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RESUMO

Objetivos: Avaliar os mediadores inflamatérios e as alteragbes motoras
gastrintestinais no curso da mucosite intestinal experimental induzida por 5-FU.
Métodos: Para avaliar as citocinas utilizamos camundongos balb-c ou c57/black (25-
309), tratados com IL-1Ra (100mg/Kg, i.p., diariamente) ou deficientes para IL-4 (IL-
4 -/-) ou para IL-18 (IL-18 -/-). A fim de estudar a participagcdo de PAF e 5-LO,
utiizamos o BN52021 (20mg/Kg, s.c., diariamente) ou camundongos deficientes
para o receptor de PAF (PAF -/-) ou para 5-LO (5-LO -/-). Para avaliar a participacao
de NO, animais receberam aminoguanidina (50mg/Kg, i.p., diariamente), a fim de
estudar o papel da morte celular: utilizaram-se animais deficientes para FAS (FAS -/-
). Todos os camundongos receberam 5-FU (450mg/Kg, i.p., dose Unica) ou salina.
Apés 3 dias, os animais foram sacrificados e amostras do duodeno, do jejuno e do
ileo foram obtidas para avaliacdo morfométrica, da atividade de MPO e para
dosagem de citocinas. Para estudar as alterac6es motoras gastrintestinais, ratos
Wistar (250-3509) receberam 5-FU (150mg/Kg, i.p., dose unica). Ap6s 1, 3, 5, 15 ou
30 dias, foram sacrificados e o duodeno, o jejuno e o ileo foram obtidos para
avaliacao morfométrica, para medida da atividade de MPO e para dosagem de GSH.
Outro grupo de ratos recebeu salina glicosada + tecnécio (v.0). Apds 3 ou 15 dias, o
estbmago e segmentos do intestino (P1-P5) foram obtidos para avaliar
esvaziamento gastrico (cintilografia). A resposta mecanica foi obtida utilizando-se um
transdutor de forca isométrico acoplado a um sistema de aquisicdo de dados.
Carbacol (107°-10*M) foi aplicado sobre musculo liso do estdémago ou do duodeno
de ratos tratados ou ndao com 5-FU. Resultados: Em Camundongos balb-c e
c57/black, 5-FU induziu diminuicdo na razao vilo/cripta no duodeno, jejuno e ileo,
importante infiltrado neutrofilico e um aumento nas concentracdées de TNF-a, IL-1p,
IL-6, KC. O tratamento com IL-1Ra (100mg/kg) reverteu a diminuicdo da razao
vilo/cripta no duodeno, jejuno e ileo, a infiliracdo de neutréfilos e 0 aumento de TNF-
o, IL-1B, KC induzida por 5-FU. IL-4 -/- tiveram uma menor reducdo da razao
vilo/cripta no duodeno, jejuno e ileo em comparacao aos animais selvagens tratados
com 5-FU, bem como apresentaram menor infiltrado neutrofilico e diminuigdo de
TNF-a, IL-1B, IL-6 e KC no duodeno. PAF -/- ndo tiveram alteragbes da razao
vilo/cripta no duodeno, aumento na concentragcado de IL-1B e KC com o tratamento
com 5-FU. O tratamento com BN 52021 (20mg/kg) reverteu a diminuicdo da razao
vilo/cripta no duodeno de animais c57/black tratados. O tratamento com
aminoguanidina (50mg/kg), bem como IL-18 -/-, 5-LO -/- e FAS -/- ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparados com os camundongos selvagens em
relacdo a mucosite por 5-FU. Em relacdo aos ratos, 5-FU (150mg/kg) induziu
importante perda de peso, diminuicdo da razdo vilo/cripta, infiltrado neutrofilico e
reducao dos niveis de GSH no duodeno, jejuno e ileo no 3° dia. No 15° dia apds o
tratamento com 5-FU as alteragdes encontradas foram restabelecidas. Encontrou-se
significativo retarde no esvaziamento gastrico e no transito gastrintestinal em ratos
tratados com 5-FU no 3° e 15° dias. Por fim, houve uma hipercontratilidade no
musculo liso do fundo gastrico e duodenal de ratos no 3° e 15° dia p6s tratamento
com 5-FU. Conclusao: 5-Fluorouracil induz mucosite intestinal em camundongos
com a participagao de IL-1B, IL-4, PAF, também, induz mucosite intestinal em ratos
associada a dismotilidade gastrintestinal que persiste com a resolucdo da
inflamacéo.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the inflammatory mediators and gastrointestinal motility
during the experimental intestinal mucositis induced by 5-FU. Methods: To evaluate
the cytokines, we used balb-c or c57/black (25-30g) mice, treated with IL-1Ra
(100mg/Kg, i.p., daily) or deficient for IL-4 (IL-4 - /-) or for IL-18 (IL-18 - /-). In order to
study the participation of PAF and 5-LO, we used BN52021 (20mg/Kg, s.c., daily),
deficient mice for the PAF receptor (PAF - /-) or for 5-LO (5-LO - /-). To evaluate the
participation of NO, animals received aminoguanidine (50mg/Kg, i.p., daily). In order
to study the cellular death, deficient mice for FAS (FAS - /-) were used. All mice
received 5-FU (450mg/Kg, i.p., dose only) or saline. After 3 days, mice were
sacrificed and samples of the duodenum, jejunum and ileum were obtained for
evaluation morphometric, MPO activity and for cytokines measurement. To study the
gastrointestinal motility, Wistar rats (250-350q) received 5-FU (150mg/Kg, i.p., dose
only). After 1, 3, 5, 15 or 30 days, were sacrificed and the duodenum, jejunum and
ileum were obtained for evaluation morphometric, measure MPO activity of and GSH
concentration. Another group of rats received saline + technetium (p.o). After 3 or 15
days, stomach and segments of the intestine (P1-P5) were obtained to evaluate
gastric emptying (scintigraphic). Mechanical response was obtained used a
transducer of force isometric coupled system of acquisition of data, carbachol (107°-
10“M) was applied of the stomach and duodenum smooth muscle of rats treated or
not with 5-FU. Results: In balb-c and c57/black mice, 5-FU induced decrease in the
villus/crypt ratio in the duodenum, jejunum and ileum, important neutrophil infiltration
and increase in the of TNF-a, IL-1B, IL-6, and KC concentrations. Treatment with IL-
1Ra (100mg/kg) reversed the decrease of the villus/crypt ratio in the duodenum,
jejunum and ileum, the neutrophil infiltration and increase of TNF-a, IL-1f, IL-6, and
KC induced by 5-FU. IL-4 - /- had less reduction of the villus/crypt ratio in the
duodenum, jejunum and ileum then the wild-type mice treated with 5-FU, as well as
present less neutrophil infiltration and decrease TNF-a, IL-1B, IL-6, and KC
concentration in the duodenum. PAF - /- didn't have alterations of the villus/crypt ratio
in the duodenum, increase in the concentration of IL-1p and KC treatment with 5-FU.
BN 52021 treatment with reversed the decrease of the reason villus/crypt ratio in the
duodenum. Aminoguanidine treatment, as well as IL-18 - /-, 5-LO - /- and FAS - /-
have not differences when compared with the intestinal mucositis induced by 5-FU in
wild-type. In rats, 5-FU (150mg/kg) induced important weight loss, decrease of the
villus/crypt ratio, neutrophil infiltration and reduction in GSH concentration in the
duodenum, jejunum and ileum in the 3°day. In the 15°day after the 5- FU treatment
intestinal mucosa was reestablished. We observed a significant delay in the gastric
emptying and in the gastrointestinal transit in rats treated with 5-FU in the 3°and 15°
days. Finally, there were hypercontractility in the smooth muscle of the fundus gastric
and duodenal of rats in the 3° and 15° day pos-treatment with 5-FU. Conclusion: 5-
Fluorouracil induced intestinal mucositis in mice with the participation of IL-1p, IL-4,
PAF, as well as, induced intestinal mucositis in rats associated with gastrointestinal
dismotility that outlast the inflammation resolution.
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1. INTRODUCAO

A terapéutica antineoplasica € empregada fundamentalmente no
tratamento de tumores nao curaveis por cirurgia ou por radioterapia. Essa terapia
também ¢é utilizada naqueles casos em que se deseja reduzir a dimensao e a
agressividade de cirurgias oncoldgicas através de um tratamento pré-operatorio
(quimioterapia neo-adjuvante). O objetivo primario da quimioterapia (QT), forma mais
comum de terapia antiblastica, € destruir as células neoplasicas, preservando as
normais. Entretanto, a maioria dos agentes antiblasticos atua de forma nao
especifica, lesando tanto as células neoplésicas, quanto as células normais. No
momento em que populagdes celulares normais sdo comprometidas, surgem o0s
efeitos colaterais téxicos. Conseqlentemente, estas substancias podem provocar
efeitos téxicos graves (RANG; DALE; RITTER, 2001; CALABRESI; CHABNER,
2003), sendo um dos 6rgaos mais afetados o trato gastrintestinal (BOKEMEYER,;
HARTMANN, 1999).

Dentre os efeitos colaterais relacionados ao uso de antineoplasicos,
destacam-se nausea, vémitos, diarréia, mielossupressao, alopécia, cardiotoxicidade,
cistite hemorragica, mucosite, dentre outros. No entanto, pouco tem sido descoberto
para prevenir e controlar esses sintomas (BOKEMEYER; HARTMANN, 1999; CHU,
2005). Em relagdo a mucosite intestinal que sera abordada no decorrer desse
trabalho, varios autores demonstram o aparecimento dessa patologia apds o uso de
metotrexato (MTX) (GIBSON et al, 2002; CARNEIRO-FILHO et al, 2004), 5-
fluorouracil (5-FU) (SONIS et al., 2004), ciclofosfamida (WOO et al, 2000);

gencitabina (APOSTOLIDOU et al., 2003), capecitabina (BOEHMER; JAEGER,



2002) e cloridrato de irinotecano (CPT-11) (GIBSON et al., 2003; SONIS et al., 2004;
ALIMONTI et al., 2004; MELO et al., 2007).

Alguns dos efeitos tdoxicos da quimioterapia podem ser contornados
através de tratamentos de suporte, outros evitados apenas pela redug¢ao da dose ou,
até mesmo, a suspensao da quimioterapia. Estes problemas advém principalmente
do pouco conhecimento sobre os mecanismos fisiopatolégicos geradores desses
efeitos colaterais, o que impossibilita o tratamento efetivo e ndo comprometedor da
continuidade da terapia antineoplasica. Tendo em vista esses problemas
apresentados, decidimos investigar a fisiopatologia da mucosite intestinal por 5-

Fluorouracil.

1.1. 5-FLUOROURACIL

5-Fluorouracil (5-FU; Figura 1) € uma droga antimetabdlica da classe das
fluoropirimidinas que foi desenvolvida a partir da década de 50, com o objetivo de
inibir processos essenciais, como a incorporacao de moléculas de DNA e/ou RNA,
processo essencial para sintese e metabolismo de novas células. (RUTMAN;
CANTAROW; PASCHKIS, 1954).

5-Fluorouracil (5-FU) pode ser convertido em trés metabdlitos ativos, sdo
eles: monofosfato de fluordeoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluordeoxiuridina
(FAUTP) e trifosfato de fluoruridina (FUTP). O mecanismo de ativagéo do 5-FU se da
pela conversdo em monofosfato de fluoruridina (FUMP), que é entdo fosforilada em
difosfato de fluoruridina (FUDP), que pode ser fosforilada no metabélito ativo, o
trifosfato de fluoruridina (FUTP), ou pode ser convertido em difosfato de

fluordeoxiuridina (FAUDP). Esse composto intermediario do metabolismo de 5-FU



pode ser fosforilado ou defosforilado dando origem aos metabdlitos ativos FAUTP e
FAUMP, respectivamente. Um caminho alternativo é catalisado pela timidina
fosforilase (TP) que converte 5-FU em fluordeoxiuridina (FUDR), que é entao
fosforilado em FAUMP pela timidina quinase. A conversdgo do 5-FU em
diidrofluorouracil (DHFU) pela diidropirimidina desidrogenase (DPD) é a etapa
limitante do catabolismo de 5-FU, tanto em células normais como em células
tumorais. Em torno de 80% do 5-FU é metabolizado no figado (Figura 2) (LONGLEY;
HARKIN; JOHNSTON, 2003).

O mecanismo de citotoxicidade atribuido ao 5-FU esta na sua capacidade
de incorporar fluoronucleotideo na molécula de DNA e/ou RNA, bem como pela
inibicdo da enzima timidilato sintase (TS). A timidilato sintase é importante no
processo de fornecimento de grupos timidilatos para o reparo e sintese de DNA
(LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).

Timidilato sintase catalisa a conversdo de deoxiuridina monofosfato
(dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando o 5,10-metileno
tetraidrofolato (CH>,THF) como um doador de grupos metil. O metabdlito ativo do 5-
FU que é o monofosfato de fluordeoxiuridina liga-se no sitio de ligacao do
nucleotideo da enzima TS e forma um complexo estavel TS e CH,THF. Esse
complexo € capaz de bloquear o acesso de dUMP ao sitio de ligacdo do nucleotideo
inibindo a sintese de dTMP. Isso resulta em um desequilibrio nas concentracdes de
deoxinucleotideos (dNTP) e também um aumento dos niveis de deoxiuridina
trifosfato (dUTP), ambos podem causar destruicao do DNA. A extensdo ao dano do
DNA causado pela dUTP é dependente dos niveis das enzimas pirofosfato dUTPase

e uracil-DNA glicosilase (UDG) (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; Figura 3).



5-FU é utilizado para o tratamento de varios tipos de cancer, incluindo o

cancer de mama e o de coloretal, sendo de maior impacto nesse ultimo tipo.
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Figura 1. Estrutura quimica do 5-Fluorouracil (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).

Figura 2. Metabolismo hepatico do 5-Fluorouracil.
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Figura 3. Mecanismo de a¢éo do 5-Fluorouracil sobre a enzima timidilato sintase.

1.2. Mucosite por antineoplasicos

A mucosite induzida por antineoplasicos é um fator limitante na terapia
anticancer. Mucosite € um termo clinico que descreve uma sindrome caracterizada
por ulceracao da mucosa de todo o trato digestivo e sintomas pertinentes (SONIS,
1993). A freqUéncia da observacdo da mucosite varia e é influenciada pelo
diagnéstico do paciente, idade, nivel de saude, tipo, dose e freqiéncia da droga
administrada (SONIS, 1997). Esse efeito colateral é bastante comum nos pacientes
portadores de cancer submetidos a tratamento com agentes quimioterapicos
diversos, em especial, os antimetabdlitos, como por exemplo, o metotrexato e
fluorouracil, mas também com outros agentes como cisplatina, doxorrubicina,
ifosfamida, etc. Tém sido descritas incidéncias de mucosite de aproximadamente
40% associada ao uso de antineoplasicos (CABALLERO; AUSMAN; QUEBBEMAN,
1985; BALIS et al., 1985; ROTH et al., 1991; MAGRATH et al., 1984; BISHOP et al.,
1986), além de ser bastante comum em pacientes submetidos a radioterapia

abdominal (ALTMANN, 1974).



As manifestagbes da mucosite gastrintestinal sdo dor abdominal e
diarréia. O trato gastrintestinal € vulneravel por causa da alta proliferacdo e
frequéncia de renovagédo celular (PARRILI et al., 1989; PLEDGER et al, 1988).
Sonis (1998) caracterizou 4 fases fisiopatolégicos da mucosite: uma fase
inflamatéria/vascular, uma fase epitelial, uma fase bacteriolégica/ulcerativa e uma
fase de resolucado. Cada fase € independente e é conseqliiéncia de uma série de
acOes, mediadas por citocinas e fatores de crescimento, sobre o efeito direto do
antineoplasicos no epitélio, sobre a flora bacteriana, além de depender do “status”
da medula 6ssea do paciente (PICO; AVILA-GARAVITO; NACCACHE, 1998).

Na primeira fase ha liberacdo de citocinas (interleucina 1 [IL-1]) pelo
epitélio e pelos tecidos conectivos devido ao efeito dos antineoplasicos (SONIS,
1998). O fator de necrose tumoral (TNF-o) e IL-1 podem iniciar uma resposta
inflamatéria que resulta em aumento da vascularizacao subepitelial (PICO; AVILA-
GARAVITO; NACCACHE, 1998). A segunda fase, ou fase epitelial é caracterizada
pela reducdo da renovacao epitelial que acarreta em atrofia. A fase ulcerativa, é a
mais sintomatica e complexa, dentre as 4 fases, ocorre falha na barreira da mucosa,
juntamente com neutropenia, que pode levar o paciente ao risco de infeccado. Por
ultimo, observa-se a fase de resolucdo da mucosite, com proliferacdo e
diferenciacao celular, retorno normal das células sanglineas periféricas e controle

da flora bacteriana (PICO; AVILA-GARAVITO; NACCACHE, 1998).



1.3. Mucosite Intestinal

O intestino exerce funcbes importantes para a saude do organismo, tais
como: digestdao e absorcdo de macro e micronutrientes, producdo de importantes
hormonios reguladores. Ele pode funcionar ainda como 6rgao imune e agir como
barreira contra agentes nocivos. O intestino é formado por trés camadas basicas, a
camada epitelial, a lamina prépria e a muscular da mucosa. O uso de
antineoplasicos pode levar a defeitos na divisdo celular e na renovacéao epitelial, o
que ocasiona perda rapida da estrutura e funcao do intestino (DUNCAN; GRANT,
2003).

Uma das razbes para a escassa informacdo a respeito da mucosite
intestinal reside na dificuldade de se acessar a propria lesdo, pois para isso utilizam-
se meios invasivos como endoscopia digestiva com bidpsia (SMITH et al., 1979).

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

Um aspecto importante da enterocolite induzida por antineoplésicos
consiste no fendbmeno da translocacao bacteriana através de um epitélio danificado
funcionalmente e estruturalmente. Esse evento parece desempenhar papel relevante
na toxicidade intestinal da quimioterapia e da radioterapia do cancer (FOX et al.,
1988; ALVERDY, 1990; SOUBA et al., 1990). A destruicao celular gastrintestinal

observada na mucosite por antineoplasicos € resultado de hipoproliferagéo celular



(TRIER, 1962; ALTMAN, 1974), com atrofia das vilosidades, aprofundamento das
criptas, que resulta de disfuncao absortiva, alteragcdo na secrecido de eletrdlitos,
principalmente Na* e K*, nesse caso, ocasionar diarréia (DONALDSON; LENON,
1979; KEEFE et al., 1997; CARNEIRO-FILHO et al., 2004). Atualmente, alguns
autores descrevem a mucosite intestinal com o termo mucosite alimentar em que se
observa inflamacgéo, erosao e lesdes ulcerativas no trato alimentar secundario a
quimioterapia e/ou radioterapia do cancer (LALLA et al., 2006). Publicagdes recentes
de Keefe, Gibson e Hauer-densen (2004) e Bowen et al. (2006) afirmam que a
fisiopatologia da mucosite intestinal € um processo tdo complexo quanto o proposto
para a mucosite oral.

Duncan e Grant (2003) descrevem os mecanismos da mucosite intestinal
em quatro fases: periodo inicial, restituicao, inflamacao, recuperacao. A fase inicial
caracteriza-se pela acao das drogas antineoplasicas que bloqueiam a sintese do
DNA por inibicdo da topoisomerase e sintese do timidilato. Pode também ocorrer
alteracées na molécula do acido ribonucléico (RNA) e formacao de radicais livres.
Todas essas alteracbes inibem 0s processos mitoticos, que afetam a integridade
celular e provocam o estimulo para o influxo de células inflamatérias e imunes da
lamina propria.

Durante a segunda fase, ocorre paralisacdo da divisdo celular por
algumas horas e apoptose. Ha, portanto, uma inducdo da perda progressiva de
células nas criptas e ativa os processos de restituicao. Nesta etapa, ha um colapso
na profundidade e no numero de criptas, encurtamento dos vilos e deplecdo de
células caliciformes (XIAN et al., 1999; KEEFE et al., 2000). Esta fase caracteriza-se
por perdas de fluidos e colonizagdo bacteriana (DUNCAN; GRANT, 2003). Por fim,

no processo de recuperacdo ocorre uma significativa proliferacdo, que leva a



restauracao funcional das criptas. Conseqlientemente, ocorre uma recuperag¢ao na
estrutura e funcao dos vilos, com retorno da superficie absortiva do intestino (XIAN
et al., 1999; DUNCAN; GRANT, 2003).

Estudos de Pritchard, Potten e Hickman (1998) mostram que p53 é
responsavel pela destruicio de criptas decorrente do tratamento com 5-FU.
Observou-se que camundongos deficientes para (p53-/-) tratados com 5-FU tiveram
menor resposta apoptoética que camundongos selvagens (p53+/+). Nesta mesma
linha, Gibson et al. (2005) observaram que o uso de MTX (5 mg/kg) induziu aumento
da atividade pré-apoptética, destruicado grave das criptas e aumento da expressao
de p53, sem aumento da expressao de p21.

Em estudos com inibidor da sintese de DNA (metotrexato), é observado
alteragbes no epitélio intestinal (ALTMANN, 1974). Carneiro-Filho et al. (2003)
mostraram que ratos tratados com MTX apresentavam perda de peso, o que pode
esta associado a uma diminui¢do da absorcéo e da atividade enzimatica do epitélio,
além da destruicdo da mucosa do duodeno, jejuno e ileo de ratos, com presenca de
infiltrado neutrofilico, o que reforga a hipétese da fase inflamatéria da mucosite.

Além dessas observacées os autores também demonstraram uma
reducdo na excrecdo de manitol quando os ratos foram tratados com MTX,
mostrando que a permeabilidade do intestino estava alterada. O manitol é absorvido
transcelularmente através dos poros aquosos da membrana celular, e em relacao a
excrecdo da lactulose os autores ndo encontraram os mesmos achados, isso sugere
uma auséncia de alteracdo da permeabilidade paracelular. Esses dados diferem dos
achados na literatura, pois estudos mostram que o tratamento com MTX altera a
funcdo da barreira paracelular. Essas alteracdes da permeabilidade intestinal a

varios agucares, sugerem que os efeitos deletérios sistémicos como desnutricao e



desidratacdo possam advir principalmente dos danos causados a capacidade
absortiva da mucosa intestinal (KEEFE et al., 1997).

O nosso grupo do Laboratério de Farmacologia da Inflamagdao e do
Cancer descreveu varios moduladores farmacolégicos para a mucosite intestinal e
oral por antineoplasicos (5-FU, metrotrexato, CPT-11), dentre esses podem citar:
pentoxifilina, talidomida, aminoguanidina, L-arginina, em modelos animais (LIMA et
al., 2005; LEITAO et al., 2007; MELO et al., 2007).

Assim, a mucosite intestinal resulta de eventos inflamatérios. Os eventos
inflamatérios intestinais podem estar associados com alteragdes funcionais tanto na
fase inflamatdria, como na fase pds-inflamatério. Porém, poucos dados da literatura
demonstram de que maneira a mucosite intestinal pode estar associada com
alteracoes de motilidade gastrintestinal, que sdo observadas na clinica de pacientes

oncoldgicos.

1.4. Mediadores presentes na inflamacao intestinal

O processo inflamatério tem um grande impacto sobre as células epiteliais
intestinais e sobre células especializadas do intestino, tais como: as células
enteroendécrinas e as células produtoras de muco. A inflamacédo intestinal pode
apresentar importantes alteragdes na estrutura da mucosa, como a infiltracao de
polimornuclear com consequente prejuizo na fungédo de barreira desempenhada pela
mucosa intestinal, podendo haver aumento de permeabilidade e uma dificuldade na
absorgao (HAWKER; MCKAY; TURNBERG, 1980; WEILAND et al., 1986; KOYAMA
etal.,, 1991; NUSRAT et al., 1997). Essas alteragdes de barreira sdo provenientes da

acao dos polimorfonuclares sobre as tigh juctions (MILKS; BRONTOLI; CRAMER,



1983; NASH; STAFFORD; MADARA, 1987; PARSONS et al., 1987). Foi também
demonstrado que os polimorfonucleares podem produzir 5'-AMP (MADARA et al.,
1993) que pode ser convertido em adenosina e ativar a secrecao eletrogénica de
cloreto e 0 movimento passivo de agua para o lumen intestinal (STROHMEIER et al.,
1995, 1997). Assim, pode-se explicar, em parte, a diarréia secretéria presente em
processos inflamatérios intestinais.

Dentre as células polimorfonucleares podemos destacar a importancia do
infiltrado neutrofilico e a migracao neutrofilica transepitelial em doencas inflamatérias
intestinais. Estudos in vitro da migragdo neutrofilica transepitelial no intestino
mostram que ocorre uma liberacdo de quimiocinas (CXC) induzindo com isso um
aumento do infiltrado pela superficie basolateral das células epiteliais (McCORMICK
et al., 1993, 1995; ECKMANN et al,, 1993a). Dentre essas quimiocinas, podemos
destacar a importancia da interleucina-8 (IL-8; designada como CXCL8 na
nomenclatura moderna de quimiocinas) que é a maior quimiocina CXC humana e
que é rapidamente induzida em células epiteliais intestinais depois da estimulacéo
por bactérias (ECKMANN et al.,, 1993b). IL-8 derivada das células epiteliais pode
induzir infiltrado neutrofilico em varios tipos de inflamacao de mucosas (I1ZZO et al.,

1992, MAZZUCCHELLI et al., 1994).

1.4.1. Papel de citocinas na inflamacao intestinal

Citocinas podem induzir apoptose e tém contribuido para a disfuncéao de
barreira presente nos processos inflamatérios intestinais (STRATER et al., 1997).
Citocinas inflamatérias, tais como IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-2 e citocinas

antiinflamatdrias, tais como IL-1ra, TGF-B, IL-4, IL-10 e IL-11 podem estar envolvidas



na lesao e reparo da mucosa (WILSON; GIBSON, 1997). IL-1 possui influéncia
marcante no desenvolvimento de lesées e na secrecao intestinal por estimular a
sintese de PGs (THEODOROU et al., 1994) e IL-8 (SARTOR, 1994).

Citocinas como: IL-1B, TNF-a, IL-6 e TGF-f também podem ser
expressas no plexo mioentérico em ratos infectados por nematdides e serem
responsaveis por alteracbes na motilidade (COLLINS, 1996). IL-6 pode ser
produzida diretamente pelas células musculares lisas durante a inflamacéo intestinal
(SCHWARZ et al., 2004; WEHNER et al., 2005).

Também é descrito que IL-4 pode ser um mediador importante na
inflamacédo intestinal e na regulacdo do musculo liso gastrintestinal durante
processos inflamatérios (FINKELMAN et al, 2004). IL-4 é descrito como uma
citocina com varias funcdes, como: regulacao das células de crescimento, regulacao
das células T e regulacdo de células tumorais (PAUL, 1991). Existem evidéncias
tanto da sua acao antiinflamatéria como pré-inflamatéria em modelos de inflamacgéao
intestinal (KAMPEN; GAULDIE; COLLINS, 2005). Estd demonstrado que parte da
acao pro-inflamatéria da IL-4 na inflamacao intestinal pode ser devido a producao de
IFN-y (BAMIAS et al., 2005). Recentemente, Akiho et al. (2005) demonstraram a
presenca de receptores de IL-4 no musculo liso intestinal. Também foi demonstrado
que a exposicao do musculo liso intestinal a IL-4 aumenta a contratilidade quando
estimulado por carbacol (AKIHO et al., 2005). Esses dados revelam que IL-4 pode
ter um papel na inflamacédo intestinal e possivelmente nas alteragcées funcionais
decorrentes dos processos inflamatorios intestinais.

Outra citocina de interesse nos processos inflamatérios intestinais é a IL-
18 (REUTER; PIZARRO, 2004). Esses mesmos autores descrevem que IL-18 é

produzida em varios tipos de células, como: fibroblastos, osteoblastos, células



epiteliais intestinais. Quando a IL-18 liga-se ao seu receptor pode mediar respostas
do tipo Th1 e Th2 (NAKANISHI et al., 2001), pode induzir a liberagédo de IL-1p, TNF-
o, IL-8 (PUREN et al., 1998) e ativar a migracao de neutréfilos (GRACIE et al.,
1999).

Dados da literatura demonstram que IL-18 estd aumentada em pacientes
com doencga de Crohn (KANAI et al., 2001). Trabalhos de Chikano et al. (2000),
demonstraram que IL-18 juntamente com IL-12 podem induzir importantes lesdes
hepatica e intestinal em animais. Esses autores sugerem que parte da acao dessas

citocinas é dependente de IFN-y e independente de TNF-a e NO.

1.4.2. Papel do PAF e da 5-LO na inflamacao intestinal

O fator de agregacéao plaquetario (PAF) é produzido endogenamente no
intestino durante inflamacéao intestinal (SUN; HSUEH, 1988). O PAF participa na
patogénese da enterocolite necrozante (HSUEH et al., 2003) e da lesao intestinal
associada ao choque endotéxico (HSUEH; GONZALEZ-CRUSSI; ARROYAVE,
1987). Outros autores demonstraram que a injecdo sistémica de PAF em ratos
induziu necrose intestinal de maneira dose-dependente (HSUEH; GONZALEZ-
CRUSSI; ARROYAVE, 1987).

QOutras evidéncias demonstram a participagdo do PAF em modelos de
colite em animais (CAPLAN et al., 1997). Ademais, € demonstrado que o tratamento
com antagonistas do receptor de PAF diminuem a inflamag¢do da mucosa no modelo
de colite em animais (MEENAN et al., 1996). Ainda €& possivel encontrar a
participacdo de PAF na producgao de prostaglandina E, e na secrecéo de cloreto pela

mucosa intestinal humana (BORMAN; JEWELL; HILLIER, 1998).



Pode-se destacar que o PAF além de participar dos eventos inflamatérios,
participa também de alteracoes de motilidade gastrintestinal. Deshpande et al.,
(1994), demonstraram que ao tratar com antagonista do receptor de PAF animais
com colite as alteracdes de motilidade colénica eram revertidas.

Outro mediador eicosandide presente na inflamacdo intestinal sdo os
produtos da via da 5-lipoxigenase. Trabalhos mostram que existe producdo de
leucotrienos derivados da via da 5-lipoxigenase em modelos animais de colite
aguda. Também afirmam que o tratamento com drogas inibidoras da 5-lipoxigenase
podem ser eficazes na terapéutica das doencas inflamatérias intestinais (RASK-
MADSEN et al,, 1992). Entretanto, outros trabalho demonstram n&o haver
participacdo de 5-lipoxigenase em individuos com colite ou doenca de Crohn

(HENDEL; AHNFELT-RIINNE; NIELSEN, 2002).

1.4.3. Morte celular e inflamacao intestinal

A quimioterapia do cancer pode causar apoptose nas células das criptas
do intestino de animais e humanos (PRITCHARD; POTTEN; HICKMAN, 1998;
KEEFE et al., 2000). As modificacbes nas células decorrentes da apoptose devem-
se a ativacao de caspases (BOWEN et al., 2006). O controle da apoptose depende
da expressdo de genes da familia Bcl-2 (THORNBERRY, 1998; BOWEN et al.,
2006). Parte da ativacdo dos genes da familia Bcl-2 deve-se a quimioterapia do
cancer (BOWEN et al., 2006). E descrito que fatores produzidos pela familia Bcl-2
possam participar da mucosite observada no trato gastrintestinal (KEEFE; GIBSON;

HAUER-JENSEN, 2004).



Outros achados da literatura demonstram que a expressao dos fatores de
transcricdo p53 e p21 pode estar relacionada com a apoptose e a proliferacéo
intestinal (GIBSON et al., 2005; BOWEN et al., 2006). Pritchard et al. (1998)
observou que camundongos deficientes para p53 (p53-/-) tratados com 5-FU tiveram
menor resposta apoptética quando comparado aos camundongos selvagens
(p53+/+). Trabalhos de Gibson et al. (2005) demonstraram que MTX induziu
aumento de apoptose nas criptas com aumento da expressao de p53.

Pode-se destacar o receptor FAS como participante da apoptose de
varios tipos celulares (NAGATA, 1999). A ligacado ao receptor FAS induz apoptose
de células através da ativacdo de caspase 8 (STENNICKE; SALVESEN, 2000).
Caspase 8 também pode ativar apoptose mediada via mitocondrial pela ativagdo do

BID, que é um membro pré-apoptético da familia Bel-2 (LUO et al., 1998)

1.5. Inflamacao intestinal X Alterac6es funcionais

No decorrer dos ultimos anos, muitos autores tentaram buscar uma
explicagdo para as alteracbes de motilidade observadas durante e apds os
processos inflamatérios da mucosa intestinal. Esses distirbios sdo advindos de
mudancas tanto na estrutura, como na funcéo do intestino, além de serem também
observados na fase pos-inflamatéria (COLLINS, 1996; GROSSI; MCHUGH;
COLLINS, 1993; HOSSEINI et al.,, 1999). Esses autores demonstraram que apds
colite experimental induzida por acido 2,4,6 — trinitrobenzenoasulfénico (TNBS),
havia alteragdo na contratilidade tanto do musculo circular como do longitudinal do
intestino. Porém, essas alteracées nao estdo bem compreendidas. Observa-se na

literatura que essas alteracbes de motilidade induzidas por inflamacdo podem



ocorrer por disturbios de liberagcdo de neurotransmissores do plexo mioentérico
(JACOBSON; MCHUGH; COLLINS, 1997) e/ou por hipertrofia e hiperplasia muscular
(MOREELS et al., 2001).

Na tentativa de entender as mudancas na motilidade gastrintestinal
advinda de processos inflamatérios varios modelos foram propostos. Depoortere et
al. (1999) mostraram que colite induzida por TNBS, em coelhos, levava a um
aumento de infiltrado celular na 1amina propria e era acompanhada da producéo de
leucotrieno B4 e C4. Em relacdo ao musculo liso intestinal, observou-se uma menor
responsividade a acetilcolina (ACh) e ao KCI, bem como a substancia P (SP) e a
motilina, porém em menor proporgao. Em experimentos onde a inflamacgéo intestinal
foi induzida por Schistosoma mansoni, Moreels et al. (2001) demonstraram aumento
da liberacao de IL-1B em intestino de camundongos inflamados pelo Schistosoma.
Essa liberacdo nao foi observada na fase cronica. Collins (1996) ja demonstrou que
IL-18 tem grande importancia na modulagdo da fungdo neuromuscular durante
inflamagé&o gastrintestinal.

O aumento da contratiidade de tiras de intestino de camundongos
infectados por Schistosoma foi observado quando induzidos por ACh, KCI, SP ou 5-
HT. Esse aumento da contratilidade era percebido na 122 semana depois da
infestacdo, ou seja, na fase de resolucao. Quando na presenca de indometacina, a
atividade espontédnea do mdusculo liso intestinal era diminuida, sugeria atividade
moduladora de prostaglandina na manutencao do ténus intestinal (MOREELS et al.,
2001).

QOutros estudos de Moreels et al. (2001) utilizavam TNBS para induzir
ileite em ratos, demonstraram que, no periodo da fase inflamatéria, havia uma

menor responsividade do musculo a agonistas, como acetilcolina (ACh). Enquanto,



no periodo pos-inflamatério, havia um aumento da responsividade, ou seja,
hipercontragdo. Essa contracdo era bloqueada por 1JM de tetrodotoxina (TTX) e
1uM de atropina. Dessa forma, demonstra o bloqueio do plexo mioentérico é
importante para a modulacdo do processo contratii do musculo intestinal. Essa
disfungdo de motilidade resulta em risco maior para o desenvolvimento de sindrome
do intestino irritdvel, sendo observado por Garcia-Rodriguez e Ruigomez (1999).
Esses autores demonstraram que pacientes com episodios de gastroenterites tém o
risco aumentado em 10 vezes para o aparecimento de sindrome do intestino
irritavel.

Existe evidéncia de que a hipercontratilidade, observada em células de
musculo liso intestinal de camundongos infectado por Trichinella spirallis, pode ser
mediada por citocinas liberadas de células de células Th2. Isso foi observado
quando essas células musculares, na presenca de interleucina-13 (IL-13) e
interleucina-4 (IL-4), apresentaram uma contracdo maior ao carbacol, comparada
com a contragcdo das células sem interleucinas. Essa acdo pode ser mediada ou nédo
pelo fator de transcricao 6 (STAT-6) (AKIHO et al., 2002).

Na tentativa de esclarecer a disfuncao da mucosa e da secrecao colbnica
no periodo poés-inflamatério, Zamuner et al. (2003) encontraram dados de que ratos
tratados com TNBS apresentavam, no periodo pds-colite, um aumento na expressao
de ciclooxigenase-2 (COX-2). Isso foi observado quando o colon era tratado com
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), onde a expressdao de COX-2 estava aumentada
em quase 700%, quando comparado ao colon controle s6 tratado com LPS e sem
colite. Essas observacoes sugerem a COX-2, como uma enzima chave na mediacao
da disfuncao epitelial pés-colite, além do fato de que também o 6xido nitrico (NO)

juntamente com a COX-2 poderiam estar mediando as alteracées observadas no



transporte e na barreira da mucosa intestinal, como foi mostrado por Resta-Lenert e
Barrett (2002).

Trabalhos de Barbara, Vallance e Collins et al. (1997) mostraram uma
persistente disfuncao muscular depois da infecgdo de camundongos por T. spirallis.
Foi observado que 28 dias apés a infeccao nao havia atividade induzida de MPO e
nem mudancas na morfologia da mucosa, porém a contracao induzida pelo carbacol
estava aumentada e continuava até 42 dias pés-infecgcdo. Esse aumento da
responsividade também foi observado pela contracdo promovida pela estimulacao
elétrica. Os autores sugerem que mediadores produzidos na fase inflamatéria
persistam na fase pés-inflamatéria e que eles induzem essa disfuncao de motilidade,
porém, esse mecanismo ainda esta desconhecido.

Além desses dados, ha estudos na literatura demonstrando sintomas
gastrintestinais decorrentes da terapia antineoplasica. Depois da introducdo dos
antagonistas dos receptores de serotonina, o cuidado desses problemas teve uma
boa resolucdo (HICKOK et al, 2003). Entretanto, pacientes sob terapia
antineoplasica podem sofrer de outros sintomas, como dispepsia, disfagia e diarréia
que nao sao controlados por drogas antieméticas (RIEZZO et al., 2005). O conjunto
desses sintomas foi denominado de sindrome dispéptica associado a quimioterapia
do cancer. Recentemente, pesquisadores sugeriram que a causa dessa sindrome
pode estar associadas as anormalidades da motilidade do trato gastrintestinal
(RIEZZO et al., 2001).

Os dados da literatura mostram, em parte, que as alteracbes da
motilidade gastrintestinal, provenientes da inflamacéo intestinal, podem ser
associadas ou causadas por eventos inflamatérios. Os mesmos resultados obtidos

da literatura reforcam a hipétese de que as alteragcdes funcionais advindas de



processos inflamatorios e pds-inflamatérios podem estar relacionadas as alteracdes
estruturais do musculo liso gastrintestinal e/ou alteragdes neuronais, principalmente
do plexo mioentérico. Essas observacdoes sugerem que a inflamacao do trato
gastrintestinal pode causar significativas alteracées funcionais, sendo que o0s

possiveis mecanismos ainda nao foram elucidados.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

> Avaliar os mediadores inflamatérios e as alteragbes motoras

gastrintestinais no curso da mucosite intestinal experimental induzida por

5-FU.

2.2. Objetivos especificos

» Reproduzir os modelos de mucosite intestinal por 5-FU em camundongos

e ratos;

» Estudar o envolvimento de IL-1B, IL-4, IL-18, PAF, produtos da 5-LO na

mucosite intestinal induzida por 5- FU em camundongos;

> Investigar o possivel papel do FAS na mucosite intestinal por 5-FU em

camundongos;

» Verificar, no rato, os efeitos da mucosite intestinal por 5-FU sobre o
esvaziamento gastrico de liquidos, correlacionando com as alteracoes

inflamatérias.



3. MATERIAS E METODOS

3.1. Animais utilizados nos protocolos experimentais de mucosite intestinal

» Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso variando entre 150 a 180g,
procedentes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e

Farmacologia da Faculdade de Medicina da UFC;

» Foram utilizados camundongos balb-c e c57/black machos, pesando entre 25
— 309, e camundongos machos deficientes para: IL-4, IL-18, o receptor de
PAF, 5-lipoxigenase e para FAS-ligante. Todos os animais foram procedentes
do Biotério Setorial da Faculdade de Medicina da USP-Ribeirdo Preto. Os
animais foram mantidos em caixas apropriadas com &agua e comida a

vontade.

» Os protocolos experimentais estdo de acordo com os padrées de uso de
animais experimentais e esse projeto foi aprovado pelo comité de Etica em

Pesquisa com Animais das universidades envolvidas nesse trabalho.



3.2. Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos

(adaptado por Carneiro-Filho et al., 2004)

Camundongos foram tratados com dose Unica de 150 e 450 mg/kg de 5-
FU (i.p) (ICN Farmacéutica) e sacrificados ap6s 3 dias. Os animais controles foram
tratados com salina. Depois do sacrificio dos animais, amostras do duodeno, jejuno
e ileo foram retiradas para analise histolégica. Amostras do duodeno foram retiradas
e congeladas em freezer -70°C para posterior avaliagdo de citocinas (TNF-a, IL-1B,
KC e IL-6) e avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO). Amostras de
sangue também foram coletadas para determinacao da contagem total de leucocitos
plasmaticos.
Para os camundongos o0s seguintes grupos experimentais foram
construidos:
3.2.1. Para avaliacao do papel de IL-1B, IL-4 e IL-18 no desenvolvimento
da mucosite intestinal por 5-FU.

» Camundongos foram pré-tratados diariamente com antagonista do
receptor de IL-1B (100 mg/kg; IL-1Ra) e posteriormente tratados
com 5-FU (450 mg/kg);

» Camundongos deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) foram tratados com
dose Unica de 5-FU (450 mg/kg);

» Camundongos deficientes para IL-18 (IL-18 -/-) foram tratados com

dose Unica de 5-FU (450 mg/kg);



3.2.2. Para avaliacao do papel do PAF e de 5-lipoxigenase (5-LO) no
desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU.

» Camundongos foram pré-tratados diariamente com antagonista do
receptor de PAF (BN 52021-s.c.; 20 mg/kg) e posteriormente
tratados com 5-FU (450 mg/kg);

» Camundongos deficientes para 5-LO (5-LO -/-) foram tratados com
dose unica de 5-FU (450 mg/kg);

3.2.3. Para avaliacao do papel de FAS no desenvolvimento da mucosite
intestinal por 5-FU.
» Camundongos deficientes para FAS (FAS-ligante -/-) foram tratados

com dose Unica de 5-FU (450 mg/kg);

Parametros avaliados na mucosite intestinal induzida por 5-FU em

camundongos.

3.3. Leucograma

O método de avaliacdo dos leucécitos plasmaticos foi comum para os
camundongos e ratos. Esses animais foram anestesiados com éter e amostras de
sangue foram coletadas do plexo orbital ou da puncao cardiaca. O numero total de
leucécitos plasmaticos foi determinado depois da diluicdo com solucao de Turk. A
contagem dos leucdcitos plasmaticos foi realizada com o auxilio da camara de
Neubauer juntamente com o uso de microscépio 6tico (100X; Nikon). Os resultados
foram expressos como numero total de leucdcitos contado nos 4 campos da camara
de Neubauer e posteriormente multiplicados pelo fator de correcdo da camara de

Neubauer. Por fim, os valores foram expressos como n°células/mm?.



3.4. Analise morfométrica e histopatologica

Os segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos e fixados em
formol a 10%, depois, processados de acordo com os protocolos histoldgicos, e, ao
final, foram cortados (5 um) e fixados em hematoxilina e eosina.

Os segmentos intestinais foram avaliados para obtencado da altura dos
vilos e da profundidade das criptas, utilizou-se microscopio 6tico acoplado ao um
sistema de aquisicdo de imagens (LEICA). Foram obtidas as medidas de 10 vilos e
de 10 criptas para se obter a medida estimada da altura dos vilos e da profundidade
das criptas dos camundongos controle (salina) e dos camundongos tratados com 5-

FU.

3.5. Ensaio para mieloperoxidase

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente, predominantemente, nos
granulos azurdfilos dos neutrédfilos e tem sido utilizada como um marcador
quantitativo da infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatérios em varios
tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. Resumidamente, 50 a 100 mg do duodeno
de camundongos submetidos ao tratamento com 5-FU e dos animais controle
(salina), foram colocados num tampao 1 (NaCl 0,1 M + NaEDTA 0,015 M/L de
NaPQO4 0,02 M em pH 4,7). Posteriormente, homogeneizados num Politron (13000
rom). Sendo centrifugado a 15 minutos (3000 rpm). Logo em seguida, o
sobrenadante foi retirado e o precipitado, novamente foi centrifugado no tampao 1 e
colocado para centrifugar nas mesmas condicdes. O sobrenadante foi, mais uma

vez, retirado e, entdo, o precipitado foi homogeneizado (Politron - 13000 rpm) em um



tampéao 2 [HTAB (0,05%)/200 ml de NaPQO4 0,05M]. A proxima etapa foi colocar esse
homogenato para congelar e descongelar em nitrogénio liquido (2X).

Posteriormente, o homegenato foi centrifugado a 10000-20000 rpm por 15
minutos. Finalmente, o sobrenadante foi pipetado na placa (5-10 ul) + 45 ul de
NaPO4 0,08M e mais a solucao de leitura [TMB 25 ul (5 min) + H2O2 100 pl (5 min)].
A reacéo foi terminada com o acréscimo de H.SO,4 50 ul (4M) e lida em um leitor de
placa a 450nm. Assim, o infiltrado neutrofilico foi obtido a partir de uma curva padrao

de neutréfilos.

3.6. Dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-4 e KC) no duodeno de

camundongos tratados com 5-FU

A concentragao de citocinas foi determinada através do seu contetdo no
duodeno de camundongos controle (salina) e tratado com 5-FU. Apés o sacrificio
dos camundongos (32 dia experimental), o duodeno foi removido e congelado a -
70°C para posterior homogeneizagdo e coleta do sobrenadante para dosagem TNF-
o, IL-1B, IL-6, IL-4 e KC (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995). A deteccdo das
concentracdes dessas citocinas foi realizada por ELISA, conforme protocolo de
Cunha et al. (1993), o qual seguiu as seguintes etapas:

3.6.1. incubagcdo com 2 ug/mL de anticorpo anti-TNF, anti-IL-1B, anti-IL-6,
anti-IL-4 ou anti-KC diluidos em tampao de bicarbonato (pH 8.2) — 100
ulL/poco (placa de 96 pogos) por 16-24h a 4°C;

3.6.2. lavagem da placa (3x) com PBS-tween 20, 0,1% V/v;

3.6.3. blogueio com albumina bovina 1% diluida em tampéao de lavagem, 100

uL/pogo por duas horas a temperatura ambiente;



3.6.4. lavagem da placa (3x);

3.6.5. incubagéao com a curva padrao de TNF-a, IL-18, IL-6, IL-4 ou KC diluida
em tampao de lavagem e das amostras a serem dosadas (100 ulL/pogo por
16-24h a 4°C);

3.6.6. lavagem da placa (3x);

3.6.7. incubacdao com anticorpo biotinilado diluido 1:1.000 em tampao de
lavagem contendo 1% de BSA por uma hora a temperatura ambiente;

3.6.8. lavagem da placa (3x);

3.6.9. incubacao com avidina-peroxidase (DAKO) diluida 1:5.000 em tampao
de lavagem, 100 uL/pocgo por 15 minutos a temperatura ambiente;

3.6.10. lavagem da placa (3x);

3.6.11. incubacdao com o-fenilenediamina diidrocloreto (OPD) em tampéao
substrato, 100 ulL/pocgo, cobriu-se a placa e deixou-se no escuro por 5-20
minutos na temperatura ambiente;

3.6.12. a reacéo foi paralisada com 150 uL/poco de HoSO4 1M;

3.6.13. leitura em espectrofotobmetro a 490 nm.

Os resultados foram expressos em pg/mL como a curva padrao.

3.7. Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em ratos

Os ratos foram tratados com dose unica de 5-FU (150 mg/kg, ICN
Farmacéutica). Os animais controles foram tratados com salina. Os ratos foram
sacrificados depois 1, 3, 5, 15 ou 30 ap6s a administracdo de 5-FU. Depois do
sacrificio, amostras do estbmago e do duodeno, jejuno e ileo de ratos foram

retiradas para andlise histolégica. Partes dessas amostras foram retiradas e



congeladas em freezer -70°C para posterior avaliagdo da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPQO) e dosagem de glutationa (GSH). Amostras de sangue
também foram coletadas para determinagcdo da contagem total de leucdcitos

plasmaticos.

Parametros avaliados na mucosite intestinal induzida por 5-FU em ratos.

3.8. Avaliacao da sobrevida

Diariamente registrou-se a mortalidade dos animais para se avaliar a taxa

de sobrevida apés o tratamento com 5-FU.

3.9. Analise ponderal

Os ratos foram pesados diariamente durante todo o periodo experimental.
Os valores encontrados foram expressos em variavel de peso, em relacdo ao peso

inicial.

3.10. Analise morfométrica e histopatologica

Os segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos e fixados em
formol a 10%. Depois, foram processados de acordo com os protocolos histolégicos
e, por fim, foram cortados (5 um) e fixados em hematoxilina e eosina.

Os segmentos intestinais foram avaliados para obtencao da altura dos
vilos e da profundidade das criptas, utilizando-se microscépio 6tico com ocular
milimetrada ou sistema de aquisicdo de imagens e posteriormente houve a utilizagao

do software de medida (LEICA). Foram obtidas a medida de 10 vilos e criptas para



obter a medida estimada da altura dos vilos e da profundidade das criptas dos

animais controle e dos animais com mucosite intestinal nos dias avaliados.

3.11. Analise do indice de apoptose e mitose das criptas do duodeno, jejuno e

ileo de ratos

As criptas obtidas do duodeno, jejuno e ileo de ratos também foram
avaliadas para os indices de apoptose e mitose nos dias 1, 3, 5 e 15 apoés o
tratamento com 5-FU. O mesmo procedimento foi realizado para os animais controle.
A razao entre as células das criptas com achados apoptéticos (segmentagéo e
condensacao nuclear, corpos apoptoticos) do total de células na cripta foi obtida pela
determinacao de um numero de 20 criptas analisadas para cada amostra. Para a
avaliacao da recuperacdo da mucosa intestinal apdés a mucosite, foi avaliado o
indice de mitose nas células da base da cripta. Os achados de mitose foram obtidos
de um numero de 20 criptas analisadas do total de células na cripta. A medida foi
obtida através de um microscédpio 6tico com uma resolucdo de 400X. Os valores
absolutos foram obtidos e, assim, produzimos os indices de apoptose e mitose para

cada grupo experimental (controle e tratado com 5-FU).

3.12. Ensaio para mieloperoxidase

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente, predominantemente, nos
granulos azurdfilos dos neutrédfilos e tem sido utilizada como um marcador
quantitativo da infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatérios em varios
tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. Resumidamente, 50 a 100 mg do duodeno,

jejuno e ileo dos animais submetidos a mucosite induzida por 5-FU. Depois de os



segmentos serem pesados, foram colocados num tampao de potassio com 0,5% de
brometo de hexadecitrimetilaménio (pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e
posteriormente homogeneizados num Politron. A seguir, o homegenato sera
centrifugado a 14000 rpm por 2 minutos. A atividade da MPO por mg de tecido foi
determinada através da técnica descrita por Bradley, Christensen e Rothstein
(1982), utilizou-se 0,0005% de perdxido de nitrogénio como substrato para a MPO. A
unidade da atividade de MPO sera definida como aquela capaz de converter 1 mM

de perdéxido de nitrogénio em agua em 1 minuto.

3.13. Determinacao de glutationa

A concentracdo de GSH nos segmentos intestinais (duodeno, jejuno e
ileo) foi avaliada utilizando-se o ensaio para determinacao de grupos sulfidrilicos nao
proteéicos (NP-SH) (SEDLAK; LINDSAY, 1968). As amostras obtidas de intestinos
(100 mg/ml) foram homogeneizadas em 0.02 M EDTA. Aliquotas de 400 wl do
homogenato foram misturadas com 320 ul de H.O destilada e 80 ul de acido
tricloroacético a 50% para precipitacdo das proteinas. Depois dessa etapa, o
material foi centrifugado por 15 min em rotacdo de 3,000 a uma temperatura de
4°C. Depois da centrifugacdo, novas aliquotas de 400 ul do sobrenadante foram
misturadas com 800 ul de tampao TRIS com concentracao de 0.4 M, pH 8.9 e com
20 ul 5,5-dithiobis-(2-nitro-benzoic acid (DTNB, Fluka) e agitadas por 3 min. A
absorbancia foi lida depois do acréscimo de DTNB e da agitacdo em 412 nm contra
um reagente branco (sem o homogenato). A concentracdo de GSH era expressa por

ug/mg de tecido.



3.14. Avaliacao do esvaziamento gastrico e transito intestinal por cintilografia

em ratos acordados

Para esse teste, foram obtidos trés grupos de ratos: um controle, outro
com mucosite intestinal e sacrificados 3 dias apds a administragcédo de 5-FU e um
grupo com mucosite intestinal e sacrificado 15 dias apés a administragao de 5-FU. A
partir disso, passados 3 dias ou 15 dias, os animais foram deixados em jejum por 18
horas antes do experimento. No dia do experimento, receberam uma solucdo de
salina glicosada (5%) no volume de 1 ml da solucao/por 100 g de peso contendo 500
uCi de *™Mtecnécio (Instituto de Pequisas Energéticas e Nucleares - IPEN, Sao
Paulo, SP, Brasil), por gavagem. Passados 30 min da gavagem, os animais foram
sacrificados por decapitacdo e o estbmago e intestino delgado e grosso foram
isolados pelas seguintes jungdes: esbéfago-gastrica, gastroduodenal, ileo-cecal e
retosigmoidal. Depois da exposi¢do, o estbmago e o intestino delgado (separado em
5 segmentos similares e consecutivos P1- P5) foram colocados dentro de dedos de
luvas até a contagem da atividade radioativa em ordem para evitar mistura dos
conteudos. A radioatividade dos tecidos isolados foi contada com a utilizagédo de
uma gama camara (Orbiter Stand; Siemens Gamasonics, Hoffman Estates, IL, USA).
Os resultados foram construidos a partir do nimero de pixels por minuto, depois de
retirado do calculo a atividade do “background”.

A retencao da radioatividade gastrica foi expressa em percentagem, de
acordo com o seguinte calculo: retencdo gastrica = total da radioatividade
recuperada do estdbmago e o total da radioatividade recuperada do trato

gastrintestinal de todos os segmentos (P1-P5).



A retencao da radioatividade intestinal foi expressa em percentagem, de
acordo com o seguinte calculo: retencao de cada segmento intestinal (P1-P5) = total
da radioatividade recuperada de cada segmento / diminuida do total da
radioatividade recuperada de todos os segmentos intestinais (P1-P5) (SOUZA et al.,
2003).

O transito intestinal da refeicao foi estimado de acordo com o método do
centro geométrico (MILLER; GALLICAN; BURKS, 1981). De acordo com este
principio, obtivemos o produto da retencao fracional de cada segmento (estbmago,
delgado 2, delgado 3, delgado 4, delgado 5, delgado 6 e codlon) pelo digito
identificador de cada segmento: (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente). A somatoéria
desses valores indica o centro geométrico da refeicao radioativa propelida ao longo

do intestino, aos moldes do centro de massa dos objetos (Figura 4).

Centro de Massa @

Centro Geométrico

Atividade

Segmeantos

1 2 3 4 5 ] 7 segmentos

Transito intestinal=%= Retengéo fracional
(MTHKE+2XD2+3XD3+4XD4+5XD5+6XDE+THC)

Figura 4. Representacédo esquematica do centro geométrico de uma refeigéo teste.



3.15. Medidas de contratilidade

Foram utilizados tiras longitudinais do fundo de estébmago e duodeno de
ratos com e sem mucosite intestinal (1-5 cm) no 3° e 15° dia experimental. Essas
tiras foram lavadas para limpeza e retirada de residuos com solucao nutridora de
Tyrode Normal (pH= 7.4), composicao (mmol/l): 128 NaCl, 4,5 KClI, 2,5 CaCl,, 1,18
MgSQOs4, 1,18 KH2PO4, 125 NaHCO;3; e 5,55 glicose. As tiras foram montadas em
camaras organicas com volume de 25 ml, com solugédo de Tyrode, a temperatura de
37°C, pH= 7.4, oxigenadas com mistura de 5% de CO. e 95% de O, (AUBE et al.,
1996). Uma das extremidades da tira foi presa a base fixa e a outra a um transdutor
de forca isométrico (modelo Panlab S.L, Barcelona, Espanha). Foram aplicadas aos
tecidos uma tensao de 1 g por um periodo de equilibrio de 60 minutos. Para avaliar
a responsividade do tecido, utilizou-se carbacol (0,1 nM — 1 mM) e KCI na

concentragéo de 60 mM.

3.16. Analise Estatistica

De todos os experimentos foram calculadas as médias £+ EPM de um
certo numero de eventos (n) em cada grupo. A diferenca estatistica entre os grupos
foi determinada através de analise de variancia (ANOVA) e a comparacao entre as
médias foi feita pelo teste de Bonferroni. Uma diferenca de p<0,05 foi considerada

estatisticamente significativa.



4. RESULTADOS

4.1. Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos

c57/black e balb-c.

Tanto a dose 150 mg/kg como a de 450 mg/kg de 5-FU induziu intensa
leucopenia nos camundongos balb-c e c57/black, sacrificados ap6s trés dias do
tratamento com 5-FU (Tabela 1 e 2).

A dose 150 mg/kg de 5-FU induziu diminuicdo na altura dos vilos e da
razao vilo/cripta no jejuno (Figura 5A e C) e aprofundamento das criptas no ileo de
camundongo balb-c (Figura 5B). Para o camundongo c57/black, essa dose de 5-FU
causou diminuigdo da altura dos vilos e da razéo vilo/cripta no ileo (Figura 7A e C).
Na dose de 450 mg/kg de 5-FU, encontraram-se lesdes intestinais mais importantes
do que as observadas na dose de 150mg/kg de 5-FU. A dose de 450 mg/kg de 5-FU
induziu diminuicdo na altura dos vilos e na razao vilo/cripta no duodeno, jejuno e ileo
(Figura 5A, C). Em relacao ao aprofundamento das criptas, observou-se aumento no
duodeno e ileo dos animais balb-c tratados com 5-FU quando comparado aos
animais controle (Figura 5B). Para o camundongo c57/black, essa dose de 5-FU
induziu diminuicdo na altura dos vilos e na razao vilo/cripta no duodeno, jejuno e ileo
(Figura 7A, C), bem como um aprofundamento das criptas no duodeno e ileo dos
animais c57/black tratados com 5-FU comparado aos animais controle (Figura 7B).

Na fotomicrografia 6B, D e F observou-se que o 5-FU (450 mg/kg) alterou
a morfologia do duodeno, jejuno e ileo, respectivamente, dos camundongos balb-c.
Pode-se destacar diminuicdo dos vilos, aprofundamento e vacuolizagéo das criptas e
perda da arquitetura dos enterdcitos para os trés segmentos estudados, em

comparacao aos segmentos dos animais controle (Figura 6A, C e E). Encontraram-



se alteracdes semelhantes no duodeno (Figura 8B), no jejuno (Figura 8D) e no ileo
(Figura 8F) dos camundongos c57/black tratados com 5-FU (450 mg/kg), quando
comparado aos segmentos dos animais controle (Figura 8A, C e E).

Percebeu-se que o tratamento com 5-FU na dose de 450 mg/kg induziu
um importante aumento da infiliracdo de neutréfilos para o duodeno tanto nos
camundongos balb-c (Figura 9A) como nos camundongos c57/black (Figura 9B),
sacrificados apés 3 dias do tratamento com 5-FU.

Também se observou que o tratamento com 5-FU na dose de 450 mg/kg
induziu aumento na concentracdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, KC no duodeno tanto dos
camundongos balb-c como dos camundongos c57/black (Tabela 3). Em relagéo a IL-
4, observamos um aumento da concentragdo desta citocina, somente no duodeno

dos camundongos balb-c, mas ndo nos camundongos c57/black (Tabela 3).



Tabela 1 - Efeito do tratamento com 5-FU sobre a contagem total de

leucécitos sangliineos em camundongos balb-c.

Grupos Experimentais (n=8) ne células/mm’
Salina (controle) 6768,00+1002,00

balb-c + 5-FU (150 mg/kg) 2086,00 +463,50*
balb-c + 5-FU (450 mg/kg) 1746,00+371,00"

Os valores representam a media + E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. Foi
utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.

Tabela 2 - Efeito do tratamento com 5-FU sobre a contagem total de
leucocitos sangiiineos em camundongos c57/black.

Grupos Experimentais (n=8) ne células/mm’

Salina (controle) 7578,00+1063,00
c57/black + 5-FU (150 mg/kg) 1625,00+340,50*
c57/black + 5-FU (450 mg/kg) 1585,00+247,30*

Os valores representam a media + E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. Foi
utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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FIGURA 5 — Analise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos
balb-c (n=8) tratados com salina ou 5-FU. Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU
(150 e 450 mg/kg) e sacrificados apos trés dias. Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para
medida da altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razo vilo/cripta (painel C). Os
valores foram expressos como media £ E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C), foi utilizado o teste
ANOVA seguido de Bonferroni.



FIGURA 6 - Fotomicrografias de segmentos intestinais de camundongos balb-c

tratados com salina ou 5-FU. Os animais foram tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg) dose
Unica (i.p.), e sacrificados apds trés dias. Segmentos intestinais foram removidos e processados (A-
duodeno; C-jejuno; E-ileo, dos animais salina (controle) e B-duodeno; D-jejuno; F-ileo, dos animais com
mucosite intestinal, 100x). Segmentos intestinais de animais controle mostrando vilos e criptas (A, C, E)
preservados. Segmentos intestinais de animais que receberam 5-FU, mostrando encurtamento dos vilos e
aprofundamento das criptas (B, D, F).
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FIGURA 7 - Analise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos

c57/black (n=8) tratados com salina ou 5-FU. Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-
FU (150 e 450 mg/kg) e sacrificados apds trés dias. Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos
para medida da altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razao vilo/cripta (painel C).
Os valores foram expressos como media + E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C), foi utilizado o
teste ANOVA seguido de Bonferroni.



100X

FIGURA 8 - Fotomicrografias de segmentos intestinais de camundongos c57/black
tratados com salina ou 5-FU. Os animais foram tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg) dose
Unica (i.p.), e sacrificados apés trés dias. Segmentos intestinais foram removidos e processados (A-
duodeno; C-jejuno; E-ileo, dos animais salina (controle) e B-duodeno; D-jejuno; F-ileo, dos animais com
mucosite intestinal, 100x). Segmentos intestinais de animais controle mostrando vilos e criptas (A, C, E)
preservados. Segmentos intestinais de animais que receberam 5-FU, mostrando encurtamento dos vilos e
aprofundamento das criptas (B, D, F).
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FIGURA 9 — 5-FU induziu infiltracao neutrofilica no duodeno de camundongos balb-
¢ (n=8) e c57/black (n=8). Os animais foram tratados com salina (C) ou 5-FU (450 mg/kg) dose Unica
(i.p.), e sacrificados apo6s trés dias. Uma porgdo do duodeno foi retirada para determinar o n° de neutrdfilos.
Os valores representam a média £ EPM do n° de neutréfilos do tecido sendo analisados pelo teste ANOVA
seguido de Bonferroni. *p<0,05 quando comparados ao grupo salina (C).



Tabela 3 — Dosagem de citocinas no duodeno de camundongos balb-c e c57/black tratados

com salina ou 5-FU (450 mg/kg).

Citocinas (pg/300pul)

Grupos (n=8) TNF-a IL-1B IL-6 KC IL-4
Salina+balb-c 6,90+0,96 21,51+13,53 2,50+0,64 98,58+21,67  37,80+4,48
Salina+c57/black  7,43+0,97  134,80+31,94  19,42+1,11 86,92421,19  43,20+4,87
5-FU+balb-c 16,62+4,27* 553,90+204,60" 35,68+7,23* 357,10+108,40" 56,14+5,83"
5-FU+c57/black  12,13+1,17*  280,30+41,53* 29,67+3,93* 177,20£28,16*  48,09+5,10

Os valores representam a media = E.P.M.

#p<0,05 quando comparado ao grupo salina (balb-c);
*P<0,05 quando comparado ao grupo salina (c57/black);
Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



4.2. 5-FU induz mucosite intestinal em camundongos com participacao de IL-1

e IL-4, mas nao de IL-18.

O tratamento com IL-1Ra (100 mg/kg), em camundongos c57/black com
mucosite intestinal induzida por 5-FU (450 mg/kg), ndo reverteu a leucopenia
(Tabela 4), mas foi capaz de reverter a diminuicdo da altura dos vilos e da razéao
vilo/cripta no duodeno, jejuno e ileo (Figura 10A e C). Ademais, esse tratamento
reverteu o aprofundamento das criptas do duodeno dos camundongos c57/black
tratados com 5-FU apés trés dias (Figura 10B). Na fotomicrografia da Figura 11E e F
observou-se que o tratamento com IL-1Ra protegeu o duodeno dos camundongos
c57/black das alteracées morfolégicas ja descritas e observadas na Figura 10 C e D,
que demonstrou um duodeno semelhante aos dos camundongos controle (Figura
11A e B). Além desses dados, observamos que o tratamento com IL-1Ra reverteu a
infiltracdo de neutrofilos (Tabela 5) e o aumento da concentracdo de TNF-a, IL-1p,
KC (Tabela 6) no duodeno dos camundongos c57/black tratados com 5-FU.

Os camundongos IL-4 (-/-) apresentaram leucopenia ap6s o tratamento
com 5-FU (450 mg/kg) semelhante aos camundongos selvagens (IL-4 +/+) que
receberam o mesmo tratamento (Tabela 4). Porém, os camundongos IL-4 (-/-)
tiveram uma menor redug¢do da altura dos vilos e da razao vilo/cripta no duodeno,
jejuno e ileo apdés o tratamento com 5-FU em comparacdo aos camundongos
selvagens tratados com 5-FU (Figura 12A e C). Os camundongos IL-4 (-/-) tratados
com 5-FU também tiveram um menor aprofundamento das criptas do duodeno e
ileo, em relacdo aos camundongos selvagens tratados com 5-FU (Figura 12B). Na
fotomicrografia da Figura 13 E e F, observou-se que o duodeno dos camundongos

IL-4 (-/-) tratados com 5-FU ndo apresentam diminuicdo da altura dos vilos € nem



aprofundamento das criptas, como foi observado nos camundongos selvagens
tratados com 5-FU (Figura 13C e D). Além desses dados, observou-se que 0S
camundongos IL-4 (-/-) tratados com 5-FU apresentaram menor infiltragdo de
neutréfilos (Tabela 7) e menor aumento na concentragdo de TNF-a,, IL-1pB, IL-6 e KC
(Tabela 8) no duodeno em comparacao ao duodeno dos animais selvagens tratados
com 5-FU.

Os camundongos IL-18 (-/-) apresentaram leucopenia ap6s o tratamento com
5-FU (450 mg/kg) semelhante aos camundongos selvagens (IL-18 +/+) tratados com
5-FU (Tabela 4). Bem como, observou-se importante redug¢do na altura dos vilos no
duodeno, jejuno (Figura 14A), e na razéo vilo/cripta do duodeno e jejuno (Figura
14C). Essas alteracdes foram mais acentuadas do que as observadas nos animais
selvagens tratados com 5-FU (Figura 14A e C). Mas no ileo a redugdo da razao
vilo/cripta foi menos acentuada (Figura 14C). Observou-se aprofundamento das
criptas do duodeno (Figura 14B), no jejuno e ileo. O aprofundamento foi menos
acentuado apés o tratamento com 5-FU em relagdo aos camundongos selvagens
tratados com 5-FU (Figura 14A, B e C). Observando a fotomicrografia do duodeno
dos camundongos IL-18 (-/-) tratados com 5-FU podemos encontrar diminuicdo dos
vilos, aprofundamento e vacuolizacdo das criptas, vacuolizacdo e perda da
arquitetura dos enterécitos (Figura 15E e F), achados semelhantes aos encontrados

no duodeno de camundongos selvagens tratados com 5-FU (Figura 15C e D).



Tabela 4 - Efeito do tratamento com 5-FU sobre a contagem total de
leucécitos sangiiineos de camundongos tratados com IL-1Ra e de
camundongos deficientes para IL-4 e IL-18.

Grupos (n=8) n? células/mm®

controle (selvagem) 7173,00£1032,50

IL-1Ra (100mg/kg) + 5-FU (450 mg/kg) 1880,00+421,50*
IL-4 (-/-) + 5-FU (450 mg/kQ) 2513,00+166,30*
IL-18 (-/-) + 5-FU (450 mg/kQ) 2238,00+268,00*

Os valores representam a media = E.P.M.

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (balb-c). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de
Bonferroni.
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FIGURA 10 — Efeito do tratamento com IL-1Ra sobre as alteracoes morfométricas

dos segmentos intestinais de camundongos c57/black (n=8) tratados com 5-FU.
Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU (450 mg/kg) + salina ou 5-FU + IL-1Ra (100 mg/kg).
Ap6s o sacrificio, segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para medida da altura dos vilos
(painel A), profundidade das criptas (painel B) e razao vilo/cripta (painel C). Os valores foram expressos
como media + E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); *p<0,05 comparado ao grupo 5-FU + salina

(-), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.




FIGURA 11 — Fotomicrografias do duodeno de camundongos controle (A-B), e
submetidos a mucosite intestinal pelo 5-FU pré-tratados com salina (C-D) e IL-1Ra
(E-F). Os animais receberam salina (controle) ou 5-FU (450 mg/kg) + salina ou 5-FU + IL-1Ra (100 mg/kg).
Apéds o sacrificio, o duodeno foi removido e processado (A-B; duodeno controle); (C-D; duodeno + 5-FU);
(E-F; duodeno + 5-FU + IL-1Ra). O duodeno dos animais que receberam IL-1Ra mostrando vilos e criptas
semelhantes ao duodeno controle. (A, C, E 100X; B, D, F 400X).



Tabela 5 — O tratamento com IL-1Ra reduziu a infiltracao de neutroéfilos
induzida por 5-FU no duodeno de camundongos c57/black.

Grupos (n=8) n°neutrofilos/mg de tecido
Controle (salina) 663,50£76,50
5-FU+salina 3579,00+492,00*
5-FU+IL-1Ra (100 mg/kg) 2061,00+308,20%

Os valores representam a media = E.P.M.
*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (salina);
*p<0,05 quando comparado ao grupo 5-FU+salina;

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni..

Tabela 6 — O tratamento com IL-1Ra reverteu o aumento da concentracao de citocinas
induzida por 5-FU no duodeno de camundongos c57/black.

Citocinas (pg/300ul)

Grupos (n=8) TNF-a IL-1B IL-6 KC
Controle (salina) 7,43+0,97 134,80£31,94  19,42+1,11 86,92+21,19
5-FU+salina 12,13+1,17*  280,30+41,53* 29,67+3,93* 177,20+28,16*

5-FU+IL-1Ra (100 mg/kg) 6,97+1,11%  98,64+41,70" 23,60+2,82 100,00+17,11%

Os valores representam a media = E.P.M.

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (salina);
*5<0,05 quando comparado ao grupo 5-FU+salina;

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



ALTURA DOS VILOS *
um)

C 5-FU C 5-FU C 5-FU C 5-FU C 5-FU C 5-FU
B
150- #
@)
<DE | |
L g #
2= 1001 o |
o 2 1
At~
Z 0o
)
L g 50'
@)
o
a
C 5FU C 5-FU C 5FU C 5-FU C 5FU_C 5-FU
C #
w 49 =
< = T #
o 2 o | #
S a 3 | |
Z< * *
DOk
<o | |
Ogm 21
1]
3 1
=
>
C 5FU C 5-FU C 5FU C 5-FU C 5FU C 5-FU
IL-4 (+/+) IL-4 (-/-) IL-4 (+/+) IL-4 (-/-) IL-4 (+/+) IL-4 (--)
duodeno jejuno ileo

FIGURA 12 — Anadlise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos
selvagens para IL-4 (IL-4 +/+) (n=8) e deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) (n=8) tratados
com salina ou 5-FU. Animais IL-4 (+/+) e IL-4 (-/-) foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU (450
mg/kg) apés 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para medida da altura dos vilos
(painel A), profundidade das criptas (painel B) e razao vilo/cripta (painel C). Os valores foram expressos
como media + E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); *p<0,05 quando comparado ao grupo 5-
FU+IL-4 (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



FIGURA 13 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para IL-4
(IL-4 +/+) e deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) tratados com salina ou 5-FU. Animais IL-4 (+/+)
e IL-4 (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg). Apds o sacrificio, o0 duodeno foi removido e
processado. (A-B) salina+IL-4 (+/+); (C-D) 5-FU+ IL-4 (+/+); (E-F) 5-FU+IL-4 (-/-). O duodeno dos animais
IL-4 (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno dos animais IL-4 (+/+) que
receberam salina. (A, C, E 100X; B, D, F 400X).



Tabela 7 — Camundongos deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) tratados com 5-FU
apresentam uma menor infiltracao de neutrofilos no duodeno quando

comparado aos camundongos selvagens (IL-4 +/+) tratados com 5-FU.

Grupos (n=8) n°neutrofilos/mg de tecido
IL-4 (+/+) 663,5+76,5

IL-4 (+/+)+5-FU 3579,0+492,0*

IL-4 (-/-)+5-FU 1702,0+315,8"

Os valores representam a media =+ E.P.M.
*p<0,05 quando comparado ao grupo IL-4 (+/+);
*p<0,05 quando comparado ao grupo IL-4 (+/+)+5-FU;

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.

Tabela 8 — Camundongos deficientes para IL-4 (IL-4 -/-) que foram tratados
com 5-FU apresentam uma menor concentracao de citocinas no duodeno

quando comparado aos animais selvagens (IL-4 +/+) tratados com 5-FU.

Citocinas (pg/300pl)

Grupos (n=8) TNF-o IL-1B IL-6 KC

IL-4 (+/+) 7,43+0,97 134,8+31,94 19,42+1,11 86,92+21,19

IL-4 (+/+)+5-FU 12,13+1,17*  280,3+41,53* 29,67+3,93* 177,2+28,16*

IL-4 (-/-)+5-FU 7,36+0,52  86,47+29,61*  1,31+0,76"  105,6+21,57*

Os valores representam a media + E.P.M.
*p<0,05 quando comparado ao grupo IL-4 (+/+);
*p<0,05 quando comparado ao grupo IL-4 (+/+)+5-FU;

Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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FIGURA 14 — Analise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos
selvagens para IL-18 (IL-18 +/+) (n=8) e deficientes para IL-18 (IL-18 -/-) (n=8)
tratados com salina ou 5-FU. Animais IL-18 (+/+) e IL-18 (-/-) foram pré-tratados com salina (C) ou
5-FU (450 mg/kg) apo6s 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para medida da altura
dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razao vilo/cripta (painel C). Os valores foram
expressos como media = E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); *p<0,05 quando comparado ao
grupo 5-FU+IL-18 (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



FIGURA 15 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para IL-18
(IL-18 +/+) e deficientes para IL-18 (IL-18 -/-) tratados com salina ou 5-FU. Animais IL-18
(+/+) e IL-18 (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg). Ap6s o sacrificio, o duodeno foi
removido e processado. (A-B) salina+IL-18 (+/+); (C-D) 5-FU+ IL-18 (+/+); (E-F) 5-FU+IL-18 (-/-). O duodeno
dos animais IL-18 (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno dos animais
5-FU+ IL-18 (+/+). (A, C, E 100X; B, D, F 400X).



4.3. 5-FU induz mucosite intestinal em camundongos com participacao de PAF,

mas nao de 5-LO.

Os camundongos deficientes para o receptor de PAF (PAF-/-)
apresentaram leucopenia apos o tratamento com 5-FU (450 mg/kg) semelhante aos
camundongos selvagens (PAF +/+) que receberam o mesmo tratamento (Tabela 9).
Os camundongos PAF (-/-) tiveram reducao da altura dos vilos no duodeno e ileo
(Figura 16A e B) e reducgéo da razao vilo/cripta no ileo ap6s o tratamento com 5-FU
(Figura 16C), porém nao tiveram nenhuma alteragao da razao vilo/cripta no duodeno
em comparagcao aos animais selvagens que receberam o mesmo tratamento (Figura
16C). Os camundongos PAF (-/-) tratados com 5-FU também nao apresentaram
aprofundamento das criptas do duodeno em relagdo aos camundongos selvagens
tratados com 5-FU na mesma dose (Figura 16B). Na fotomicrografia da Figura 17E e
F, observou-se que o duodeno dos camundongos PAF (-/-) tratados com 5-FU néo
apresentam diminuicao da altura dos vilos e nem aprofundamento das criptas, como
observado nos camundongos selvagens tratados com 5-FU (Figura 17C e D).

Além desses dados, também foi demonstrado que os camundongos PAF
(-/-) tratados com 5-FU apresentam infiltracado de neutréfilos (Tabela 10). Porém,
esses mesmos camundongos apresentam um menor aumento na concentragdo de
IL-1B, e KC (Tabela 11) no duodeno em comparag¢ao ao duodeno dos camundongos
selvagens tratados com 5-FU.

O tratamento com BN 52021 (20mg/kg) em camundongos c57/black com
mucosite intestinal induzida por 5-FU (450mg/kg) ndo alterou a leucopenia (Tabela
9), mas reverteu a diminuicdo da altura dos vilos e da raz&o vilo/cripta no duodeno
(Figura 18A e C). Por outro lado, ndo reverteu o aprofundamento das criptas do

duodeno dos camundongos c57/black que foram tratados com 5-FU (Figura 18B).



Na fotomicrografia da Figura 19 E e F, observou-se que o tratamento com
BN 52021 foi capaz de proteger o duodeno dos camundongos c57/black das
alteracoes morfolégicas ja descritas e observadas na Figura 19 C e D, demonstra
um duodeno semelhante ao dos camundongos controle (Figura 19A e B). Além
desses dados, também observamos que o tratamento com BN 52021 néo foi capaz
de reverter a infiltracdo de neutréfilos (Tabela 12) no duodeno dos camundongos
c57/black tratados com 5-FU.

Os camundongos deficientes para 5-LO (5-LO -/-) apresentaram
leucopenia apds o tratamento com 5-FU (450mg/kg) semelhante aos camundongos
selvagens (5-LO +/+) que receberam o mesmo tratamento (Tabela 9). Observou-se
importante reducdo na altura dos vilos e na razio vilo/cripta no duodeno, jejuno e
ileo (Figura 20A e C). Essas alteracbes eram igualmente observadas nos
camundongos selvagens para 5-LO (IL-18 +/+), que foram tratados com 5-FU na
mesma dose (Figura 20A, B e C). Além disso, houve um aprofundamento mais
acentuado das criptas do duodeno, jejuno e ileo (Figura 20B) dos camundongos 5-
LO (-/-) tratados com 5-FU em relacdo aos animais selvagens tratados.

Assim, quando se observa a fotomicrografia do duodeno dos
camundongos 5-LO (-/-) tratados com 5-FU pode-se encontrar diminuicdo dos vilos e
aprofundamento das criptas (Figura 21E e F), achados semelhantes aos
encontrados no duodeno de camundongos selvagens (5-LO +/+) tratados com 5-FU

(Figura 21C e D).



Tabela 9 - Efeito do tratamento com 5-FU sobre a contagem total de
leucécitos sangliineos de camundongos tratados com BN 52021 e de
camundongos deficientes para PAF e 5-LO.

Grupos (n=8) n? células/mm®

controle (selvagem) 7173,00+1032,50

PAF (-/-) + 5-FU (450 mg/kg) 1788,00+456,20"

BN 52021 (20mg/kg) + 5-FU (450 mg/kg) 2250,00+484,90*
5-LO (-/-) + 5-FU (450 mg/kg) 1640,00+263,30"

Os valores representam a media = E.P.M.

*p<0,05 quando comparado ao grupo controle (balb-c). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de
Bonferroni.
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FIGURA 16 — Analise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos
selvagens para PAF (PAF +/+) (n=8) e deficientes para o receptor de PAF (PAF -/-)
(n=8) tratados com salina ou 5-FU. Animais PAF (+/+) e PAF (-/-) foram pré-tratados com salina
(C) ou 5-FU (450 mg/kg) apds 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para medida da
altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razéo vilo/cripta (painel C). Os valores
foram expressos como media = E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 quando comparado
ao grupo 5-FU+PAF (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



FIGURA 17 — Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para PAF
(PAF +/+) e deficientes para o receptor de PAF (PAF -/-) tratados com salina ou 5-
FU. Animais PAF (+/+) e PAF (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg). Apés o sacrificio, o
duodeno foi removido e processado. (A-B) salina+PAF (+/+); (C-D) 5-FU+ PAF (+/+); (E-F) 5-FU+PAF (-/-).
O duodeno dos animais PAF (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno
dos animais PAF (+/+) que receberam salina. (A, C, E 100X; B, D, F 400X).



Tabela 10 — Camundongos deficientes para o receptor PAF (PAF -/-)
tratados com 5-FU apresentam aumento de neutréfilos no duodeno.

Grupos (n=8) n°neutrofilos/mg de tecido
PAF (+/+) 988,40+204,50
PAF (+/+) + 5-FU 1746,00+204,50*
PAF (-/-) + 5-FU 6719,00+1008,00*

Os valores representam a media + E.P.M.
*P<0,05 quando comparado ao grupo PAF (+/+);
Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.

Tabela 11 — Camundongos deficientes para receptor de PAF (PAF -/-) que foram
tratados com 5-FU apresentam uma menor concentracao de citocinas no duodeno
quando comparado aos animais selvagens (PAF +/+) tratados com 5-FU.

Citocinas (pg/300pul)

Grupos (n=8) TNF-a IL-1B IL-6 KC

PAF (+/+) 6,90+0,96 21,51£13,53 2,5010,64 98,58+21,67

PAF (+/+) + 5-FU 16,62+4,27*  553,90+204,60* 35,68+7,23* 357,10+108,40"

PAF (-/-) + 5-FU 9,98+1,42 159,30+72,31%  26,89+5,90  145,20+44,04"

Os valores representam a media = E.P.M.

*p<0,05 quando comparado ao grupo PAF (+/+);
*p<0,05 quando comparado ao grupo PAF (+/+)+5-FU;
Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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FIGURA 18 - Efeito do tratamento com BN 52021 sobre as alterac6es morfométricas

do duodeno de camundongos c57/black (n=8) tratados com 5-FU. Animais foram pré-
tratados com salina (C) ou 5-FU (450 mg/kg) + salina ou 5-FU + BN 52021 (20 mg/kg). Apds o sacrificio,
segmentos do duodeno foi obtido para medida da altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas
(painel B) e razao vilo/cripta (painel C). Os valores foram expressos como media = E.P.M. *p<0,05
comparado ao grupo salina (C); *p<0,05 comparado ao grupo 5-FU + salina (-), foi utilizado o teste ANOVA
seguido de Bonferroni.



100X

FIGURA 19 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos controle (A-B), e
submetidos a mucosite intestinal pelo 5-FU pré-tratados com salina (C-D) e BN
52021 (E-F). Os animais receberam salina (controle) ou 5-FU (450 mg/kg) + salina ou 5-FU + BN 52021
(20 mg/kg). Apés o sacrificio, o duodeno foi removido e processado (A-B; duodeno controle); (C-D; duodeno
+ 5-FU); (E-F; duodeno + 5-FU + BN 52021). Mucosa intestinal dos animais que receberam BN 52021
mostrando vilos e criptas semelhantes ao duodeno dos animais controle. (A, C, E 100X; B, D, F 400X).



Tabela 12 — O tratamento com BN 52021 nao reduziu a infiltracao de neutréfilos
induzida por 5-FU no duodeno de camundongos.

Grupos (n=8) U MPO/mg de tecido
Salina (controle) 1,4510,25
Salina + 5-FU 5,64+0,80"
BN 52021 (20 mg/kg) + 5-FU 4,45+1,05*

Os valores representam a media + E.P.M.
*P<0,05 quando comparado ao grupo salina (controle);
Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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FIGURA 20 - Analise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos
selvagens para 5-LO (5-LO +/+) (n=8) e deficientes para 5-LO (5-LO -/-) (n=8)
tratados com salina ou 5-FU. Animais 5-LO (+/+) e 5-LO (-/-) foram pré-tratados com salina (C) ou
5-FU (450mg/kg) apds 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para medida da altura
dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razao vilo/cripta (painel C). Os valores foram
expressos como media + E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 quando comparado ao
grupo 5-FU+5-LO (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



FIGURA 21 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para 5-LO
(5-LO +/+) e deficientes para 5-LO (5-LO -/-) tratados com salina ou 5-FU. Animais 5-LO
(+/+) e 5-LO (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450 mg/kg). Apds o sacrificio, o duodeno foi
removido e processado. (A-B) salina+5-LO (+/+); (C-D) 5-FU+ 5-LO (+/+); (E-F) 5-FU+5-LO (-/-). O duodeno
dos animais 5-LO (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno dos animais 5-
FU+ 5-LO (+/+). (A, C, E 100X; B, D, F 400X).



4.4. O receptor FAS-ligante parece nao participa da mucosite intestinal

induzida por 5-FU.

Os camundongos deficientes para FAS-ligante (FAS -/-) apresentaram
leucopenia apds o tratamento com 5-FU (450mg/kg) semelhante aos camundongos
selvagens (FAS +/+) que receberam o mesmo tratamento (controle (selvagem)=
7173,0041032,50 células/mm® FAS (--) + 5-FU (450 mg/kg)= 650,00+104,10
células/mm?®). Além disso, houve importante reducdo na altura dos vilos e na razio
vilo/cripta no duodeno, jejuno e ileo (Figura 22A e C) dos camundongos FAS (-/-)
tratados com 5-FU. Essas alteracbes eram igualmente observadas nos
camundongos selvagens, tratados com 5-FU na mesma dose (Figura 22A e C).
Dentre essas alteracdes, a diminuicdo da altura dos vilos foi mais acentuada nos
camundongos FAS (-/-) tratados com 5-FU em relacdo aos camundongos selvagens
tratados (Figura 22A). Foi observado ainda, um menor aprofundamento das criptas
somente no duodeno (Figura 22B) apos o tratamento com 5-FU (450mg/kg).

Assim, quando foi observado a fotomicrografia do duodeno dos
camundongos FAS (-/-) tratados com 5-FU pode-se encontrar diminuicdo dos vilos,
aprofundamento e vacuolizacao das criptas, vacuolizacéo e perda da arquitetura dos
enterécitos (Figura 23E e F), achados semelhantes aos encontrados no duodeno de

camundongos selvagens tratados com 5-FU (Figura 23C e D).
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FIGURA 22 - Analise morfométrica dos segmentos intestinais de camundongos
selvagens para FAS-ligante (FAS +/+) (n=8) e deficientes para FAS-ligante (FAS -/-)
(n=8) tratados com salina ou 5-FU. Animais FAS (+/+) e FAS (-/-) foram pré-tratados com salina
(C) ou 5-FU (450mg/kg) apés 3 dias, segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para medida da
altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razédo vilo/cripta (painel C). Os valores
foram expressos como media = E.P.M. *p<0,05 comparado ao grupo salina (C); #p<0,05 quando comparado
ao grupo 5-FU+FAS (+/+), foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



FIGURA 23 - Fotomicrografias do duodeno de camundongos selvagens para FAS-
ligante (FAS +/+) e deficientes para FAS-ligante (FAS -/-) tratados com salina ou 5-
FU. Animais FAS (+/+) e FAS (-/-) foram pré-tratados com salina ou 5-FU (450mg/kg). Ap6s o sactificio, o
duodeno foi removido e processado. (A-B) salina+FAS (+/+); (C-D) 5-FU+ FAS (+/+); (E-F) 5-FU+FAS (-/-).
O duodeno dos animais FAS (-/-) que receberam 5-FU mostram vilos e criptas semelhantes ao duodeno
dos animais 5-FU+ FAS (+/+). (A, C, E 100X; B, D, F 400X).



4.6. Modelo de mucosite intestinal em ratos Wistar.

A dose 150 mg/kg de 5-FU induziu nos ratos uma mortalidade de
aproximadamente 20% (sobrevida 80%) a partir do 4° dia experimental que
continuou-se até o 15° dia experimental da inducdo da mucosite intestinal (Figura
24A).

Observou-se ainda, uma importante perda de peso a partir do 1° dia
experimental (3,15£0,06%), que foi maxima no 3°dia experimental (17,24+2,16%).

A partir do 5° dia experimental, houve uma discreta recuperacéo do ganho
ponderal que continuou até o 30° dia experimental, porém essa recuperagédo ainda
era significativamente menor que a do controle (Figura 24B). Houve uma importante
leucopenia com o tratamento com 5-FU, que foi maxima no 3°dia apds o tratamento
(Tabela 13). No 15° dia, experimental foi observado um restabelecimento da
contagem dos leucdcitos plasmaticos dos animais tratados com 5-FU (Tabela 13).

Nas fotomicrografias das figuras 25, 26 e 27, constatou-se importantes
alteracoes morfolégicas do duodeno, jejuno e ileo, respectivamente. Na Figura 25D,
E e F, pode-se destacar encurtamento acentuado das vilosidades intestinais,
necrose parcial de criptas, achatamento e vacuolizacdo de enterécitos, presenca de
infiltrado mono e polimorfononucleares e reducdo de células caliciformes do
duodeno de ratos tratados com 5-FU (150mg/kg) em comparacdo aos animais
controle. Nos animais controle observa-se vilosidades e criptas integras, com epitélio
cilindrico recobrindo os vilos intestinais e a estrutura intacta das criptas com células
de Paneth (Figura 25A, B e C). Essas alteragcdes morfolégicas encontradas no
duodeno de ratos tratados com 5-FU, também podem ser evidenciadas no jejuno
(Figura 26C e D) e no ileo (Figura 27C eD) de ratos tratados com 5-FU na mesma

dose. Foi observado que as fotomicrografias do 15° dia apds o tratamento com 5-FU



mostram uma recuperacao das alteracbes morfoldgicas anteriormente descritas no
duodeno (Figura 25G, H e ), no jejuno (26E e F) e no ileo (Figura 27E e F).

Ao quantificar-se assas alteracdes histolégicas pela analise morfométrica,
os resultados mostram que o tratamento com 5-FU induziu diminuicdo da altura dos
vilos e da razao vilo/cripta no duodeno, jejuno e ileo (Figura 28A e C) de ratos no 3°
dia ap6s o tratamento. Também induziu um aprofundamento das criptas no 3°e 5°
dia no duodeno, no 3° dia no jejuno e no 3° 5°e 30° dia no ileo (Figura 28B) em
comparacao aos segmentos intestinais dos animais controle. Essas alteracdes foram
mais importantes no 3° dia ap6s o tratamento com 5-FU. Podemos ainda destacar
que a redugado no tamanho dos vilos foi de aproximadamente 64,50% no duodeno,
de 42,43% no jejuno e de 27,89% no ileo. Observa-se também que no 5° 15°e 30°
dia ap6s o tratamento com 5-FU houve recuperacao na altura dos vilos e na razao

vilo/cripta (Figura 28A e C), bem como na profundidade das criptas (Figura 28B).
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FIGURA 24 - Efeito do tratamento com 5-FU sobre a sobrevida e a variacao de peso

em ratos. Animais foram pré-tratados com salina (controle) ou 5-FU (150 mg/kg). As taxas de sobrevida
foram calculadas pela curva de Kaplan-Meier e a diferenga entre os grupos pelo teste de logrank (A). O
peso foi avaliado diariamente até o trigésimo dia apds o tratamento, os pontos representam média £+ EPM
da variacdo de peso (%), calculado através das diferencas do peso obtido diariamente e do peso obtido
antes da administracdo de 5-FU (B). * p<0,05 comparado ao grupo controle. Foi utilizado o teste ANOVA
seguido de Bonferroni.



Tabela 13 — Efeito do 5-FU (150 mg/kg) sobre a contagem dos leucodcitos
sanguineos em ratos submetidos a mucosite intestinal.

Grupos (n=8) ne células/mm®
Salina (controle) 10730,00+ 518,20
5-FU (1°dia) 5733,00+£1013,00*
5-FU (3°dia) 2917,00+£904,30*
5-FU (5°dia) 5308,00+1202,00*
5-FU (15°dia) 12230,00+886,40

Os valores representam a media + E.P.M. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle. Foi
utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



FIGURA 25 — Fotomicrografias do duodeno de ratos tratados com salina ou 5-FU.
Nos animais tratados com salina demonstram vilos, criptas e muscular normais (A, B, C). Nos animais
submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU (3° dia experimental) (D, E, F), observamos:
encurtamento dos vilos, e vacuolizagao dos enterécitos (E; seta), e infiltrado de mono e polimorfonuclear na
lamina proépria (E; cabeca de seta), perda da arquitetura das criptas (D), presenga de vacuolizagédo (seta) e
infiltrado neutrofilico (cabeca de seta) na camada muscular (F). Nos animais submetidos a mucosite
intestinal induzida por 5-FU (15° dia experimental) (G, H, I), observamos preservagao dos vilos (G, H),
criptas (G), e pouco infiltrado neutrofilico na camada muscular (I, cabega de seta). Fixagdo em HE (A,D,G;
100X; B,C,E,F,H,l; 400X).



FIGURA 26 — Fotomicrografias do jejuno de ratos tratados com salina ou 5-FU. Nos
animais tratados com salina (controle), observamos vilos e criptas normais (A, B). Nos animais submetidos
a mucosite intestinal induzida por 5-FU (3° dia experimental) (C, D), observamos encurtamento dos vilos, e
vacuolizagdo dos enter6citos, infiltrado de mono e polimorfonuclear, e perda da arquitetura das criptas. Nos
animais submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU (15° dia experimental), observamos
preservacgao dos vilos e das criptas (E, F). (A,C,E; 100X; B,D,F; 400X).



FIGURA 27 — Fotomicrografias do ileo de ratos tratados com salina ou 5-FU. Nos
animais tratados com salina (controle), observamos vilos e criptas normais (A, B). Nos animais submetidos
a mucosite intestinal induzida por 5-FU (3° dia experimental) (C, D), observamos encurtamento dos vilos,
vacuolizacdo dos enterécitos, infiltrado de mono e polimorfonuclear e perda da arquitetura das criptas. Nos
animais submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU (15° dia experimental), observamos
preservagao dos vilos ed as criptas (E, F). Fixagdo em HE (A,C,E; 100X; B,D,F; 400X).
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FIGURA 28 - Analise morfométrica dos segmentos intestinais de ratos (n=8)

tratados com salina ou 5-FU. Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU (150 mg/kg) e
sacrificados depois de 1, 3, 5, 15 e 30 dias. Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para
medida da altura dos vilos (painel A), profundidade das criptas (painel B) e razéo vilo/cripta (painel C). Os
valores foram expressos como media £ E.P.M. * p<0,05 comparado ao grupo salina (C). Foi utilizado o teste
ANOVA seguido de Bonferroni.



4.7. Mucosite intestinal em ratos é acompanhada de infiltracao de neutréfilos,

intensa apoptose e consumo de glutationa.

Foi encontrado um importante aumento do infiltrado neutrofilico no
duodeno no 1°, 3°e 5°dia, no jejuno no 1°e 3°dia e no ileo no 1°e 3°dia de ratos
apos o tratamento com 5-FU (150mg/kg). A infiltracdo de neutréfilos foi maxima no
terceiro dia apds o tratamento, com valores de 658,37% para o duodeno, 353,91%
para o jejuno e 492,19% para o ileo quando comparado aos segmentos dos animais
controle (100%) (Tabela 14, 15 e 16). Também houve uma reducao dos niveis de
GSH no 1°e 3°dia no duodeno, jejuno e ileo de ratos apds o tratamento com 5-FU.
Este consumo de GSH foi maximo no 3° dia apds o tratamento com valores de
37,66% para duodeno, 40,41% para jejuno e 26,95% para ileo quando comparado
aos segmentos dos animais controle (100%) (Tabela 14, 15 e 16). Além desses
dados, observamos que no 15° dia apdés o tratamento com 5-FU houve uma
recuperagao nos niveis de neutréfilos no duodeno, jejuno e ileo dos ratos tratados
com 5-FU (Tabela 14, 15 e 16).

Na figura 29B, observa-se intensa apoptose das células das criptas do
duodeno de ratos tratados com 5-FU no 1° dia apds o tratamento, em que foi
verificado nucleos picnéticos, em comparagdo as criptas do duodeno dos ratos
controle (Figura 29A).

Na figura 29D, foram encontradas células da cripta do duodeno de ratos
em mitose no 5° dia ap6s o tratamento com 5-FU, esse achado era semelhante ao
encontrado na cripta do duodeno de ratos controle (Figura 29C).

Na figura 30, ao quantificarem-se os achados de apoptose e mitose,

observa-se que o tratamento com 5-FU (150mg/kg) induziu aumento do n° de



células da cripta em apoptose no duodeno, jejuno e ileo, no 1°dia apds o tratamento
(Figura 30A).

Esse tratamento também induziu diminuicdo da mitose das células da
cripta no 1°e 3°dia no duodeno, e no 1°dia no jejuno e ileo apds o tratamento com
5-FU (Figura 30B).

Por fim, constata-se que no 15°dia ap6s o tratamento com 5-FU os niveis
de apoptose e mitose foram restabelecidos no duodeno, jejuno e ileo de ratos

(Figura 30A e B).



Tabela 14 — Efeito do 5-FU (150 mg/kg) sobre a atividade de MPO e a

concentracao de GSH no duodeno de ratos.
U MPO/mg de tecido GSH (ug/100mg de tecido)

Grupos (n=8)

Salina (controle) 1,85+0,15 371,40+26,70
5-FU (1°dia) 7,90+1,23* 347,10£27,97*
5-FU (3°dia) 12,18+1,07* 231,50+40,25*
5-FU (5°dia) 5,22+0,95* 343,40+33,72
5-FU (15°dia) 0,69+0,28 -

Os valores representam a media + E.P.M. *p<0,05 quando comparados ao grupo

salina (controle). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.

Tabela 15 — Efeito do 5-FU (150mg/kg) sobre a atividade de MPO e a

concentracao de GSH no jejuno de ratos.

Grupos (n=8) U MPO/mg de tecido GSH (ug/100mg de tecido)
Salina (controle) 3,19+0,82 413,50+31,26
5-FU (1°dia) 8,26+1,48* 377,20+£32,94*
5-FU (3°dia) 11,29+1,44* 246,40+20,94*
5-FU (5°dia) 1,89+0,30 417,90£32,02
5-FU (15°dia) 0,28+0,16 -

Os valores representam a media £ E.P.M. *p<0,05 quando comparados ao grupo

salina (controle). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



Tabela 16 — Efeito do 5-FU (150mg/kg) sobre a atividade de MPO e a

concentracao de GSH no ileo de ratos.
U MPO/mg de tecido GSH (ug/100mg de tecido)
336,50+38,68

Grupos (n=8)

Salina (controle) 2,0510,67
5-FU (1°dia) 4,93+0,68* 242,80£17,17*
5-FU (3°dia) 10,09+2,00* 245,80+28,49*
5-FU (5°dia) 1,93+0,69 332,50+27,79
5-FU (15°dia) 0,80+0,67 -

Os valores representam a media + E.P.M. *p<0,05 quando comparados ao grupo

salina (controle). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



FIGURA 29 - Fotomicrografias do duodeno de ratos tratados com salina ou 5-FU

para observar apoptose e mitose. Nos animais tratados com salina (controle; A, C), observa-se
poucas células em apoptose e células em mitose. Nos animais submetidos a mucosite intestinal induzida
por 5-FU (3° dia experimental), observa-se células da cripta em intenso processo de apoptose (B; seta) e
poucas células em mitose. Nos animais submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU (5° dia
experimental) verifica-se células da cripta em mitose (metafase) (D, seta) e poucas células em apoptose.
(A,B,C,D; 400X).
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FIGURA 30 - indice apoptotico e mitotico de tecidos intestinais de ratos (n=6)

tratados com salina ou 5-FU. Animais foram pré-tratados com salina (C) ou 5-FU (150mg/kg) e
sacrificados no 1, 3, 5, 15 dias. Segmentos do duodeno, jejuno e ileo foram obtidos para avaliacdo de
apoptose (A) e mitose (B) por cripta, em um total de 20 criptas. Observa-se intensa apoptose no 1 dia apés
tratamento em todos os segmentos (A) e verifica-se aumento de mitose somente a partir do 3 apds
tratamento (B). Os valores foram expressos como media + E.P.M. * p<0,05 comparados ao grupo salina
(C). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



4.8. Mucosite intestinal em ratos é acompanhada de importante retarde no

esvaziamento gastrico e no transito intestinal em ratos acordados.

Na Figura 31A, foi encontrado significativo retarde no esvaziamento
gastrico em ratos acordados tanto na ap6s 3 dias (fase inflamatéria) como apés 15
dias (fase pobs-inflamatéria) do tratamento com 5-FU (150 mg/kg), quando
comparado aos animais controle, com valores de 77,3123,16% no 3 dia; de
57,76+3,83 no 15 dia, comparado a retencao de 40,5+2,90 para os animais controle.

Quando se observou o transito intestinal (Figura 31B), houve um retarde
nos segmentos P1 e P5 e uma aceleracdo no segmento P4 no 3° dia experimental
em comparagdo aos animais controle (salina). No 15° dia, ndo foi observada
diferenca significativa em nenhum segmento intestinal quando comparado aos
animais controle.

Na Figura 32, verificou-se a distribuicdo do is6topo radioativo ao longo do
TGl dos animais tratados com salina ou 5-FU durante a fase inflamatéria e p6s-
inflamatéria. Nos animais controle que receberam salina, a maior parte do marcador
ficou retido entre os segmento 4 e 5. Ao passo que, nos animais tratados com 5-FU
(150 mg/kg) e sacrificados no 3° dia, a maior parte do marcador ficou entre os
segmentos 2 e 3. Nos animais tratados com 5-FU e sacrificados no 15° dia, a maior

parte do marcador ficou entre os segmentos 3 e 4.
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FIGURA 31 - Retencao gastrico e transito intestinal de liquidos em ratos acordados
tratados com salina (controle) ou 5-FU (150 mg/kg). Atividade remanescente no estémago (A)
e segmentos intestinais (P1-P5, B), 30min depois da gavagem de 5% de soro glicosado (1.0 ml/kg) com
¥Mecnésio (500uCi). Os valores foram expressos como porcentagem da atividade total no trato
gastrintestinal e como media £ E.P.M. * p<0,05 comparado ao grupo controle. Foi utilizado o teste ANOVA
seguido de Bonferroni.
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FIGURA 32 - Efeito do tratamento com 5-FU sobre a distribuicao do centro

geométrico da refeicao teste em ratos acordados. A progresséo da refeicéo se prestou para
determinacdo do centro geométrico da refeicdo, indice do transito intestinal. Esse indice foi obtido pela
contagem radioativa de cada segmento do TGl [(Estdmago (1) intestino delgado (2,3,4,5,6) e cdélon (7)],
30min depois da gavagem de 5% de soro glicosado (1.0 ml/kg) com *"tecnésio (500 uCi). Os valores foram
expressos na forma de “scatter”, com a linha horizontal representando a mediana. * p<0,05 comparado ao
grupo controle. Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.



4.9. Mucosite intestinal em ratos é acompanhada de aumento na contratilidade

do musculo liso do estdmago e do duodeno.

Nos experimentos para avaliarmos a atividade mecéanica do musculo liso
gastrintestinal, foi observado que o 5-FU induziu uma hipercontratilidade no musculo
liso do fundo géastrico de animais submetidos a mucosite intestinal quando
estimulados pelo carbacol em concentragdes cumulativas (107'°-10*M) (Figura 33A,
Be C).

A contracdo méxima ocorreu na concentracdo de 10°M no 3° dia
experimental (CCh 10°M, controle = 171.90 * 26.22%, 5-FU = 290.78 + 36.17%). Na
concentracdo de 10*M no 15° dia experimental (CCh 10™*M, controle = 174.78 +
28.24%, 5-FU = 282.55 + 23.83%), quando comparada a contracdes controle de KCI
(Figura 33D).

Resultados semelhantes foram observados no musculo liso duodenal
quando estimulados com carbacol (Figura 34A e B), com valores maximos na
concentracdo de 10°M, no 3° dia experimental (controle = 35.41+ 15.63%, 5-FU =
105.80 £ 16.87%) e no 15° dia experimental (controle= 35.41+ 15.63%, 5-FU=

224.38 £ 21.61%) quando comparada a contracdes controle de KCI (Figura 34C).
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FIGURA 33 - Contratilidade do musculo liso do fundo de estomago de ratos
tratados com salina ou 5-FU. (A) Registro tipico da contratilidade do fundo de estémago dos
animais controle (salina-A), e de animais tratados com 5-FU e sacrificados no 3 dia (B), ou no 15 dia (C).
(D) Representa os dados médios = E.P.M das curvas de CCh + salina (m, n=8), CCh + 5-FU no 3 dia
experimental (e, n=6), e CCh + 5-FU no 15 dia experimental (A, n=5). *p<0,05 comparado ao grupo controle
(salina). Foi utilizado o teste ANOVA seguido de Bonferroni.
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FIGURA 34 - Contratilidade do musculo liso duodenal de ratos tratados com salina
ou 5-FU. Registro tipico da contratilidade do duodeno de animais controle (salina-A), e de animais
tratados com 5-FU e sacrificados no 3° dia (B) e no 15<dia (C). (D) Representa os dados médios =+ E.P.M
das curvas de CCh + salina (m, n=7), CCh + 5-FU no 3°dia experimental (e, n=4), e CCh + 5-FU no 15°dia
experimental (o, n=4). * p<0,05 comparado ao grupo controle (salina). Foi utilizado o teste ANOVA seguido
de Bonferroni.



5. DISCUSSAO

Nosso trabalho demonstra que IL-1B, IL-4 e PAF tém importancia no
desenvolvimento da mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos.
Ademais, nosso trabalho também sugere que a mucosite intestinal induzida por 5-FU
em ratos esta associada a desordens da motilidade gastrintestinal (alteragbes no
esvaziamento gastrico e na contratilidade do musculo liso gastrintestinal), tanto na
fase inflamatoria, como na fase pés-inflamatéria da mucosite intestinal.

Baseado em dados da literatura, utilizamos duas doses de 5-FU (150 ou
450mg/kg) para induzir mucosite em duas espécies de camundongos (balb-c e
c57/black). Observamos que, principalmente na dose de 450mg/kg, houve o
desenvolvimento da mucosite intestinal tanto nos camundongos balb-c como
c57/black.

Podemos destacar como alteracdes histoldgicas importantes encontradas
nos camundongos tratados com 5-FU, as seguintes: encurtamento dos vilos,
aprofundamento das criptas e diminuicdo da razao vilo/cripta.

Também encontramos intenso infiltrado neutrofilico e aumento de
citocinas, como: TNF-a, IL-1B, KC, IL-6 e IL-4 no duodeno dos camundongos
estudados.

Nossos dados estdo de acordo com varios estudos que mostram que a
injuria epitelial com infiltragcdo de neutréfilos na mucosa configura a fase inflamatéria
da mucosite (SONIS et al., 2004) também descrita por Duncan e Grant (2003).

Assim, a mucosite induzida por antineoplasicos provoca destruicdo das
células epiteliais e subseqlente inducédo de resposta inflamatéria local (SONIS et al.,

2004; RUBEINSTEIN et al., 2004).



Os neutréfilos representam um componente central da resposta imune,
que é importante nos mecanismos como fagocitose, producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e da ativacdo da producdo de mediadores inflamatérios
(REAVES; CHIN; PARKOS, 2005).

Trabalhos de Edens et al. (2002) que usam o modelo ex vivo, mostram
que a migracao de neutréfilo para as células epiteliais pode induzir alteracoes de
permeabilidade do epitélio intestinal. Essas alteragdes da permeabilidade do epitélio
intestinal poderiam estar relacionadas a eventos diarréicos.

Nossos resultados mostram que a dose de 450mg/kg causou mais lesdes
intestinais, tanto nos camundongos balb-c como nos c57/black. Porém, trabalhos de
Carneiro-Filho et al. (2004) demonstraram que a dose Unica de 150mg/kg em
animais balb-c ja era suficiente para produzir mucosite intestinal. Essa mucosite era
acompanhada de importante perda de peso, reducdo da altura dos vilos e
aprofundamento das criptas. Sendo essas alteracbes observadas a partir do quarto
dia apos o tratamento com 5-FU, continuando até o sexto dia. Possivelmente a cepa
de animais que utilizamos e o ambiente diferente possam ter alterado a sensibilidade
destes animais ao 5-FU.

O estabelecimento do modelo de mucosite intestinal em animais €
importante. Tendo em vista, que muitos eventos histopatolégicos que acompanham
a mucosite intestinal em modelo animal sdo idénticos aos observados em humanos.
KEEFE et al. (2000), em um estudo clinico utilizando regimes de mdultiplas drogas
antineoplasicas, observaram redugdo na area dos vilos em 24% e reducdo no
tamanho das criptas em 26%, no terceiro dia apds a quimioterapia, sendo que no 16°

dia estas medidas retornaram aos valores iniciais. A contagem mitética também se



reduziu em 72% no terceiro dia apds quimioterapia, retornando a valores normais no
16° dia.

Parte dessas alteracdes encontradas na mucosa intestinal induzida por
antineoplasicos tem a participacao de citocinas. Dentre essas podemos citar a IL-1a,
IL-18 e TNF-a que estimulam a producdo de outras citocinas, dos metabdlitos do
acido araquidonico e das proteases por macrofagos, neutréfilos, células do musculo
liso, fibroblastos e células epiteliais (SARTOR, 1994).

Williams (2001) destaca que as citocinas pré-inflamatérias como IL-1, IL-
6, TNF-a, IFN-y e IL-2 contribuem para a gravidade e manutencdo da mucosite
intestinal induzida por antineoplasicos. Trabalhos de Lima et al (2005)
demonstraram que a administracao de talidomida e pentoxifilina protegiam a mucosa
oral de hamster dos efeitos provocados pelo tratamento com 5-FU, ambas
substancias agem por inibicdo de citocinas (TNF-a,, IL-1).

Para reforcar a participacao de citocinas no desenvolvimento da mucosite
oral e intestinal, dados da literatura demonstram aumento dos niveis de IL-13 e TNF-
o em modelos animais de mucosite oral induzida por radioterapia (SONIS et al.,
2000). Essas evidéncias mostram a importancia de citocinas no desenvolvimento da
mucosite gastrintestinal por radioterapia e quimioterapia. Nossos dados corroboram
com os dados encontrados na literatura, pois o tratamento de camundongos balb-c e
c57/black com 5-FU (450 mg/kg) aumentaram a concentragdo de TNF-a, IL-18, KC,
IL-6 e IL-4.

Semelhante aos nossos resultados, dados da literatura mostram que
outras drogas utilizadas na quimioterapia do céncer podem levar a mucosite

intestinal com a participacao de citocinas.



De Koning et al. (2006) demonstram que TNF-a, IFN-y e IL-2 estdo
aumentadas nas células da lamina propria de camundongos balb-c tratados com
metotrexato e Melo et al. (2007) demonstram que TNF-a, IL-1B, KC estdo
aumentadas no duodeno de camundongos c57/black tratados com irinotecano.

Tendo em vista os achados anteriormente descritos, objetivou-se nesse
trabalho avaliar a participacdo de IL-1o/IL-1p utilizando um antagonista do receptor
solavel de IL-1 (IL-1Ra). Observamos que o tratamento com o antagonista IL-1Ra foi
capaz de proteger significativamente o duodeno, jejuno e ileo de camundongos balb-
c e c57/black das alteragdes intestinais provocadas 5-FU, como: recuperacdo da
altura dos vilos, recuperacdo da profundidade das criptas, diminuicao do infiltrado
neutrofilico e diminuigdo do aumento de citocinas TNF-a, IL-1, KC.

Encontramos na literatura que IL-1 estd aumentada na mucosa intestinal
de pacientes com doencas inflamatérias intestinais e em tecidos intestinais de
animais submetidos a colite experimental. Com isso, acredita-se que IL-1 possa tem
importancia no desenvolvimento de doencas inflamatérias intestinais (YOUNGMAN
et al., 1993). Yan et al. (2006) demonstraram que IL-1 estimula a expressédo de
genes responsaveis pela producao de fatores inflamatérios COX-2, MCP-1, MIP-2,
iINOS, e RANTES em cultura de células epiteliais. De acordo com Yan et al. (2006) o
aumento da expressao desses genes ocorre possivelmente pela acao de NF-kB.

Outra citocina que despertou nosso interesse foi a IL-4, parte desse
interesse esta na sua caracteristica de poder ser anti e pré-inflamatéria em modelos
de inflamagao intestinal (KAMPEN; GAULDIE; COLLINS, 2005; BAMIAS et al., 2005;
VALLANCE et al., 2007). Assim, utilizamos animais knockout para IL-4 e procuramos

induzir mucosite intestinal como anteriormente descrito. Observamos que 0s animais



deficientes para IL-4 tiveram menor leséo intestinal quando tratados por 5-FU em
comparacao aos animais selvagens.

Podemos descrever que os animais deficientes para IL-4 quando tratados
apresentaram uma menor reducao da altura dos vilos e da razio vilo/cripta em todos
0s segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo), o que nos mostra uma menor
leséo induzida pelo 5-FU.

Além disso, verificou-se um menor infiltrado neutrofilico e uma diminuig¢ao
de TNF-qa, IL-1B, KC e IL-6 no duodeno de animais deficientes para IL-4 e tratados
com 5-FU em comparacdo ao duodeno dos animais selvagens que receberam o
mesmo tratamento. Esses dados sugerem que IL-4 pode ter um papel pro-
inflamatério na mucosite intestinal por 5-FU.

Nos reportando novamente a literatura, encontramos dados que reforgcam
a constatacdo do papel da IL-4 como citocina proé-inflamatéria em modelos de
inflamacéo intestinal. Trabalhos de Kampen, Gauldie e Collins (2005) demonstraram
que camundongos transfectados com cDNA de IL-4 para murinos (Ad5IL-4)
desenvolviam colite que era independente de células mastocitarias e células T,
caracterizada pela infiltracdo de mononucleares e granulécitos, TNF-a era um
mediador importante dessa colite. Também podemos encontrar o papel de IL-4
como pré-inflamatéria em modelos de colite induzida por oxazolone (BOIRIVANT et
al.,, 1998). Foi demonstrada ainda a associacdo de IL-4 com inflamacao intestinal
produzida por helmintos (HOFFMAN; CHEEVER; WYNN, 2000).

Outros autores mostraram que IL-4 pode exacerbar os achados
inflamatérios em modelos de colite do tipo Th1, mostraram que o efeito pro-
inflamatério da IL-4 pode ocorrer em lesées intestinais mediadas por célula T (FORT

et al., 2001). Alguns mecanismos utilizados pela IL-4 sdo a fosforilizacdo e a



ativacao de STAT-6 pelas proteinas JAK1 e 3, em situagdes de inflamacéo intestinal
como colite e parasitoses (SCHINDLER; DARNELL, 1995; KHAN et al, 2001;
OKUDA et al., 2003).

Tendo em vista a agéo da IL-4 sobre STAT-6, tentamos induzir mucosite
intestinal por 5-FU em camundongos deficientes em STAT-6. Os dados pré-liminares
mostram que esses animais apresentam menos mucosite intestinal em comparacao
aos animais selvagens tratados com 5-FU (dados n&o mostrados).

Assim, os dados obtidos avaliando a IL-4 nos levam a sugerir que essa
citocina tem importancia no desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU.

QOutra citocina que despertou nosso interesse foi a IL-18, pois é
demonstrado o aumento de IL-18 na mucosa intestinal em doenga de Crohn
(PIZZARO et al, 1999; PAPADAKIS et al, 2005). Em nosso Laboratério de
Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer, Freitas (2007) observou que
camundongos deficientes para IL-18 ou pré-tratados com IL-18bp apresentavam
melhoria na mucosite intestinal induzida por irinotecano em comparagcao aos animais
selvagens tratados com irinotecano. Porém no presente estudo, camundongos
deficientes para IL-18 continuaram a apresentar mucosite intestinal induzida por 5-
FU, semelhante aos animais selvagens.

Em parte, podemos sugerir que o papel de IL-18 deva ser menos
importante no modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos.
Ainda baseado nesses resultados, podemos inferir que provavelmente os
antineoplasicos que causam leséo intestinal como 5-FU e irinotecano devam induzir
mucosite por mecanismos diferentes.

Outro importante mediador investigado foi o fator de ativagéo plaquetério

(PAF). Com esse intuito, utilizamos duas abordagens: 12 utilizamos camundongos



deficientes para o receptor de PAF e procuramos induzir mucosite intestinal com 5-
FU; na 22 abordagem, fizemos o pré-tratamento de outro grupo de camundongos
com um antagonista do receptor de PAF, o BN 52021 (SOUZA-FILHO et al., 1997).
Os nossos resultados mostram que tanto os animais deficientes para o receptor de
PAF como os tratados com BN 52021 tiveram significativamente menos mucosite
intestinal induzida por 5-FU em comparacao aos animais selvagens tratados com 5-
FU.

Com relacdo aos achados microscépicos observou-se uma preservacao
histolégica principalmente no duodeno. Os animais deficientes para o receptor PAF
quando tratados com 5-FU ndo apresentarem aumento de citocinas, tais como: IL-
1B, KC. Entretanto, ndo observamos nesses animais uma diminui¢do do infiltrado
neutrofilico no duodeno induzido por 5-FU.

Dados semelhantes nés obtivemos com o pré-tratamento com o BN
52021, isso mostra que o PAF pode ter participacdo no desenvolvimento da
mucosite intestinal por 5-FU em camundongos, por um mecanismo independente da
inibicao da migracao de neutrdfilos.

Dados da literatura demonstram que o PAF é um mediador inflamatério
produzido pelo intestino durante lesbes aguda (SUN; HSUEH, 1988) e é um
mediador importante na patogénese da enterocolite necrozante (HSUEH et al.,
2003). Ele pode estar associado a lesdes intestinais provocadas por choque com
endotoxinas (HSUEH; GONZALEZ-CRUSSI; ARROYAVE, 1987) e pode estar
associado a lesao por isquemia/reperfusdo (CAPLAN; SUN; HSUEH, 1990).

Outros trabalhos demonstram que células epiteliais da mucosa intestinal
humana contribuem para producdo de PAF, tanto em tecidos intestinais normais

como em tecidos intestinais inflamados (FERRARIS et al.,, 1993). Esses trabalhos



demonstram que néo sé os leucécitos, mas também as células epiteliais intestinais,
devam ser importantes nos eventos inflamatérios. Nosso trabalho demonstra pela
primeira vez a participacdo de PAF na mucosite intestinal por 5-FU em
camundongos.

Ainda no sentido de avaliar a participacao de outro mediador eicosandide
na patogénese da mucosite intestinal por 5-FU em camundongos, avaliamos a via
da lipoxigenase na patogénese dessa doenca. Induzimos mucosite intestinal em
animais deficientes para 5-lipoxigenase (5-LO). Nossos resultados mostram que
esses animais continuam a apresentar lesdes intestinais provadas pela 5-FU de
maneira semelhante aos animais selvagens tratados com 5-FU.

Esses resultados sugerem que essa via nado deva ser de tanta
importancia para o desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU em
camundongos.

Dados da literatura sobre a importancia da via 5-lipoxigenase no
desenvolvimento de doencas inflamatdrias intestinais sdo contraditérios. Trabalho de
Hendel, Ahnfelt-RZnne e Nielsen (2002) demonstraram n&o haver aumento de
RNAm para enzima 5-LO em estagios agudos e cronicos de doencas inflamatérias
intestinais em individuos com colite ou doenca de Crohn, em comparagdo a
individuos sem doenca. Outros trabalhos mostram que derivados da 5-LO ndo séo
importantes no desenvolvimento da colite por antiinflamatério ndo esterodais em
modelos de doenca inflamatéria intestinal experimental (NARUSHIMA et al., 2007).
Todavia, outros trabalhos mostram que existe produgcao de leucotrienos derivados
da via da 5-lipoxigenase em modelos animais de colite aguda, bem como o
tratamento com drogas que inibam a 5-LO pode ser eficaz na terapéutica das

doencas inflamatérias intestinais (RASK-MADSEN et al., 1992).



Outra possibilidade testada nesse estudo foi o papel do receptor da morte
(receptor FAS/CD95) no desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU em
camundongos. Esta demonstrado que o 5-FU pode agir via receptor que induz a
ativacdo de caspase 8. A ativacdo de caspase 8 pode levar a morte celular de
células neoplasicas em modelos de cancer de mama e de colon (NAGATA et al.,
1999; STENNICKE; SALVESEN, 2000; LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2004).

Assim, uma hipétese avaliada por nds era de que esse receptor da morte
também pudesse esta induzindo morte celular das células epiteliais intestinais pela
acdo do 5-FU. Para isso, utilizaram-se camundongos deficientes para FAS e
tentamos induzir mucosite intestinal por 5-FU. Entretanto, os camundongos
deficientes para FAS (-/-) persistiram apresentando importantes lesbes intestinais,
semelhantes as lesées encontradas nos camundongos selvagens tratados com 5-
FU. Possivelmente, nossa hipétese ndo se confirmou porque nao deve ocorrer
aumento da expressao desse receptor em células sem neoplasia. Diferentemente do
que ocorre nas células neoplasicas em que existe um aumento da expressédo do
receptor FAS (NAGATA et al., 1999; STENNICKE; SALVESEN, 2000; LONGLEY;
HARKIN; JOHNSTON, 2004).

A partir dos dados que obtivemos, sugerimos que IL-1B, IL-4 e PAF
devam ser importantes no desenvolvimento da mucosite intestinal por 5-FU.
Também sugerimos que IL-18, 5-LO nao participem no desenvolvimento da
mucosite intestinal por 5-FU em camundongos. Sugerimos, ainda, que parte desses
mediadores possa ser produzida pela mucosa intestinal ou pelo infiltrado neutrofilico
observado nos segmentos intestinais dos camundongos submetidos a mucosite

intestinal por 5-FU.



Qutro objetivo do nosso trabalho era fazer um estudo funcional dos
animais com mucosite intestinal induzida por 5-FU, tendo em vista que os efeitos
colaterais mais freqlientes da quimioterapia antineoplasica sdo os sintomas
gastrintestinais.

Nossos dados demonstram, pela primeira vez, que os efeitos da mucosite
intestinal induzida por 5-FU em rato esta associada a desordens da motilidade
gastrintestinal (retarde no esvaziamento gastrico e hipercontratilidade do musculo
liso gastrintestinal) tanto na fase inflamatéria como na fase pés-inflamatéria da
mucosite intestinal por 5-FU em ratos.

Os pacientes com céncer podem sofrer de varios sintomas
gastrintestinais, tais como, dispepsia, disfagia e diarréia (RIEZZO et al., 2005). Esse
conjunto de sintomas foi denominado sindrome dispéptica associado a quimioterapia
do cancer (CADS). Recentemente, dados da literatura sugerem que as desordens
da motilidade gastrintestinal podem ser uma das causas de CADS (NELSON et al.,
2002, RIEZZO et al., 2005). 5-FU é uma das drogas antineoplasicas mais
importantes e pode induzir mucosite intestinal que esta associado a sindrome
dispéptica (BAERG et al., 1999).

Como as técnicas que nos dispunhamos para fazer a avaliagdo funcional
haviam sido validados em ratos, tivemos que estabelecer o modelo de mucosite
intestinal nesses animais. Nosso trabalho demonstra que a administracdo de 5-FU
nos ratos resultou em perda importante de peso, leucopenia, diminuicdo na relacao
vilo/cripta, infiltracdo neutrofilica, diminuicdo na concentracao intestinal de GSH, que
pode ser secundaria ao consumo por espécies reativas de oxigénio (ROS). Esses

achados foram observados para o duodeno, jejuno e ileo apdés 3 dias da



administracdo de 5- FU (fase inflamatéria), com reversao completa apdés 15 dias
apos o tratamento (fase pos-inflamatéria).

Nossos resultados estdo de acordo com a literatura, que mostrou que a
mucosite € um processo complexo sendo iniciada por injuria das células do epitélio
basal da mucosa e de tecido subjacente. A injuria nao ligada ao DNA ¢ iniciada por
uma variedade de mecanismos, incluindo a geragéo de ROS (SONIS et al., 2004).

A injaria intestinal inclui alteragdo na atividade da enzima hidrolase da
borda em escova do epitélio das mucosas oral e intestinal (PETSCHOW; CARTER,;
HUTTON, 1993), em encurtamento dos vilos, em aprofundamento das criptas, e no
aumento de apoptose nas células das criptas intestinais com diminuicdo da sua
proliferacéo (DU et al., 1994; ORAZI et al., 1996; FARRELL et al., 1998; CARNEIRO-
FILHO et al., 2004).

Nossos dados também demonstram alteragdes no ciclo celular das criptas
intestinais, com intensa apoptose no 1° dia experimental, associado a reducdo da
mitose. Estas evidéncias nao foram observadas apds o 5° dia experimental. Como
demonstrado por Pritchard, Potten e Hickman (1998), 5- FU induz maxima
expressdo de proteina p53 em criptas intestinais de camundongos apdés 24h do
tratamento, com 5-FU e diminuicdo da expressao de p53 apo6s 3 dias de tratamento.
Este mecanismo pode estar envolvido no aumento da apoptose das células das
criptas intestinais apds a indugdo da mucosite intestinal pelo 5-FU, porém essa
relacao nao foi avaliada no presente trabalho.

O retarde no esvaziamento gastrico observado nos ratos tratados com 5-
FU pode ser devido a um aumento na complacéncia gastrica e/ou a um aumento na
resisténcia antro-duodenal (HABA; SARNA, 1993). Esta informagédo nos auxilia no

entendimento do possivel mecanismo pelo qual a mucosite intestinal induzida por 5-



FU desencadeia importante retarde no esvaziamento gastrico tanto na fase
inflamatéria (3° dia experimental)l como na fase poés-inflamatéria (15° dia
experimental). Observamos também um importante retarde do transito gastrintestinal
quando avaliamos o centro geométrico da refeicdo nos ratos tratados com 5-FU na
fase inflamatoria e p6s-inflamatéria.

Até o presente momento, ndo havia nenhum dado na literatura que
demonstrasse que a mucosite intestinal induzida por 5-FU esta associada com
desordens de motilidade. Assim, duas hip6teses foram propostas para confirmar
nossos achados: 12 é que a diminuicdo da motilidade géastrica apdés a mucosite
intestinal induzida por 5-FU pode ser resultante da inflamacéao gastrica; 22 refere-se
a inflamacao intestinal induzida pelo 5-FU que pode conduzir alteracdes na
motilidade gastrintestinal.

A primeira hip6tese parece ser menos provavel, desde que em nosso
modelo o tratamento com 5-FU n&o induziu danos nem macroscopico e nem
microscopico na mucosa gastrica, e nem aumentou a atividade de MPO no
estébmago [controle (salina)= 1,74 + 0,28 UMPO/mg; 5-FU= 1,26 = 0,22 UMPO/mg)].

Por outro lado, a segunda hipbtese parece ser mais aceitavel, desde que
os parametros inflamatérios intestinais estudados (morfometria, atividade de MPO e
dosagem de GSH) estavam presentes no 3°dia apds o tratamento com 5-FU.

Esse resultado estd de acordo com dados da literatura, pois foi
demonstrado que a inflamagéo intestinal estd associada com anormalidades do
controle da motilidade gastrintestinal, ndo somente na fase inflamatéria, mas
também na fase pés-inflamatéria em oOrgdos distantes em modelos de leséo
inflamatéria (MARTINOLLE et al., 1995; ANNESE et al, 1997; MOREELS et al.,

2001; AKIHO et al., 2005).



Mais recentemente, Demedts et al. (2006) demonstraram que a
inflamacao intestinal induz alteracbes agudas e crbnicas na contratilidade do
musculo liso intestinal. Além, de diversos resultados experimentais mostrarem
claramente uma interagdo entre a inflamagdo e a motilidade. Como exemplo, foi
mostrado que a sepse inibe a motilidade gastrintestinal podendo ser influenciada
pela produgéo de 6xido nitrico (DE WINTER et al., 2002). Também foi demonstrado
gue a hipomotilidade intestinal e o retarde do esvaziamento gastrico podem ser
encontrados em um modelo de ileo paralitico em rato (DE JONGE et al., 2003).

Nossos resultados também demonstraram uma aceleracdo no transito
intestinal somente no 3° dia experimental (fase inflamatéria), isso, pode estar
associado com a diarréia observada nos pacientes sob tratamento com 5- FU.

Nossos resultados mostram hipercontratilidade do musculo liso tanto do
fundo gastrico como do duodeno apds estimulados pelo carbacol (agonista
muscarinico), tanto na fase inflamatéria (3° dia) como na fase pds-inflamatéria (15°
dia) da mucosite intestinal por 5-FU.

Similarmente dados da literatura mostram que pacientes com dispepsia
funcional (TACK et al., 1998; SIMREN et al., 2003) apresentam aumento no ténus do
fundo gastrico. Esse fato pode determinar uma diminuicdo da acomodacédo gastrica
e levar a sintomas dispépticos.

Além desses estudos, outros estudos também demonstram um aumento
significativo na contratilidade do musculo gastrintestinal em resposta ao carbacol em
situacdes de infeccao, como na infeccao por T. spiralis (VERMILLION; COLLINS,
1988) em ratos ou durante a fase crbénica da inflamacao induzida por Schistosoma

em camundongos (MOREELS et al., 2001).



Em modelos de doencas inflamatoérias intestinais, foram observadas
mudancas na contratilidade do musculo liso colénico (DEPOORTERE et al., 1999).
Todas estas alteracdes associadas a situacdes de inflamacéo e/ou infeccdo podem
ser resultado da producdo de mediadores contraturantes. Nesta linha, foi
demonstrado que no musculo liso gastrintestinal ha uma resposta aumentada dos
canais ibnicos as citocinas Th1/Th2 (DEPOORTERE et al., 1999; AKIHO et al., 2005,
2007), bem como uma resposta diminuida a mediadores nao-adrenérgico e nao-
colinérgico (NANC) (MOREELS et al., 2001).

Estes disturbios acima mencionados da motilidade gastrintestinal podem
contribuir para o aparecimento dos sintomas dispépticos relacionados com a
quimioterapia do cancer. Assim, & possivel inferir que a persistente dismotilidade
gastrintestinal pode estar relacionada a sindrome dispéptica presente na
quimioterapia do cancer (ISGAR et al., 1983; NELSON et al., 2002; RIEZZO et al.,
2005).

Adicionalmente, diversos trabalhos demonstram que persistente alteragao
na motilidade gastrintestinal pode ser relacionada com doencas funcionais, tais
como sindrome do intestino irritavel e com a dispepsia funcional (TACK; DEMEDTS;
DEHONDT, 2002; SPILLER, 2004).

A associagédo de lesdo intestinal com alteracées de motilidade em ratos
demonstradas nesse trabalho pode da subsidios para a compreensdo de como a
quimioterapia antineoplasica induz sintomas dispépticos nos pacientes que utilizam
essa terapéutica e entender como apoés a interrupgéo do tratamento muito pacientes
relatam sintomas como: nausea, disfagia, dispepsia. Esses sintomas podem persistir
por um periodo prolongado ou até por toda vida (TACK; DEMEDTS; DEHONDT,

2002; SPILLER, 2004).



Entretanto, ndo conseguimos demonstrar nesse trabalho qual o papel de
IL-1B, IL-4 e PAF no desenvolvimento de alteragbes funcionais encontradas na
mucosite intestinal experimental por 5-FU. Apesar disso, podemos destacar na
literatura evidéncias da participacdo de IL-1B, IL-4 e PAF tanto em eventos
inflamatérios como funcionais. Assim, nos permitimos fazer algumas inferéncias que
podem nos ajudar em experimentos futuros.

Encontramos dados na literatura que mostram que IL-4 é uma citocina
chave na regulagdo da musculatura lisa intestinal durante processos inflamatérios
(ZHAQO et al., 3003; FINKELMAN et al, 2004). Essas influéncias da IL-4 nas
alteragbes motoras do musculo liso intestinal também s&o descritas por Vallance et
al. (2007). Esses autores demonstraram que animais transfectados com adenovirus
(Ad5CAIL-4) podem induzir aumento de expressao de IL-4 e isso estava relacionado
com a presenga de hiperresponsividade das células musculares intestinais dos
animais transfectados.

Também animais transfectados com adenovirus (Ad5CAIL-4) conseguem
modular células inflamatérias no mesentério e na serosa intestinal. Outro autor Akiho
et al. (2005) demonstraram aumento de IL-4 em tecidos inflamados e na camada
muscular de segmentos intestinais de pacientes com Doenca de Crohn.

Pode-se destacar que o PAF além de participar dos eventos inflamatdrios
de diversas patologias intestinais (DENIZOT et al., 1991, 1992; DE BOISSIEU et al.,
1992) participa de alteracées de motilidade gastrintestinal como foi demonstrado por
Deshpande et al. (1994) que, ao tratar animais com colite induzida por TNBS com
antagonista do receptor de PAF, as alteracbes de motilidade colbénica eram
revertidas. Esse achado é corroborado com a demonstracdo da presenca de

receptores para PAF no musculo liso intestinal (JEANNETON et al., 1993).



Assim, é possivel que haja participacdo de IL-4 e PAF nas alteragGes
motoras demonstradas na mucosite intestinal induzida por 5-FU. Porém sao
necessarios experimentos para caracterizar a participacdo desses mediadores com
as alteragcdes motoras da mucosite intestinal por 5-FU, bem como para investigar as
suas correlacoes.

Com base nos dados, que obtivemos sugerimos o seguinte modelo

hipotético:

Por fim, concluimos que o 5-Fluorouracil induz mucosite intestinal em
camundongos com a participacao de IL-1B, IL-4, PAF, bem como induz mucosite
intestinal em ratos associada a dismotilidade gastrintestinal no periodo inflamatério e
pés-inflamatorio.

Nossos achados, em parte, poderiam explicar os sintomas persistentes de
CADS nos pacientes sob o tratamento 5-FU, além de contribuir no entendimento da
patogénese da mucosite intestinal. Assim, auxiliar na descoberta de novas

abordagens terapéuticas.



6. CONCLUSAO

v Os modelos de mucosite intestinal por 5-FU em camundongos e ratos

foram facilmente reprodutiveis;

v IL-1B, IL-4 parecem ser importantes no desenvolvimento da mucosite
intestinal por 5-FU em camundongos, por um mecanismo que depende da

infiltracao de neutrdfilos e da produgao de TNF-o, IL-1B, IL-6 e KC;

v" PAF, por um mecanismo independente da migracdo de neutréfilos, pode
esta envolvido na mucosite intestinal por 5-FU em camundongos;

v IL-18, FAS, produtos da 5-LO parece nao participar do desenvolvimento

da mucosite intestinal por 5-FU em camundongos;

v" A mucosite intestinal induzida por 5-FU em ratos esta associada a uma
dismotilidade gastrintestinal, que persiste com a resolucdo do processo

inflamatoério.
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