetividade de agentes profilaticos na mucosite oral
(WORTHINGTON al., 2011); outros 32 estudos clinicos foram utilizados, envolvendo
1505 pacientes, para avaliar a efetividade de agentes no tratamento da mucosite
oral( WORTHINGTON; CLARKSON e EDEN, 2006).Alguns dos trabalhos demonstraram
evidéncias de beneficio, em prevenir, tratar, ou mesmo diminuir a gravidade da mucosite.
Dessas potenciais intervencdes, destacaram-se: uso de aloe vera, amisfotina, antibidticos
topicos, benzidamina, fator estimulador de col6nia de granuldcitos e mondcitos, glutamina
intravenosa, crioterapia, laserenzimas hidroliticas.

Um estudo experimental com ratos, assim como estudos clinicos com pacientes
submetidos a radioterapia e quimioterapia, e tratados com palifermin (fator de crescimento
de keratindcito humano recombinante) tem demonstrado reducdo da mucosite induzida por
radioterapia e quimioterapia (WOLFGANG DORR et al., 2006; HENKE et al., 2011; LE
etal., 2011).

A terapia com laser em baixa intensidade tem sido investigada em recentes estudos
para prevenir e tratar a mucosite oral, pois se presume que essa modalidade tem efeitos
analgésico, antiinflamatorio e cicatrizante, além de ndo apresentar efeitos toxicos
(GENOT-KLASTERSKY et al., 2008; FRANCA et al., 2009; BJORDAL et al., 2011,
LINO etal., 2011).

Alguns estudos clinicos com laser de baixa intensidade mostram resultados
positivos na reducdo da gravidade da mucosite oral e da dor, principalmente em ensaios
randomizados que envolvem pacientes com doengas hematoldgicas que necessitam de
transplante de medula 6ssea. A Multinational Association of Supportive Care in Cancer
(MASCC) sugere a utilizacdo de laser nesses pacientes, mas ndo faz nenhuma
recomendacdo especifica sobre a utilizagdo do laser para mucosite radioinduzida em
pacientes com cancer em cabeca e pesco¢o (ROSENTHAL e TROTTI, 2009).

Recentemente, com o desenvolvimento dos modificadores de resposta bioldgica e

dos agentes bioldgico-moleculares, tidos como alvos especificos, na oncologia clinica, e
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em funcdo dos avancos tecnoldgicos, na radioterapia, grande tem sido a contribuicéo para a
diminuicdo dos efeitos colaterais e das toxicidades, aumentando a efetividade do
tratamento e melhorando a qualidade de vida do paciente oncolégico (FERREIRA;
DIENSTMANN e RODRIGUES, 2006). A abordagem preventiva e o tratamento das
complicagdes da cavidade oral, decorrentes das terapéuticas antineoplésicas, séo
importantes para melhorar a qualidade de vida, diminuir as morbidades e reduzir 0s custos
dos tratamentos, assim como influenciar no controle local e na sobrevida dos pacientes
(EPSTEIN et al., 2004).

1.5. MEDIADORES ENVOLVIDOS NA MUCOSITE ORAL

A mucosite induzida por radioterapia é resultante de danos as células epiteliais e
endoteliais, com uma subsequente inducdo local da resposta inflamatoria, podendo
apresentar ou nao repercussoes sistémicas.

Essa mucosite deve ser entendida como um efeito adverso agudo, evidenciado,
clinicamente, por uma sintomatologia e etiopatogénese de complexidade elevadas.
Caracteriza-se 0 processo como inflamatério, em que diversos mediadores estdo
envolvidos de forma direta ou indiretamente (SONIS et al., 2004a; SONIS, 2011).

A inflamacdo é uma resposta dos tecidos as lesdes, envolvendo a ativacdo de
enzimas, extravasamento de fluidos, migracdo de células, liberacdo de mediadores,
destruicdo e reparo dos tecidos, ou seja, € uma reacdo de um tecido e de sua
microcirculacdo a uma lesdo patogénica. Sua caracterizacdo se da pela producdo de
mediadores inflamatérios e movimentagcdo de liquidos e leucécitos do sangue para 0s
tecidos extravasculares. Historicamente, ela tem sido denominada aguda ou crdnica,
dependendo da persisténcia da lesdo, sintomas clinicos e natureza da resposta inflamatoria
(FANTONE e WARD, 2002).

A inflamacdo aguda caracteriza-se como uma resposta rapida a um agente nocivo,
sendo responsavel pela migracdo de mediadores da defesa do hospedeiro, como leucdcitos
e proteinas plasmaticas ao local da lesdo. Sdo trés os componentes principais apresentados:
alteracOes vasculares, que levam a um aumento do fluxo sanglineo; alteracdes estruturais

na microcirculacdo, que permitem que proteinas plasmaticas e leucocitos deixem a
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circulacdo; e a emigracdo dos leucdcitos da microcirculacéo, para eliminar o agente nocivo
(ROBBINS e COTRAN, 2005).

Dentre o0s véarios mediadores inflamatdrios liberados, destacam-se as
prostaglandinas, citocinas (interleucinas (IL-) e fator de necrose tumoral (TNF-a) e o 6xido
nitrico, os quais desempenham importantes papeis na mucosite induzida por radioterapia
ou quimioterapia (LIMA et al 2005; MOURA, 2006; LEITAO et al., 2006; MELO et al.,
2007).

Os mediadores se originam de proteinas plasmaticas ou de células. Os mediadores
derivados do plasma estdo presentes no plasma, na forma de precursores, 0s quais devem
ser ativados, via de regra, por meio de uma série de clivagens proteoliticas, para adquirir
suas propriedades bioldgicas. Os mediadores derivados de células estdo normalmente
armazenados em granulos intracelulares que precisam ser secretados, ou sdo sintetizados,
de novo, em resposta a um estimulo, como as prostaglandinas e citocinas (PALMEIRO,
2005).

As citocinas e o oxido nitrico, por possuirem um papel de grande relevancia na
regulacdo do processo inflamatorio, tém se mostrado como fortes candidatos a serem
agentes enddgenos liberados em resposta aos agentes quimioterapicos e a radioterapia
(WILLIAMS, 2001; SONIS et al., 2002a; LIMA et al., 2005; DE KONING et al., 2006;
LEITAO et al., 2006; MOURA, 2006). Sabe-se que esses mediadores estio envolvidos na
patogenia da mucosite oral (Figura 5). Agentes ou farmacos que possam causar deplecdo
ou inibicdo desses mediadores podem atenuar ou inibir a mucosite em modelos animais e
humanos (SONIS, 2000a; EPSTEIN, 2001; SONIS et al., 2002a; LIMA et al., 2005;
MOURA, 2006).
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FIGURA 5 - Mediadores envolvidos no processo inflamatério da mucosite oral. ERO: Espécies reativas
de oxigénio; iINOS: Oxido nitrico sintase induzida; NO: Oxido nitrico; COX2: Cicloxigenase 2: PGE2:
Prostaglandinas 2; TNF-a: fator de necrose tumoral; IL-1f: interleucina 1; 5-FU: 5 fluooracil; (+): estimulo;

(-): inibicéo.
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1.5.1. CITOCINAS

Citocinassdo mediadores protéicos ou peptidicos, as quais, nas reacOes
imunologicas e inflamatorias, sdo liberadas, regulando a acdo das células inflamatdrias e
do sistema imune, ou seja, sdo glicoproteinas de baixo peso molecular, com capacidade
para modular a atividade celular, em condigdes fisioldgicas e patoldgicas (VILCEK e LE,
1994).

As citocinas podem ser produzidas por varios tipos celulares, como linfécitos,
macrofagos ativados, células do endotélio, epitélio e tecido conjuntivo, os quais modulam
a funcdo de outros tipos celulares. Além de suas proprias acdes diretas sobre as células,
algumas citocinas aumentam o processo inflamatorio, induzindo a formacdo de outros
mediadores, na inflamacdo (PARKIN e COHEN, 2001).

As citocinas sdo divididas em dois grandes grupos: citocinas envolvidas na indugéo
da resposta imunoldgica e citocinas pro-inflamatorias e antiinflamatdrias, que estdo
envolvidas com a fase efetora da resposta imunolégica-inflamatéria (RANG et al, 2003).

Hoje, sdo identificados mais de 100 tipos. As citocinas podem ser sintetizadas por
todas as células nucleadas do corpo, mas séo liberadas, principalmente, por macréfagos e
linfocitos. O termo citocinas refere-se a um grupo de reguladores celulares peptidicos que
inclui as linfocinas, as quimiocinas, as interleucinas e os interferons, dentre outros (RANG
et al., 2003).

Considera-se importante o papel desempenhado pelas citocinas na transmissdo de
mensagens as células, atuando no processo inflamatorio, sendo que seus efeitos bioldgicos
sdo dependentes do tipo de citocina e do ambiente celular envolvido. Tradicionalmente,
essas moléculas interferem na ativacdo e na divisdo celular, assim como na
apoptose(PARKIN e COHEN, 2001).

As citocinas envolvidas com a resposta imunoldgica e inflamatéria sdo peptidios
tanto pro-inflamatdrios quanto antiinflamatérios. Segundo Williams (2001), citocinas
inflamatorias, tais como IL-1B, IL-6, TNF-a, interferon-gama (IFN-y) e IL-2; e
antiinflamatdrias, antagonista de receptor de IL-1B, TGF-B, IL-4, IL-10, IL-11 estdo
envolvidas na lesdo e reparo da mucosa. As pré-inflamatorias sdo citocinas que participam
das reacOes inflamatorias agudas e cronicas, bem como nos processos de reparo,
destacando-se 0 TNF-a ¢ a IL-1B (Di GIROLAMO et al., 1997; RANG et al 2003).
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O TNF-a e a IL-1pB representam as duas citocinas primarias que participam do
processo inflamatdrio e sdo produzidas, principalmente, pelos macréfagos ativados e
linfdcitos, e liberadas pelos lipopolissacarideos. A IL-1p ¢ liberada por macréfagos, entre
outras células, durante o processo inflamatorio, podendo também ser responsavel pela
sintese e liberacdo de uma cascata de citocinas secundarias, como as quimiocinas (DI
GIROLAMO et al.,, 1997; PALMEIRO 2005). O TNF-a ¢ uma proteina pleotropica,
isolada, inicialmente, de camundongos expostos a uma toxicina bacteriana.
Fundamentalmente, se expressa por macrofagos ativados, células NK e linfocitos T, e
possui dois tipos de receptores: TNF-R1 e TNF-R2, os quais podem ser expressos em
células endoteliais ou imunes (RANG et al., 2003).

A secrecdo de TNF-a e IL-1p pode ser estimulada por endotoxinas, complexos
imunes, lesdo fisica e varios tipos de estimulos inflamatorios. Suas a¢cbes mais importantes,
na inflamag&o, sdo seus efeitos no endotélio, nos leucacitos e fibroblastos, além da indugéo
de reacOes sisttmicas da fase aguda. De acordo com o trabalho de Orlicek et al. o
estreptococos viridans é capaz de induzir a producdo de TNF por macréfagos murinos, e
pelo fato dessas bactérias estarem presentes na boca, essa citocina produzida é importante
para o desenvolvimento da mucosite oral.

No endotélio, eles induzem a sintese das moléculas de adesdo endotelial e
mediadores quimicos, incluindo outras citocinas e quimiocinas, fatores de crescimento,
eicosandides e o0xido nitrico. O TNF também induz o priming dos neutréfilos, levando a
um aumento das respostas dessas células a outros mediadores (MANTOVANI; SOZZANI
e INTRONA, 1997).

Citocinas antiinflamatérias tém acao inibitoria sobre a producdo de outras citocinas.
Como exemplo, tem-se a acdo da IL-10, que pode inibir as citocinas liberadas por
linfécitos Thl ou por mondcitos e macrofagos, assim como a acdo inibitoria da IL-4, na
producdo de TNF, ou IL-1B, por mondcitos.

As citocinas atuam sobre as células endoteliais vasculares das vénulas pés-
capilares, causando aumento da permeabilidade e a producdo de mais mediadores da
inflamacdo. Em geral, as citocinas atuam através de mecanismos autocrinos, paracrinos
(tecidos especifico) e endocrinos (sistémicos), funcionando como hormonios inflamatorios
(FANTONE e WARD 2002).
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A titulo de exemplificagdo do mecanismo endocrino ha o envolvimento do TNF-a
na patogénese do choque septico induzido por lipopolissacarideo de bactérias gram-
negativas. O TNF-a também atua através de mecanismo paracrino, mediando os varios
eventos que ocorrem nos processos inflamatdrios agudos e cronicos (RANG et al. 2003).

Tanto 0 TNF-a, quanto a IL-1p, induzem vias de sinais que levam a ativagido de
fator de transcrigdo NF-xB. O fator de transcrigdo NF-kB controla a expresséo da IL-1f e
do TNF-a, em estudos clinicos, enquanto a administragdo de inibidores seletivos de NF-kB
anula a expressdo dessas citocinas em modelos animais de inflamacao cronica, sugerindo
que estes inibidores possam ser de valor clinico. Por conseguinte, esse fator de transcri¢do
desempenha um papel chave na inducdo das respostas inflamatérias e imunes (RANG et al.
2003; RANG et al., 2008).

Quando uma célula é estimulada, ocorre liberacdo de NF-xB, que penetra no nucleo
e inicia a transcricdo de genes para uma variedade de mediadores inflamatérios e
imunoldgicos. Na verdade, o fator de transcricdo NFxB, possui um papel chave no
desenvolvimento da mucosite oral, pois modifica a expressdo de citocinas e enzimas que
estdo relacionadas com a sua patogénese (SONIS, 2002a; SONIS, 2004a; SONIS et al.,
2004b), ou seja, a ativacdo do NF-kB induz a supraregulagdo de varios genes, incluindo
aqueles que sdo responsaveis pela producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a,
IL-1B e IL-6. Estas citocinas tém estado presente na mucosa e sangue periférico de
pacientes, com neoplasia, tratados com agentes anti-neoplasicos, sendo esssas citocinas
responsaveis por lesdo tecidual e a apoptose (HALL et al., 1995).

Tem sido estabelecido que a radioterapia seja capaz de iniciar uma cascata de
citocinas pro-inflamatdrias, tais como a IL-1R e 0 TNF-a em tecidos irradiados. O aumento
da expressdo de IL-18 e TNF-a foi detectada em células da submucosa de hamsters, apds
radioterapia da mucosa jugal, decorrente do processo inflamatério, e a interferéncia na
producdo de TNF-a esta relacionado, com a diminui¢do da mucosite (SONIS 2000;
MOURA, 2006).

No contexto geral, as citocinas sdo pleiotropicas, ou seja, apresentam varios efeitos,
pois uma citocina isolada pode interagir com mais de um tipo de célula, ter véarias
atividades biologicas, interagir com outras citocinas, apresentando atividades sinérgicas ou
antagobnicas. Todos esses processos vao resultar em maltiplos efeitos nas células de sistema

imunolégico, com modulacéo das respostas inflamatorias (RANG et al., 2008).
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1.5.2.0XIDO NIiTRICO

O O6xido nitrico ¢ um gas de radical livre que foi largamente estudado pelos
quimicos inorganicos em reacdes na atmosfera, pois representa um gas potencialmente
toxico, e sO recentemente é que se descobriu a sua importancia para 0s organismos Vivos.

Em 1980, Furchogott e Zawadzki relataram que o relaxamento vascular induzido
pela acetilcolina era mediado por um fator conhecido como fator de relaxamento
dependente do endotélio (EDRF). Clancyet al. (1987) demonstraram que o EDRF era o
Oxido Nitrico (NO). Atualmente, sabe-se que o NO é produzido por varias células e que,
além de regular a vasodilatacdo, desempenha outros papéis relevantes, como na
transmissdo de estimulos nervosos, na fisiologia pulmonar, na coagulacdo sangiinea e na
resposta inflamatoria (MONCADA; HIGGS e FURCHGOTT,1997; CLANCY; AMIN e
ABRAMSON,1998).

A par disso foi descoberto, também, que o NO é o ativador enddgeno da guanilato
ciclase soluvel, resultando na formacdo de GMP ciclico (cGMP), que atua como segundo
mensageiro em muitas células, incluindo nervos, musculos liso, mondcitos e plaquetas
(RANG et al., 2003; RANG et al., 2008).

O NO é formado por uma molécula pequena, relativamente instavel, composta por
um atomo de oxigénio e nitrogénio, que, por apresentar um elétron desparelhado, torna-se
altamente reativo, apresentando meia-vida de 2 a 30 segundos. Nesse sentido, apés
transmitir um sinal, transforma-se, espontaneamente, em nitrito e nitrato
(CHRISTOPHERSON e BREDT, 1997; KENDALL; MARSHALL e BARTOLD, 2001),
sendo, portanto, considerado um mensageiro molecular ideal. Caracterizado como um
radical livre, dependendo da sua quantidade, ele pode ter efeitos benéficos ou maléficos
sobre o0 organismo.

O NO apresenta importantes fun¢fes nos sistemas neurolégico, cardiovascular e
imunoldgico, ou seja, € um mediador onipresente, com diversas fungdes. Vérias linhas de
pesquisa mostram que o NO constitui uma molécula sinalizadora chave nos sistemas
cardiovasculares e nervosos e tem importante funcdo de defesa (SPIEKER et al.,
1997;NASEEM, 2005).

O odxido nitrico é formado pela enzima 6Oxido nitrico sintase (NOS), através de uma

reacdo do oxigénio molecular com o nitrogénio terminal do aminoacido L-arginina, que
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libera L-citrulina como co-produto, ou seja, 0 NO é sintetizado a partir da L-arginina pela
enzima éxido nitrico sintase (Figura 6) (NATHAN et al., 1997).

L-ARGININA + O, [ NOS > NO + L-CITRULINA
Ls no, + NO,

FIGURA 6 - Esquema ilustrativo da via L-arginina / NO

A enzima NOSi € sintetizada como uma nova proteina, em resposta a uma mistura
de citocinas. Essa enzima é induzida pelo lipopolissacaridio (LPS) bacteriano e/ou
citocinas sintetizadas, em resposta ao LPS, notavelmente interferon-gama. Logo, em
resposta ao interferon-gama e ao TNF-a, que atua de modo sinérgico com o interferon-alfa,
sequéncias do DNA do macrdéfago, relativas a sintese da NOSI, sdo transcritas no ndcleo,
para formar o RNA mensageiro; depois de processado, esse mMRNA é liberado para o
citosol, onde sera traduzido em proteina, pelos ribossomos.

Tem-se, assim, que na presenca de cofatores apropriados, a cadeia de proteina
nascente enovela-se e monta a forma ativa da NOSIi. A nova enzima produzida comeca,
imediatamente, a converter L-arginina em NO e L-citrulina.

Os ativadores mais relevantes da NOSi s&o: interferon-gama, TNF-a, IL-1p, IL-2, e
lipopolissacarideos, que sdo componentes da parede celular de bactérias gram-negativas.
Os glicocorticéides e algumas citocinas, assim como o fator de crescimento transformador
beta (TGF-B), podem inibir a NOSi(MONCADA et al., 1991; RANG; DALE e RITTER,
2001).

As enzimas NO sintases (NOS) sdo fundamentais para o controle da biossintese do
NO. Existem trés isoformas diferentes de NOS: a isoforma neuronal, que foi inicialmente
isolada do cérebro (SESSA, et al., 1992; BREDT e SNYDER,1994), a endotelial, isolada
do endotélio (LAMAS et al, 1992) e a isoforma induzida, isolada do endotelio (XIE et al,
1992). Tanto a isoforma neuronal, como a endotelial, sdo consideradas constitutivas e
expressas nos tecidos de origem, sendo, portanto consideradas como enzimas NOS

constitutivas.
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A NO sintase induzida é a principal isoforma relevante na inflamacéo, e,
praticamente, todas as células inflamatorias expressam essa enzima, em resposta a
estimulacao de citocinas.

As enzimas constitutivas sdo responsaveis pela sintese de pequenas quantidades de
NO e sdo reguladas, principalmente, pela concentracdo de célcio intracelular. A atividade
da NOSi ¢ independente da concentracdo de calcio e produz muito mais NO (cerca de mil
vezes maior), por conta da sua alta atividade e por causa da grande quantidade em que esta
presente, pelo menos em estados patoldgicos associados (MONCADA et al.,
1997;CLANCY; AMIN e ABRAMSON,1998;ALDERTON, COOPERe KNOWLES,
2001).

Tais enzimas produzem o&xido nitrico, que atua no mecanismo da transducéo,
regulando muitas respostas fisioldgicas (EVANS e RALSTON,1996). J& a oxido nitrico
sintase induzida é regulada a nivel transcripcional, e a sua produgdo de 6xido nitrico age
como uma molécula citotoxica contra microorganismos invasores e células tumorais,
podendo também ter uma acdo de vasodilatacdo e causar danos teciduais ao hospedeiro
(MONCADA et al., 1991; SZABO, 1996).

O NO desempenha um importante papel nos componentes celulares e vasculares
das reacOes inflamatdrias. Caracterizado como um potente vasodilatador, também reduz a
agregacdo e a adesdo plaquetérias, assim como pode inibir vérias facetas do processo
inflamatdrio induzido pelos mastocitos (LAROUX FS et al., 2001). Admite-se o seu efeito
global pré-inflamatorio, pois aumenta a permeabilidade vascular e a producdo de
prostaglandinas.

O NO também possui acédo citotoxica, aumentando os mecanismos de defesa local,
porém, quando produzido em excesso, pode prejudicar as células do hospedeiro. O NO
pode induzir a apoptose de diversos tipos celulares e estd associado ao p53 e as alteracfes
nos membros da familia do Bcl-2, o que justificaria os achados da toxicidade intestinal,
sugerindo um importante papel desse mediador no desencadeamento da mucosite, tanto
oral, como intestinal (LEITAO et al., 2006; MELO et al., 2007).

Nesse sentido, pode-se avaliar o papel do 6Oxido nitrico através do bloqueio
farmacologico da sua sintese, usando analogos estruturais de L-arginina, que podem atuar
como falsos substratos enzimaticos, ocupando os sitios de ligacdo entre a L-arginina e a
oxido nitrico sintase (KNOWLES e MONCADA, 1994).
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A literatura mostra que o 6xido nitrico tem importante funcdo nos processos
inflamatorios, em que se da a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (ESTRADA et al.,
1992; RALSTON et al., 1994; SOUSA-FILHO et al., 1997; LAPPIN et al., 2000; ROCHA
et al., 2002; LIU; BUVINGTON e TJALKENS,2005; LEITAO et al., 2006), assim como
em outras patologias inflamatérias (HUTCHESON; WHITTLE e BOUGHTON-SMITH,
1990; PETROS; BENNETT e VALLANCE,1991; BOUGHTON-SMITH et al., 1993;
CHEN; INOUE e OKADA,1996; DICKSON et al., 1999; LAPIN et al., 2000).

1.6. ABORDAGENS FARMACOLOGICAS

1.6.1. PENTOXIFILINA (PTX)

A pentoxifilina (PTX), 1-(5-oxohexil)-3,7-dimetilxantina € uma metilxantina muito
utilizada no tratamento de doencas vasculares (Figura 7). Diferentemente da teofilina, € um
agente hemorreoldgico, que interfere na viscosidade do sangue e favorece a perfusdo da
microcirculacdo sanglinea de leitos periféricos e cerebrais. A par disso, promove um
aumento da deformidade das células sangiiineas, reduzindo a sua viscosidade, a agregagdo
plaquetéria e as concentracBes plasmaticas de fibronogénio, com diminuicdo da formacao
de trombos, e melhorando a perfusdo na circulagdo microvascular (WARD e
CLISSOLD,1987).

Além da sua funcdo nas desordens vasculares, a pentoxifilina apresenta, também,
importantes efeitos adicionais, dentre eles a inibicdo do processo inflamatério. Mesmo que
0 seu mecanismo de acdo ainda néo tenha sido claramente elucidado, tem-se descrito que
este farmaco inibe a producdo de citocinas inflamatdrias, como a sintese do TNF-a in
vitro(STRIETER et al., 1988; HAN et al., 1990), e in vivo (LeMAY et al., 1990; ZABEL et
al., 1993; NEUNER et al., 1994). Existem também evidéncias que a PTX pode influenciar
outras citocinas inflamatdrias, tais como as interleucinas 1, 2, 6, 12 e o IFN-y
(THANHAUSER et al., 1993; MOLLER et al., 1997).
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FIGURA 7 - Estrutura quimica da pentoxifilina

A pentoxifilina tem mostrado efeitos benéficos em processos inflamatorios agudos,
como no choque séptico, na diminuicdo da agressdao pulmonar e na modulacdo da
inflamacdo meningea, em modelos experimentais. Dados de estudos animais sugerem que
a inibicdo da transcricdo do TNF-o, ou mesmo da sua produgdo, pode ser um dos
mecanismos de acdo da pentoxifilina nos processos inflamatorios. Esse agente pode
aumentar a quimiotaxia dos neutrdéfilos, sendo tal efeito decorrente da inibi¢do da acdo das
citocinas inflamatorias sobre a funcdo dos neutrdfilos. E possivel ocorrer, também a
diminuicdo do dano tecidual, causado pelos neutrofilos, em determinadas condicGes, como
no choque séptico (DOHERTY et al., 1991).

Além dessas funcdes, a pentoxifilina pode atuar como inibidor da fosfodiesterase
4(PDE4), inibindo a liberagdo de TNF-a e estimulando, assim, a producdo e a inibi¢do de
IL-10, uma citocina antiinflamatéria (BESSLER et al., 1986; ROGER, 1997).
D Heliencourt et al. (1996), descreveram que a regulacdo da IL-10 pela pentoxifilina
ocorre de forma dependente de sua concentragdo, pois quando na concentragdo de 10 foi
capaz de estimular a producdo de IL-10 e na concentracdo de 10 conseguiu inibi-la,
sugerindo, portanto, uma regulacdo dose-dependente. A inibicdo da PDE4 leva a um
aumento dos niveis de CAMP intracelular, reducéo da sintese de tromboxano, assim como
aumento da producédo das prostaglandinas (WARD e CLISSOLD, 1987; SCHANDENE et
al., 1992; YANG; CHUEN e SHAIO,1995). Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado 0s
efeitos antiinflamatorios da pentoxifilina, inibindo citocinas como a IL-2, IL-6, IL-12 e 0
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IFN-y (THANHAUSER et al., 1993; MOLLER et al., 1997), e tornando evidente o seu
papel protetor na mucosite oral experimental, induzida por quimioterapicos, além do que
inibe, também, a producdo de TNF-o, em resposta a endotoxinas via inibi¢ao da
transcricdo de gene TNF, diminuindo, assim, sua concentracdo no plasma (DOHERTY et
al., 1991).

H4& a destacar ainda, que a pentoxifilina regula a producdo de outras citocinas pro-
inflamatérias tais como TNF-o, IL-6, IL-1B, sendo muitos dos seus efeitos
antiinflamatdrios decorrentes da inibicdo da PDE4 (DOHERTY et al., 1991; BADGER;
OLIVEIRA e ESSER, 1994;HOLZHEIMER et al., 1995,LIANG; BESHAY e
PRUD’HOMME,1998; VILMA et al., 2005; MOURA, 2006; MELO et al., 2007). A
pentoxifilina também pode ser efetiva no tratamento de desordens auto-imunes e processos
inflamatorios mediados pelo o0xido nitrico (BESHAY; CROZE ¢ PRUD’HOMME, 2001).
SLIWAEet al. (2004), mostraram que a pentoxifilina foi capaz de reduzir a concentragéo de
TNF-a, no plasma, em pacientes com miocardiopatia isquémica, caracterizando-se,
portanto, como agente anticitocinas. De tal modo ela agrega a funcéo de inibir a apoptose,
em diferentes tipos celulares humanos, tanto in vitro, como in vivo (NIEDER et al., 2005).

O farmaco, em referéncia, com o passar do tempo, tem sido cada vez mais estudado
na oncologia, por diversas razdes, como, por exemplo, a melhora da perfuséo tumoral. Essa
poderia resultar em melhor oxigenagdo, e consequentemente, aumento da
radiossensibilidade, e maior acdo dos agentes antineoplasicos nos tumores. Sua atuacao,
tanto na producdo quanto na inibicdo dos mediadores inflamatérios, como as citocinas,
favorecem oportunidades de seu uso associado a radioterapia ou quimioterapia, com o
intuito de diminuir ou entender melhor os efeitos colaterais agudos e tardios, pos-
tratamento nos tumores e nos tecidos normais (NIEDER et al., 2005).

Estudos mostram que a pentoxifilina pode intervir na cascata das citocinas pos-
radioterapia, podendo, portanto, aliviar ou mesmo reverter alguns dos seus efeitos tardios,
como a fibrose (OKUNIEFF et al., 2004; AYGENC et al., 2004).0Ozturk et al. (2004),
mostraram um efeito protetor significante da pentoxifilina nas reacdes agudas e tardias em
pacientes submetidos a radioterapia, para cancer de pulmao e de mama. Como resultado da
acao da pentoxifilina sobre os mediadores inflamatdrios, tem-se, entdo, a oportunidade de
usar esse agente em varios estudos clinicos, buscando, portanto, um melhor entendimento

de processos inflamatdrios, como a mucosite radio e quimio-induzidas.
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Varios estudos pré-clinicos mostraram que a pentoxifilina pode elevar a
radiossensibilidade dos tumores, bem assim proteger os tecidos normais, porém estudos
clinicos somente sugerem que a pentoxifilina tenha um efeito radiossensibilizante
(NIEDER et al., 2005).

1.6.2. INIBIDOR ENZIMATICO (AMINOGUANIDINA)

O oxido nitrico esta envolvido na regulacao de varios processos fisiologicos, como
a inibicdo da agregacéo plaquetéria (MELLION et al., 1981) e relaxamento da musculatura
lisa vascular (REES et al., 1990a), assim como sua producdo e liberagdo em excesso tem
sido associada a muitos eventos patoldgicos, tais como choque séptico (THIEMERMANN
e VANE, 1990)e patologias inflamatorias como artrite reumatdide (PALMER et al., 1993),
mucosite oral (LEITAO et al., 2006) e intestinal (LEITAO et al., 2006, MELO et al., 2007;
LIMA-JUNIOR et al., 2012). Considerando estes aspectos, farmacos que modulem a
atividade do NO, em particular os que reduzem sua producdo a partir da NOSi, podem ser
de consideravel valor terapéutico.

O blogueio da sintese de NO, por meio de andlogos estruturais da L-arginina pode
ser realizado por inibidores enzimaticos, os quais atuam como falsos substratos
enziméaticos e ocupam sitios de ligacdo entre a L-arginina e a NOS (KNOWLES e
MONCADA, 1994). Os farmacos podem inibir a sintese ou a acdo do NO, através de
varios mecanismos(KNOWLES e MONCADA, 1994). Como exemplo desses inibidores
temos L-NMMA (N-momometil-L-arginina) (PALMER et al., 1988, MONCADA;
PALMER e HIGGS,1989), L-NIO (L-iminoetil-L-ornitina), L-NA (N-nitro-L-arginina) e
seu metil-éster L-NAME (N-nitro-L-arginina metil éster (GARDINER et al., 1990).

A pesar dos analagos estruturais da L-arginina serem potentes inibidores da NOS,
no geral apresentam baixa seletividade para as isoformas da NOS e inibem prefencialmente
as isoformas constitutivas (REES et al., 1990b; GROSS et al., 1990).

Na tentativa de uma maior seletividade em relacdo a NOS tem-se investigado
outros farmacos que ndo andlagos da L-arginina. Estudos tém demonstrado que as
guaninas, como a aminoguanidina podem inibir de forma seletiva a NOSi (CORBETT et
al., 1992; FUJI et al., 1996; SALVEMINI et al., 1996; RIDGER et al., 1997; LEITAO et

al., 2006), assim como o 1400W (N-(3-(Aminometil)benzil)acetamidina) que tem sido
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mostrado inibir de forma bastante seletiva a NOSi (GARVEY et al., 1997; LEITAO et al.,
2006).

Esses inibidores da NOSi estdo sendo investigados, com o intuito de tratar
processos inflamatorios. No choque séptico, ja foram utilizados inibidores da NOSi e na
artrite experimental, os inibidores da NOSi reduziram a atividade da doenca(PETROS et
al., 1994; ROCHA et al., 2006). Na mucosite oral induzida por quimioterapia, Leitdo et al.
(2006), também mostraram que os inibidores enzimaticos sao importantes no controle do
processo inflamatario.

Existem disponiveis, para esse fim, varios inibidores enzimaticos, com
seletividades diferentes para as diversas isoformas da NOS; dentre eles, tem-se o inibidor
ndo-seletivo, Ne-Nitro-L-arginina methyl Ester (L-NAME), a aminoguanidina, mais
seletiva para a NOSi, e o N-(3-(Aminomethyl)benzyl)acetamidina (1400W), um dos
inibidores disponiveis mais seletivos para NOSi, cuja poténcia e seletividade foi
demonstrada tanto em estudos in vitro quanto in vivo(GRIFFITHS et al., 1993; GARVEY
etal., 1997; MUSCARA e WALLACE, 1999, LEITAO et al., 2004; LEITAO et al., 2006).

Desta forma, considerando todos esses aspectos, somados ao fato de que a
radioterapia pode induzir a producdo de citocinas pro-inflamatérias relacionadas a injuria
tecidual (SONIS 2004), particulamente TNF-a ¢ IL-1p, aos quais induzem a expressdo da
NOSi, e formacdo de grandes quantidades de NO, seré abordado o papel do éxido nitrico e
de seus inibidores na mucosite oral induzida por radioterapia, assim como o efeito protetor

da pentoxifilina.

1.6.3. FITOTERAPICOS

Os fitoterapicos estdo sendo incorporados aos varios programas de fitoterapia como
opcdo terapéutica eficaz e de baixo custo. O incentivo eminvestimento tanto na &rea
privada como publica das plantas medicinais tem sido feito pela OMS desde 1978,
observando-se crescente aceitacdo da fitoterapia pelos profissionais de saude e um
aumento do seu uso pela populacdo (HOMAR, 2005; FUNARI e FERRO, 2005).

A OMS estima que 80% da populacdo de paises em desenvolvimento sdo tratadas
com técnicas de medicina popular e desse total, 85% usam produtos de origem vegetal

(HOMAR, 2005).0 crescente interesse da comunidade cientifica pela fitoterapia nas duas
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ultimas décadas levou ao desenvolvimento de varias pesquisas baseadas em préaticas

populares.

Entre os fitoterapicos de uso popular existentes no Brasil, o Aloe vera (babosa),
aroeira e a camomila sdo bastante utilizadas no nosso estado. Diversas pesquisas tém
evidenciado as propriedades antiinflamatorias, antimicrobianas e cicatrizantes destas
plantas (DAVIS et al., 1989; HUTTER et al., 1996; WILLIAMS et al., 1996; VAZQUEZ
et al., 1996; VIANA et al., 1997; REYNOLDS e DWECK, 1999;VOGLER e ERNST,
1999; HERENCA et al., 2001; RODRIGUES et al., 2002; VIANA et al., 2003;
LANGMEAD et al., 2004; SU et al., 2004; SANT’ANA, 2006; MAENTHAISONG et al.,
2007; ALVES et al., 2009; PAVESI et al., 2011; MAIA-FILHO et al., 2011).

1.6.3.1. ALOE BARBADENSIS MILLER (ALOE VERA - Babosa)

O Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) é uma planta da familia das Lilidceas com
inimeras  propriedades  regeneradoras,  curativas,  umectantes, lubrificantes,
antiinflamatdrias e nutritivas. Chamada de a planta da salde e beleza tem seu uso
documentado desde a época do antigo Egito, com passagens na Biblia e antigos
documentos fenicios. Popularmente conhecida como babosa, é caracterizada como uma
planta de caule curto e estolonifero e raizes abundantes, longas e carnosas, sendo cultivada,
principalmente, na regido subtropical dos Estados Unidos, para uso cosmético (SCHMID,
1991; VOGLER e ERNST,1999; ZHANG et al., 2006; MAENTHAISONG et al.,
2007).Sua folha tem uma polpa mucinosa que contem gel de Aloe vera (Figura 8). O Aloe
barbadensis Miller é a espécie mais utilizada na medicina curativa e mais popular no
mundo (NI e TURNER,2004).
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FIGURA 8 - Fotos ilustrativas da arvore de Aloe vera e de sua folha (llustracGes retiradas da internet —

Google Imagens).

Muito conhecida no Brasil, essa planta, rica em vitamina A, com uso recomendado
para os cabelos e pele, agrega, também, vitaminas: B1, B5, B12 e C. As substancias
contidas na babosa podem agir com larga eficiéncia, gracas a capacidade que tem a seiva
de penetrar nos tecidos, fazendo com que a acdo dos seus nutrientes naturais, como 0s
minerais, as vitaminas, os aminodcidos e as enzimas, melhorem e estimulem a vitalidade
das células (CAPASSO e GAGINELLA, 1997). Porém, apesar do seu uso em ampla
escala, ainda pouco se conhece do seu mecanismo de acdo e efeitos patofisiologicos
(VOGLER e ERNST, 1999; RAJASEKARAN et al., 2006).

Como usos rotineiros existem duas preparacfes: o exsudato da folha (Aloe) e o gel
mucogelatinoso (Aloe vera). Segundo provas laboratoriais, tanto o exsudato da folha
(Aloe) como o gel mucogelatinoso (Aloe Vera) sdo utilizados e apresentam as seguintes
propriedades: agdo anestésica, ao ser aplicado no leito do ferimento, devido a sua grande
capacidade de penetracdo, e presenca de lignina, que hidrata as terminagfes nervosas
(CAPASSO e GAGINELLA, 1997). Sua agdo antiinflamatoria é similar & dos esterdides,
como a cortisona, porém sem causar efeitos colaterais, como os provocados pelo uso destes
(VAZQUEZ et al., 1996). Além de outras propriedades, apresenta acdo antioxidante
(YAGI et al., 2004), anti-cancer (SU et al., 2005), imunomoduladora (IM et al., 2005) e
cicatrizante (DAVIS et al., 1988; MAENTHAISONG et al., 2007).

A presenca de potassio, na babosa, provoca a formacao de uma rede de fibras, que
retém os eritrocitos do sangue, ajudando no processo de coagulacdo e de cicatrizacdo. O
calcio também esta presente, sendo esse elemento necessario ao bom funcionamento do

sistema nervoso, acdo muscular, além do que se mostra importante catalisador em todo o
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processo de cicatrizacdo (ROBERT, 1979; VISUTHIPANICH, 1988; DAVIS, 1989;
SCHMIDT et al., 1991; PARISH; WITKOSKI e MILIKAN,1991; MAHATTANADUL,
1995).

A acdo queratolitica permite que a pele danificada ou ferida se desprenda,
provocando uma renovagcéo de tecidos, com células novas. A sua conta, favorece um maior
fluxo sangliineo, através de veias e artérias, livrando-as de pequenos codgulos. O Aloe vera
contém é&cido urdnico, o qual elimina as toxinas, ao nivel celular. Como reidratante, tem o
poder de penetrar, profundamente, na pele, e de restituir os liquidos perdidos, além de
restaurar os tecidos danificados, de dentro para fora, como nos casos das queimaduras
provocadas por fogo, radiagdo ou exposi¢do ao sol (YAGE, 1982; MAENTHAISONG et
al., 2007).

O Aloe vera apresenta dois componentes fendlicos, com atividades antioxidantes,
que inibem a producdo de superdxido e radicais hidroxilas, em torno de 30 a 40%,
respectivamente. Além disso, um desses componentes diidrocomarinicos tem demonstrado
aumentar a atividade fagocitica de macrofagos peritoneais isolados de ratos
(ZHANG et al., 2005).

Vaérios estudos pré-clinicos tém demonstrado que o Aloe vera apresenta uma
importante atividade antiinflamatéria e cicatrizante (HEGGERS et al.,, 1980;
FIORENTINO, 1991; TIZARD, 1994; VAZQUEZ, 1996; ROBBERS; SPEEDE e TYLE,
1996; KONTUREK, 2000; DORNELES et al, 2003; REYNOLDS, 2004,
EAMLAMNAM et al., 2006). Estudos in vitro demonstraram que o Aloe vera é capaz de
induzir angiogénese (MOON, 1999).

Fiorentino et al. (1991) demonstrou que o Aloe vera reduz a inflamagéo e promove
a cicatrizacdo gastrica. Esse efeito parece estar relacionado com a producéo de I1L-10 pelo
Aloe vera e redugdo dos niveis de TNF-a na indugdo de tlcera (EAMLAMNAM et al.,
2006). Segundo Chen; Inoue e Okada (2005),a cultura de queratindcitos humanos,
estimulados com polissacarideo de A barbadensis, secretam TGFa, TGFp, IL-1p, IL-6, IL-

8 e TNF e podem sofrer inibi¢do na producdo de 6xido nitrico.

A experiéncia clinica com o Aloe vera é bastante limitada na literatura, sendo seus
resultados ainda escassos e contraditorios, com relacdo aos estudos pré-
clinicos(WILLIAMS et al., 1996; VOGLER e ERNST, 1999; SU., 2004). Tais resultados



59

sdo criticados pela falta de padronizacédo da escala de escores, ndo padronizagdo da amostra
da planta, métodos de preparacdo, extracdo e concentracdo do gel passivel de erro,

incluindo os de utilizacdo pelos pacientes.

Su et al. (2004) relataram em um estudo randomizado fase Il comparando o Aloe
vera com placebo, para prevenir mucosite oral em pacientes com neoplasias de cabega e
pescogo, que ndo houve melhora significante da mucosite com o uso do Aloe vera. Davis
et al. (1989) demonstrou que o uso do Aloe vera tanto com a formulacéo tépica quanto oral

foram efetivas no processo de cicatrizacdo de feridas.

Em um estudo fase 11l duplo cego avaliando o Aloe vera como agente profilatico
para a radiodermite, os autores mostraram que 0 mesmo nao foi efetivo na protecdo da
dermatite induzida pela radioterapia (WILLIAMS et al., 1996). Langmead et al. (2004) em
um estudo randomizado com o uso do Aloe vera na forma oral para colite ulcerativa,
mostrou que o fitoterdpico era seguro e apresentava resposta clinica satisfatoria, porém nao

significativa com relacdo ao grupo controle (placebo).

Sant’ana et al. (2006) demonstraram que o uso topico de Aloe vera na mucosa jugal
de hamsters submetidos a quimioterapia com 5-Fluorouracil, inibiu, de forma significativa,
0 processso inflamatério da mucosite oral, possivelmente através da inibicdo de citocinas,
como 0 TNF-a e do 6xido nitrico (inibigcdo da enzima 6xido nitrico sintetase), implicados

na mucosite oral induzida pelo quimioterapico.

1.6.3.2. MYRACRODRUON URUNDEAVA (AROEIRA - DO - SERTAOQ)

A aroeira (Myracrodruon urundeava Fr. All) é uma &rvore da familia Anarcadiacea,
sendo tipica da caatinga do Nordeste, principalmente no Ceara. No Brasil, a aroeira é um
fitoterapico largamente empregado, sendo encontrado por todo o litoral do nordeste,
sudeste, sul e centro-oeste (MATOS, 1989; OLIVEIRA et al., 1989). E uma arvore grande,
de casca fina e escamosa, com cerca de 10 a 15 metros de altura, podendo atingir até um
metro de didmetro (VIANA et al., 1995). Possuem folhas compostas por foliolos

lanceolados e pontiagudos, numerosas flores de cores brancas ou amarelas esverdeadas. E
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originaria do peru, podendo ser encontrada na Europa, Asia e outras regides da América,
catalogadas em varias espécies diferentes (Figura 9)(LISBOA-NETO et al., 1998).

Conhecida como Aroeira-do-sertdo, € popularmente utilizada no tratamento de
processos inflamatorios ginecoldgicos, urinarios, respiratorios e gastrointestinais
(MENEZES; RAO e FONTELES,1895; MENEZES, 1986; RAO et al., 1987; MENEZES e
RAO, 1988; MATOS, 1989; VIANA et al., 1995; VIANA et al., 1997). Estudos cientificos
do extrato hidroalcodlico e aquoso da entrecasca procuram comprovar os efeitos
adstringente, antimicrobiano in vitro, antiinflamatorio e cicatrizante a que a ela sdo
atribuidos (RAO et al., 1986, 1987; MENEZES e RAO, 1988; VIANA et al., 1997;
RODRIGUES et al., 2002).

Tem sido demonstrado através de estudos quimicos e farmacologicos que a aroeira
¢ um fitoterdpico seguro, sem apresentar efeitos toxicos e teratogénicos nas doses
utilizadas (RAO et al., 1986; MENEZES, 1986; MENEZES e RAO, 1988; BANDEIRA,
1993; VIANA et al., 1995). E um fitoterapico de facil aquisicdo, baixo custo e de uso

popular no Nordeste do Brasil.

Vaérios estudos tém demonstrado a atividade da aroeira como acédo antiinflamatoria,
analgésica, cicatrizante, antidiarréica e antiulcerogénica (MENEZES, 1986; RAO et al.,
1986; RAO et al., 1987; VIANA et al., 1995; VIANA et al., 1997; VIANA, 1997; HSIEH
et al., 1998; ZUANAZZI, 1999; RODRIGUES et al., 2000; HERENCIA et al., 2001;
RODRIGUES et al., 2002; VIANA et al., 2003).

Do extrato de aroeira foram isoladas sete fracdes, das quais duas apresentam
atividade antiinflamatéria: F(8-13) que contém uma mistura chalconica, e F(18) que
apresenta taninos catéquicos (BANDEIRA, 1993; VIANA, 1997).

Na Fracdo chalcénica foram isoladas trés novas chalconas dimétricas demonimadas
de: urundeuvina A (2’-hidroxi, 4, 4°, 5, trimetoxichalcona (8 - 87, 2 - 77) - 27, 4” -
dihidroxi - 4’ - metoxi-cis-7”, 8- dihidroxiclhalcona); urundeuvina B (2’-hidroxi, 4, 4°,
5, trimetoxichalcona (8 - 87, 2 - 7”) - 27, 4” — dihidroxi - 4 - metoxichalcona) e

urundeuvina C.
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FIGURA 9 - Fotos ilustrativas da arvore da aroeira-do-sertdo (a e b) e do seu caule (c). llustragdes

retiradas da internet — Google Imagens).
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As chalconas, assim como as dihidrochalconas, apresentam, também, atividade
antioxidante, além da capacidade de fortalecer a parede dos vasos, facilitando tanto a
circulacdo como a atividade antiinflamatéria (ZUANAZZI, 1999). De acordo com 0s
estudos pré-clinicos, as chalconas e seus derivados apresentam efeitos antiinflamatdrios
por varios mecanismos (HSIEH etal, 1998; VIANA et al., 2003).

Menezes et al. (1986) demonstrou em uma série de estudos com modelos
experimentais de inflamacdo aguda e subaguda que a entrecasca da aroeira tem uma

potente atividade antiinflamatoria.

Em estudo conduzido por Rodrigues et al. (2000) houve demonstracdo da
diminuicdo do edema e exsudato inflamatorio, assim como um aumento significativo da
regeneracdo epitelial do colon de rato apresentando colite induzida por acido acético e

tratada com enema de extrato de aroeira.

De acordo com Herencia et al. (2001) o tratamento com a chalcona 4-
dimethylamino - 3°, 4’ - dimethoxychalcona (CH11), é capaz de inibir a liberacdo de anion
superdxido, em culturas de macréfagos ativados por zymosan. A CH11 pode reduzir a
expressao de NO sintase induzida e niveis de nitrito em macrofagos ativados em culturas
expostas ao zymosan, assim como promover a diminui¢do da producdo de superoxido,
niveis de prostaglandinas E2 (PGE-2), TNF-a ¢ leucotrienos B4 (LTB4).

Como ja relatado anteriormente, tanto a babosa quanto a aroeira possuem
propriedades antiinflamatéria, imunomoduladora e cicatrizante demonstradas em varios
trabalhos pré-clinicos e clinicos. Entre as atividades antiinflamatdrias destacam-se a
inibicdo da producéo do NO, pela inibigdo da NO sintase induzida, inibi¢do da producéo de
prostaglandinas, assim como producéo de citocinas.

Utilizando o modelo de mucosite oral experimental ja descrito foram avaliados os

possiveis efeitos destas duas plantas na inibi¢cdo do processo inflamatorio induzido pela

radioterapia.
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2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

O manejo de diversas toxicidades relacionadas a radioterapia tem evoluido. No
entanto, a incidéncia de mucosite tem aumentado. Dentre os eventos adversos, a mucosite
oral ainda representa o efeito agudo de maior frequéncia e o maior fator dose-limitante
para a radioterapia na regido da cabeca e pescoco.

Atualmente, o tratamento consiste em uma abordagem essencialmente paliativa,
ndo existindo um protocolo de atendimento preventivo e eficaz. Mesmo havendo uma
extensa literatura a esse respeito, descrevendo o papel de diversos mediadores, ndo ha
ainda nenhuma demonstracdo definitiva da sequéncia hierarquica observada na cascata de
mediadores bem como as suas interacdes que levam aos efeitos lesivos finais da mucosite
oral induzida por radio e quimioterapia (LIMA et al., 2005; YEOH et al., 2006; LEITAO et
al., 2006; LOGAN et al., 2007).

Nos Ultimos anos tém surgido alguns novos candidatos a protetores da mucosite,
entre eles amifostina, benzidamina, N-acetilcisteina, palifermina, alopurinol, antibi6ticos
topicos, enzimas hidroliticas, fator estimulador de colénia de granul6citos e mondcitos
entre outros (WORTHINGTON; CLARKSON e EDEN, 2006; KEEFE; SCHUBERT e
ELTING, 2007).

Com intuito de contribuir na compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos desta
afeccdo, o Laboratorio de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer (LAFICA), do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceard, tem se dedicado nos ultimos 15 anos ao estudo dos mecanismos e
mediadores envolvidos na patogénese da mucosite oral e intestinal induzidas por radio e
quimioterapia.

Nesse contexto, utilizando um modelo de mucosite oral induzida pelo agente
antitumoral 5-fluorouracil em hamsters, ja descrito na literatura, porém modificado e
adaptado as nossas condicdes, tem sido possivel se demonstrar opapel de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1P) e, principalmente, de forma inédita, o papel do 6xido nitrico
na patogénese desta afeccdo. Sendo assim, foi mostrado que o pré-tratamento de animais
com inibidores da enzima Oxido nitrico sintase, aminoguanidina ou 1400W atenua de
forma significativa os parametros macroscopicos e histolégicos da MO, reduzindo o

infiltrado inflamatdrio, detectado tanto pela histologia como pela atividade de
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mieloperoxidase (MPO). Um aumento da atividade da NOS, assim como dos niveis de
nitrito e da imunomarcag&o para NOSi foram também evidenciados. Dessa forma concluiu-
se que o NO exerce um importante papelnapatogénese da MO induzida por 5-FU, sendo a
sua sintese estimulada por TNF-a, IL-1B ou outras citocinas via indugdo da NOSi
(LEITAO et al., 2006).

Quanto aos efeitos de inibidores de citocinas, como a pentoxifilina e a talidomida,
foi também possivel se demonstrar seus efeitos protetores tanto na mucosite oral como na
mucosite intestinal, ambas induzidas experimentalmente por agentes antineoplasicos
(LIMA et al., 2005; MELO et al., 2007).

Adicionalmente, no LAFICA, foi desenvolvido como estudo de dissertacdo de
mestrado um modelo inédito de mucosite oral induzida por radioterapia de megavoltagem,
o qual diferia daquele até entdo vigente e considerado na literatura como modelo classico,
e que usava radioterapia de ortovoltagem. Utilizando tal modelo, foi possivel se
demonstrar embora de forma ainda preliminar, a participacdo de citocinas no processo
inflamatdrio dessa mucosite assim como o efeito protetor da pentoxifilina (MOURA,
2006).

Em dissertacdo de mestrado em farmacologia foi descrito que fitoterapicos como o
Aloe vera e a aroeira do sertdo apresentavam um importante efeito protetor na mucosite
induzida por quimioterapia, efeito este evidenciado através da inibicdo de citocinas e do
oxido nitrico implicados no processo de patogénese dessa mucosite oral (SANT’ANA,
2006).

Logo, considerando estes aspectos, somado ao fato de que a radioterapia induz a
producdo de mediadores inflamatérios relacionados a agressado tecidual, o presente estudo

tem como objetivos:
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2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento de citocinas e do 6xido nitrico na patogénese da mucosite

oral experimental induzida por radioterapia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a participacdo de TNF-a, IL-1p e IL-10 e do 6xido nitrico sintase

induzida (NOSi) na patogénese da mucosite oral induzida por radioterapia.

2. Avaliar o efeito protetor da pentoxifilina na mucosite oral experimental

induzida por radioterapia.

3. Avaliar o efeito protetor da aminoguanidina na mucosite oral experimental

induzida por radioterapia.

4. Avaliar o efeito protetor dos extratos de Aloe vera e Aroeira na mucosite

oral experimental induzida por radioterapia.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados hamsters Golden Siriam machos, provenientes do Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.
Todos os animais receberam alimentacdo vegetal (abdboras) e agua a vontade. Os animais
eram mantidos sob condi¢des de temperatura ambiente e ciclos claro-escuros controlados
durante o experimento. Os mesmos foram colocados em gaiolas apropriadas, plasticas
lavaveis e com tampas vazada de metal, permanecendo em média, 5 animais em cada uma
delas, sobre maravalha de madeira de pinho e agua trocadas a cada 2 dias.

Os protocolos experimentais realizados nesse trabalho estdo de acordo com o0s
Principios Eticos de Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceard (UFC) com o protocolo para uso de

animais em experimentacdo namero 097/07.

3.2. RADIOTERAPIA

Os hamsters foram anestesiados com hidrato de cloral (250 mg/kg - ip) e sua
mucosa jugal direita exposta e fixada em mesa de isopor para, em seguida, ser irradiada em
aparelho de megavoltagem Cobalto-60.

Em seguida, os animais foram irradiados com uma dose Unica de 35 Gy deliberada
no target (mucosa jugal) com campo direto e bolus para superficializar a dose na mucosa.

A maquina utilizada foi um Gamatron-S com energia de Cobalto-60, sendo 0s
animais irradiados com campo de 5,0 x 5,0 cm, na profundidade 0,5 cm e uma distancia
foco a superficie de 50 cm. (Figura 10).
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FIGURA 10 - Animal anestesiado e preparado para ser submetido a radioterapia em aparelho

de megavoltagem cobalto-60 com o uso de bolus. A: mucosa jugal exposta; B: mucosa jugal exposta e
colocacdo de bolus sobre a mesma para superficializar a dose na mucosa. C: Animal sendo irradiado em

aparelho de megavoltagem Cobalto-60.
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3.3. APARELHOS E INSTRUMENTOS UTILIZADOS

- Balanca analitica Ohaus AS2600
- Balanca analitica Marte AL200
- Centrifuga Eppendorf 5804R
- ELISA ELX 800 - Biotex
- Espectrofotdmetro Spectronic 20 Genesys
- Homogeneizado de tecidos Ultra-turrax T8 e Dispergierstation T*.10 - Ika
Labortechnik
- Material cirurgico
- Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N
- Micropipetas Gilson de 2, 10, 20, 100, 200 e 1000ul
- Microscopio Binocular Nikon Alphaphoyt 2 VS2
- Micrétomo Olympus
- Ponteiras para pipetas automaticas Sigma
- Seringas (B-D Plastipak)

3.4. FARMACOS, ANTICORPOS, SOLUCOES, LIQUIDOS E CORANTES

- Pentoxifilina: ampolas de 5 ml (20 mg/ml) - Trental® (Hoechst, Sdo Paulo,
Brasil);

-Aminoguanidina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO);

- Extrato de Aloe vera: extrato seco 200:1 distribuido pela Viafarma, lote 052,
fabricado em 07/2006, véalido até 07/2009. Foram utilizadosa géis contendo Aloe
vera a 25, 50 e 100%.

- Extrato de Aroeira do Sertdo: extrato fluido preparado a partir das entrecascas
dessecadas da espécie Myracrodruon urundeuva coletadas em lItataia - CE, mantido
conservado em geladeira para evitar oxidacdo prematura dos taninos e chalconas.
Foram utilizados géis contendo aroeira a 5, 10 e 20%.

- Preparacdo dos Géis: usado como espessante o carbopol 940 a 1% em meio

aquoso, neutralizado com trietanolamina, conservado com 0.15% de uma mistura
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de nipagim e nipazol (18:2) e as quantidades de ativos que foram necessarias, como
aroeira e Aloe vera.

- Anticorpo primario anti-TNF-a anti-murino (Vector®, USA):;

- Anticorpo secundario anti-1gG anti-carneiro (Vector®, USA);

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

- Alcool etilico 70% (Reagen);

- Hidrato de cloral 10% (Reagen);

- Formaldeido 40% (Reagen);

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

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

= Acido acético glacial P. A (Merck) ..........cco....... 20,0 ml
»  Violeta de genciana .........ccccceeveevveveciieceese e, 2,0ml
= Agua destilada ...........c.ccveveriireieieee s 1000 ml;
- Hematoxilina (Reagen);
- Eosina (Merck);

-Anticorpo primario carneiro anti-TNF de rato, murino e humano.

(Santa Cruz - Biotechnology, California - USA);

- Anticorpo secundario (anti-carneiro IgG H+L - Biogen) (Vector®, USA);
- Tampao citrato 0,1 M pH 6,0

- Citrato de sddio monohidratado..............cccccevverrreriesnenne. 219

- Hz O destilada ........ccoveieieiiiiinieeeee e 1L
- Solugéo PBS-BSA 5%

=PBS (PH 7,3) oo 10ml

- Albumina bovina ........cccccevieiveicceceee e 0.5mg
- Complexo ABC (Kit Vectastain®)

- Reagente A (avidina DH) ..., 1 gota

- Reagente B (peroxidase biotinilada H) ........................ 1 gota

S PBS s 2,5ml

- Solucéo perdxido de hidrogénio 3%

- Solucdo DAB/peréxido (DAKOR)
- Tablete de DAB diluido em H, O destilada ..........c.cccocevevvennenne. 2 ml
= H202 @ 3% i e 15 pl
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3.5. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.5.1. Modelo de mucosite oral experimental induzida por radioterapia de

megavoltagem em hamsters

Foi utilizado um modelo de mucosite oral experimental induzido por radioterapia
de megavoltagem desenvolvido no Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do
Céncer (LAFICA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de
Medicina - UFC e o servico de Radioterapia do Hospital do Céncer do Ceara - ICC.

A mucosite oral foi induzida em hamsters com radioterapia seguido de irritacdo
mecanica da mucosa jugal ap0s o terceiro dia da irradiacdo, com 0 objetivo de
potencializar as alteracdes inflamatorias locais e, com isso induzir uma mucosite
ulcerativa.

As irritacbes mecénicas foram realizadas utilizando agulha de ponta romba
conferindo cinco escoriacdes na mucosa, cruzadas entre si por mais cinco, em ambas as
faces.

De acordo com o modelo de mucosite oral experimental ja desenvolvido o 13° dia
foi escolhido para o sacrificio dos animais, com o objetivo de avaliar o papel de citocinas e
do Oxido nitrico no processo inflamatdrio da mucosite oral, assim como a eficacia protetora
da pentoxifilina e do inibidor seletivo da NOS (aminoguanidina) e acdo protetora dos
extratos de Aloe vera e aroeira na mucosite oral experimental induzida por radioterapia.

A radioterapia pode ser realizada tanto com aparelhos de ortovoltagem, como de
megavoltagem no tratamento do céncer. A literatura registra que radioterapia de
ortovoltagem é capaz de causar lesbes ulcerativas significantes nas mucosas jugais de
hamsters, de acordo com modelo desenvolvido por SONIS et al. (2000). No entanto, neste
estudo, para se investigar e entender melhor os possiveis mediadores relacionados com o
processo inflamatorio da mucosite oral foi utilizado um modelo desenvolvido de forma
inédita com radioterapia de megavoltagem. Considerando-se que, atualmente, o tratamento
de pacientes com neoplasias de cabeca e pesco¢o em aparelhos de ortovoltagem tornou-se
praticamente absoleto, desenvolver um modelo de irradiacdo de megavoltagem tem um
impacto importante para estudos pré-clinicos, ja que os tumores de cavidade oral sdo

tratados com esta modalidade de irradiagdo nos dias atuais.
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RADIOTERAPIA QUIMIOTERAPIA

FIGURA 11 - Aspectos clinicos e modelos experimentais de mucosite oral induzida
por: A e B: radioterapia e C e D: quimioterapia.
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Dia 1: Radioterapia Dia 4: irritacdo mecanica
das mucosas
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FIGURA 12 - Desenho esquematico da mucosite oral experimental induzida por radioterapia

de megavoltagem e irritagdo mecénica: Roteiro dos protocolos experimentais realizados como anélise

macroscopica e microscépica das mucosas, dosagem de mieloperoxidase, imunohistoquimica para NOSI,

TNF-a, IL-1, dosagem de citocinas nos tecidos (TNF-a, IL-1B, 1L-10), dosagem de nitrito e Western blot

para NOSi. TNF: fator de necrose tumoral; IL: interleucinas; NOSi: dxido nitrico sintase induzida.
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3.5.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS E MODULACAO FARMACOLOGICA

3.5.2.1. GRUPOS CONTROLE: Animais foram divididos em grupos (n =5 a

11 animais)

» Grupo I: Controle normal (normal)

* Grupo Il: Controle submetido a radioterapia isolada (RXT)

» Grupo I1I: Controle submetido a irritacdo mecanica isolada (1IM)

» Grupo IV: Controle submetido a radioterapia e irritagdo mecéanica (RXT +
IM)

» Grupo V: Controle normal tratado com gel de carbapol inerte (RXT + IM

gel)

3.5.2.2. GRUPOS TRATADOS: Animais foram divididos em grupos (n = 6 a

12 animais)

» Grupo I: Animais tratados com PTX (PTX)
» Grupo II: Animais tratados com aminoguanidina (AG)
» Grupo IlI: Animais tratados com Aroeira (AR)

» Grupo IV: Animais tratados com Alo vera (AV)

- A radioterapia foi realizada com aparelho de megavoltagem cobalto-60 com dose

Unica de 35 Gy no dia.

- As irritagbes mecanicas foram realizadas utilizando agulha de ponta romba
conferindo cinco escoriagcdes na mucosa, cruzadas entre si por mais cinco, em ambas as

faces.

- A irritagdo mecénica no grupo RXT + IM foi realizada a partir do terceiro dia da

radioterapia.
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- O gel carbapol inerte foi feito de forma topica na mucosa jugal do animal com
auxilio de uma pinga cirurgica envolvida por algoddo estéril duas vezes ao dia por um

periodo de 13 dias.

- A aminoguanidina foi realizada nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg administrada por
via subcutanea, uma hora antes da radioterapia e diariamente até a data do sacrificio no
13°.

- A pentoxifilina foi realizada na dose 15 mg/kg administrada por via subcutanea,
uma hora antes da radioterapia e diariamente até a data do sacrificio no 13°.

- O gel de aroeira foi realizado nas concentracdes de 5, 10 e 20 % através da
aplicacdo topica na mucosa jugal irradiada com auxilio de uma pinga cirurgica envolvida
por algodao estéril uma hora antes da radioterapia, duas vezes ao dia por um periodo de 13
dias. Apds cada aplicacdo do gel, os animais ficavam em jejum de dgua e comida por uma
hora.

- O gel de Aloe vera foi realizado nas concentragdes de 25, 50 e 100% também
através de aplicacdo topica na mucosa jugal com auxilio de uma pinca cirdrgica envolvida
por algoddo estéril uma hora antes da radioterapia, duas vezes ao dia por um periodo de 13
dias. Apds cada aplicacdo do gel, os animais ficavam em jejum de dgua e comida por uma
hora.
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FIGURA 13 - Desenho esquematico dos grupos experimentais e modulagéo farmacoldgica
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3.5.3. PARAMETROS AVALIADOS

3.5.3.1. Analise macroscopica das mucosas jugais

Na anélise macroscépica foram avaliados os aspectos inflamatdrios como presenca
e intensidade do eritema, hiperemia, hemorragias, Ulceras e abscessos, classificados de
acordo com o0s escores padronizados no Laboratério de Inflamacdo e do Céancer —
LAFICA/UFC, citados a seguir (Figura 14) (LIMA et al., 2005).

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

auséncia de Ulceras; auséncia de abscessos.

- Escore 1: hiperemia e eritema moderados; hemorragia ausente; auséncia de

Ulceras; auséncia de abscessos; presenca de tecido cicatricial.

- Escore 2: hiperemia e eritema acentuados; presenca de hemorragia, de Ulceras
pequenas, de tecido cicatricial e auséncia de abscessos.

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

extensas e abscessos.
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ezer —70°C

Figura 14 - Graduacéo por escores de 0 a 3 quanto aos aspectos macroscopicos de mucosas
jugais de hamsters com mucosite oral. Escore 0 (A); escore 1 (B); escore 2 (C) e escore 3 (D).
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3.5.3.2. Analise microscopica das mucosas jugais

Os animais foram sacrificados no 13° dia ap0s a radioterapia, sendo suas mucosas
fotografadas, retiradas e conservadas em formol a 10% por 24 horas, para em seguida
serem estudadas do ponto de vista microscopico.

Os estudos histolégicos foram realizados em microscépico 6tico (x40). Na andlise
microscopica foram avaliados os parametros inflamatorios como presenca e intensidade do
infiltrado celular, dilatacdo e ingurgitamento vasculares, hemorragia, edema, ulceras e
abscessos, classificados de acordo com os escores padronizados pelo LAFICA/UFC como
segue (Figura 15) (LIMA et al., 2005).

- Escore 0: epitélio e tecido conjuntivo sem vasodilatacdo; infiltrado celular
ausente ou discreto; hemorragia ausente; auséncia de edema; auséncia de Ulceras e

abscessos.

- Escore 1: ingurgitamento vascular discreto; areas de reepitelizacdo; infiltrado
celular discreto(células mononucleares); hemorragia ausente; auséncia de edema; auséncia

de Ulceras e abscessos.

- Escore 2: ingurgitamento vascular moderado; degeneracdo hidropica epitelial
(vascuolizacdo); infiltrado celular moderado(polimorfonucleares - PMN); areas
hemorréagicas presentes; auséncia de abscessos; presenca de edema e eventuais Ulceras

pequenas.

- Escore 3: ingurgitamento vascular acentuado(PMN); &reas hemorragicas

presentes; presenca de edema; presenca de abscessos e Ulceras extensas.
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Figura 15 - Graduacdo por escores de 0 a 3 quanto aos aspectos microscépicos de mucosas
jugais de hamsters com mucosite oral. Escore 0 (A); escore 1 (B); escore 2 (C) e escore 3 (D) onde se
observa um processo inflamatério intenso, caracterizado por células inflamatérias, edema, ulceracdo e

abscesso (setas).
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3.5.4. DOSAGEM DA MIELOPEROXIDASE - MPO

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos granulos
azurdfilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da
infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatorios em vérios tecidos, entre eles o trato
gastrointestinal. Resumidamente, 50 a 100 mg de tecido da mucosa, depois de pesados,
foram colocados num tampéo de potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilamonio
(pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e posteriormente homogeneizados num politron. A
seguir, 0 homogenato foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos. A atividade da MPO
por mg de tecido foi aferida através da técnica descrita por Bradley et al. (1982), utilizando
0,0005% de perdxido de nitrogénio como substrato para a MPO. A unidade de atividade de
MPO foi definida como aquela capaz de converter 1 umol de perdxido de nitrogénio em

agua em 1 minuto. Os resultados foram expressos como atividade de MPO/mg de tecido.

3.5.5. IMUNOHISTOQUIMICA PARA TNF-a, IL-1p e NOSi

A imunohistoquimica para NOSi, TNF-a e IL-1p foi realizada usando o método de
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU et al., 1981). No 13° dia do protocolo
experimental, os animais que receberam radioterapia + irritagdo mecanica, os que foram
submetidos a radioterapia isolada ou irritacdo mecanica isolada e os tratados com
pentoxifilina e o inibidor da NOS foram sacrificados e tiveram suas mucosas jugais
removidas e, em seguida, fixadas em formol 10% por 24h. Apos, foram desidratadas,
embebidas em parafina e seccionadas em laminas microscépicas de poli-L-lisina. Os cortes
foram desparafinados e reidratados em Xxileno e alcool. Apds recuperacdo com antigeno,
peroxidase endogena foi realizada (15 min) com 3% (v/v) de peroxido de hidrogénio e
lavada em tampédo fosfato (PBS). Os cortes foram incubados overnight (4° C) com
anticorpo primario anti-NOSi, anti-TNF-a e anti-IL-1B de coelho diluido 1:100 em PBS
com albumina sérica bovina (PBS-BSA). Em seguida, foram incubados com
“biotinylatedgoatanti-habbit”; diluido em 1:400 em PBS-BSA. Depois de lavados, os
cortes foram mnovamente incubados com o complexo conjugado “avidin-biotin-
horseradishperoxidase” (Strep ABC complexo pela Vectastainr ABC Reagent e solucdo de

peroxidase) por 30 minutos, de acordo com o protocolo da Vectastain. TNF-a, NOSi e IL-
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1B foram visualizados com o cromdégeno 3,3’diaminobenzidine (DAB). Os cortes foram
corados com hematoxilina, desidratados em uma série de concentracdes de alcool,
clareados com xilol e, por fim, a laminula foi colocada. Controles negativos foram
processados simultaneamente como descritos acima, sendo que o primeiro anticorpo foi
substituido por PBS-BSA 5%, e nenhum desses mostraram imunoreatividade para NOSi,
TNF-a e IL-1p.

3.5.6. DOSAGEM DE NITRITO - DETERMINACAO DA PRODUCAO DE
OXIDO NITRICO

A producdo de 6xido nitrico foi obtida através da determinacdo do contetdo total
de nitrito (NO) nas mucosas jugais atraves da concentracdo total nas amostras determinada
especfotometricamente pela reacdo de Griess. Utilizaram-se placas de 96 pocos, e fizeram-
se as determinacGes em duplicata. Colocou-se 50 pL da amostra experimental (mucosa
jugal) em cada po¢o. Uma série de diluicBes da curva padrdo de referéncia de NO2 (80
pmol, 40 pmol, 10 pmol, 5 pmol, 2,5 pmol, 1,25 pmol e 0,625 pmol) foi preparada, e 50
ML do padréo colocado em uma segunda placa de 96 pogos em duplicata. A seguir, foram
colocados 50 pL de solucédo de sufanilamida em cada poco de ambas as placas e incubados
por 10 minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz. Apds este periodo de
incubacdo, adicionou-se 50 pL de uma solucdo de dicloreto de N-1-naftiletilenodiamina e
incubou-se novamente nas mesmas condicOes anteriores. A coloracdo puUrpura/magenta
apareceu imediatamente e foi medida em leitor de placas com filtro entre 520-550 nm. Os
valores obtidos para as amostras experimentais foram comparados com os obtidos para

curva padréo.
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3.5.7. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE OXIDO NiTRICO SINTASE
INDUZIDA (NOSi)

As medidas de atividade da NOS, foram realizadas a partir das amostras de mucosa
jugal de hamsters, utilizando método previamente descrito (GOMES et al., 2004). No 13°
dia, apds a radioterapia, os animais foram sacrificados e por¢Ges de mucosa jugal foram
coletadas, e mantidas em freezer a -70° C até realizacdo do ensaio. As amostras
homogeneizadas (Polytron- PT 3100) em 0,3 mL de tampé&o de extracdo pH=7 (320 mM
sucrose; 50 mM Tris; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 10pg/mL leupeptina; 10pg/mL inibidor
de tripsina de soja; 2ug/mL aprotinina; 2 mM PMSF) e centrifugados (9.000
2/10min/4°C). A seguir, 40 pL de cada sobrenadante foram incubados com 100 pL do
tampdo de ensaio pH=7,4 (50 mM KH,POy; 1,2 mM MgCl,.6H,0; 0,25 mM CacCl,; 0,12
mM B-NADPH; 60 mM L-valina; 1 mM L-citrulina; 50uM BHg; 4uM FAD; 1 mM DTT)
por 1 hora. As amostras foram preparadas em triplicata. Tubo 1: sem inibidores de NOS;
Tubo 2: L-NAME (inibidor ndo-seletivo de NOS) e aminoguanidina (inibidor seletivo de
iINOS); Tubo 3: EGTA (quelante de célcio para as isoformas constitutivas). L-arginina-
Yc (270 pCi/ mMol) foi adicionada a razdo de 5,4 pL para cada 1mL de tampao de
ensaio. Como controles do ensaio, quatro grupos foram preparados: grupo 1: tubos para
avaliar o background (este tubo ndo continha amostra); grupo 2: tubos para quantificar o
total de cpm - contagens por minuto (neste tubo ndo foi adicionado o Dowex nem as
amostras); grupo 3: tubos com 7x 10° macréfagos ativados com LPS e IFN-y (controle
NOS induzida); grupo 4: tubos com homogenato de cerebelo (controle NOS neuronal).
Em seguida, 1mL de resina Dowex AG-50X8 sddica (1:1 em agua, pH 6,0) foi adicionado
aos tubos de ensaio, homogeneizados e centrifugados (9.000 @g/10min/4C). Foram
colocados 400 pL do sobrenadante destes tubos beta em 3 mL de liquido de cintilacdo e,
apos agitacdo, a radioatividade foi quantificada por contador por 1 minuto para cada tubo.
Também foi realizada a quantificacdo das proteinas totais de cada amostra pelo método de
Comassie Blue (Comassie Blue Reagent; Pierce Chemical, Rockford, IL). Os resultados

foram expressos como pmol de citrulina/hora/mg de proteina.
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3.5.8. DOSAGENS DE CITOCINAS (TNF-a, IL-13, IL-10) POR ENSAIO
IMUNOENZIMATICO (ELISA) NA MUCOSA JUGAL ORAL

A producdo de citocinas foi determinada através do contetdo dessas citocinas no
tecido da mucosa oral. Apos o sacrificio dos animais foram removidos segmentos da
mucosa oral e estocados a -70°C para posterior homogeneizagao e coleta do sobrenadante
para dosagem de TNF- o, IL-18 e IL10, segundo descrito por Safieh-Garabedian et
al.,1995. A deteccdo das concentracGes destas citocinas foi realizada por ensaio
imunoenzimético (ELISA), conforme protocolo de Cunha et al. (1993), o qual seguiu as
etapas: (1) incubacdo com 2 pg/ml de anticorpo anti-TNF, anti-IL-1R e anti-IL10 diluidos
em tampao de bicarbonato (pH 8.2) - 100uL/poco (placa de 96 pogos) por 16-24h a 4°C;
(2) lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% v/v; (3) blogueio com albumina
bovina 1% diluida em tampdo de lavagem, 100 pL/poco por duas horas a temperatura
ambiente; (4) lavagem da placa (3x); (5) incubag&o com curva padrdo de TNF- a, IL-1B e
IL-10 diluida em tampéo de lavagem e das amostras a serem dosadas (100 pL/poc¢o por 16
a 24h a 4°C); (6) lavagem da placa (3x); (7) incubacdo com anticorpo biotinilado diluido
1:1.000 em tampéo de lavagem contendo 1% de soro normal de carneiro por uma hora a
temperatura ambiente; (8) lavagem da placa (3x); (9) incubagdo com avidina-peroxidase
(DAKO) diluida 1:5.000 em tampédo de lavagem, 100 pL/po¢o por 15 minutos a
temperatura ambiente; (10) lavagem da placa (3x); (11) incubacdo com o-fenilenediamina
diidrocloreto (OPD) em tampdao substrato, 100 uL/poco, cobriu-se a placa e deixou-se no
escuro por 5-20 minutos a temperatura ambiente; (12) a reacdo foi paralisada com 150
puL/poco de H,SO, 1M; (13) leitura em espectometro a 490 nm. Os resultados foram

expressos em pg/mL como curva padréo.

35.9. AVALIACAO DA EXPRESSAO DE NOSi POR WESTERN
BLOTTING

Os animais foram sacrificados no 13° dia e segmentos da mucosa jugal oral foram
removidos e mantidos em freezer a - 70° C até o ensaio. As amostras foram submetidas a
sonificacdo com solucdo de lise celular (Trinton X-100 1% e Nonidet P-40 0.2%) e EDTA

(2mM), sendo transferidas posteriormente para tubos testes contendo inibidor de protease e
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centrifugadas a 14000 rpm a 4° C. A concentracdo protéica do sobrenadante foi
determinada pelo ensaio de BCA-bicinchoninic acid (Pierce), em tubos eppendorf, com
leitura em espectrofotdometro (absorbancia de 562nm). Foi padronizada a quantidade de
proteina para 50ug, de acordo com uma curva padrdo para proteina. Os lisados foram
congelados a -70° C até a analise. Foi realizada a fervura das amostras para desnaturacdo
das proteinas e, em seguida, foi feita a separacdo eletroforética (Bio Rad mini-gel) das
amostras em gel de poliacrilamida 10% (SDS — Page), com o marcador de proteina
(Invitrogen). O gel foi, entdo, transferido para uma membrana de nitrocelulose em aparelho
de transferéncia 100v (Bio Rad mini-transfercell) durante 60 min. a 4° C. A membrana de
nitrocelulose foi bloqueada com leite desnatado 5% overnight, a fim de bloquear outras
proteases. Seguiu-se a incubacdo com anticorpo primario diluido 1:800 em BSA 5%
durante 3 horas. Apos lavagens com tampdo contendo TRIS, glicina, Tween 20 e agua
destilada, foi feita a incubagdo com anticorpo secundario, diluido 1:1000 em leite
desnatado, durante 1 hora, em plataforma oscilante. Depois de lavar com o tampéo de
lavagem, foi feita a revelacdo da membrana de nitrocelulose pela técnica de ECL, em filme
de raio-X (Kodak X-Omat), em cadmara escura, com posterior leitura e o diagnéstico das

bandas.

3.5.10. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média = EPM ou como mediana (seguida por
valores expressos). Para os dados paramétricos, foram utilizados Analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. Para os dados ndo paramétricos, foram
utilizados os testes Kruskal-Wallis e Dunn. Em todas as situacdes, foi adotado nivel de

significancia de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

No presente estudo foram reproduzidos com fidelidade todos os eventos
inflamatdrios observados anteriormente no desenvolvimento do modelo experimental de
mucosite oral induzida por radioterapia de megavoltagem associada a irritagdo mecanica,
desenvolvido emdissertacdo de mestrado defendida em 2006. Nesse sentido foram
observadas todas as alteracbes das mucosas jugais caracterizadas pelo processo
inflamatdrio da mucosite oral, como a hiperemia e eritema acentuado, areas de hemorragia,
além de franca perda da solugdo de continuidade, onde Ulceras extensas e abscessos
estavam presentes. Esses achados foram confirmados pelas analises microscopicas, as
quais mostraram ingurgitamento vascular, infiltrado inflamatérios acentuados, presenca de
areas hemorragicas, edema, abscessos e Ulceras extensas, caracterizando, assim, um quadro

de mucosite ulcerativa(Tabela 1 e Figura 16).

4.1. EFEITO DA RADIOTERAPIA E IRRITACAO MECANICA SOBRE OS
ASPECTOS MACROSCOPICOS DAS MUCOSAS JUGAIS DOS HAMSTERS

Na analise macroscopica das mucosas jugais do grupo de animais submetidos a
mucosite oral por radioterapia associada a irritacdo mecénica constatou-sea presenca de
hiperemia e eritema acentuados, hemorragia, Ulceras extensas e abscessos [3(1-3)] (Figura
16 e Tabela 1), com diferencasignificante quando comparado ao grupo controle (normal),
[0(0 - 0)] (Figura 16 e Tabelas 1) ou a animais submetidos apenas a radioterapia ou

irritacdo mecanica[1(0 - 1)] e [0(0 - 2)] respectivamente (Figuras 16 e Tabela 1).

4.2. EFEITO DA RADIOTERAPIA E IRRITACAO MECANICA SOBRE OS
ASPECTOS MICROSCOPICOS DAS MUCOSAS JUGAIS DOS HAMSTERS

Na analise microscopica das mucosas jugais do grupo de animais submetidos a
mucosite oral por radioterapia associada a irritagdo mecénica constatou-sea presenca de
ingurgitamento vascular, infiltrado inflamatério acentuado, areas hemorragicas presentes,
edema, abscessos e Ulceras extensas, [3(1-3)] (Figura 16 e Tabela 1), significativamente
diferente do grupo controle (normal), [0(0 - 1)] (Figura 16 e Tabela 1) ou dos animais
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submetidos apenas a radioterapia ou irritacdo mecénica[1(0 - 2)] e [0(0 - 3)]
respectivamente (Figuras 16 e Tabela 1).

TABELA 1 - Efeito da radioterapia (RXT) e da irritagdo mecanica (IM) isoladas ou
associadas entre si (RXT + IM) sobre as alteragdes macroscopicas e microscopicas das

mucosas jugais dos hamsters.

Grupos experimentais  Normal RXT IMRXT + IM

Analise macroscopica 0(0-0) 1(0-1) 0(0-2) 3(1-3)*

Analise microscopica 0(0-1) 1(0-2) 0(0-23) 3(1-3)*
RXT - radioterapia IM —irritagdo mecanica RXT + IM — radioterapia + irritagédo

Os dados representam mediana e variacdo de, pelo menos, dez hamsters, dos seguintes parametros
analisados: presenga e intensidade de hiperemia, de eritema, de hemorragia, de Ulceras e de abscessos.
#0<0,05 representa diferencas estatisticas dos animais submetidos a radioterapia e irritacio mecanica, em
relacdo aos animais normais (Kruskal-Wallis; Dunn).
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FIGURA 16- Aspectos macroscopicos e microscopicos das mucosas jugais de hamsters normais (A e B)
ou submetidos a radioterapia isolada (C e D) ou submetidos a irritacdo mecanica isolada (E e F) ou
submetidos a radioterapia associada a irritagdo mecénica (G e H).Observa-se um quadro de processo
inflamatério intenso, com acentuado infiltrado celular e ulceras extensa (setas) (Figuras G e H). Exame
histopatolégico corado pelo HE (100X).
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4.3. EFEITO DA RADIOTERAPIA E IRRITACAOMECANICA SOBRE A
ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE NAS MUCOSAS JUGAIS DE HAMSTERS

A figura 17 mostra que a associa¢do entre RXT + IM nas mucosas jugais dos
hamsters foi capaz de aumentar o numero de leucdécitos polimorfonucleares (PMN),
quantificados indiretamente através da atividade da enzima mieloperoxidase, quando

comparado aos respectivos controles (animais normais, s6 RXT ou IM).
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Atividade de MPO (U/mg de mucosa jugal)

FIGURA 17 - Dosagem da enzima mieloperoxidase nas mucosas jugais de hamsters submetidos a
mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecénica (RXT + IM). As barras representam Média
+ EPM da atividadede MPO x 10°mg de mucosa jugal de animais dos grupos Normal, Radioterapia (RXT),
Irritacdo Mecénica (IM) e Radioterapia e Irritacdo Mecénica (RXT + IM). O nimero de animais utilizados
foi, no minimo, 10. #p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo aos grupos controles(Normal, RXTe M)

(Anova; Bonferroni).
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4.4. DOSAGEM DE CITOCINAS NO TECIDO DA MUCOSA JUGAL DE
HAMSTERS SUBMETIDOS ARADIOTERAPIA E IRRITACAO MECANICA

Na figura 18 observam-se as dosagens teciduais das citocinas TNF-a, IL-1 e IL-10.
Os animais submetidos a radioterapia e irritacdo mecénica apresentamum aumento
significativo (p<0,05) da dosagem tecidual de TNF-a ¢ IL-1, quando comparado com 0s
animais normais e 0s somente submetidos a radioterapia ou irritacdo mecanica. Ja, a
dosagem tecidual da citocina antiinflamatdria IL-10 encontra-se diminuida nesse grupo

(RXT + IM).
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FIGURA 18 - Dosagem dos niveis teciduais de TNF-a, IL-1 e IL-10 nas mucosas jugais de hamsters
submetidos & mucosite oral induzida por radioterapia e irritacdo mecanica (RXT + IM). As barras
representam Média £+ EPM dos niveis de TNF-a, IL-1 e IL-10na mucosa jugal de animais dos grupos
Normal, Radioterapia (RXT), Irritagdo Mecénica (IM) e Radioterapia e Irritagdo Mecéanica (RXT + IM) . O
nGimero de animais utilizados foi, no minimo, 5. *p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao Normal
(Anova; Bonferroni).
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45. EFEITO DA RADIOTERAPIA E IRRITACAO MECANICA SOBRE A
DOSAGEM DE NITRITO DAS MUCOSAS JUGAIS DE HAMSTERS

Na figura 19 observa-se que os niveis de nitrito encontrados nas mucosas jugais de
animais submetidos a radioterapia e irritacdo mecéanica estdo significativamente
aumentados (p<0,05), em compara¢do ao grupo controle normal ou ao grupo submetido

apenas a radioterapia ou irirtacdo mecanica.
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FIGURA 19 - Dosagem de nitrito nas mucosas jugais de hamsters submetidos a mucosite oralinduzida
por radioterapia e irritagdo mecanica (RXT + IM).As barras representam Média + EPM da quantidade de
NO ,/NO ;3 (uUM) da mucosa jugalde animais dos grupos Normal, Radioterapia (RXT), Irritagdo Mecanica
(IM) e Radioterapia e Irritagdo Mecanica (RXT + IM). “p<0,05 representa diferencas estatisticas em relagdo
aos grupos controles (Normal, RXT e IM).O nimero de animais utilizados foi, no minimo, 6 (Anova;

Bonferroni).
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4.6. EFEITO DA RADIOTERAPIA E IRRITACAO MECANICA SOBRE A
ATIVIDADE DA OXIDO NITRICO SINTASE NA MUCOSA JUGAL DE
HAMSTERS

Na figura 20 a radioterapia associadaa irritagdo mecénica resultou no
aumento daatividade da NOS nas mucosas jugais dos animais submetidos a mucosite oral

experimental, quando comparado ao grupo controle normal e radioterapia isolada.

2.0+
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FIGURA 20-Dosagem da atividadeda Oxido nitrico sintase (NOS) nas mucosas jugais dos
hamstersinduzida por radioterapia e irritacdo mecanica (RXT + IM).As barras representam Média +
EPM da produgdo de citrulina (pmol/15 min/mg de proteina)na mucosa jugal de animais dos grupos Normal,
Radioterapia (RXT), Irritacdo Mecénica (IM) e Radioterapia e Irritagdo Mecéanica (RXT + IM). O nimero de

animais utilizados foi, no minimo, 6(ANOVA,; Bonferroni).
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4.7. EFEITO DO TRATAMENTO FARMACOLOGICO

4.71. TRATAMENTO COM INIBIDOR DE CITOCINAS -
PENTOXIFILINA

4.7.1.1. Efeito da pentoxifilina sobre as alteracbes macroscopicas e
microscopicas das mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral induzida

por radioterapia e irritacdo mecanica.

Os dados da tabela 3 representam o efeito da pentoxifilina na dose 15 mg/kg ou da
solucdo salina a 0.9% sobre os achados macroscdpicos e microscopicos das mucosas jugais
dos animais com mucosite oral. A pentoxifilina foi administrada via subcutanea, uma hora
antes da radioterapia ou da irritagdo mecénica e diariamente por um periodo de 13 dias. A
PTX na dose de 15 mg/kg foi capaz de diminuir de forma significante (p<0.05) o quadro
de mucosite oraltanto na avaliacdo macroscopica como na andlise histopatolégica com
relacdo ao grupo de RXT + IM (Figura 21 e Tabela 2).

TABELA 2 - Analise macroscopica e microscopica de mucosas jugais de

hamsters submetidos & mucosite oral induzida por radioterapia e irritacdo mecanica

e tratados com pentoxifilina.

Grupos experimentais Normal RXT + IM PTX (15mg/kg)
Analise macroscopica 0(0-0) 3(3-3)" 1(0-1)"
Anélise microscépica 0(0 - 1) 3(1-3)" 100-2)"

RXT + IM : radioterapia + irritacdo mecanica  PTX: pentoxifilina

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de irradiacdo e irritagdo mecanica. Os animais receberam
PTX na dose de 15 mg/kg ou 0,5 ml de solugdo salina a 0,9% (salina) uma hora antes das irradiacdo ou
irritacdo mecénica, diariamente, durante 13 dias. Os dados representam mediana e variagdo de, pelo menos, 6
hamsters, dos seguintes parametros analisados: presenca e intensidade de eritema, de hiperemia, de
hemorragia, de Glceras e de abscessos.”p<0,05representa diferencas estatisticas em relacdo ao grupo Normal;
*p<0,01 representa diferencas estatisticas dos animais com mucosite oral, tratados com PTX, em relagcdo aos

animais ndo tratados - RXT + IM (Kruskal-Wallis; Dunn).
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FIGURA 21 - Aspectos macroscopicos e microscopicos de mucosas jugais de hamsters normais (A e B)
ou submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecanica (RXT + IM) e que
receberam salina (C e D) ou pentoxifilina (PTX) na dose de 15 mg/kg (E e F).A mucosite oral foi
induzida em hamsters através de radioterapia e irritagdo mecanica. Os animais receberam PTX na dose de 15
mg/kg ou 0,5 ml de solugdo salina a 0,9% (salina) uma hora antes das irradiacdo ou irritagdo mecanica,
diariamente, durante 13 dias. Os asteriscos indicam infiltrado inflamatorio e as setas amarelas indicam ulcera

extensa. Exame histopatol6gico corado pela HE — 100X.
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4.7.1.2. Efeito da pentoxifilina sobre a atividade de mieloperoxidase (MPO) nas

mucosas jugais de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia

A figura 22 mostra que a radioterapia associada a irritagdo mecanica nas mucosas
jugais dos animais que receberam apenas solucgdo fisiolégica a 0,9% (salina), foi capaz de
causar um aumento significante (p<0,05) no numero de leucdcitos polimorfonucleares
neutrofilos nas mucosas jugais dos animais, quantificados, indiretamente, no 13° dia,
através da medida de atividade de suas enzimas mieloperoxidases, em comparacdo as
quantidades dos animais do grupo controle, grupo de radioterapia ou irritagdo mecénica
isolada. O tratamento com PTX na dose de 15mg/kg, reduziu, de forma significante
(p<0,05), o numero de leucdcitos polimorfonucleares neutréfilos nas mucosas jugais dos
animais, quantificados, indiretamente através da medida de atividade de sua enzima
mieloperoxidase, quando comparadas as quantidades dessa enzima em animais do grupo

salina, ou seja, submetidos a inducdo de mucosite oral.
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Figura 22 - Efeito da pentoxifilina na atividade de mieloperoxidase (MPO) observadas na mucosite
oral em hamstersinduzida por radioterapia e irritagdo mecanica (RXT + IM). As barras representam
Média + EPM da atividade de MPO x 10%/mg de mucosa jugal de animais dos grupos Normal, Radioterapia
(RXT), Irritacdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritacdo Mecénica (RXT + IM) e Pentoxifilina 15 mg/kg
(PTX). *p<0,05 representa diferenca estatistica em relacdo aos grupos controles (Normais, RXT e IM).
*p<0,05 representa diferencgaestatistica em relacdo aos animais do RXT + IM. O nUmero de animais

utilizados foi, no minimo, seis (Anova; Bonferroni).
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4.7.1.3. Efeito da Pentoxifilina nos niveis teciduais de TNF-a, IL-1p e IL-10 na
mucosa jugal de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por radioterapia e

irritacdo mecanica por ensaio de imunoenzimatico — Elisa.

A produgdo de citocinas foi determinada através do contetdo dessas citocinas no
tecido da mucosa oral nos grupos controles e nos animais submetidos a RXT + IM.

Na figura 23observa-se que os animais dos grupos controle (normal, irritacdo
mecanica (IM) e radioterapia (RXT) isolados) apresentaram baixa dosagem tecidual de
TNF-o ¢ IL-1, enquanto os animais com mucosite oral experimental induzida por
radioterapia e irritacdo mecanica, apresentaram alta dosagem tecidual de TNF-a e IL-1.

A pentoxifilina, na dose de 15 mg/kg foi capaz de atenuar, de forma significativa
(p<0,05), 0 aumento de IL-1 e TNF-a induzidos pela radioterapia e irritagdo mecanica.

Por outro lado, a PTX n&o alterou os niveis de IL-10 de forma significativa.
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FIGURA 23-Efeito da pentoxifilina nos niveis teciduais de TNF-a, IL-1 e IL-10nas mucosas jugais de
hamsters submetidos & mucosite oral induzida por radioterapia e irritacdo mecanica (RXT + IM). As
barras representam Média + EPM dos niveis de TNF-q, IL-1 e IL-10na mucosa jugal de animais dos grupos
Normal, Radioterapia (RXT), Irritacdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritagdo Mecénica (RXT + IM) e
Pentoxifilina 15 mg/kg (PTX) . O nimero de animais utilizados foi, no minimo, 5. *p<0,05 indica diferenca
estatistica em relacdo ao Normal; *p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao RXT + IM (Anova;
Bonferroni).
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4.7.1.4.Efeito da pentoxifilina na expressédo de citocinas (TNF-a e IL-1) por
imunohistoquimica na mucosa jugal de animais com mucosite oral induzida por

radioterapia e irritacdo mecanica.

Nas figuras 24 e 25 observam-se os resultados do efeito da pentoxifilina na dose de
15 mg/kg nas marcacdes de TNF-a e IL-1por imunohistoquimica da mucosa jugal de
hamsters submetidos a radioterapia e irritacdo mecanica.

O tratamento com PTX reverteu o aumento de TNF-a e IL-1 na mucosa jugal nos
animais submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia.

As figuras 24C e 25C mostram a mucosa jugal de um animal submetido a mucosite
oral, onde se vé fortes marcacdes de TNF-a e IL-1 ao nivel das células mononucleares do
tecido conjuntivo. Na fotomicrografia 24D e 25D pode-se observar uma reducéo acentuada
tanto na marcagdo de TNF-a como IL-1 nas células do tecido conjuntivo dos animais

tratados com PTX.
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FIGURA 24 - Fotomicrografias da marcagdo de citocinas (TNF-¢) na mucosa jugal de hamsters:A -
mucosa normal. B. mucosa com mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecénica na
auséncia de anticorpo primario anti-TNF-a. C- mucosa com mucosite oral apresentando intensa
marcacao de TNF-a nas células do conjuntivo (setas). D- mucosa com mucosite oral tratada com PTX,
mostrando reduc¢do acentuado da marcacdo de TNF-a na células mononucleares do tecido conjuntivo.

Técnica de imunohistoquimica para deteccdo de TNF-a (400X).
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FIGURA 25 - Fotomicrografias da marcacéo de citocinas (IL-1) na mucosa jugal de hamsters:
A - mucosa normal. B. mucosa com mucosite oral induzida por radioterapia e irritacdo mecanica na
auséncia de anticorpo primario anti-IL-1. C- mucosa com mucosite oral apresentando intensa
marcacao de IL-1 nas células do conjuntivo (setas). D- mucosa com mucosite oral tratado com PTX,
mostrando reducdo acentuado da marcacdo de IL-1 na células mononucleares do tecido conjuntivo.
Técnica de imunohistoquimica para deteccéo de IL-1 (400X).



101

4.7.1.5.Efeito da pentoxifilina na expressdo da enzima oxido nitrico sintase
induzida na mucosa jugal de animais com mucosite oral induzida por radioterapia e

irritacdo mecanica.

Na figura 26 observa-se o resultado do efeito da pentoxifilina na dose de 15 mg/kg
na marcacdo de NOSi pelo estudo imunohistoquimica da mucosa jugal de hamsters
submetidos a radioterapia e irritacdo mecanica.

Observou-se marcacdo imunohistoquimica acentuada para a enzima NOSi nas
células do tecido conjuntivo da mucosa jugal e uma intensa marcacao de NOSi ao nivel do
epitélio de revestimento e nas células da Iamina prépriado grupo submetido a radioterapia
e irritacdo mecanica (fotomicrografia C), em relacdo a marcacdo observada na mucosa do
animal do grupo controle normal, ndo submetido a mucosite oral.

A pentoxifilina na dose de 15mg/kg foi capaz de reduzir, consideravelmente, a
marcacdo imunohistoquimica para NOSi, quando comparado ao grupo submetido a
mucosite oral experimental que recebeu solucdo salina 0.9% (salina). O controle negativo
(A) representa uma amostra de mucosa jugal onde o anticorpo primario foi substituido pelo

PBS-BSA 5% e ndo mostra nenhuma marcagao de NOSi.
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Figura 26 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para marca¢do da enzima 6xido nitrico

sintase induzida (NOSIi) na mucosa jugal de hamsters.A —mucosa normal. B - controle negativo que
representa uma amostra de mucosa jugal onde o anticorpo primario foi substituido pelo PBS-BSA 5%
e nao mostra nenhuma marca¢do de NOSi. C - mucosa com mucosite ou submetido a mucosite oral
induzida por radioterapia e irritacdo mecanica sem tratamento. D — mucosa com mucosite oral
tratada com PTX.Observou-se marcagdo imunohistoquimica acentuada para a enzima NOSi nas células do
tecido conjuntivo da mucosa jugal na fotomicrografia C. A pentoxifilina na dose de 15mg kg foi capaz de
reduzir, consideravelmente, a marcacdo imunohistoquimica para NOSi (setas).Técnica de imunohistoquimica
para detec¢do de IL-1 (400X).
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4.7.1.6. Western blot para 6xido nitrico sintase induzida na mucosa jugal de

hamsters submetido a mucosite oral experimental induzida por radioterapia.

A expressdo da enzima NOSi foi constatada na mucosa jugal do hamster submetido
a mucosite oral experimental pelo método Western Blot. A figura 27 ilustra que a
radioterapia associada & irritacdo mecanica aumenta significativamente a expressdo de
NOSi quando comparada com o0s grupos controle. A expressdo da enzima na mucosa jugal
dos animais tratados com pentoxifilina na dose de 15 mg kg foi reduzida de forma

significante (p<0.05) quando comparada com o grupo salina.

NOS2

B - actin

=
o
]

o
(o]
1

Razdo NOS,/B-Actina
o
i

Normal RXT IM - PTX 15 mg/kg

RXT + IM

FIGURA 27 - Efeito da pentoxifilina na expressédo de éxido nitrico sintase induzida nas mucosas jugais
de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecanica (RXT + IM).
As barras representam Média + EPM da razdo NOS,/B-actinana mucosa jugal de animais dos grupos Normal,
Radioterapia (RXT), Irritacdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritacdo Mecénica (RXT + IM) e Pentoxifilina
15 mg/kg (PTX) . O nGimero de animais utilizados foi, no minimo, 5. “p<0,05 indica diferenca estatistica em

relacdo ao Normal; *p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao RXT + IM (Anova; Bonferroni).
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4.8. TRATAMENTO COM INIBIDOR DA ENZIMA NOSi (aminoguanidina)

4.8.1. Analise Macroscépica

A andlise macroscopica das mucosas jugais do grupo de animais submetidos a
mucosite oral por radioterapia que receberam apenas solugéo salina (grupo salina), no 13°
dia, mostrou a presenca de hiperemia e eritema acentuados, hemorragia, Ulceras extensas e
abscessos, recebendo escore e variacdo [3(1-3)] (Fig. 28; Tabela 3), significativamente
diferente (p < 0,05) do grupo controle normal 0(0-0) (Fig. 28; Tabela 3).

O tratamento dos hamsters submetidos a mucosite oral com o inibidor da NOS, AG
nas doses de 10,30 e 90 mg/Kg preveniu de forma significativa, os danos a mucosa oral
causados pela radioterapia.A analise macroscopica das mucosas jugais desses animais
mostrou reducdo de eritema e auséncia de ulceracOes e abscessos, observados no 13° do
experimento (Fig. 28; Tabela 3).

4.8.2. Andlise Microscopica

A avaliacdo histopatoldgica das mucosas jugais do grupo salina revelou a presenca
de acentuado infiltrado celular, com predominancia de neutréfilos, vasodilatacdo
acentuada, hemorragia, edema e Ulceras extensas (Fig. 28), recebendo escore e variacdo de
3(1-3) (Tab. 3), significativamente diferente ao atribuido ao grupo controle normal 0(0-1);
(Fig. 28; Tabela 3).

O tratamento com AG nas doses de 10, 30 e 90mg/Kg (Fig 28; Tab. 3) reduziu, de
forma significativa (p<0.05), a infiltracdo de células inflamatorias, presenca de hemorragia

e edema e preveniu a formacéo de Ulceras e abscessos.



105

TABELA 3 - Efeito da aminoguanidina (AG)sobre as alteracbes macroscopicas e
microscopicas das mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral induzida por

radioterapia e irritacdo mecanica (avaliacdo por escores).

Grupos
Normal RXT+IM AGI10 AG30 AG90

experimentais

Andlise

# * * *
macroscopica 000-0) 3(1-3" 1(0-3) 1(0-2) 1(1-3)

Andlise

# * * *
microscépica 00-1) 32-3)° 2(1-3) 2(1-2) 2(1-3)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de radioterapia e irritagdo mecéanica (RXT +IM). Os
animais receberam aminoguanidina (AG) nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg ou 0,5 ml de solucéo salina a 0,9%
(grupo salina) uma hora antes da irradiagdo ou irritagdo mecénica, diariamente, durante 13 dias. Os dados
representam mediana e variagdo de, pelo menos, 10 hamsters, dos seguintes pardmetros analisados: presenca
e intensidade de eritema, de hiperemia, de hemorragia, de Ulceras e de abscessos. “p<0,05 indica diferenca
estatistica em relacdo ao Normal; *p<0,05 indica diferencga estatistica em relacdo ao RXT + IM (Kruskal-
Wallis; Dunn).
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FIGURA 28 - Aspectos macroscopicos e microscopicos das mucosas jugais de hamsters normal (A e B);
submetidos a radioterapia e irritacdo mecanica (C e D); tratados com aminoguanidina nas doses de 30
mg/kg (E e F), 90 mg/kg (G e H). As setas indicam o processo inflamatério. Coloracao por HE - 100X.
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4.8.3. Efeito da aminoguanidina sobre a atividade de mieloperoxidase nas

mucosas jugais de hamsters submetidos a mucosite oral experimental.

A atividade da enzima mieloperoxidase nas mucosas jugais do grupo de hamsters
submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia (salina), encontra-se
significativamente aumentada (p<0,05), no 13° dia do experimento, em comparagdo ao
grupo controle normal ou ao grupo submetido apenas a radioterapia (RXT) ou irritacdo
mecanica (IM). O tratamento com aminoguanidina nas doses de 10 mg/Kg e 30 mg/Kg
reduziu, de forma significativa (p<0.05), a atividade dessa enzima quando comparados ao
grupo salina.
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FIGURA 29 - Efeito do inibidor da NOS, aminoguanidina,na atividade de mieloperoxidase (MPO)
observadas na mucosite oral em hamsters induzida por radioterapia e irritacdo mecanica (RXT + IM).
As barras representam Média + EPM da atividade de MPO x 10%/mg de mucosa jugal de animais dos grupos
Normal, Radioterapia (RXT), Irritacdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritagdo Mecénica (RXT + IM) e
Aminoguanidina nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg. “p<0,05 representa diferenca estatistica em relacdo aos
grupos controles (Normais, RXT e IM), *p<0,05 representa diferencga estatistica em relagdo aos animais do
RXT + IM. O nimero de animais utilizados foi, no minimo, dez (Anova; Bonferroni).
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4.8.4. Efeito da aminoguanidinasobre a dosagem de nitrito nas mucosas jugais

de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por radioterapia

Os niveis de nitrito encontrados nas mucosas jugais dos animais submetidos a
mucosite oral induzida por radioterapia e irritacio mecanica (salina), encontram-se
significativamente aumentados (p<0.05), em comparacdo ao grupo controle normal
(controle), grupo de radioterapia (RXT) e irritacdo mecanica (IM) isolada. O tratamento
diario com animoguanidina nas doses de 10, 30 e 90 mg/kgreduziu, de forma significante
(p<0,05), os niveis de nitrito nas mucosas jugais dos animais submetidos a mucosite oral

experimental comparados ao grupo salina (Figura 28).
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FIGURA 30 - Efeito da aminoguanidina sobre a dosagem de nitrito nas mucosas jugais de hamsters
submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia e irritacdo mecanica (RXT + IM).As barras
representam Média =+ EPM da quantidade de NO ,/NO 3 (UM) da mucosa jugal de animais dos grupos
Normal, Radioterapia (RXT), Irritacdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritacdo Mecéanica (RXT + IM) e
Aminoguanidina nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg. “p<0,05 representa diferencas estatisticas em relagdo aos
grupos controles (Normal, RXT e IM), *p<0,05 representa diferenga estatistica em relagdo aos animais do

RXT + IM.O nimero de animais utilizados foi, no minimo, 6 (Anova; Bonferroni).
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4.8.5. Efeito da aminoguanidina sobre a atividade da NOS na mucosa jugal de

hamsters submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia

A radioterapia associada a irritacdo mecanica mostrou uma tendencia no aumento
daatividade da NOS, nas mucosas jugais dos animais que receberam solucdo salina
(solucao fisioldgica a 0,9%), quando comparado aos grupos controle, radioterapia e
irritacdo mecanica. O tratamento didrio com animoguanidina (AG) na dose de 30
mg/kgtambém ndo reduziu de forma significativa a atividade da NOS, em relacdo ao grupo

de radioterapia associada a irritagdo mecanica (Figura 31).
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FIGURA 31 - Efeito da aminoguanidinana atividade da éxido nitrico sintase (NOS) nas mucosas jugais
dos hamsters induzida por radioterapia e irritacdo mecénica (RXT + IM). As barras representam Média
+ EPM da produgdo de citrulina (pmol/15 min/mg de proteina) na mucosa jugal de animais dos grupos
Normal, Radioterapia (RXT), Irritacdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritacdo Mecéanica (RXT + IM) e

Aminoguanidina (AG) 30 mg/kg. O nimero de animais utilizados foi, no minimo, 6 (ANOVA,; Bonferroni).



110

4.8.6. Efeito da aminoguanidinana marcacdo por imunohistoquimica para
TNF-a e IL-1.

Nas figuras 32 e 33 observa-se o efeito da aminoguanidina na marcagéo de TNF-a e
IL-1Bpelo estudo imunohistoquimico, da mucosa oral do hamster submetido a mucosite
oral por radioterapia. Na fotomicrografia 32C observou-se marcacdo imunohistoquimica
acentuada para TNF-a nas células do tecido conjuntivo da mucosa jugal de hamster (setas)
submetido & mucosite oral por radioterapia, em relagdo a marcagdo observada na mucosa
do grupo controle normal (32A), ndo submetido & mucosite oral. O tratamento com
aminoguanidina (Figura 32D) mostra uma reducdo evidente da marcacdo de TNF-a (setas)
tanto ao nivel do epitélio, como também, da lamina propria, quando comparada a
fotomicrocrafia 32C, a qual evidencia a mucosa de um animal submetido @ mucosite oral
por radioterapia com intensa marcacéo de TNF-a (setas). O controle negativo observado na
fotomicrografia 32B mostra uma mucosa jugal onde o anticorpo primario foi substituido

pelo PBS-BSA 5% e ndo houve nenhuma marcacdo de TNF-a. (setas).
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FIGURA 32 - Fotomicrografias das mucosas jugais dos hamsters. A - mucosa normal. B -mucosa com
mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecanica na auséncia de anticorpo primario anti-
TNF-a. C - mucosa com mucosite oral tratado com salina. D - mucosa com mucosite oral tratado com
aminoguanidina. Setas indicam imunomarcacgdo celular. Técnica de imunohistoquimica para detecgdo de
TNF-o (400X).

Na fotomicrografia 33 observou-se marcagdo imunohistoquimica acentuada para
IL-1 nas células do tecido conjuntivo da mucosa jugal de hamster (setas) submetido a
mucosite oral por radioterapia (salina), em relacdo a marcagdo observada na mucosa do
grupo controle normal, ndo submetido a mucosite oral. O tratamento com aminoguanidina
(figura 33D) reduziu a marcacgdo imunohistoquimica de IL-1B(setas), quando comparado
ao grupo submetido a mucosite oral (Figura 32C) experimental que recebeu tratamento
com salina (setas). O controle negativo observado na fotomicrografia 33B mostra uma
mucosa jugal onde o anticorpo primario foi substituido pelo PBS-BSA 5% e nao houve
nenhuma marcagao de IL-1(setas).
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FIGURA 33 - Fotomicrografias das mucosas jugais dos hamsters. A - mucosa normal. B - mucosa com
mucosite oral induzida por radioterapia e irritacdo mecénica na auséncia de anticorpo primario anti-
IL-1p. C - mucosa com mucosite oral tratado com salina. D - mucosa com mucosite oral tratado com
aminoguanidina. Setas indicam imunomarcagdo celular. Técnica de imunohistoquimica para deteccéo de IL-
1B(400X).

4.8.7. Efeito da aminoguanidinana marcacao imunohistoquimica para oxido

nitrico sintase induzida (NOSiI).

Na fotomicrografia 34C observou-se marcacdo imunohistoquimica acentuada para
enzima NOSi (setas) nas células do tecido conjuntivo da mucosa jugal de hamster
submetido a mucosite oral por radioterapia (salina), em relacdo a marcacdo observada na
mucosa do grupo controle normal, ndo submetido a mucosite oral (figura 34A). O

tratamento com aminoguanidina (figura 34D) reduziu a marcagdo imunohistoquimica para
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NOSi (setas), quando comparado ao grupo submetido & mucosite oral experimental que
recebeu tratamento com salina (34C). O controle negativo observado na fotomicrografia
34B mostra uma mucosa jugal onde o anticorpo primario foi substituido pelo PBS-BSA

5% e ndo mostrou nenhuma marcacdo de NOSi (setas).

FIGURA 34 - Fotomicrografias das mucosas jugais dos hamsters. A - mucosa normal. B - mucosa com

mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecanica na auséncia de anticorpo primario anti-
NOSi. C - mucosa com mucosite oral tratado com salina. D - mucosa com mucosite oral tratado com
aminoguanidina. Setas indicam imunomarcacdo celular. Técnica de imunohistoquimica para detecgdo de
NOSi (400X).
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Aminoguanidina reduz os niveis teciduais de TNF-a e IL-1 na mucosa

jugal dos hamsters submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo

mecanica.
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FIGURA 35 - Efeito do inibidor da NOS, aminoguanidina,nos niveis teciduais de TNF-a, IL-1f e 1L-10
nas mucosas jugais de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por radioterapia e irritacéo
mecénica (RXT + IM). As barras representam Média £ EPM dos niveis de TNF-o, IL-1 e IL-10na mucosa
jugal de animais dos grupos Normal, Radioterapia (RXT), Irritacdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritagéo
Mecanica (RXT + IM) e Aminoguanidina nas doses de 10, 30 e 90 mg/kg. O nimero de animais utilizados
foi, no minimo, 5. *p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao Normal; *p<0,05 indica diferenca

estatistica em relagdo ao RXT + IM (Anova; Bonferroni).

49. EFEITO DOS FITOTERAPICOS SOBRE A MUCOSITE ORAL
INDUZIDA POR RADIOTERAPIA E IRRITACAO MECANICA.

49.1. TRATAMENTO COM M. URUNDEUVA (EXTRATO DE AROEIRA)

4.9.1.1. Efeito do extrato de M. urundeava (aroeira) sobre as alteracgdes
macrosclpicas e microscopicas das mucosas jugais dos hamsters submetidos a

mucosite oral induzida por radioterapia e irritacdo mecanica.

A tabela 5 demonstra o efeito do tratamento com o gel de M. urundeuva nas
concentracdes de 5, 10 e 20% ou com gel inerte (controle) administrados topicamente nas

mucosas jugais duas vezes ao dia e diariamente até o sacrificio. O tratamento com o gel de
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M. urundeuva ndo reduziu de forma significante as alteragdes macroscopicas e
histopatoldgicas relativas @ mucosite oral experimental quando comparadas com o0s
animais submetidos a mucosite e tratados com gel inerte (controle). Observa-se que a M.
urundeuva ndo foi capaz de inibir a mucosite oral de forma significativa.

Na figura 36 observam-se 0s aspectos macroscopicos e microscépicos das mucosas
jugais de animais normais (A e B) e animais submetidos a tratamento com radioterapia e

irritacdo mecanica seguido por: gel base (C e D); gel de M. urundeuva a 5% (E e F).

TABELA 5 - Efeito da aroeira (AR) sobre as alteracbes macroscopicas e
microscopicas das mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral

experimental induzida por radioterapia.

Grupos
Normal RT +IM AR5% AR10% AR20%

experimentais

Anélise

macroscopica 0(0-0) 3(1-3) 3(1-3) 3(1-3) 3(1-3)

Anélise

microscopica O~ 31-3)°  25(1-3)  21-3) 3(1-3)

Os animais receberam gel de aroeira tdpico nas concentracdes de 5, 10 e 20% ou gel inerte (controle) duas vezes por dia
até o 13° dia do experimento. Os dados representam mediana e variac&o de pelo menos 10 hamsters.?p<0,05 em relacéo
ao Normal (ANOVA,; Bonferroni).
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FIGURA 36 - Aspectos macroscopicos e microscépicos das mucosas jugais de animais normais

(A e B) e animais submetidos a tratamento com radioterapia e irritagdo mecanica seguido por:
gel base (C e D); gel de aroeira a 5% (E e F).Na fotomicrografia D observa-se um quadro de
processo inflamatorio intenso, com acentuado infiltrado celular e extensa Ulcera (setas). Na
fotomicrografia F observa-se que ainda ha um processo inflamat6rio importante, porém em fase de

reparacgdo (setas). Exame histopatol6gico corado pela HE - 100X.
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4.9.1.2. Efeito da M. urundeuva (aroeira) sobre as medidas de atividade de
mieloperoxidase (MPO) observadas na mucosite oral induzida por radioterapia.

A figura 37 mostra que o tratamento com aroeira nas concentragdes de 5, 10 e 20%
néo reduziu a intensidade da atividade da mieloperoxidase (MPO) nas mucosas jugais dos
animais submetidos a mucosite oral por radioterapia quando comparado aos animais do

grupo salina.
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FIGURA 37 - Efeito da aroeira na atividade de mieloperoxidase (MPO) observadas na mucosite oral
em hamsters induzida por radioterapia e irritagdo mecénica (RXT + IM). As barras representam Meédia
+ EPM da atividade de MPO x 10%/mg de mucosa jugal de animais dos grupos Normal, Radioterapia (RXT),
Irritagdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritagdo Mecanica (RXT + IM) e Aroeira 5, 10 e 20%. “p<0,05
representa diferenca estatistica em relagdo aos grupos controles (Normais, RXT e IM). O nimero de animais

utilizados foi, no minimo, dez (Anova; Bonferroni).
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4.9.1.3. Efeito da M. urundeuva (aroeira) sobre a dosagem de nitrito nas

mucosas jugais de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por radioterapia.

Pode-se observar na figura 38 que os niveis de nitrito encontrados nas mucosas
jugais de animais submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia (salina) encontram-
se significativamente aumentados em comparagao ao grupo controle normal ou aos grupos
submetidos somente a radioterapia ou irritacdo mecanica isolados. O tratamento com
aroeira diariamente nas concentracdes de 5, 10 e 20% reduziu, de forma significativa
(p<0,001), os niveis de nitrito nas mucosas jugais de animais submetidos a mucosite oral
experimental, possivelmente restabelecendo o0s pardmetros dos niveis de nitrito

encontrados nos grupos de controles normal e radioterapia isolada.
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FIGURA 38 - Efeito da aroeira sobre a dosagem de nitrito nas mucosas jugais de hamsters submetidos
a mucosite oral induzida por radioterapia e irritacdo mecanica (RXT + IM).As barras representam
Média £+ EPM da quantidade de NO ,/NO ; (uM) da mucosa jugal de animais dos grupos Normal,
Radioterapia (RXT), Irritagdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritagdo Mecénica (RXT + IM) e Aroeira 5, 10
e 20%. “p < 0,05 representa diferencas estatisticas em relacdo aos grupos controles (Normal, RXT e IM),
*p<0,05 representa diferenca estatistica em relagdo aos animais do RXT + IM.O nUmero de animais

utilizados foi, no minimo, 6 (Anova; Bonferroni).
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4.9.1.4. Efeito da M. urundeuva (aroeira) sobre a atividade da NOS na mucosa
jugal de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia

A figura 39 demonstra que otratamento diario com aroeira na concentracdo de 10%
ndo reduziu de forma significativa a atividade da NOS em relacdo ao grupo controle

(salina).
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FIGURA 39 - Efeito da aroeira na atividade da 6xido nitrico sintase (NOS) nas mucosas jugais dos
hamsters induzida por radioterapia e irritacdo mecénica (RXT + IM). As barras representam Media +
EPM da producéo de citrulina (pmol/15 min/mg de proteina) na mucosa jugal de animais dos grupos Normal,
Radioterapia (RXT), Irritacdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritacdo Mecénica (RXT + IM) e Aroeira 10%.

O namero de animais utilizados foi, no minimo, 6 (ANOVA; Bonferroni).
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4.9.1.5. Efeito da M. urundeuva (aroeira)sobre os niveis teciduais de TNF-a,
IL-1 e IL-10 na mucosa jugal dos hamsters submetidos a mucosite oral induzida por

radioterapia e irritacdo mecanica.

O tratamento com aroeira nas concentracbes de 5, 10 e 20% reverteu
significativamente (p<0.05) o aumento de TNF-o na mucosa jugal dos animais submetidos
a mucosite oral por radioterapia. No entanto, o aumento de IL-1 sé foi atenuado de forma
significativa (p<0,05) com aroeira nas concentracfes de 10 e 20%. 11-10 encontrava-se

aumentado nos grupos tratados com aroeira.
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FIGURA 40 - Efeito da aroeira nos niveis teciduais de TNF-a, IL-1 e IL-10 nas mucosas jugais de
hamsters submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecanica (RXT + IM). As
barras representam Média + EPM dos niveis de TNF-a, IL-1 e IL-10na mucosa jugal de animais dos grupos
Normal, Radioterapia (RXT), Irritacdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritagdo Mecénica (RXT + IM) e
Avroeira 5, 10 e 20%. O nimero de animais utilizados foi, no minimo, 3. *p<0,05 indica diferenca estatistica

em relacéo ao Normal; *p<0,05 indica diferenga estatistica em rela¢do ao RXT + IM (Anova; Bonferroni).
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49.2. TRATAMENTO COM EXTRATO DE ALOE BARBADENSIS
MILLER (ALOE VERA)

4.9.2.1. Efeito do Aloe barbadensis Miller (Aloe vera) sobre os aspectos

macroscopicos e microscopicos observados na mucosite oral

A tabela 5 mostra o efeito do tratamento topico com Aloe vera nas concentracdes
de 25, 50 e 100%, ou gel base inerte aplicado duas vezes ao dia na mucosa jugal até o 13°
do protocolo. Observou-se que o Aloe vera ndo foi capaz de inibir a mucosite oral em
relagcdo aos animais tratados com gel inerte. No entanto, somente na concentracdo de 100%
foi possivel verificar algum grau de inibicdo na avaliacdo microscdpica das mucosas
jugais. Na figura 41 podem-se verificar os aspectos macroscopicos € microscopicos das
mucosas jugais de animais normais (figura 41A e B), animais submetidos a radioterapia
tratados com gel inerte (figura 41C e D) e animais tratados com Aloe vera na concentragio
de 100%(figura 41E e F).

TABELA 5 - Efeito do extrato de Aloe vera sobre as alteracGes macroscopicas
e microscopicas das mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral

induzida por radioterapia e irritacdo mecanica.

Grupos
Normal RXT + IM AV25% AV50% AV100%

experimentais

Anélise

macroscopica 0(0-0) 3(1-3) 3(1-3) 3(1-3) 3(1-3)

Andlise

microscopica 00-1) 3(1-3) 2(1-3) 3(1-3) 2(1-3)

A mucosite oral foi induzida por radioterapia e irritacdo mecénica com auxilio de uma agulha de
ponta romba nas mucosas jugais. Os animais receberam gel de Aloe vera topico nas concentragdes de 25, 50
e 100% ou gel inerte (controle) duas vezes por dia até o 13° dia do experimento. Os dados representam
mediana e variacdo de pelo menos 10 hamsters. “p<0,05 indica diferenca estatistica em relacdo ao Normal;
*p<0,05indica diferenca estatistica em relacdo ao grupo Radioterapia e Irritagdo mecénica (RXT + IM)
(Kruskal-Wallis e Mann-Whitney).
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FIGURA 41 - Aspectos macroscopicos e microscopicos das mucosas jugais de animais normais
(A e B) e animais submetidos a tratamento com radioterapia e irritagdo mecanica seguido por:
gel base (C e D); gel de Aloe vera a 50% (E e F ).Na fotomicrografia D observa-se um quadro de
processo inflamatério intenso, com acentuado infiltrado celular e extensa Ulcera (setas). Na
fotomicrografia F observa-se que ainda hd um processo inflamatério importante, porém em fase de

reparagdo (setas). Exame histopatolégico corado pela HE — 100X.
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4.9.2.2. Efeito do Aloe barbadensis Miller (Aloe vera) sobre as medidas de
atividade de mieloperoxidase (MPO) observadas na mucosite oral induzida por

radioterapia.

A figura 42 mostra que o tratamento com Aloe vera nas concentragdes de 50 e
100% reduziu a intensidade da atividade da mieloperoxidase (MPO) nas mucosas jugais
dos animais submetidos a mucosite oral por radioterapia quando comparado aos animais do

grupo salina.
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FIGURA 42 - Efeito da Aloe vera na atividade de mieloperoxidase (MPO) observadas na mucosite oral
em hamsters induzida por radioterapia e irritacdo mecénica (RXT + IM). As barras representam Média
+ EPM da atividade de MPO x 10%/mg de mucosa jugal de animais dos grupos Normal, Radioterapia (RXT),
Irritagdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritacdo Mecanica (RXT + IM) e Aloe vera 25, 50 e 100%. “p<0,05
representa diferenca estatistica em relagdo aos grupos controles (Normais, RXT e IM); *p<0,05 indica
diferenca estatistica em relagdo ao RXT + IM. O nimero de animais utilizados foi, no minimo, dez (Anova;

Bonferroni).
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4.9.2.3. Efeito doAloe barnadensis Miller (Aloe vera) sobre a dosagem de
nitrito nas mucosas jugais de hamsters submetidos @ mucosite oral induzida por

radioterapia

Pode-se observar na figura 43 que os niveis de nitrito encontrados nas mucosas
jugais de animais submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia (salina) encontram-
se significativamente aumentados em comparacao ao grupo controle normal ou aos grupos
submetidos somente a radioterapia ou irritacdo mecénica isolados. O tratamento com Aloe
vera diariamente nas concentracdes de 25, 50 e 100% preveniu, de forma significativa
(p<0,001), o aumento dos niveis de nitrito nas mucosas jugais de animais submetidos a
mucosite oral experimental, possivelmente restabelecendo os parametros dos niveis de

nitrito encontrados nos grupos de controles normal e radioterapia isolada
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FIGURA 43 - Efeito doAloe verasobre a dosagem de nitrito nas mucosas jugais de hamsters
submetidos a mucosite oral induzida por radioterapia e irritacgdo mecanica (RXT + IM).As barras
representam Média =+ EPM da quantidade de NO ,/NO 3 (uM) da mucosa jugal de animais dos grupos
Normal, Radioterapia (RXT), Irritagdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritacdo Mecénica (RXT + IM) e Aloe
vera 25, 50 e 100%. “p < 0,05 representa diferencas estatisticas em relagdo aos grupos controles (Normal,
RXT e IM), *p<0,05 representa diferenca estatistica em relagdo aos animais do RXT + IM.O nGmero de

animais utilizados foi, no minimo, 6 (Anova; Bonferroni).
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4.9.2.4. Efeito do Aloe barbadensis Miller (Aloe vera) sobre a atividade da
NOS na mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por

radioterapia

A figura 44 demonstra que o tratamento diario com Aloe vera na concentragdo de
100% né&o reduziu de forma significativa a atividade da NOS, em relagdo ao grupo controle

salina.
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Figura 44 - Efeito doAloe verana atividade da 6xido nitrico sintase (NOS) nas mucosas jugais dos
hamsters induzida por radioterapia e irritacdo mecanica (RXT + IM). As barras representam Média +
EPM da producéo de citrulina (pmol/15 min/mg de proteina) na mucosa jugal de animais dos grupos Normal,
Radioterapia (RXT), Irritagdo Mecénica (IM), Radioterapia e Irritagdo Mecénica (RXT + IM) e Aloe vera

100%. O nimero de animais utilizados foi, no minimo, 6(ANOVA, Bonferroni).
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4.9.2.5. Efeito do Aloe barbadensis Miller (Aloe vera) sobre os niveis teciduais
de TNF-a, IL-1 e IL-10 na mucosa jugal dos hamsters submetidos a mucosite oral

induzida por radioterapia e irritacdo mecanica

O tratamento com Aloe vera na concentragdo de 100% reverteu significativamente
(p<0.05) 0 aumento de TNF-a na mucosa jugal dos animais submetidos a mucosite oral por
radioterapia. O aumento de IL-1 foi atenuado de forma significativa (p<0,05) com Aloe
vera nas concentracdes de 25 e 100%. O Aloe vera em todas as concentracdes foi capaz de
reduzir de forma significante (p<0,05) o aumento de IL-10 com relagdo ao grupo controle

normal.

90
75+
60

45

TNF-a, (pg/ml)

30

154

Normal RXT IM - 5 25 100

Aloe vera (%)

RXT + IM



129

250+

IL-1 (pg/ml)
= = N
o ul o
T 2 9

a1
o
1

o
|

Normal RXT IM - 5 25 100

Aloe vera (%)

RXT + IM

700+
600+

a1

o

o
|

400+
300+

IL-10 (pg/ml)

200
100+

Normal RXT IM - 5 25 100

Aloe vera (%)

RXT + IM

FIGURA 45 - Efeito do aloe vera nos niveis teciduais de TNF-a, IL-1 e IL-10 nas mucosas jugais de
hamsters submetidos & mucosite oral induzida por radioterapia e irritacdo mecanica (RXT + IM). As
barras representam Média + EPM dos niveis de TNF-a, IL-1 e IL-10na mucosa jugal de animais dos grupos
Normal, Radioterapia (RXT), Irritagdo Mecanica (IM), Radioterapia e Irritacdo Mecanica (RXT + IM) e Aloe
vera 5, 25 e 100%. O nimero de animais utilizados foi, no minimo, 5. *p<0,05 indica diferenca estatistica em

relagdo ao Normal; *p<0,05 indica diferenca estatistica em relagdo ao RXT + IM (Anova; Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

A mucosite oral radioinduzida é o principal efeito colateral agudo em pacientes
submetidos a radioterapia para tratamento das neoplasias de cabecga e pescoc¢o, e impacta
negativamente sobre a qualidade de vida dos pacientes irradiados. E um fendmeno
dependente da dose utilizada podendo tornar-se um fator limitante do tratamento e esta
associada com perda de peso, dor e incapacidade de alimentacéo.

Grandes avancos ja foram observados nas abordagens terapéuticas do cancer. As
modalidades de tratamentos tém tornado-se cada vez mais complexas, e a radioterapia
ocupa lugar de destaque neste contexto. No entanto, a toxicidade em tecidos de alta
proliferacdo, como a mucosa da cavidade oral, ainda se apresenta como um importante
fator limitante.

Atualmente, ndo ha tratamento efetivo na prevencdo e terapéutica da mucosite oral,
portanto as dificuldades na prevencdo e tratamento da mesma ainda constituem um dos
grandes desafios no manejo dos pacientes portadores de neoplasias e que sdo submetidos a
radioterapia e/ou quimioterapia.

A fisiopatologia da mucosite oral induzida por quimioterapia caracteriza-se como
um processo de multiplas etapas e dependente de uma cascata de mediadores
inflamatdrios, alguns ja muito bem descritos, inclusive pelos pesquisadores do LAFICA
(SONIS; TRACY e SHKLAR, 1990; SONIS et al., 2004; VILMA et al., 2005;
SANT’ANA, 2006; LEITAO et al., 2007) conforme bem discutido na introducdo dessa
tese.

No entanto, a patogénese da mucosite oral decorrente do tratmento radioterapico
ndo tem sido tdo extensamente estudada como a mucosite oral consequente a
quimioterapia.

Alguns poucos modelos animais de mucosite quimio ou radioinduzida ja foram
propostos na tentativa de se reproduzir os achados observados nas correspondentes
patologias humanas, e dessa forma melhor se conhece os mecanismos envolvidos na sua
patogénese (PARKINS; FOWLER e YU,1983; XU; VAN DER SCHUEREN e
ANG,1984; MOSES AND KUMMERMEHR, 1986; SONIS; TRACY e SHKLAR, 1990;
SONIS et al., 2000; VILMA et al., 2005; MOURA, 2006).
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No presente estudo foi possivel reproduzir-se o0 modelo de mucosite oral induzida
por radioterapia de megavoltagem, o qual havia sido desenvolvido, de forma inédita em
dissertacdo de mestrado defendida em 2006 (MOURA, 2006).

Dessa maneira foram observados achados tanto macroscopicos quanto
microscopicos que caracterizam o processo inflamatorio de uma mucosite oral, como
hiperemia e eritema acentuado, hemorragias, Ulceras, abscessos, ingurgitamento vascular e
infiltrado inflamatdrio acentuado. Estes resultados corroboram com estudos anteriores que
utilizaram outro modelo animal desenvolvido em hamsters, no qual o tipo de radioterapia
usada era de ortovoltagem (SONIS, 2000).

Mediadores inflamat6rios como citocinas e oxido nitrico tém sido implicados na
patogénese de diversos processos inflamatorios, incluindo-se aqueles consequentes a
agressdo tecidual provocada pela quimioterapia. Dessa forma, ja estd demonstrado que o
Oxido nitrico produzido por células inflamatdrias através da indugdo da Oxido nitrico
sintase via ativacdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-1), parece ser um dos
mediadores finais envolvidos nas lesdes da cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida
e ifosfamida (RIBEIRO et al., 2012) e das mucosites oral e intestinal induzida por 5-
fluorouracil, metrotrexate e irinotecan (LIMA et al., 2005; LEITAO et al., 2006; MELO et
al., 2007 ; LIMA-JUNIOR et al., 2012).

Dentro deste contexto, nos propusemos a demonstrar no presente estudo que a
radioterapia, a exemplo da quimioterapia, pode desencadear uma cascata de eventos
envolvendo citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-1, as quais levariam a liberacdo
de outras citocinas, assim como a inducdo de enzimas tipo a dxido nitrico sintase induzida
gerando mediadores finais como o 6xido nitrico.

Dessa forma, foi possivel mostrar na presente investigacdo, que tanto TNF-a como
IL-1 quando dosados por ELISA, apresentaram niveis significativamente aumentados nas
mucosas jugais de animais com mucosite oral induzida por radioterapia, quando
comparados com os devidos controles. Reforcando estes dados, foi também observado
imunoexpressdo aumentada dessas citocinas nas amostras de tecido das mucosas jugais
daqueles animais com mucosite oral induzida por radioterapia.

Esses achados corroboram com aqueles observados no estudo de ONG et al. (2010),
em que se avaliou o envolvimento de citocinas pro-inflamatorias na mucosite

gastrointestinal induzida por radioterapia em ratos, sendo demonstrado que no dano sub-
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agudo existia a participacdo de TNF-a e IL-1p. Alguns outros estudos t€ém mostrado que na
mucosite oral induzida por radioterapia em hamsters ha um aumento da expressdo de TNF-
a e IL-1B (SONIS et al., 2000; SONIS et al., 2002; SONIS et al., 2004).

De forma complementar e absolutamente coerente foi também demonstrado, neste
estudo, uma diminuicdo dos niveis da citocina antiinflamatdria IL-10 nas mucosas jugais
dos animais com mucosite radio-induzida, sugerindo que a atenuacao dos niveis endégenos
dessa citocina esteja possilvemente contribuindo na patogénese dos eventos inflamatorios.

IL-10, assim como IL-4 e IL-13 séo classificadas como citocinas antiinflamatorias,
e entre, as suas principais atividades encontra-se a capacidade de inibir a produgédo de
citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1p, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-o e quimiocinas
(HART et al., 1989; De WAAL MALEFYT et al.,, 1991; FIORENTINO et al., 1991;
CASSATELLA etal., 1993; ISOMAKI et al., 1996; MUCHAMUEL et al., 1997, VALE et
al., 2003). Além disso, elas também inibem a expressdo das enzimas COX-2 e NOSiI, as
quais estdo envolvidas na producdo de prostaglandinas e NO, respectivamente (CUNHA;
MONCADA e LIEW, 1992b; NIIRO et al., 1995; ONOE et al., 1996; NIIRO et al., 1997).
Em modelos de dor mecanica e articular em ratos, e de contor¢cBes abdominais em
camundongos foi demonstrado que IL-4, IL-10 e IL-13 possuem efeito antihiperalgésico, o
qual decorre da inibi¢do de citocinas pré-inflamatérias (POOLE et al., 1995; CUNHA et
al., 1999; LORENZETTI et al., 2001; VALE et al., 2003).

Interessante, nesse contexto foi a demonstracdo, no trabalho de Vale et al. (2003),
de um possivel papel regulador enddgeno negativo para IL-4, IL-10 e IL-13 na resposta
nociceptiva, desde que o pré-tratamento de animais com anticorpo anti-1L-10 ou anti-IL-4
ou anti-1L-13 promove uma potenciacdo na resposta nociceptiva frente a estimulos sub-
limiares. Em assim sendo é bem possivel que no modelo experimental de mucosite radio-
induzido aqui mostrado, a I1L-10 possa estar desempenhando um papel semelhante, de
forma que a sua diminuicdo, conforme demonstrado esteja contribuindo para um aumento
nos niveis das citocinas TNF e IL-1, as quais estariam envolvidas com a deflagracdo da
resposta inflamatoria da mucosite provocada por radioterapia. Sabe-se que um dos
sintomas importantes da MO é o quadro algico, logo o fato dos niveis de IL-10 estarem
diminuidos de forma significativa no grupo de MO (RXT + IM), e esta interleucina ter uma
importante funcdo antiinflamatoria, pode correlaciona-se com a intensificagdo da dor

referida pelos pacientes, e que normalmente esta presente nesse processo
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inflamatorio.Deve-se reconhecer, entretanto que uma nova abordagem experimental
envolvendo um tratamento com anticorpos anti-citocinas anti-inflamatorias seria
necessario para confirmar essa nossa hipétese.

Na tentativa de se identificar outros possiveis candidatos a mediadores capazes de
serem ativados e/ou liberados pelas citocinas ja demonstradas como participantes da
patogénese da mucosite radio-induzida, tornou-se extremamente razodvel se pesquisar o
envolvimento do 0xido nitrico.

Nesse sentido foi inicialmente avaliada a expresséo de NOSi por
imunohistoquimica. Observou-se que houve uma intensa imunoexpressdo de NOSi nas
mucosas submetidas ao tratamento radioterapico nas condigdes previamente demonstradas,
contrastando com uma fraca imunomarcagdo naquelas mucosas nao submetidas ao mesmo
regime de radioterapia, 0 que estava sugerindo uma possivel participacdo de NO neste
processo inflamatério. De forma coerente, a seguir demonstrou-se que niveis
significativamente aumentados de nitrito e nitrato estavam presentes naquelas mucosas
submetidas ao regime proposto de radioterapia, capaz de provocar mucosite ulcerativa,
fortificando, entdo a ideia do NO como um mediador inflamatdrio nesse processo.

De fato ao se realizar uma abordagem farmacoldgica através do pré-tratamento dos
hamsters com um inibidor seletivo da o¢xido nitrico sintase induzida (NOSI),
aminoguanidina, verificou-se uma reducéo significativa e dose-dependente dos parametros
macro e microscopicos observados no grupo de animais com suposta mucosite radio-
induzida, assim como a reducdo de forma significante da infiltracdo de neutrofilos e
inibicdo significativa da dosagem de nitrito e nitrato.

Estes dados em muito reforga a hipdtese do envolvimento do NO na patogénese da
mucosite experimental induzida por radioterapia de megavoltagem e se torna a primeira
demonstracdo do papel deste mediador nesse processo, a exemplo do que ja se havia
demonstrado, também de forma pioneira, para a mucosite oral induzida por quimioterapia
(LEITAO et al, 2006).

De forma coerente ao se lancar mdo de uma abordagem molecular, através da
técnica de Western Blot, foi possivel se demonstrar um significativo aumento da expressao
da NOSi nos animais submetidos a mucosite oral radio-induzida. Adicionalmente, também
se mostrou que, além de superexpressa, a enzima esta ativa desde que sua capacidade de

converter L-arginina em L-citrulina encontra-se aumentada neste mesmo grupo, embora de
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forma n&o significativa. Estes dois ultimos dados, principalmente o primeiro, reforcam
ainda mais o papel do NO, advindo da enzima oOxido nitrico sintase induzida, na
patogénese da mucosite oral provocada por radioterapia.

Sonis et al. (2002), por outro lado, utilizando 0 modelo de mucosite oral induzida
por radioterapia de ortovoltagem em hamsters e numa abordagem molecular através de
RT- PCR em que se pretendia demonstrar a sequéncia de genes envolvidos nesse processo
inflamatdrio, detectaram baixos e variaveis niveis de TNF-a e de NOSi , o que inviabilizou
a quantificacdo da expressdo desses genes. Deve-se levar em conta, entretanto que o
modelo utilizado pelo grupo de Sonis foi de radioterapia de ortovoltagem e o usado no
presente estudo foi de radioterapia de megavoltagem. E possivel, embora nio tenhamos
bases bioldgicas concretas para afirmar, que esses dois tipos de radiacdo possam
desencadear sequéncias génicas distintas o que explicaria as diferencas de resultados.

Considerando que citocinas como TNF-a e IL-1 sdo reconhecidas como potentes
estimuladores da sintese da NOSi e que pentoxifilina é um farmaco de larga utilizacdo
laboratorial, como inibidor da transcricdo e traducdo dos RNAm destas e de outras
citocinas pré-inflamatorias (DOHERTY et al., 1991; NEUNER et al., 1994), tornou-se
racional utiliza-la como ferramenta farmacoldgica na tentativa de se estabelecer a possivel
sequéncia dos mediadores envolvidos na cascata inflamatéria da mucosite oral radio-
induzida.

Dessa forma, foi demonstrado na presente investigacdo que o pré-tratamento de
animais com PTX foi capaz de atenuar significativamente os parametros inflamatorios,
macro e microscopicos observados nas mucosas jugais dos animais com mucosite oral
induzida por radioterapia, incluindo-se ai 0 edema, a ulceracdo epitelial e a infiltracdo
neutrofilica. Tais efeitos parecem ser consequentes a capacidade da PTX de inibir a sintese
de citocinas proinflamatorias como TNF-o e IL-1, 0 que de fato foi possivel de ser
demonstrado no presente estudo. Esses dados sdo uma extensdo daqueles preliminarmente
mostrados em nossa dissertacdo de mestrado, em que se investigou o efeito protetor da
pentoxifilina nas doses de 5 e 15mg/kg na mucosite induzida por radioterapia (MOURA,
2006).

Os dados em questdo, também corroboram com aqueles frutos do trabalho de Lima
et al. (2005), em que foi demonstrada a participacdo do TNF-a na patogénese da mucosite
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oral experimental induzida por quimioterapia (5-FU) em hamsters, usando inibidores de
citocinas como a pentoxifilina.

Usando outro modelo experimental, o de mucosite intestinal induzida por
irinotecano em camundongos, Melo et al. (2007) também mostraram um importante efeito
inibitorio com o uso da pentoxifilina.

Uma provavel explicacdo para todos esses achados, 0s aqui apresentados e os da
literatura, tem por base o fato da PTX poder suprimir a transcri¢do dos genes de TNF-a e
de IL-1. Além disso, tem sido descrito que a nivel molecular, e em concentracdes elevadas
pode inibir a ativagdo de NF-kB, e como resultado interferir na produgéo de TNF-a e IL-1
(DOHERTY et al., 1991; NEUNER et al., 1994). Sabe-se que a inibicdo de NF-xB
melhora a inflamacdo (KEIFER et al., 2001), assim como sua ativacdo resulta numa
regulacdo aumentada de uma variedade de genes e subsequente producéo de citocinas pro-
inflamatorias (SONIS et al., 2004a; SONIS, 2004, YEOH et al., 2005; LOGAN et al.,
2007).

Tanto 0 TNF-a quanto a IL-1 induzem vias de sinalizacdo intracelulares que levam
a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, o que em tultima instancia amplifica a resposta
inflamatoria coordenada por estas citocinas. Diante do exposto, pode-se inferir que a PTX
possui a capacidade de modular a resposta inflamatéria observada na mucosite oral radio-
induzida, através da inibicdo de citocinas como TNF-a e IL-1 diretamente ou via inibigdo
da indu¢ao de NF«xB.

Esse efeito protetor da PTX encontrada no presente estudo como ja mencionado
pode ser explicado pela sua capacidade de inibir a producdo das citocinas inflamatérias.
Dados que corroboram com outros estudos que demonstraram que a PTX pode reduzir
citocinas como TNF-a (SILVA et al., 2000; JI et al., 2004; VILMA et al., 2005; MOUA,
2006; MELO et al., 2007) e IL-1 (NEUNER et al., 1994; VAN FURTH et al., 1997;
MELDO et al., 2007).

Outro mediador importante avaliado nesse estudo foi o0 NO. Uma das ferramentas
utilizadas inicialmente para a sua avaliacdo foi a imunoexpressdo da NOSi. Nesse
contexto, observou-se também que o tratamento com PTX reduziu a imunomarcacgdo de
NOSi. De forma coerente, foi tambem possivel se demonstar que a PTX inibiu 0 aumento
da expressdo dessa enzima quando se utilizou outra ferramenta que foi a avaliagdo por

Western Blot. Este fato demonstra de forma inequivoca que a NOSi esta superexpressa na
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mucosite induzida por radioterapia, e esta superexpressdo encontra-se inibida pelo
tratamento com um inibidor de citocinas (TNF-a e IL-1), 0 que sugere que estas participam
da inducédo da NOSi.

Outos estudos utilizando modelos experimentais distintos concordam com estes
achados. Assim, Melo et al. (2007) e Lima-Junior et al. (2012), mostraram que PTX
também era capaz de inibir diversos parametros da resposta inflamatéria observada na
mucosite intestinal induzida pelo irinotecano, sendo este efeito mediado via inibicdo da
expressao da NOSi avaliada por imunomarcacdo e por Western Blot.

Adicionalmente, Gomez-Cambronero et al. ( 2000) demonstraram que a PTX na
dose de 12 mg/kg foi capaz de atenuar o edema e a inflamag&o na pancreatite experimental,
possivelmente pela diminuicdo da producdo de NO e Beshay et al. (2001) também
observaram supressdo dos niveis de expressdo da NOSi in vitro e in vivo com o uso da
PTX. A reducdo da producdo de NO nos animais tratados com PTX pode ser em
conseqliéncia da diminuicdo da infiltracdo de neutrdfilos, devido a reducgdo de citocinas
inflamatdrias como TNF-a ¢ IL-1, conforme demonstrado pelo nosso grupo e por outros
autores.

Com o objetivo de identificar potenciais fitoterapicos com agdo protetora sobre a
mucosite provocada pela radioterapia, dois produtos naturais de reconhecida acao
antiinflamatdrias, foram testados: a M. urundeava (aroeira do sertdo) e o Aloe barbadensis
Miller (Aloe vera). Nesse contexto, o estudo mostrou que a aroeira, a despeito de ter
inibido a producédo de nitrito e nitrato e de TNF-a tecidual, ndo foi capaz de atenuar os
parametros macro e microscopicos comuns na mucosite radio-induzida. Esses dados
contrastam com aqueles obtidos por Sant’Ana (2006), em sua dissertagao de mestrado em
que foi observado um efeito protetor importante desse fitoterapico quando utilizado no pré-
tratamento de hamsters submetidos a mucosite oral induzida pelo quimioterapico 5-
Fluorouracil. Nesse estudo Sant’Ana sugere que o efeito protetor da aroeira parece ser
consequente a sua ac¢do inibitdria da expressdo de TNF-a ¢ NOSi ou ainda também a um
efeito direto sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO).

Figueredo (2011) em sua dissertacdo de mestrado avaliando o efeito do infliximabe,
um anticorpo anti-TNF-a sobre a mucosite intestinal experimental induzida por irinitecano
demonstrou que houve inibicdo nos parametros inflamatérios (TNF-a, MPO, IL-1B e

expressdo de NOSi), mas sem efeito nas alteragcdes funcionais, como diarréia, atividade
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contratil do duodeno (contratilidade da mucosite intestinal). Corroborando com esses
achados, Melo et al. (2007) em um modelo experimental de mucosite intestinal induzida
por irinotecano mostrou que a talidomida, um derivado sintético do acido glutamico que
inibe a producdo do TNF-o, reduziu a infiltragdo neutrofilica e preveniu parte das
alteragBes morfométricas, porém, ndo diminuiu a gravidade da diarréia. Baseado nestes
resultados, considerando que nesse estudo a aroeira também n&do foi capaz de inibir o
processo inflamatdério da MO, porém inibiu a producdo de citocinas como TNF-a, nos
permite supor que a inibicdo do TNF-a ndo seja suficiente pra prevenir tanto a diarréia
induzida por irinotecano qunto a mucosite oral induzida por radioterapia.

Existem evidéncias em modelos experimentais da atividade antiinflamatéria e
antioxidante da aroeira, no entanto, a fisiopatologia desses efeitos ainda tem sido pouca
esclarecida. Sabe-se que os dois componentes da aroeira, tanto 0s taninos como as
chalconas estariam mais relacionados com estas atividades. Esses componentes apresentam
importante atividade antioxidante como antiinflamatoria, pois estdo envolvidos com a
inibicdo da sintese de citocinas como 0 TNF-a, inibi¢do de enzimas envolvidas na sintese
de eicosandides, inibicdo da sintese de moléculas de adesdo, inibicdo da oxidacdo do DNA,
migracdo de neutrofilos e enzimas envolvidas nas vias intracelulares ativadas por citocinas
(DESMARCHELIER et al., 1999; RODRIGUEZ, 2001; HERENCIA, 2001; MANTHEY
etal., 2001).

Por outro lado, o Aloe vera na concentracdo de 100% foi eficaz em inibir os
parametros inflamatorios avaliados a microscopia, além de atenuar a infiltracdo de
neutrofilos, os niveis teciduais das citocinas TNF-a e IL-1, assim como de nitrito e nitrato.
Coerentemente, o Aloe vera reverteu a inibicdo dos niveis teciduais de IL-10 observados
na mucosite induzida pela radioterapia. Dessa forma, pode-se afirmar que o efeito
inibitério do Aloe vera sobre a mucosite radio-induzida parece se dever a inibicdo das
citocinas supracitadas, as quais estariam aumentadas neste contexto, e serveriam como
estimulo para a inducdo da NOSi.

Dados anteriores do proprio Laboratério de Farmacologia da Inflamagdo e do
Cancer (LAFICA) mostraram que o Aloe vera foi também capaz de inibir, de forma até
mais intensa, os parametros inflamatdrios observados na mucosite oral induzida por
quimioterapia (SANT’ANA, 2006). Além disso, neste trabalho, foi evidenciado que o

efeito inibidor do Aloe vera parece ser consequente a sua capacidade em inibir a expresdo
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de TNF-a e NOSi avaliados por imunomarcacdo. Por outro lado, Su et al.(2004) em um
estudo clinico randomizado de fase Il em que se comparou Aloe vera com placebo na
prevencdo da mucosite oral em pacientes com neoplasias de cabeca e pescoco em
tratamento com radioterapia, demonstraram que o Aloe vera ndo foi capaz de atenuar a
intensidade dos sinais e sintomas (intensidade da mucosite, perda de peso, escores de
qualidade de vida, uso de medicacdo para dor, necessidade de hidrataa¢do, surgimento de
infeccdo oral oportunista e interrup¢do do tratamento) relacionados a mucosite oral.

Outros estudos tém demonstrado que o extrato de Aloe vera apresenta uma
potencial atividade antiinflamatoria por inibir a producdo de prostaglandinas (PGE,) in
vitro (VAZ'QUEZ, 1996), assim como a capacidade de inibir a expressdo da enzima 6xido
nitrico sintase induzida e do TNF-a (SRIVASTAVA et al., 2000; TALMADGE et al.,
2004).Eanlamnam et al., 2006 mostraram que o Aloe vera apresentava um efeito anti-
ulcerogénico possivelmente pela sua capacidade de reduzir a aderéncia leucocitaria, inibir
a producéo de citocinas como 0 TNF-a e elevar os niveis de IL-10. Na colite ulcerativa, 0
Aloe vera tem sido descrito como um potente inibidor do processo inflamatorio, quando
usado por via oral por um periodo de quatro semanas, pois foi capaz de diminuir os
pardmetros inflamatdrios através da avaliacdo de escores clinicos, achados da
retossigmoidoscopia e escores da histolopatologia.

Recentemente, Pavesi et al. (2011), também demonstraram que a camomila usada
de forma topica em mucosa de hamsters submetidos a mucosite oral experimental induzida
por 5-FU foi capaz de atenuar o processo inflamatorio verificado pela diminuicdo de
pardmetros macro e microscopicos.

No entanto, alguns estudos o Aloe vera tem demonstrado dados conflitantes com
relacdo a sua capacidade antiinflamatoria, os quais tém sido justificados por alguns fatores,
como: tipos e variedades das amostras, métodos de preparacdo utilizados e isolamento de
seus componentes, assim como o periodo de desenvolvimento da planta, o qual as amostras
foram obtidas. Baseado neste contexto pode-se ter uma predominancia de um componente
sobre o outro, e atividades antagbnicas (TURNER, 2004; NI, 2004). Logo, poderia
justificar as possiveis diferencas existentes entre os estudos e os resultados contraditorios

encontrados no presente trabalho.
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Diagrama esquematico representativo do possivel efeito da pentoxifilina,
aminoguanidina e fitoterdpicos (Aloe vera, Aroeira) na mucosite oral induzida por

radioterapia de megavoltagem em hamsters
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FIGURA 46: Modelo hipotético proposto da patogénese da mucosite oral experimental
induzida pela radioterapia. Baseado nos dados da literatura, e os resultados obtidos no presente
trabalho, sugerem-se que a pentoxifilina, aminoguanidina, assim como os fitoterapicos (Aloe vera e
Aroeira) podem apresentar um papel modulatério negativo sobre a cascata dos mediadores
inflamatorios (TNF-a, IL-1p e NOSi), inibindo portanto, o processo inflamatéria da mucosite oral
experimental induzida por radioterapia. NFkB: fator de transcri¢do nuclear kappa B; ERO: espécies
reativas de oxigénio; TNF-a: fator de necrose tumoral; IL: interleucinas; NOSi: oxido nitrico
sintase induzida; NO: 6xido nitrico; PTX: pentoxifilina; AG: aminoguanidina; AV: Aloe vera; AR:

aroeira; (+): estimula; (- ): inibicéo.
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CONCLUSOES

Os dados do presente estudo nos permitiram concluir que:

TNF-a ¢ IL-1p via inducdo da NOSi e consequente producdo de NO, parecem
desempenhar um papel importante na patogénese da mucosite oral experimental

induzida por radioterapia de megavoltagem.

A diminuicdo nos niveis de IL-10 parece estar envolvida na patogénese da mucosite
oral experimental induzida por radioterapia de megavoltagem.

Pentoxifilina exerce efeito protetor na mucosite oral experimental induzida por
radioterapia de megavoltagem, sendo essa acdo possivelmente decorrente da

inibicdo de TNF-a ¢ IL-1 e consequente bloqueio da sintese de NOSi.

Aminoguanidina exerce efeito protetor na mucosite oral experimental induzida por
radioterapia de megavoltagem, sendo essa acdo decorrente da inibicdo seletiva da
NOSiI.

A aroeira, a despeito de ter inibido a producédo de nitrito e de TNF-a tecidual, ndo
foi capaz de atenuar os pardmetros macro e microscépicos comuns na mucosite

oral.

Aloe vera na concentracdo de 100% exerce efeito protetorna mucosite oral
experimental induzida por radioterapia de megavoltagem, possivelmente via

inibicdo de mediadores inflamatdrios como TNF-a, IL-18 e NO.
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