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RESUMO

Modelo experimental de mucosite oral induzida por radioterapia de megavoltagem —
Papel protetor da pentoxifilina. JOSE FERNANDO BASTOS DE MOURA. Pos-
graduacdo “Stricto Sensu”, Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina - Universidade
Federal do Ceard (Grau de Mestre em Cirurgia). Dezembro, 2006. Orientador: Ronaldo de
Albuquerque Ribeiro.

A mucosite ou estomatite oral (MO), que consiste na resposta inflamatoria da mucosa
oral a agdo de drogas ou radioterapia, constitui-se num efeito colateral debilitante, sendo uma
complicacdo potencialmente séria, dose-limitante que tem impacto tanto no controle local
quanto na sobrevida e qualidade de vida de pacientes oncologicos. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um modelo de MO induzida por radioterapia (RXT) em aparelho de
megavoltagem - cobalto-60 (MV - Co®) e avaliar o papel protetor do agente inibidor de
citocinas, pentoxifilina (PTX). Foram utilizados 156 hamsters Golden Siriam machos com
massa corpdrea média de 139 gramas. Os animais foram submetidos 8 RXT da mucosa jugal,
utilizando aparelho de MV - Co®. A irradiagio foi realizada no dia um com campo direto e
colocagao de bolus sobre a mucosa e dose Unica de 35 Gy. No quarto dia foram feitas irritagdes
mecanicas (IM) na mucosa jugal irradiada, como fator potencializador da MO. Os animais
foram observados por um periodo de 16 dias, ao longo do qual a mucosa foi avaliada
macroscopicamente considerando os aspectos de hiperemia, areas hemorragicas, ulceras e
abscessos. Em dias pré-determinados (7, 10, 13 e 16 dias), os animais foram sacrificados e as
mucosas removidas e processadas para analise histopatologica (infiltrado celular, dilatacio e
ingurgitamento vascular, hemorragia, edema, ulceras e abscessos), dosagem da
mieloperoxidase e deteccdo de TNF-o por imunohistoquimica. Antes do sacrificio, foi colhido
sangue para contagem total e diferencial de leucocitos. Os animais foram pesados diariamente e
avaliados quanto as suas respectivas variagdes da massa corporea e realizado também estudo da
curva de sobrevida. No 13° dia, observou-se o pico de intensidade dos achados inflamatétios. A
PTX foi utilizada nas doses de 5, 15 ¢ 45 mg kg''sc, 1 h antes da radioterapia e, diariamente,
por 13 dias. Observou-se que a indugao da MO causou lesdes significantes a partir do 7° dia,
atingindo pico entre os dias 13 e 16, com aumento significante de marcacdo de TNF-a, sem
alteracdo do hemograma dos animais. Contudo, a indugdo da MO causou perda significante de
peso a partir do 5° dia, mantendo-se estavel até o 13° dia, quando, entdo se observou queda
acentuada e significante da sobrevida dos animais até o 16° dia. A PTX (15 mg kg™) foi capaz
de reduzir hiperemia, hemorragia, Glceras e abscessos (0; 0-2), quando comparada a animais
com MO nio tratados (salina) com PTX (3; 2-3) (p<0,05). Estes dados foram confirmados pela
analise histopatologica das mucosas, onde PTX 15 mg kg” (I; 1-3) reduziu o infiltrado
inflamatorio, dilatagdo e ingurgitamento vasculares, edema, ulceras e abscessos, quando
comparada aos animais que receberam apenas Salina (3; 1-3) (p<0,05). Ainda, PTX 15 mg kg™
reduziu, a marcacdo do TNF-a nas mucosas com MO, quando comparada aos animais nao
tratados. A PTX ndo alterou o hemograma, nem a variagdo de massa corpdrea observada na
MO. Em resumo, o modelo de MO induzido por radioterapia de megavoltagem e irritagdo
mecanica em hamster foi desenvolvido e em concordancia ao modelo descrito na literatura por
ortovoltagem, mostra caracteristicas que em muito se assemelham a mucosite oral humana, em
termos de achados macroscopicos, histopatologicos e bioquimicos, portanto, se prestando para
o estudo de novas drogas capazes de combaté-la. Quanto a acdo da PTX, foi observado um
efeito protetor deste agente na dose de 15 mg kg™, confirmado pela avaliagio do mediador
inflamatério TNF-a e também um possivel efeito de radiossensibilizagio na dose de 45 mg kg'.
Unitermos: Mucosite oral experimental, Radioterapia, Pentoxifilina, Inflamagao.



ABSTRACT

Experimental model of oral mucositis radio-induced by megavoltage — the protective role
of the pentoxyfilline. JOSE FERNANDO BASTOS MOURA. Post-graduation “stricto
sensus”, Surgery Department of the Faculdade de Medicina — Universidade Federal do Ceara.
(Master grade in Surgery). December, 2006. Oriented by Dr. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro.

The oral mucositis (OM) consists of an inflammatory response of the oral mucosa to the drugs
or radiation therapy and is a deleterious side effect and a potential serious complication,
limiting-dose and impacting the local control, overall survival and quality of life in oncology
patients. The objective of this study was to develop a OM model radio-induced (RXT) by a
megavoltage machine — cobalt unit (MV - °°Co) and evaluate the protector role of the cytokines
inhibitor agent, pentoxyfilline (PTX). For this purpose, 146 male Golden Siriam Hamsters with
medium body mass of 139 grams were used. On the first day, the animals were exposed to
megavoltage irradiation in a cobalt unit, with a single fraction of 35 Gy. A irradiation field was
opened to the oral mucosa and it was used a bolus on it. After the 4™ day of irradiation, a
mechanical scratching (MS) was done over the irradiated oral mucosa for enhancing the OM.
The animals were observed for 16 days period in which the oral mucosa was evaluated
macroscopically considering the clinical aspects of hyperemia, bleeding areas, ulcers and
infections. In pre-determined days (days 7, 10, 13 and 16), the animals were sacrificed and the
oral mucosa removed to be analyzed under the histopathological aspects (cellular effusion,
vascular dilatation, bleeding, edema, ulcers and infection), mieloperoxidase dosage and TNF-a
detection by imunohistochemical stain. Before the animals were sacrificed, a blood sample was
drawn to count the white cells. The animals were daily weighed and evaluated about their body
mass variations and a survival curve was taken. On the 13" day, it was observed the highest
inflammatory finding. The PTX was used in the following doses: 5, 15 and 45 mg kg™ sc, one
hour before the irradiation and daily, for 13 days. It was observed that the induced OM was
greatly significant after the 7t day, with the higher findings of TNF-a without blood counting
changes between 13 to 16 days. The weight loss was detected after the 5™ day and remained
stable till 13™ day when it was noticed a highly significant weight loss and survival till the 16™
day. The PTX (15 mg kg™") was able to reduce the hyperemia, bleeding, ulcers and infection (0;
0-2) when compared to the animals that received only saline solution (3; 1-3) (p < 0,05). The
PTX 15 mg kg reduced the TNF-a stain in the oral mucosa with OM when compared to the
animals that were not treated. The PTX altered neither the blood counting nor the body mass in
the OM group. In summary, the OM model induced by megavoltage irradiation and mechanical
scratching in hamsters was developed accordingly to the model designed to ortovoltage studies
in the literature, shows close relationship to the human oral mucosa changes, macroscopically,
histopathologically and biochemically, and it can be used in the study of new drugs to prevent
mucositis. About the PTX action, it was observed the protector effect of this agent in the 15 mg
kg dosage, confirmed by the evaluation of the TNF-o. and its possible radiation sensitivity
effect in the 45 mg kg™ dosage.

Key words: Experimental oral mucositis, radiotherapy, pentoxyfilline and inflammation.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ definido como uma doenga genética e surge a partir de alteragdes
cumulativas no material genético (DNA) de células normais, que sofrem transformacgdes,
até que se tornem malignas. Na verdade, as neoplasias malignas ocorrem quando
mutacdes alteram o controle do crescimento celular, ou indiretamente, impedem os
mecanismos normais que restringem a divisdo celular (ROCHA et al., 2006). Todos os
processos desde a iniciacdo tumoral, transformagdo, invasdo até metdstases ocorrem em
multiplas etapas e podem envolver dezenas, até mesmo centenas, de genes, por meio de
mutagdes intragénicas, quebras e perdas cromossomicas, amplificacdes génicas,
instabilidade dos genes e mecanismos epigenéticos. Nos tecidos normais, as taxas de
crescimento e de morte celular estdo em equilibrio. No cancer, esse equilibrio ¢ rompido
por perda no controle do crescimento celular e/ou dos mecanismos de apoptose (ROCHA
et al., 2006).

Hoje, o cancer ¢ considerado a terceira causa de obito na populagdo brasileira e
configura-se como um grande problema de saude publica tanto nos paises desenvolvidos
como nos paises em desenvolvimento (ROCHA et al., 2006). No Brasil, esperam-se para o
ano de 2006 cerca de 472050 novos casos de cancer, dos quais 13.470 serdo na cavidade
oral, sendo 10.060 no sexo masculino e 3.410 no feminino (INCA-MS, 2006). As
neoplasias malignas da cavidade oral estdo entre os seis tipos mais comuns de cancer que
acometem o homem e entre os oito tipos mais comuns no sexo feminino. Segundo
estimativas do INCA para o ano de 2006, sao esperados no Ceara cerca de 15.780 novos
casos de cancer em todo o estado. Deste total, temos uma estimativa de 400 casos para a
cavidade oral, com previsdo de 220 casos para homens e 180 para mulheres (INCA-MS,
2006). Na regido Nordeste as neoplasias representam a terceira causa de morte por
doenca, e nas demais regides, seguem-se as doencas cardiovasculares. Nos Estados
Unidos da América para o ano de 2005 ocorreram aproximadamente 39.250 casos novos
dos tumores de cavidade oral, faringe e laringe, com uma estimativa de 6bitos de 11.090
pacientes (JEMAL et al., 2005).

A Oncologia ¢ uma das areas da medicina de maior evolucao nas ultimas
décadas, constituindo-se a cura do cancer um dos mais significativos desafios para a
comunidade cientifica. O tratamento do cancer consiste em trés modalidades principais:
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. O emprego da cirurgia e radioterapia tem como

objetivo, o controle local da doenca, ou seja, sao formas de tratamentos para a doenga
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localizada ou regionalizada, ao contrario da quimioterapia, cuja acao ¢ sistémica (LOPES
et al., 2005; PEREZ et al., 1997). De acordo com dados da Organizagao Mundial de Satde
(OMS), cerca de dois tercos dos pacientes com cancer utilizam radioterapia em alguma
fase do tratamento da doenga, com finalidade curativa ou paliativa, de forma isolada ou
associada a outras modalidades de terapia oncologica (NOVAES, 1998).

Desde a descoberta dos raios X por Wilhem Conrad Réentgen em 1895 e da
radioatividade natural por Henri Becquerel em 1896, a radiagdo ionizante passou a ser
amplamente utilizada na industria e na medicina, com finalidade de pesquisa, diagnostico
e tratamento das doencas. Neste contexto a radioterapia tem tido avangos extraordinarios.
A radioterapia, isolada ou combinada a outras modalidades terapéuticas, como a
quimioterapia ou cirurgia oncoldgica, caracteriza-se por ser curativa, efetiva para muitas
neoplasias malignas, apresentando altas taxas de controle e sobrevida, principalmente para
os tumores com estadiamento inicial (estadios I e IT) (PINTO et al., 1999). A utilizacdo de
radiacOes ionizantes para o tratamento de doencas iniciou-se logo apds a descoberta dos
raios X, sendo o primeiro relato de tratamento em 1896, em uma paciente com cancer de
mama (PEREZ et al., 1997; SALVAJOLI et al., 2003).

Muitos efeitos colaterais ocorreram em virtude do seu uso empirico, até que
em 1934 surgiram as bases para a radioterapia fracionada e protraida, com Regaud e
Coutard. O empirismo inicial deu lugar ao desenvolvimento de técnicas cada vez mais
precisas de administracdo da dose, através de equipamentos emissores de radiacdo de
maior energia como os cobaltos e aceleradores lineares. A partir de entdo ocorreram
notaveis avangos no conhecimento radiobioldgico com o intuito de compreender melhor o
papel da radiagd@o ionizante no tratamento dos tumores (PINTO et al., 1999).

A radioterapia pode ser aplicada em diferentes formas: externa ou teleterapia, e
interna ou braquiterapia. A radioterapia externa utiliza equipamentos que sao classificados
de acordo com a energia que produzem. A radioterapia convencional ou quilovoltagem
compde-se de aparelhos que produzem raios X de contato, superficiais e de ortovoltagem.
A terapia de contato opera com potenciais de 30 a 50 kVp, normalmente com 2 mA de
corrente, distancia foco-superficie de 2cm ou menores e filtragdo entre 0,5 a 1 mmAIl A
terapia superficial usa potenciais de 50 a 150 kVp, corrente no tubo entre 10 a 20 mA,
distancia foco-superficie entre 20 a 40cm e filtracdo entre 1 e 6 mmAl A terapia de
ortovoltagem trabalha com potenciais de 150 a 300 kVp, corrente no tubo entre 10 a
20mA, distancia foco-superficie entre 30 a 50cm e filtracdo entre 1 e 4mmCu. Estas

modalidades de radioterapia sdo empregadas quase que exclusivamente para os tumores
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superficiais, como os da pele. A dose € calculada normalmente na pele, portanto para uma
profundidade zero (SCARFF, 1997). Em virtude do desenvolvimento dos aparelhos nas
décadas de 1960 e 1970, foi possivel aplicar doses de radiagdo maiores em profundidade,
surgindo a radioterapia de megavoltagem, produzida por equipamentos que emitem raios
X e gama de super e megavoltagem (600 kV a 50 MeV) gerados pelas unidades de cobalto
60 e aceleradores lineares de particulas (SALVAJOLI et al., 2003).

A radioterapia, concebida como uma modalidade de tratamento tem, como
agente terapéutico, a radiacdo ionizante, ou seja, aquela que, em razdo de suas
caracteristicas fisicas, promove ionizacdo no meio onde incide, retirando elétrons da
estrutura da matéria. Quando a ionizagao acontece no interior da estrutura celular, ocorrem
alteracdes de macromoléculas indispensaveis as fungdes vitais, levando a célula a morte
ou a inviabilidade bioldgica. A radiagdo ionizante sdo divididas em eletromagnéticas e
corpusculares. As primeiras sdo representadas pelos raios X e raios gamas (fotons)
apresentando baixa densidade de ionizagdo, percorrendo maior trajeto € sao consideradas
ter baixa transferéncia linear de energia (TLE), enquanto as segundas se caracterizam por
apresentar massa, sendo representadas por elétrons, protons, néutrons, e apresentam alta
densidade de ionizacdo em pequeno trajeto e ter alto TLE. A transferéncia linear de
energia ¢ a taxa de energia liberada pela radiacdo por unidade de caminho percorrido. Do
ponto de vista clinico, a maior parte dos tratamentos em radioterapia se faz através do uso
de fotons e elétrons (NOVAES, 1998; MARTELLA et al., 2006).

A interacdo da radiagdo ionizante com o meio bioldgico inicia-se como um
processo fisico e passa aos estadgios fisico-quimicos e biologicos (Figura 1) nas
manifestagdes de seus efeitos, como a morte celular, perda da funcdo do o6rgao,
mutagénese e carcinogénese (LEHNERT, 1999).

As radiagdes ionizantes agem sobre o DNA nuclear, levando a célula a morte
ou a perda da sua capacidade reprodutiva. Como o conteudo do DNA duplica durante a
mitose, células com alto grau de atividade mitotica sdo mais radiossensiveis do que
aquelas com baixa taxa de mitose. Através de estudos em radiobiologia, ficou estabelecido
que no ciclo celular, as células s3o mais radiossensiveis nas fases G, ¢ M (LEHNERT,
1999; NOVAES, 1998). A fase de mitose ¢ extremamente sensivel a radiacao, pois existe
grande possibilidade de fixacdo da lesdo radioinduzida. Acredita-se que este fato ocorra
devido a grande compactacdo do DNA. Isso aumenta a probabilidade de interagdo,

provocando aberragdes cromossomicas e morte celular, o que corresponde ao aumento da
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radiossensibilidade. A grande compactagao da cromatina torna as lesdes inacessiveis as

enzimas reparadoras (SEGRETO et al., 2000).

SEGUNDO
____________ BIOLOGICO
___________ ovimico
______ Fisico
10" 10" 10° 10° 10° seq .

Deposicao de energia

Excitagao Transferéncia de energia

Tonizagio Reparo enzimatico

Morte celular

Efeitos somaticos

FIGURA 1 - Escala de tempo em segundos dos eventos envolvidos na inativacio das células pela radiacio e efeitos
da radioterapia. Figura modificada de LEHNERT, 1999.

O conceito de ciclo celular ¢ fundamental para o entendimento de radiobiologia.
Para células em proliferacdo, o ciclo celular ¢ frequentemente representado como um
circulo subdividido em quatro fases: M (mitose), Gi, S (sintese de DNA) e G, (Figura 2).
Um periodo Gy pode ser incluido para descrever o estado quiescente da célula. Varios
experimentos, usando populagdes sincronizadas de células em cultura de tecidos, mostram
que a sensibilidade a radiacdo depende do ponto, no ciclo mitotico, em que a célula ¢é
irradiada. Em geral, as células sdo mais sensiveis durante ou proximo a mitose. O periodo
G; também ¢ sensivel e, em alguns casos, pode ser tdo sensivel quanto a mitose

(LEHNERT, 1999; HALL, 2000).
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FIGURA 2 - Ciclo celular: Estagios do ciclo mitético. FANTONE et al., 2002.

O efeito biologico da radiacdo nos tecidos orgédnicos pode se processar de
forma direta ou indireta (Figura 3). No efeito direto, a molécula de DNA ¢ quebrada pela
radia¢do com interferéncia no processo de duplicagdo, provocando alteragdes estruturais,
constituindo cerca de 30% do efeito biologico. No efeito indireto, a lesio do DNA
acontece pela acdo dos radicais livres, produzidos a partir da ionizacdo da agua
citoplasmatica, respondendo por 70% dos danos, em virtude de a dgua ocupar parcela
substancial da composi¢do celular (LEHNERT, 1999). No entanto, a predominancia de
um efeito sobre o outro depende da TLE. Logo, a acdo direta ¢ o0 modo predominante de
interacao para radiagdo de alta TLE (LEHNERT, 1999; HALL, 2000).

No efeito indireto (Figura 4), ocorre a produg¢do do radical livre oxidante
hidroxila resultante da radidlise da agua. A recombinag¢do dos radicais livres leva a
formagao de outros componentes como o perdxido de hidrogénio (H,O,). Quando os
radicais hidroxilas reagem com moléculas organicas, formam-se radicais livres organicos.
A presenca de oxigénio induz a formagdo de radicais livres peroxidantes, os quais ndo
permitem a recombinagdo para a molécula original, levando ao aumento de radicais livres
no meio e maior potencial lesivo. A presenca ¢ a auséncia de oxigénio molecular
influenciam a resposta biologica aos raios X. Para produzir efeito, o oxigénio deve estar
presente no momento da irradiacdo. O mecanismo de a¢do ¢ por promover fixacdo da

lesdo induzida pelos radicais livres. Na auséncia do oxigénio, a lesdo produzida pelo
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mecanismo indireto pode ser reparada. Dessa forma, o efeito indireto ¢ modificado e o
direto nao. Esse efeito ¢ detectado em situacao de hipoxia consideravel, em que os niveis
de oxigénio sdo menor que 30mmHg. Neste caso, pequena quantidade de oxigénio ¢

necessaria para a radiossensibilizagdo (SEGRETO et al., 2000).
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FIGURA 3 - Diagrama simplificado do mecanismo de a¢do da radioterapia sobre o DNA das células. A:
Quebra simples e dupla da fita do DNA, pela radiagdo. B: Ag¢do quimica de radicais livres produzidos pelo
mecanismo indireto da radiagdo sobre o DNA e a quebra direta das hélices do DNA pela radiacdo,
caracterizando o efeito biologico direto (MARTELLA et al., 2006).
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FIGURA 4 - Mecanismo de lesdo celular por radiacio ionizante. FANTONE et al., 2002.

Existem ainda diferencas na resposta radiobiologica entre o tecido normal e o
tumoral, bem como entre os diferentes tecidos normais. Os de resposta rapida sao aqueles
que apresentam as manifestagdes clinicas de lesao em curto periodo de tempo depois da
irradiacdo, como a pele, mucosa e tecido hematopoético. Associa-se a resposta rapida
desses tecidos a alta atividade mitotica e a grande suscetibilidade a apoptose. Os de
resposta lenta, ou tardia, sdo aqueles que apresentam alteracdes no tempo mais
prolongadas e possuem baixa capacidade proliferativa, como o tecido 6sseo, conjuntivo,
muscular e nervoso. A resposta lenta associa-se a morte de clones celulares e a menor
suscetibilidade a apoptose (PEREZ et al., 1997; WITHERS et al., 1997). Os tecidos de
resposta rapida, nos quais as células morrem rapidamente apos irradiagdo, praticamente
ndo reparam as lesdes radioinduzidas. Porém, devido a sua alta capacidade mitotica, as

células precursoras que escaparam da morte possuem grande chance de se dividir e
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repopular, mantendo assim a homeostase do tecido, dependendo da dose de radiagdao. Os
tecidos de resposta lenta também apresentam capacidade de reparar as lesdes
radioinduzidas. Porém, esta capacidade ¢ limitada e quando ultrapassada, a lesdo estara
estabelecida. As células lesadas e ndo reparadas morrem e ndo sdo substituidas uma vez
que tais tecidos tém pequena atividade mitotica. A resposta estd relacionada com a
capacidade de a célula reparar ou ndo as lesdes radioinduzidas.

A radioterapia € hoje, um recurso terapéutico bem definido para o tratamento
de tumores iniciais ou avancados, quer em sua finalidade exclusiva, paliativa ou de forma
adjuvante (LEE et al., 2004; BRIZEL, 2004). A utilizagdo de modalidades combinadas,
como a associada a quimioterapia além de perseguir melhores resultados do tratamento,
tem o intuito de conseguir um controle local mais efetivo da doenga, além de assegurar
qualidade e melhora na sobrevida dos pacientes com cancer. Essa associacdo terapéutica
tem sido utilizada, por diferentes razdes, com adogao de estratégias também diferenciadas.
Com base em ampla experiéncia clinica e experimental, alguns quimioterapicos tém-se
firmados como de grande utilidade pratica na integracdo quimioterapia-radioterapia
(ROTMAN et al., 1997; SIMON, 1999). Dentre os tumores malignos, os de cabeca e
pescoco sdo rotineiramente tratados com esta associagcdo. A toxicidade da combinagdo
radio-quimioterapia requer atencao especial, uma vez que os danos causados aos tecidos
normais aumentam, em geral, por conta dessa modalidade combinada. Esse aumento de
toxicidade pode ser influenciado pelo aumento dos paraefeitos da radioterapia, quando
associada a quimioterapia, ou vice-versa, pela soma de toxicidades distintas, em um
mesmo tecido, ou em tecidos distintos, em um mesmo Orgao, ou seja, os efeitos da
combinac¢do radioterapia e quimioterapia podem ser descritos como aditivos, interativos
ou independentes (ROTMAN et al., 1997; SIMON, 1999).

Tais efeitos ou complicagdes decorrentes da radioterapia ou de combinacao
terapéutica podem ser classificados em agudos ou tardios, a depender da época em que
acontecem. As complicacdes agudas ocorrem, principalmente, em tecidos com alta taxa de
renovagao celular, ou seja, tecidos de proliferagdo rapida como a mucosa oral. Dentre as
reacOes adversas agudas da cavidade oral, a mucosite ¢ uma das complicagdes mais
freqiientes nos pacientes submetidos a radioterapia, com aceleradores lineares ou cobaltos.
Durante o tratamento, o oncologista estad mais preocupado com a reacdo aguda, pois € a sua
toxicidade que determina a tolerdncia e a possibilidade da continuidade do tratamento

(WITHERS et al., 1997).
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A mucosite oral ou estomatite, que consiste na resposta inflamatéria da mucosa
oral a agdo dos agentes antineoplasicos ou radioterapia, ¢ importante fator limitante do
tratamento oncoldgico.(SONIS, 1998; SONIS et al., 2002, 2004; VERA-LIONCH et al.,
2005). A incidéncia da agressdo a mucosa tem variado com a intensidade e padrao de
radioterapia e ainda de agentes quimioterapicos utilizados no tratamento dos tumores de
cabeca e pescoco (BENSADOUN et al.,, 2001; TROTTI et al.,, 2003). Regimes de
hiperfracionamento e o uso de quimioterapia concomitante, em particular, aumentam o
risco, a gravidade e a duracdo da agressdo a mucosa (FU et al., 2000; TROTTI et al., 2003).

Estima-se que em torno de 60% dos pacientes recebendo radioterapia isolada, e
mais de 90% dos que estdo fazendo uso da modalidade experimental combinada
(radioterapia e quimioterapia) desenvolverdo mucosite oral grave (MERLANO et al,
1991).

Em trabalhos randomizados controlados a mucosite grave tem sido reportada
em cerca de 60% para a radioterapia convencional e 100% para os regimes de radioterapia
hiperfracionada ou hiperfracionada acelerada (SANCHIZ et al., 1990; TROTTI et al.,
2003). VERA-LIONCH et al., em 2005, relataram 83% de mucosite oral em pacientes
tratados com radioterapia associada ou ndo a quimioterapia ¢ 29% de mucosite grave.
TROTTI et al., em 2003, em meta-analise de trabalhos randomizados de pacientes com
cancer de cabeca e pescogo submetidos a radioterapia com ou sem quimioterapia relataram
97% de mucosite oral para a radioterapia convencional, com 34% de graus 3 e 4; 100%
para os regimes de fracionamentos alterados com 57% de graus 3 e 4; 89% quando a
radioterapia foi associada a quimioterapia com 45% de graus 3 e 4.

De forma aproximada, 15% dos pacientes recebendo radioterapia requerem
hospitalizagdo para controle da dor e suporte nutricional, como resultado da mucosite oral
grave (PETERS et al., 1992).

A mucosite oral pode ocorrer em 100% dos pacientes submetidos a
quimioterapia de alta dose e transplante de medula 6ssea (TMO), e em 80% a 100% dos
pacientes com tumores de cabega e pescoco, recebendo radioterapia. Dos pacientes
submetidos a TMO, dois tercos desenvolvem mucosite ulcerativa graus 3 ou 4 (SCULLY et
al., 2003). Mucosite nestes pacientes causa dor importante, restringe a alimentagao, e serve
como porta de entrada para infec¢des oportunistas. Resultados de novos protocolos de
tratamento envolvendo radioterapia isolada ou associada a quimioterapia sugerem que
cerca de 60% dos pacientes desenvolvem mucosite graus 3 e 4 (PICO et al., 1998; MABRO
et al., 1999; VOKES et al., 2000; AIROLDI et al., 2004).
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Caracterizada, pois, como um efeito colateral agudo de maior freqiiéncia, além
de um importante fator dose-limitante para a radioterapia da regido de cabeca e pescogo, a
mucosite ¢, na verdade, e muitas vezes, grave e persistente, levando a uma piora da
qualidade de vida dos pacientes e controle da sua doenca (ARCHIBALD et al., 1986;
BERGER et al., 1997; VERA-LIONCH et al., 2005).

Nos ultimos anos tem sido observado um aumento significativo na incidéncia de
mucosite em funcdo dos tratamentos com altas doses de quimioterapia, das modalidades de
radioterapia com hiperfracionamentos e de esquemas terapéuticos curativos concomitantes.
Em conseqiiéncia, hd um interesse renovado em prevencao e tratamento de mucosite oral.
No entanto, pouco ainda tem sido descoberto para evitd-la, a ndo ser prevenir
complicacdes, como as infeccdes, e aliviar a dor e o desconforto, buscando melhor
qualidade de vida para estes pacientes (SCULLY et al., 2003; BONASSA, 2005).

O mecanismo pelo qual ocorre a mucosite baseia-se no fato de que a mucosa
oral apresenta um alto grau de descamagdo, havendo a necessidade continua de
multiplicagdo celular para sua reposicao adequada. A radioterapia age, primariamente, nas
células de alta atividade mitdtica, de forma que a mucosa ¢ intensamente afetada, perdendo
sua capacidade de superar o processo normal de esfoliagdo. Esse fato, associado a
inflamacdo e ao edema decorrente da acao da radioterapia, determina o aparecimento de
um quadro evolutivo caracterizado por palidez da mucosa, eritema, pseudomembranas,
ulceras e abscessos, caracterizando a mucosite oral humana nos seus diversos estagios (DIB
et al., 1999).

SONIS em 2004b caracterizou a mucosite oral experimental induzida por
radioterapia ou quimioterapia em cinco fases: fase de inicia¢do, também chamada de
vascular ou inflamatdria, fase de geragdo de mensagens, fase de amplificacdo, fase de
ulceragdo e fase de cicatriza¢do. Na fase vascular ou inflamatoria ocorre a libera¢do de
citocinas que causam dano tecidual local e iniciam uma resposta inflamatéria, que resulta
em aumento da vascularidade. Na segunda e terceira fases ocorre o efeito direto da
radioterapia ou quimioterapia sobre as células epiteliais da mucosa oral que resulta em
reducdo da reposi¢do celular, atrofia e ulceragdo, havendo também a producao local de
citocinas que aumentam o processo de destruicdo celular, amplificando, portanto, o
processo inflamatorio. Na fase ulcerativa ocorre a erosdo tecidual e colonizagdo bacteriana
secundaria, que provavelmente leva a wuma nova liberagdo de citocinas e,
conseqiientemente, mais dano tecidual. Na ultima fase ocorrem renovagao e proliferacao

epitelial e restabelecimento da flora microbiana local com o processo de cicatrizagao da
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mucosa (Figura 5). PARSONS et al, em 1994 advertem que o mecanismo patologico e os
sintomas da mucosite por radioterapia sao similares a aqueles quimio-induzidos.

Nesse contexto, a graduacdo da mucosite foi estabelecida conforme o
Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) como segue: escore ou grau 0 — mucosa sem
alteracdes; grau 1 — mucosa apresentando eritema puntiforme, podendo haver dor branda,
sem a necessidade de analgésicos; grau 2 — mucosite em placas que podem produzir uma
secrecdo serossangiliinea inflamatdria, podendo haver dor moderada e necessidade de
analgésicos; grau 3 — mucosite fibrinosa confluente associada a dor intensa e necessidade
de narcéticos, e grau 4 — quadro de ulceragdo, hemorragia ou necrose da mucosa (COX et
al., 1995).

Via de regra, a mucosite tem inicio com uma queixa de sensibilidade maior aos
alimentos 4cidos, como sucos de frutas citricas, e intolerancia aos alimentos muito quentes
ou muito frios. Sua ocorréncia compromete a ingestdo de alimentos solidos e liquidos, a
comunicac¢do verbal, a higiene oral e a auto-imagem, além de provocar dor e desconforto,
as vezes, de dificil controle, e ainda infecgdes secundarias associadas (SONIS et al., 2004a;
BONASSA, 2005). Por acometer praticamente, 100% dos pacientes irradiados, mais de
25% deles apresentardo uma forma mais grave, necessitando da interrupgdo do tratamento
por apresentar quadro de deficiéncia nutricional grave, levando, inclusive, a necessidade de
alimentacdo enteral (MORAES et al., 2006; SONIS et al., 1998; SONIS, 1995; SONIS,
1998; PEREZ et al., 1997). Essa evolucdo grave da mucosite (Figura 6) pode também
comprometer a qualidade de vida dos pacientes, além de elevar o custo do tratamento, e
conseqiientemente interferir no controle local do tumor e colaborar para diminuicao da
sobrevida.(VERA-LIONCH et al., 2005; SONIS, 2004; BONASSA, 2005).

Estudos demonstram que a interrup¢ao do tratamento tem impacto no controle
local e sobrevida global dos pacientes, principalmente se o tempo de parada for superior a
duas semanas (MACIEJEWSKI et al., 1983; PEREZ et al., 1997).

Essa mucosite torna-se mais freqiiente e intensa quando a quimioterapia esta
associada a radioterapia. A mielossupresdo associada as drogas e a propria doenga
oncoldgica, por si s6, contribuem para o aparecimento da mucosite, tornando o epitélio

mais suscetivel a ulceragdo, infec¢ao, necrose e sangramento.
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FIGURA 5 - Representacoes esquematicas das fases e dos principais mecanismos e mediadores
envolvidos nos danos a mucosa oral (MQ), induzidos pela radioterapia (RXT) e/ou quimioterapia (QT).
A: camadas da Mucosa Oral normal. B: fase de iniciaggo, vascular ou inflamatoria. C: fase de geracdo de
mensageiros. D: fase de amplificacdo. E: fase de ulceragdo. F: fase de cicatrizagéo
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FIGURA 6 - Representacio esquematica da evolug¢io da mucosite oral.

Existem fatores ou efeitos colaterais que tendem a piorar a evolugdo da
mucosite, e.g.. da xerostomia, alteragdo do paladar, disfagia, odinofagia, infeccdes
oportunistas como a candidiase, méas condi¢des de higiene da cavidade oral e trauma
funcional, quase sempre presentes nos pacientes com cancer de cabeca e pescogo
(BONASSA, 2005; SONIS et al., 2000). Na presenca de neutropenia, a mucosite pode
predispor a quadro de septicemia, bacteremia e fungemia podendo levar o paciente a obito.
(SCULLY et al., 2003).

Enquanto a mucosite induzida por quimioterapia tipicamente acontece de 7 a 14
dias ap6s o tratamento, com duracdo de 1 a 2 semanas (SCULLY et al., 2004), o inicio da
mucosite induzida por radioterapia, normalmente, acontece a partir da segunda semana de
tratamento, correspondendo a uma dose de 1800 a 2000 cGy, podendo se manter por 2
semanas a 3 meses apos o final da radioterapia. Nessa fase inicial do tratamento, ja ¢
possivel observar uma mucosa com eritema de grau variado, em intensidade, em associagao
a sintomas de dor e desconforto oral. Tais manifestacdes representam a evidéncia clinica
das alteracdes vasculares, aumento da permeabilidade e congestdo dos vasos sangiiineos, e
diminuicdo da repopulacdo tecidual normal, produzindo influéncia direta na espessura
epitelial. A partir dessa fase, com o aumento da dose absorvida e dependendo da resposta
individual do paciente, tem inicio um processo progressivo de acometimento da mucosa,
caracterizando a mucosite nas suas diversas fases. Nesse caso, a radioterapia induz

mucosite em fun¢do da dose acumulada nos tratamentos fracionados, podendo a forma
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ulcerativa acontecer a partir da dose acumulada de 3000 cGy (SCULLY et al., 2004). O uso
de técnicas computadorizadas em radioterapia, tais como as modalidades de radioterapia
conformacional e de feixes modulados (IMRT) ajudam a minimizar a mucosite em
decorréncia da diminui¢do das areas expostas a radiacao.

Apesar de muitos aspectos importantes estarem relacionados ao tratamento do
cancer contribuindo sobremaneira para a evolucdo da propria oncologia, muitos
mecanismos especificos implicados a etiopatogenia dessa doenca, bem como a génese dos
efeitos colaterais relevantes como a mucosite, ainda estdo por ser compreendidos
completamente.

E fundamental conhecer os fatores implicados com a etiopatogénese da
mucosite oral, especialmente em quadros de evolugdo grave.

A etiopatogénese da mucosite oral ainda permanece pouco compreendida, pois
se trata de um processo bioldgico extremamente complexo, e ainda em fase de exploracao
cientifica. Sabe-se, no entanto que existem os fatores inerentes ao tratamento, como
também aos pacientes, além dos mediadores da resposta inflamatoria da mucosa oral que
influenciam o surgimento e evolu¢do das mucosites orais induzidas por radioterapia e
quimioterapia (SONIS, 2004a; SONIS, 1998; SONIS et al., 1999; SONIS, 2004b).

Fatores intrinsecos a radioterapia, como o tipo de irradiacdo, volume de tecido
irradiado, dose didria e total e esquemas de fracionamento, guardam relagdo com a
intensidade ou grau da mucosite (BENSADOUN et al., 2001). Outros como o volume de
saliva, o nivel e concentracdo de EGF na mucosa oral parece modificar ou atenuar o grau
de mucosite oral. A radioterapia hiperfracionada e a combinacgdo de radio e quimioterapia
aumenta a prevaléncia, gravidade e duragdo da mucosite (SCULLY et al., 2003; EPSTEIN
et al., 2004). Além disso, fatores relacionados aos pacientes como idade avancada, género,
consumo de cigarros e alcool, ma higiene oral, doencas periodontais pré-existentes, baixo
peso, status funcional ruim, leucopenia, doenga avancada e outras co-morbidades estao
relacionadas com o aumento da incidéncia de mucosite oral (VERA-LIONCH et al., 2005).

Virios estudos sdo descritos na literatura para prevengdo ou mesmo diminui¢do
de eventos adversos da radioterapia, entretanto, até o presente momento, o tratamento da
mucosite oral € considerado paliativo e de efetividade limitada, tido como suporte, até pelo
fato de se restringir as complicagdes, como as infecgdes, € no alivio do quadro de dor e
desconforto dos pacientes. Nenhum agente terapéutico tem-se mostrado eficaz a ponto de
ser considerado como terapia padrio nas mucosites radio e quimioinduzidas (PLEVOVA,

1999). Essa ¢, ainda, uma complicagdo inevitdvel para pacientes irradiados na regido da
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cabeca e pescoco, muito embora, medidas de protegao da mucosa venham sendo propostas,
com o objetivo de evitar ou reduzir a intensidade dessas lesdes. Em recente meta-anélise
envolvendo 15 trabalhos que avaliaram e testaram diferentes formas de tratamento, ndo
foram encontradas evidéncias definitivas que recomendem uma pratica clinica de
prevencao ou tratamento para a mucosite oral (SCULLY et al., 2004). No entanto, diversos
trabalhos na literatura tém discutido varios protocolos da boa pratica clinica quanto ao
tratamento e preven¢do da mucosite oral (PETERSON et al., 2006; KEEFE et al., 2006;
MCcGUIRE et al., 2006; BRENNAN et al., 2006;). Uma meta-anélise da Cochrane Library
utilizou 52 “trials”clinicos envolvendo 3594 pacientes sob 21 intervencdes diferentes para
mucosite oral. Nove das 21 intervengdes demonstraram alguma evidéncia de beneficio,
embora fraco, em prevenir ou diminuir a gravidade da mucosite (CLARKSON, 2006).
Destas potenciais intervencdes destacaram-se: bochechos com alopurinol, amisfotine,
antibidticos topicos, benzidamina, fator estimulador de colonia de granulécitos e
mondcitos, enzimas hidroliticas, cubos de gelo durante a infusdo de quimioterapia,
povidone comparada com 4gua e cuidados orais. Estudo experimental com ratos
submetidos a radioterapia e quimioterapia e tratados com palifermin (fator de crescimento
de keratindcito humano recombinante) tem demonstrado redu¢do da mucosite induzida por
radioterapia e quimioterapia (WOLFGANG DORR et al., 2005).

Recentemente, com o desenvolvimento dos modificadores de resposta biologica e
dos agentes biologico-moleculares ou alvos-especificos, na oncologia clinica, e em fung¢ao
dos avangos tecnoldgicos, na radioterapia, grande tem sido a contribuicdo para a
diminuicdo dos efeitos colaterais e das toxicidades, aumentando a efetividade do
tratamento e melhorando a qualidade de vida do paciente oncologico (FERREIRA et al.,
2006). A abordagem preventiva e o tratamento das complicagdes da cavidade oral
decorrentes das terapéuticas antineoplasicas sdo importantes para melhorar a qualidade de
vida, diminuir as morbidades e reduzir os custos dos tratamentos, assim como influenciar

no controle local e na sobrevida dos pacientes (EPSTEIN et al., 2004).
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1.1. Mediadores inflamatorios na mucosite oral

A mucosite oral induzida por radioterapia deve ser entendida como um efeito
adverso agudo, evidenciado, clinicamente, por um quadro sintomdtico e etiopatogénico
complexo. Caracteriza-se por um processo inflamatério onde diversos mediadores estdo
envolvidos de forma direta ou indireta (KUMAR et al., 2005).

A inflamacao ¢ a rea¢do de um tecido e de sua micro circulacdo a uma lesao
patogénica, tendo por caracteristica a producdo de mediadores inflamatorios e
movimentagdo de liquidos e leucocitos do sangue para os tecidos extravasculares. O
processo inflamatorio, na verdade caracteriza-se por uma complexa gama de ativacao de
enzimas, liberacdo de mediadores, extravasamento de fluidos, migracdo de células e
destrui¢do e reparo teciduais. Historicamente, ela tem sido denominada aguda ou cronica,
dependendo da persisténcia da lesdo, sintomas clinicos ¢ natureza da resposta inflamatoria
(FANTONE et al., 2002).

Dentre esses mediadores do processo inflamatério relacionado com a mucosite
oral, destacam-se as prostaglandinas e, principalmente, as citocinas, como as interleucinas e
o fator de necrose tumoral (TNF-a), desempenhando, estes, importantes fung¢des nas
mucosites orais induzidas por radioterapia e quimioterapia (LIMA et al., 2005).

Os mediadores originam-se de proteinas plasmaticas ou de células. Os derivados
do plasma encontram-se na forma de precursores, os quais devem ser ativados, por meio de
uma série de clivagens proteoliticas, para adquirir suas propriedades bioldgicas. Aqueles
derivados de células, normalmente, estdo armazenados em granulos intracelulares, que
precisam ser secretados, ou sdo sintetizados de Novo, em resposta a um estimulo, como as
prostaglandinas e citocinas (KUMAR et al., 2005).

As principais fontes destes mediadores sdo as plaquetas, neutrofilos, monocitos,
macrofagos e mastocitos, além de células mesenquimais e a maioria dos epitélios. A
producdo dos mediadores ativos ¢ desencadeada por produtos microbianos ou por proteinas
do hospedeiro, tais como as proteinas dos sistemas do complemento, cininas e coagulagao,
que sdo, por sua vez, ativadas por microorganismos e tecidos danificados (KUMAR et al.,
2005).

A maioria dos mediadores desempenha sua atividade bioldgica ligando-se,
inicialmente, a receptores especificos nas células-alvos. Entretanto, alguns possuem
atividade enzimatica direta ou causam dano oxidativo. Um mediador pode, por si so,

estimular a liberacao de outros mediadores pela célula-alvo, agir em um ou em alguns tipos
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de células, terem varios alvos ou mesmo apresentar efeitos diferentes em tipos celulares
diversos (FANTONE et al., 2002).

Os mediadores, uma vez ativados e liberados pelas células, apresentam meia-
vida curta, podendo ser deteriorados rapidamente, inativados por enzimas, eliminados ou
inibidos. Logo, existe um sistema de verificagdo e equilibrio que regula as ac¢des dos
mediadores (RANG et al., 2003).

Dentre esses mediadores, destaca-se o TNF-a, uma citocina pro-inflamatoria,
que tem sido implicada em muitas neoplasias malignas, assim como em terapéuticas
oncologicas como a quimioterapia, radioterapia e transplante de medula 6ssea, que podem

induzir sua expressao (YANG et al., 1995).

1.2. Citocinas como mediadores da resposta inflamatéria

Citocinas sao mediadores protéicos ou peptidicos de baixo peso molecular que,
nas reacdes imunolodgicas e inflamatorias, sdo liberados principalmente por macrofagos e
linfocitos, regulando a agdo das células inflamatorias e do sistema imune. Atualmente, sdo
identificados mais de 100 tipos desses mediadores. O termo citocinas refere-se a um grupo
de reguladores celulares peptidicos que inclui as linfocinas (fatores derivados de
linfocitos), as quimiocinas, as monocinas (fatores derivados de monocitos), as
interleucinas, interferons, fatores de crescimento e fatores estimuladores de colonia. Desde
ha muito se sabe de seu envolvimento nas respostas imunologicas celulares, e seus
produtos possuem efeitos adicionais importantes tanto na inflamacdo aguda quanto na
cronica (RANG et al., 2003).

As citocinas envolvidas com a resposta imunoldgica e inflamatoria sdo
peptidios, tanto pré-inflamatérios quanto antiinflamatorios. Dentre as citocinas pro-
inflamatorias destacam-se o TNF-a e a IL-1 (RANG et al., 2003). Estas citocinas sao
consideradas as mais importantes nos processos inflamatoérios agudos e cronicos, € nos
processos de reparo, sendo suas fontes celulares primdrias os macrofagos e monocitos,
além dos lipopolissacarideos responsaveis pela sua liberacdo (DI GIROLAMO et al.,
1997). A secre¢do de TNF-a e IL-1 pode ser estimulada por endotoxina e outros produtos
microbianos, complexos imunes, lesdo fisica, e varios tipos de estimulos inflamatorios. Age
na inflamacao por seus efeitos no endotélio, nos leucocitos e fibroblastos e por indugdo de

reacdes sistémicas na fase aguda.
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No endotélio, tais mediadores induzem um espectro variado de alteracdes,
sendo a maioria regulada na transcricdo genética, chamadas de ativagdo endotelial. Estes
mediadores induzem a sintese das moléculas de adesdao endotelial ¢ mediadores quimicos,
incluindo outras citocinas e quimiocinas, fatores de crescimento, eicosandides e Oxido
nitrico. O TNF-o também estimula os neutréfilos, levando a um aumento das respostas
dessas células a outros mediadores (MANTOVANI et al., 1997).

Estas citocinas atuam sobre as células endoteliais vasculares das vénulas pos-
capilares causando aumento da permeabilidade e a producdo de mais mediadores da
inflamacdo. Em geral, a acdo das citocinas se da através de mecanismos autocrinos,
paracrinos e enddcrinos, funcionando como hormonios inflamatorios (FANTONE et al.,
2002). Os efeitos biologicos dependem do tipo de citocina e do meio celular que esta
envolvido, porém estas moléculas atuam na ativagdo e na divisdo celular, ¢ ainda na
apoptose (PARKIN et al., 2001). Como exemplo do mecanismo endocrino, temos o
envolvimento do TNF-a na patogénese do choque séptico induzido por lipopolissacarideo
de bactérias gram-negativas. O TNF-o também atua através de mecanismo paracrino,
mediando os varios eventos que ocorrem nos processos inflamatérios agudos e cronicos e
na forma autdcrina para ativar os macrofagos, aumentando ainda mais a produgdo de IL-8 ¢
mercaptopurinas (MCP) (RANG et al., 2003).

A IL-1 e o TNF-a induzem as respostas sistémicas da inflamagao, onde as mais
proeminentes sdo as seguintes: febre, choque, leucocitose, leucopenia e resposta da fase
aguda associadas a infec¢des ou traumas. Essas respostas incluem febre, perda de apetite,
sono de ondas lentas, liberacdo de neutréfilos na circulagdo, liberacao de corticotrofina e
corticosteroides. Dentre os varios efeitos fisiopatologicos do TNF-a estdo o choque, a
citotoxicidade e a caquexia. O TNF-a regula a massa corpdrea, promovendo a mobilizacao
de lipidios e proteinas e suprimindo o apetite. A producao continuada de TNF-a contribui
para a caquexia, um estado patoldgico caracterizado pela perda de peso e anorexia que
acompanha algumas infec¢cdes e doencas neoplasicas (ARGILES et al., 1997). Estas
citocinas também induzem a sintese de quimiocinas similares nos fibroblastos e células
epiteliais, e o proprio TNF-a pode promover a liberacao de IL-1 a partir dos macrofagos, e
tanto a IL-1 como o TNF-a induzem a sintese hepatica de IL-6 (FANTONE et al., 2002).

O TNF-a e a IL-1, consideradas as duas citocinas que mais participam do
processo inflamatdrio, sdo produzidas, principalmente, por macréfagos ativados e linfocitos
(KUMAR et al., 2005). Tanto o TNF-a quanto a IL-1 induzem vias de sinais que levam a

ativagdo do fator de transcricdo NF-xB. Em estudos clinicos tem sido descrito que tal fator
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de transcricdo controla a expressao da IL-1 e do TNF-a, enquanto a administragdo de seus
inibidores seletivos anula a expressao dessas citocinas em modelos animais de inflamagao
cronica, sugerindo que tais inibidores possam ser de valor clinico. Por conseguinte, esse
fator desempenha um papel chave na indugdo das respostas inflamatérias e imunes. Ha de
se deduzir que quando uma célula ¢ estimulada, ocorre liberagdo de NF-xB, que penetra no
nucleo e inicia a transcricdo de genes para uma variedade de mediadores inflamatérios e
imunologicos (RANG et al., 2003).

Dentro desse contexto, tem sido estabelecido que a radioterapia seja capaz de
iniciar uma cascata de eventos envolvendo citocinas pro-inflamatorias, tais como a IL-13 e
o TNF-a em tecidos irradiados. O aumento da expressao de IL-1p3 e TNF-a foi detectado
em células da submucosa de hamsters, apds radioterapia da mucosa jugal, em decorréncia
do processo inflamatorio, sendo que a interferéncia na produgdo de TNF-a esta relacionada
com a diminui¢do da mucosite (SONIS, 2000). Dessa forma, a inibi¢ao dos efeitos dessas
citocinas pode ser benéfica tanto para a mucosite, como para uma variedade de doengas

inflamatorias, incluindo o choque séptico.

1.3. Pentoxifilina

A pentoxifilina (PTX), 1-(5-oxohexil)-3,7-dimetilxantina (Figura 7), ¢ uma
metilxantina muito utilizada no tratamento de doencas vasculares. Diferentemente da
teofilina, ¢ um agente hemorreoldgico, que interfere na viscosidade do sangue e favorece a
perfusdo da microcirculagdo sangiiinea de leitos periféricos e cerebrais. Promove um
aumento da deformidade das células sangiiineas, reduzindo a sua viscosidade, a agregacgao
plaquetaria e as concentragdes plasmaticas de fibronogénio, com diminui¢ao da formacao

de trombos e melhorando a perfusdo na circulagdo microvascular (WARD et al., 1987).
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FIGURA 7 - Estrutura quimica da pentoxifilina

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

A pentoxifilina tem mostrado efeitos benéficos em processos inflamatorios
agudos, como no choque séptico, na diminui¢do da agressdo pulmonar e na modulacio da
inflamacao meningea em modelos experimentais. Dados de estudos animais sugerem que a
inibicdo da transcricdio do TNF-a, ou mesmo da sua produgdo, pode ser um dos
mecanismos de acdo da pentoxifilina nos processos inflamatorios. Este agente pode
aumentar a quimiotaxia dos neutrofilos, sendo este efeito decorrente da inibicdo da acdo
das citocinas inflamatorias sobre a fung¢do dos neutrofilos. Pode também diminuir o dano
tecidual causado pelos neutréfilos em condicdo como no choque séptico (DOHERTY et al.,
1991).

Além dessas funcdes, a pentoxifilina pode atuar como inibidor da
fosfodiesterase 4 (PDE4), inibindo, a liberagdo de TNF-a e estimulando assim a produgao e
a inibi¢cdo de IL-10, uma citocina antiinflamatéria (BESSLER et al., 1986; ROGER, 1997).
D'HELLENCOURT et al., em 1996, descreveram que a regulagio da IL-10 pela
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pentoxifilina ocorre de forma dependente de sua concentragdo, pois quando na
concentragio de 107 foi capaz de estimular a produgao de IL-10 e na concentracao de 107
a inibiu, sugerindo, portanto, uma regulagdo dose-dependente. A inibi¢do da PDE4 leva a
um aumento dos niveis de cAMP intracelular, reducdo da sintese de tromboxano assim
como aumento da produgdo das prostaglandinas (WARD et al., 1987; SCHANDENE et al.,
1992; YANG et al., 1995).

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado os efeitos antiinflamatorios da
pentoxifilina inibindo citocinas como a IL-2, IL-6, IL-12 e o IFN-y (THANHAUSER et al.,
1993; MOLLER et al., 1997), e seu papel protetor na mucosite oral experimental induzida
por quimioterapicos (LIMA et al., 2005). Inibe também a produ¢dao de TNF-a em resposta
a endotoxinas via inibicdo da transcrigdo de gene TNF, diminuindo, assim, sua
concentragdo no plasma (DOHERTY et al., 1991).

Ainda, a pentoxifilina regula a producdo de outras citocinas pro-inflamatérias
tais como TNF-o, IL-6, IL-1, sendo muitos dos seus efeitos antiinflamatorios decorrentes
da inibi¢ao da PDE4 (DOHERTY et al., 1991; BADGER et al., 1994; HOLZHEIMER et
al., 1995; LIANG et al., 1998). A pentoxifilina também pode ser efetiva no tratamento de
desordens auto-imunes e processos inflamatdrios mediados pelo 6xido nitrico (BESHAY et
al., 2001). SLIWA et al., em 2004, mostraram que a pentoxifilina foi capaz de reduzir a
concentragdo de TNF-a no plasma em pacientes com miocardiopatia isquémica,
caracterizando-se, portanto, como agente anticitocinas. Pentoxifilina também tem a funcdo
de inibir a apoptose em diferentes tipos celulares humanos, tanto in vitro, como in vivo
(NIEDER et al., 2005).

Ela com o passar do tempo, tem sido cada vez mais estudada na oncologia por
diversas razdes, como por exemplo, a melhora da perfusdo tumoral. Essa poderia resultar
em melhor oxigenagdo e consequentemente aumento da radiossensibilidade e maior agdo
dos agentes antineoplasicos nos tumores. Sua atuacdo, tanto na produgdo quanto na
inibi¢do dos mediadores inflamatorios como as citocinas, cria oportunidades de seu uso
associado a radioterapia ou quimioterapia com o intuito de diminuir ou entender melhor os
efeitos colaterais agudos e tardios pds-tratamento nos tumores e nos tecidos normais
(NIEDER et al., 2005). Estudos mostram que a pentoxifilina pode intervir na cascata das
citocinas pods-radioterapia, podendo, portanto, aliviar ou mesmo reverter alguns dos seus
efeitos tardios, como a fibrose (OKUNIEFF et al., 2004; AYGENC et al., 2004). OZTURK
et al., em 2004, mostraram um efeito protetor significante da pentoxifilina nas reacdes

agudas e tardias em pacientes submetidos a radioterapia para cancer de pulmao e mama.
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Como resultado da acao da pentoxifilina sobre os mediadores inflamatérios, temos, entao, a
oportunidade de usar este agente em varios estudos clinicos, buscando, portanto, um
melhor entendimento de processos inflamatorios como a mucosite radio e quimio-
induzidas. Vdrios estudos pré-clinicos mostraram que a pentoxifilina pode elevar a
radiossensibilidade dos tumores, como também proteger os tecidos normais, porém estudos
clinicos somente sugerem que a pentoxifilina tenha um efeito radiossensibilizante
(NIEDER et al., 2005).

Desse modo, considerando estes aspectos, somados ao fato de que a radioterapia
induz a producdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a relacionadas ao dano
tecidual (SONIS, 2004a), ¢ razodvel pensar que a pentoxifilina também pode ter um papel
importante na protecdo da mucosite oral experimental radioinduzida, justificando-se,

portanto, o seu uso na mucosite ulcerativa induzida por radiacdo em hamsters.
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1.4. Justificativas

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

Atualmente o tratamento consiste apenas em uma abordagem essencialmente
paliativa, ndo existindo um protocolo de atendimento preventivo e eficaz. Mesmo havendo
uma extensa literatura a esse respeito, falta ainda uma resposta definitiva sobre o papel da
inflamag¢ao na mucosite. Isso, provavelmente, esta relacionado a pouca compreensdao dos
mecanismos especificos, através dos quais o processo inflamatdrio pode mediar tais lesdes
teciduais. Entretanto, alguns grupos de compostos, chamados citocinas, que devido as suas
origens celulares e efeitos sobre as células alvo, podem fornecer alguma informagao para a
compreensdo da fisiopatologia da mucosite. Assim, mediadores como o TNF-o podem
potencialmente participar nesse processo inflamatorio, pois tal citocina esta relacionada
com a modulagdo dessas lesdes, em associagdo a outros mediadores inflamatorios como as
interleucinas.

Em sintese, a despeito de todos os trabalhos abordando os possiveis papéis dos
mediadores inflamatorios na mucosite induzida por radioterapia, ainda ndo existem dados
conclusivos acerca da relagao desses mediadores com a mucosite oral.

Nesse contexto, considerando estes aspectos, somados ao fato de que a
radioterapia induz a produgdo de citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a relacionadas a
agressdo tecidual (SONIS, 2004a), foi decidido por desenvolver um modelo experimental
de mucosite oral induzida por radioterapia de megavoltagem (Figura 7) em hamsters e
avaliar o papel dos possiveis mediadores implicados nesse processo inflamatorio, como o

TNF-a .
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FIGURA 8 - Aparelhos de megavoltagem: A. Acelerador Linear — Varian-Acuity. B. Cobalto 60.
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2. OBJETIVOS

1.  Desenvolver um modelo experimental de mucosite oral induzida por radioterapia de

megavoltagem em hamsters;

2. Avaliar o curso temporal da resposta inflamatéria nesse modelo, através do uso de

parametros histoldgicos e bioquimicos;

3. Avaliar o papel de TNF-a, como marcador de intensidade da lesao nesse modelo;

4.  Validar o modelo, através da observacao de efeito protetor de um agente inibidor da

sintese de citocinas, pentoxifilina, na intensidade da lesdo inflamatoria.
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3. METODO

3.1. Animais

Foram utilizados 156 hamsters Golden Siriam machos, com massa corporal
média de 139 + 38 gramas, provenientes do Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina — Universidade Federal do Ceara
(UFC). Todos os animais receberam alimentagdo vegetal (abdboras) e dgua a vontade. Os
animais foram usados respeitando as diretrizes aprovadas pelo comité de ética em
pesquisa (CEP) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia - UFC para uso de animais
experimentais. Foram mantidos sob condi¢des de temperatura ambiente e ciclos claro-
escuros controlados durante os experimentos. Todos os esfor¢os foram realizados no
sentido de reduzir o nimero de animais utilizados, a dor, o sofrimento e o estresse dos

mesmos.

3.2. Radioterapia

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral a 10% (250 mg/kg ip) e
sua mucosa jugal direita foi exposta e fixada em mesa de isopor para, em seguida, ser
irradiada em aparelho de megavoltagem cobalto-60, com dose unica de 3500 cGy
deliberada no target (mucosa jugal) com campo direto e uso de bolus para superficializar
a dose na mucosa (Figura 8 ¢ 9).

A maquina utilizada foi um Gamatron-S com energia de cobalto-60 (Figura 8-
B), sendo os animais irradiados com campo de 5,0 x 5,0 cm, na profundidade 0,5 cm e
uma distancia foco-superficie de 50 cm. O rendimento médio da maquina foi de 47,11

c¢Gy/min, sendo o tempo de exposi¢do em torno de 30 minutos para cada animal.



FIGURA 9 - Animal anestesiado e preparado para ser submetido a radioterapia em aparelho de
megavoltagem cobalto-60 com o uso de bolus. A: mucosa jugal exposta; B: mucosa jugal exposta e
colocagdo de bolus sobre a mesma para superficializar a dose na mucosa. O bolus é um material utilizado
para superficializar a dose na mucosa do animal.
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FIGURA 10 - Radioterapia da mucosa jugal do hamster em aparelho de megavoltagem cobalto 60. A:
Hamster sendo irradiado. B e C: Reconstru¢do tridimensional do hamster através de tomografia
computadorizada para avaliagdo dos pontos de dose (seta) no corpo do animal (Tabela 1).

TABELA 1 - Dose secundaria decorrente da irradiacio da mucosa jugal do hamster.

Localizacao Dose
Centro do campo 3500 cGy
Borda do campo 3317,2 cGy

0,3 cm 1246,1 cGy
0,9 cm 120,1 cGy
1,5 cm 70,9 cGy
2,1 cm 46,3 cGy
2,6 cm 31,9 cGy
3,2 cm 24,1 cGy
3,8 cm 18,1 cGy
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TABELA 2 - Percentual de dose na profundidade para o cobalt-60 e ortovoltagem. Valores em
percentuais da dose de irradiacdo nas profundidades de 0 e 0,5 cm para o aparelho de ortovoltagem e cobalto
60, onde podemos observar que 100% da dose na irradiagdo com a megavoltagem encontram-se a 0,5 cm da
superficie irradiada (SMITH et al., 1983; GODDEN, 1983).

Percentual de dose na profundidade

Aparelho 0 cm 0,5 cm
Ortovoltagem 100% 96,9%
Cobalto-60 91,4% 100%

250 kV x Co 60
120 w

1 100 - Azul - Ortovoltagem
3 80 Amarelo — Cobalto 60
t
n 60
e
¢ 40
r
¢ 20
p

0

0123456 78 910111213141516171819 20
Prof (cm)

FIGURA 11 - Gréfico do percentual de dose na profundidade para energias de cobalto 60 e 250 kV de
ortovoltagem. Observa-se pelo grafico que a dose de 100% para o cobalto 60 encontra-se a 0,5 cm de
profundidade, enquanto que 100% da dose para a energia de 250 kV esta na superficie irradiada.
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3.3. DROGAS, ANTICORPOS, SOLUCOES, LiIQUIDOS E CORANTES

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

- Anticorpo primario anti-TNF-q anti-murino (Vector”, USA);

- Anticorpo secundario anti-IgG anti-carneiro (Vector”™, USA);

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

- Alcool etilico 70% (Reagen);

- Hidrato de cloral 10% (Reagen);

- Formaldeido 40% (Reagen);

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

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

Acido acético glacial P. A (Merck) .........c........... 20,0 ml
Violeta de genciana .........cccceeeeeereenieesiienieeieenen. 2,0 ml
Agua destilada ..........ocoooveveeeeieeeeeeeeeee, 1000 ml;

- Hematoxilina (Reagen);

- Eosina (Merck);

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

(Santa Cruz - Biotechnology, California - USA);

- Anticorpo secundario (anti-carneiro IgG H+L — Biogen) (Vector”, USA);



- Tampao citrato 0,1 M pH 6,0

- Citrato de s6dio monohidratado ............cccecveviieiiienieeiiiennns 2lg

SHy O destilada ..oooeeeeeeeeeee e

- Solugdao PBS-BSA 5%

= PBS (PH 7,3) oo 10ml
- Albumina BOVING .......cccueeviieiiieiiieieeeee e 0.5mg;
- Complexo ABC (Kit Vectastain®)
- Reagente A (avidina DH) .......coooeiiiiiiiiiiiee, 1 gota
- Reagente B (peroxidase biotinilada H) ..........ccceveriininnnnnne. 1 gota
S PBS e 2,5ml;
- Solugdo peroxido de hidrogénio 3%
- Solugdo DAB/perdxido (DAKO®)
- Tablete de DAB diluido em H, O destilada ..........cooovveveeiveveeeeeeieeeeennnnn. 2 ml
= H202 @390 oo 15 pl
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3.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.4.1 Modelo de mucosite oral experimental induzida por radioterapia de

megavoltagem e irritacdo mecanica em hamsters

Para o estabelecimento do modelo de mucosite oral induzida por radioterapia de
megavoltagem, um estudo piloto foi realizado inicialmente onde mucosas jugais de 16
hamsters foram irradiadas em acelerador linear com energia de elétrons e cobalto 60, com
doses de 1000, a 3500 cGy.. A seguir, a cada dois dias tais mucosas foram visualizadas
diretamente, fotografadas e avaliadas quanto ao grau de mucosite induzida, até o 16° dia.
Contudo, visto que o simples procedimento de irradiagdo dessas mucosas nao foi suficiente
para induzir mucosite de forma significante nesses animais foi adicionada irritacdo
mecanica nas mucosas apos o terceiro dia de irradiagdao, com o objetivo de potencializar as
alteragdes inflamatoérias locais e, com isso, permitir lesdes caracterizadas por aumento da
vascularizagdo, areas hemorragicas, Ulceras extensas e abscessos. Tal procedimento teve
como base experiéncia anterior em modelos de mucosite oral (Figura 12) induzida por
antineoplasico e radioterapia de ortovoltagem em hamsters (SONIS et al., 2000; LIMA et
al., 2005). Nessa etapa foram avaliados quatro grupos de 10 animais divididos da seguinte
forma: animais submetidos a radioterapia mais irritacdo mecanica, animais submetidos
somente a irritacdo mecanica, animais submetidos somente a radioterapia € um grupo
controle. As irritagdes mecanicas foram realizadas utilizando agulha de ponta romba
conferindo cinco escoriagdes na mucosa, cruzadas entre si por mais cinco, em ambas as
faces (Figura 13).

Uma vez definido o tipo de radiacdo e a dose a ser utilizada, foi realizado um
outro estudo com o objetivo de se delinear o curso temporal das lesdes induzidas por
radiacdo e irritacdo mecanica e, conseqiientemente, determinar o dia ideal para se observar
o efeito modulador de um importante agente antiinflamatorio como a pentoxifilina. Assim,
quatro grupos de 15 animais foram irradiados no dia 1, receberam irritagdo mecanica no 4°
dia e foram mortos nos dias 7, 10, 13 e 16 do experimento, sendo nessas datas avaliados os
seguintes parametros: andlise macroscopica e microscopica das mucosas jugais, dosagem
da mieloperoxidase, deteccio de TNF-o, contagem total e diferencial dos leucdcitos,
varia¢do de massa corpdrea e curva de sobrevida dos animais (Figura 13).

Assim, em fun¢do dos dados obtidos, o 13° dia foi o escolhido para a

subseqiiente modulagdo farmacologica por apresentar mucosite significante com
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hiperemia, areas hemorragicas, Ulceras e abscessos intensos. Nesse momento, foram
avaliados quatro grupos de 10 animais, sendo trés grupos submetidos a radioterapia mais
irritagdo mecénica e tratados com PTX nas doses de 5, 15 ¢ 45 mg kg e um grupo
controle submetido a radioterapia mais irritagdo mecanica que recebeu salina (grupo

salina). A pentoxifilina foi administrada durante os 13 dias do experimento.

Primeiro estudo
Dose de 1000 a 3500 cGy
16 hamsters D16

Segundo estudo
Radioterapia + irritacio mecanica

10 hamsters D16

Irritacdo mecanica

10 hamsters D16

Radioterapia

10 hamsters D16

Controle (animais normais)

10 hamsters D16

Terceiro estudo

RXT + IM
15 hamsters D7
RXT + IM
15 hamsters D10
RXT + IM
15 hamsters D13
RXT + IM

15 hamsters D16




Quarto estudo

RXT + IM / PTX 5 mg kg’
10 hamsters

RXT + IM / PTX 15 mg kg™
10 hamsters

RXT + IM / PTX 45 mg mkg™
10 hamsters

RXT + IM / salina

10 hamsters

D — representa dia

Variaveis estudadas
- Macroscopia das mucosas jugais
- Microscopia das mucosas jugais
- Dosagem sérica de mieloperoxidase

- Imunohistoquimica para TNF - a

- Leucograma : estudo da contagem total e diferencial dos leucdcitos

- Massa corporea

- Curva de sobrevida

D13

D13

D13

D13
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FIGURA 12 — A. mucosite oral experimental induzida por quimioterapia. B. aparelho de ortovoltagem
usado para induzir mucosite oral experimental em hamsters.
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FIGURA 13 - Roteiro da mucosite oral experimental induzida por radioterapia de megavoltagem e
irritacio mecénica. Os animais foram anestesiados ¢ submetidos a radioterapia com dose 3500 cGy em
aparelho de megavoltagem cobalto-60 com o uso de bolus para superficializar mais a dose na mucosa no
primeiro dia. No 4° dia foram realizadas escoriagdes na mucosa irradiada, com o auxilio de uma agulha com
ponta romba, como fator potencializador. As escoriacdes foram distribuidas em nimero de cinco tanto no
sentido horizontal quanto vertical em ambas as faces da mucosa. Nos dias 7, 10, 13 e 16 experimentais, as
mucosas foram avaliadas macroscopicamente e fotografadas. Nesses dias foi colhido sangue para a contagem
total e diferencial dos leucocitos e depois os animais foram sacrificados e suas mucosas removidas e enviadas
para o estudo da mieloperoxidase, analises histopatologica e imunohistoquimica.

3.4.2. Parametros avaliados

3.4.2.1. Analise da estrutura das mucosas jugais

A. Analise macroscopica das mucosas jugais

Como dito anteriormente, foi realizado um estudo para escolher o dia ideal

para o sacrificio dos animais e avaliacdo das mucosas. Nesse estudo, estes animais foram
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avaliados em diferentes dias, onde suas mucosas foram fotografadas e avaliadas
macroscopicamente. Nesta andlise foram considerados os aspectos inflamatorios, como
presenga e intensidade do eritema, hiperemia, hemorragias, tulceras e abscessos,
classificados de acordo com os escores padronizados no Laboratorio de Inflamagdo e do

Cancer — LAFICA/UFC, citados a seguir:

> Escore 0: hiperemia ¢ eritema ausentes ou discretos; hemorragia ausente;

auséncia de ulceras; auséncia de abscessos.

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

ulceras; auséncia de abscessos ou presenca de tecido cicatricial.

» Escore 2: hiperemia e eritema acentuados; presenga de hemorragia, de

ulceras pequenas, de tecido cicatricial e auséncia de abscessos.

» Escore 3: hiperemia e eritema acentuados; presenga de hemorragia, de

ulceras extensas e abscessos.

B. Analise microscopica das mucosas jugais

Os animais foram sacrificados nos dias 7, 10, 13 e 16, sendo suas mucosas
fotografadas, retiradas e conservadas em formol a 10% por 24 horas, para serem estudadas
ao microscopio otico. Os estudos histologicos foram realizados em microscopico 6tico
(40x). Nessa andlise foram avaliados os pardmetros inflamatorios, como presenga e
intensidade do infiltrado celular, dilatacdo e ingurgitamento vasculares, hemorragia,
edema, ulceras e abscessos, classificados de acordo com os escores padronizados pelo
LAFICA/UFC, como se segue:

» Escore 0: epitélio e tecido conjuntivo sem vasodilatagdo; infiltrado celular
ausente ou discreto; hemorragia ausente; auséncia de edema; auséncia de

ulceras e abscessos.

» Escore 1: ingurgitamento vascular discreto; areas de reepitelizagdo;
infiltrado celular discreto (células mononucleares); hemorragia ausente;

auséncia de edema; auséncia de ulceras e abscessos.
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» Escore 2: ingurgitamento vascular moderado; degeneracdo hidropica
epitelial (vacuolizacdo); infiltrado celular moderado; areas hemorragicas
presentes; auséncia de abscessos; presenca de edema e eventuais ulceras

pequenas.

» Escore 3: ingurgitamento vascular e infiltrado inflamatorio acentuados; areas
hemorragicas presentes; presenca de edema; presenga de abscessos e Ulceras

extensas.

C. Dosagem da mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima presente, predominantemente, nos
granulos azuro6filos dos neutrofilos e que tem sido utilizada como um marcador
quantitativo da infiltragdo de neutréfilos nos processos inflamatorios em vérios tecidos,
entre eles o trato gastrointestinal. Resumidamente, 50 a 100 mg de tecido da mucosa,
depois de pesados, sdo colocados em um tampao de potassio com 0,5% de brometo de
hexadecitrimetilaménio (pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e, a posterior homogeneizados
em aparelho especifico. A seguir, o homogenato ¢ centrifugado a 4000 rpm por 10
minutos. A atividade da MPO por mg de tecido foi mensurada através de leitura da
absorbancia (BRADLEY et al., 1982), utilizando 0,0005% de perdxido de nitrogénio
como substrato para a MPO. A unidade de atividade de MPO foi definida como aquela

capaz de converter 1 umol de peréxido de nitrogénio em 4gua, em 1 minuto.

D. Estudo imunohistoquimico para deteccio de TNF-a

Os animais submetidos a mucosite oral por radioterapia e irritagdo mecanica
foram sacrificados no 13° dia e suas mucosas removidas, fixadas em solu¢do tamponada
de formaldeido a 10%, durante 24 horas, processadas em parafina e cortes seriados de 5
um foram realizados em laminas adequadras. Para o estudo imunohistoquimico, os cortes
seriados foram desparafinizados, hidratados e imersos em tampao de citrato 0,01 M (pH
6,0) sob aquecimento a 100° C, por 15 minutos. Apds o resfriamento em temperatura
ambiente durante 20 minutos, foram realizadas lavagens com solugdo tamponada de

fosfato (PBS), intercaladas pelo bloqueio da peroxidase endogena com solugdo de H,O; a



58

3%. A seguir, a incubacdo com o anticorpo primario anti-TNF murino, camudongo e
humano feito em carneiro foi realizada durante a noite. No dia seguinte, ap6s lavagem das
laminas foi realizada a incubag¢d@o com anticorpo secundario anti-IgG de carneiro, por 30
minutos. O complexo estreptoavidina-peroxidase (complexo ABC) foi preparado para
incubacdo posterior. Ap6s nova lavagem com PBS foi feita coloracdo de base com o
DAB/peréxido, seguida por contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer. Por fim, foi
realizada a desidratacdo das amostras e as respectivas montagens das ldminas.

Foram utilizadas amostras de mucosa jugal de animais normais e animais
submetidos somente a radioterapia ou irritagdo mecanica como controle positivo e amostra
de mucosa jugal de animais submetidos a radioterapia e irritagdo mecanica como controle

negativo (sem incubagdo do Ac primadrio) para a marcagao do TNF-a.

3.4.2.2. Analise das alteracoes sistémicas dos animais

A. Estudo hematologico (analise do leucograma)

Nos dias 7, 10, 13 e 16, os animais foram anestesiados com Hidrato de cloral a
10% (250 mg kg™'; ip). Em seguida, foi colhido, por pungdo do coragdo do animal, sangue
para a realizagdo do esfregaco, corado pelo método H&E, para as contagens diferenciais
dos leucocitos. Adicionalmente, 20 pl de sangue foram diluidos em 380 ul de Liquido de
Turk, para a realizacdo da contagem do nimero total de leucécitos, utilizando cdmara de

Neubauer. Depois, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

B. Analise da variacdo de massa corporea

Para a avaliacdo da massa corpdrea, os animais foram pesados todos os dias
durante o experimento. Os valores encontrados foram expressos como uma varia¢ao de

massa corporea (g), em relagdo a massa inicial.

3.5. Grupos de animais tratados

Os hamsters foram divididos em quatro grupos de 10 animais, dos quais trés

grupos foram submetidos a radioterapia e irritacdo mecanica e tratados com pentoxifilina
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(Trental — Hoechst do Brasil: Sio Paulo) nas doses de 5, 15 e 45 mg kg ',

respectivamente, administradas por via subcutdnea, uma hora antes da radioterapia com
cobalto-60 e diariamente, por um periodo de 13 dias. O quarto grupo de animais foi
submetido a radioterapia e irritagdo mecanica e recebeu salina nas mesmas condi¢des da

pentoxifilina em termos de via de administragdo e dose (grupo salina).

3.6. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como Média + epm ou como mediana seguida
de valores extremos do rol de dados observados. Para os dados paramétricos foram
utilizados Andlise de Varidncia (ANOVA) e teste de Bonferroni. Para os dados ndo
paramétricos, os testes utilizados foram Kruskal-Wallis e teste de Dunn. As taxas de
sobrevida foram calculadas pelo teste de Kaplan-Meyer e a diferenca de sobrevida entre
os grupos pelo teste de Long-Rank. Os dados foram analisados utilizando o programa de
computacdo SPSS (SPSS for windows Software). Em todas as situacdes, o nivel de

significancia adotado foi de p<0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Escolha do tipo de radiacdo para inducio da mucosite oral em hamsters

Para 0 modelo de mucosite oral induzida por radioterapia nesse trabalho, foi
usado inicialmente aparelho de megavoltagem com elétrons e, em seguida, cobalto-60 em
hamsters, baseado no modelo de mucosite oral experimental por radioterapia de
ortovoltagem, descrito por SONIS et al., em 2000.

A mucosa jugal dos animais foi irradiada com energia de elétrons (4 MeV)
com ou sem bolus e doses que variaram de 10 a 35 Gy. Os animais foram observados a
cada dois dias até¢ o 16° dia. Ao final deste periodo somente hiperemia e eritema das
mucosas (grau 1) sem outros achados foram observados.

A seguir, usou-se o aparelho de megavoltagem cobalto-60 para a inducdo da
mucosite oral. A dose utilizada foi de 35 Gy com campo direto ¢ bolus, e os animais

acompanhados como anteriormente, a cada dois dias at¢ o 16° dia. Neste periodo foi



60

observado um quadro de lesdo da mucosa jugal, com hiperemia e eritema moderados
(grau 1) ou hiperemia e eritema acentuados, presenga de hemorragia e ulceras pequenas
(grau 2), ndo sendo, contudo, possivel induzir mucosite significante, com a presenca de
ulceras e abscessos (grau 3). Quando se associou irritagdo mecanica a radioterapia os
animais apresentaram um quadro de mucosite ulcerativa (figura 14) caracterizada por
hiperemia e eritemas acentuados, hemorragia, tlceras extensas e abscessos. Quanto aos
animais submetidos somente a radioterapia s6 foi observado hiperemia e eritema
acentuado associados a pequenas Ulceras e hemorragia, compativel, portanto com um grau
de mucosite 2. O grupo submetido s6 a irritagdo mecanica apresentou hiperemia e eritema
moderados com eventuais Ulceras pequenas compativel portanto com um grau de mucosite

1 ou 2.
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4.2. Efeito da radioterapia e irritacio mecéinica sobre os aspectos macroscopicos das

mucosas dos hamsters

A tabela 3 mostra que a radioterapia (RXT) e irritagdo mecanica (IM) nas
mucosas jugais causaram lesdes significantes quando comparadas aos respectivos grupos
de animais que receberam apenas IM (0; 0-1) ou RXT (0; 0-2). RXT e IM induziram
lesdes significantes a partir do 10° dia (1; 0-3), apresentando eritema, aumento da
vascularizagdo ou edema e raras areas hemorragicas, e atingindo valores maximos no 13°
dia (3; 0-3) e 16° dia (3; 3-3), com presenca de hiperemia e eritema acentuados, areas
hemorrégicas, ulceras extensas e abscessos. A partir desse periodo, ndo foi possivel
verificar redugdo das lesdes, dada ao aumento da mortalidade dos animais. Na figura 15
observam-se os achados macroscopicos das mucosas jugais dos hamsters submetidos a

mucosite oral nos dias 7, 10, 13 e 16 experimentais.

TABELA 3 - Efeito da radioterapia (RXT) e da irritacio mecinica (IM) isoladas ou associada entre si
(RXT+IM) sobre as alteracoes macroscopicas das mucosas jugais dos hamsters: A mucosite oral foi
induzida em hamsters através de irradiag@o de cobalto 60 (RXT) no dia 1 e/ou irritagdo mecanica (IM) no dia
4, com o auxilio de agulha de ponta romba nas mucosas jugais, ¢ sendo avaliada nos dias 7, 10, 13 e 16.

Tempo de indugao (dias)
IM RXT RXT + IM
Normal | 13°d 13°d 20°d 7°d 10°d 13°d 16°d

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

RXT - radioterapia. IM — irritagdo mecanica. RXT + IM — radioterapia mais
irritagdo mecanica

Os dados representam mediana e variagdo de, pelo menos, cinco hamsters, dos seguintes
parametros analisados: presenca e intensidade de hiperemia, de eritema, de hemorragia, de
ulceras e de abscessos. *p<0,05 representa diferenca estatistica dos animais submetidos a
radiacdo e/ou a irritagdo mecanica, em relacdo aos animais normais (Kruskal-Wallis;

Dunn).
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FIGURA 15 - Aspectos macroscopicos das mucosas jugais de hamster normal (A) ou submetido a
radioterapia e irritacio mecanica nos dias 7 (B), 10 (C), 13 (D) e 16 (E). A mucosite oral foi induzida por
radioterapia de megavoltagem e irritagdo mecénica nas mucosas. Os animais foram mortos nos dias 7, 10, 13
e 16 e suas mucosas fotografadas para posterior analise.
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4.3. Efeito da radioterapia e irritacio mecanica sobre os aspectos histologicos das

mucosas jugais dos hamsters.

A tabela 4 ilustra que a radioterapia (RXT) e irritagdo mecanica (IM) nas
mucosas jugais causaram lesdo estatisticamente significante quando comparados aos
respectivos grupos de animais que receberam apenas IM (1; 0-1) ou RXT (0; 0-3). RXT e
IM induziram lesdes significantes a partir do 10° dia (2; 1-3), apresentando ingurgitamento
vascular, infiltrado inflamatério moderado, areas hemorragicas presentes e edema,
atingindo valores maximos no 13° dia (2; 1-3) e 16° dia (3; 1-3), com presenca de
ingurgitamento vascular e infiltrado inflamatorio acentuados, areas hemorragicas

presentes, presenca de edema, presenga de abscessos e ulceras extensas (Figuras 16, 17,

18).

TABELA 4 - Efeito da radioterapia (RXT) e da irritacio mecanica (IM) isoladas ou associada entre si
(RXT + IM) sobre as alteracdes microscopicas das mucosas jugais dos hamsters. A mucosite oral foi
induzida em hamsters através de irradiagdo de cobalto-60 (RXT) no dia 1, ou irritagdo mecanica (IM) no dia
4, com o auxilio de agulha de ponta romba nas mucosas jugais, e sendo avaliada nos dias 7, 10, 13 e 16.

Tempo de induc¢do (dias)
IM RT RTX +IM
Normal | 13°d 13°d 20°d 7°d 10°d 13°d 16°d
Escores | 0(0-0) | 1(0-1) | 0(0-3) 1,5(1-3) | 1(0-3) 2(1-3)* 2(1-3)* 3(1-3)*

RXT - radioterapia. IM — irritacdo mecanica. RXT + IM — radioterapia mais
irritacdo mecanica

Os dados representam mediana e variacdo de, pelo, menos 5 hamsters, dos
seguintes parametros analisados: presenca de infiltrado celular; de vasodilatacdo e
ingurgitamento vasculares, de hemorragia, de ulceras e de abscessos. *P<0,05 representa
diferenga estatistica dos animais submetidos a radiacdo e/ou a irritagdo mecanica, em

relagdo aos animais normais (Kruskal-Wallis; Dunn).
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FIGURA 16 - Fotomicrografias da mucosa oral de hamsters normais (A, B, C) e animais submetidos a
radioterapia e irritacio mecanica (D, E, F,): as mucosas dos animais D, E, F, foram submetidas a
radioterapia e irritagdo mecanica e correspondem ao 7° dia experimental e nessas pode-se observar somente
um quadro de um processo inflamatorio leve (seta) caracterizado por ingurgitamento vascular discreto, areas
de re-epitelizagdo e infiltrado celular discreto (escore 1). Coloragdo por HE (A e D —40X; Be E—-100X; Ce
F — 400X).
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FIGURA 17 - Fotomicrografias da mucosa oral de hamsters submetidos a radioterapia e irritacio
mecinica no 10° e 13° dias experimentais. As mucosas dos animais G, H, I correspondem ao 10° dia e
apresentam um processo inflamatorio de leve a moderado, onde se pode observar ingurgitamento vascular
moderado, degeneragdo hidropica epitelial, infiltrado celular moderado, areas hemorragicas presentes, edema e
ulceras pequenas (escore 2). As mucosas dos animais J, L ¢ M correspondem aos animais no 13° dia
experimental e nessas pode-se observar um quadro de processo inflamatorio intenso caracterizado por
ingurgitamento vascular e infiltrado inflamatorio acentuados (setas largas), presenga de areas hemorragicas, de
edema, de abscessos e de tilceras (escore 3) (setas pretas). Exame histopatologico corado pela HE (G e J — 40X;
HeL-100X;1e M —400X).
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FIGURA 18 - Fotomicrografias da mucosa oral de hamsters submetidos a radioterapia e irritacao
mecinica no 16° dia experimental: As mucosas dos animais N, O e P correspondem aos animais no 16° dia
experimental e observa-se um quadro de processo inflamatdrio intenso, com acentuado infiltrado celular

(setas largas) e extensas ulceras (escore 3) (setas pretas). Exame histopatoldgico corado pela HE ( N — 40X
O - 100X; P —400X).
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4.4. Efeito da radioterapia e irritacio mecanica sobre a atividade da mieloperoxidase

nas mucosas jugais de hamsters.

A figura 19 mostra que a associag@o entre RXT e IM nas mucosas jugais dos
hamsters foi capaz de aumentar o nimero de leucécitos polimorfonucleares (PMN),
quantificados indiretamente através da atividade da enzima mieloperoxidase, a partir do
10° até o 16° dia, quando comparados aos respectivos controles positivos, s6 IM ou RXT,

ou aos animais normais (controle negativo).
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FIGURA 19 - Dosagem da enzima mieloperoxidase nas mucosas jugais de hamsters submetidos
a mucosite oral por radioterapia e irritacio mecanica. A mucosite oral foi induzida por
radioterapia e irritagdo mecanica. As mucosas foram retiradas por ocasido dos sacrificios realizados
nos dias 7, 10, 13 ¢ 16. As barras representam Média + EPM da quantidade de MPO x 10%grama de
mucosa jugal. O nimero de animais utilizados foi, no minimo, cinco *p<0,05 indica diferenga
estatistica em relagio ao grupo Normal; “p<0,05 indica diferenca em relagio aos grupos IM, nos seus
respectivos dias. (Anova; Bonferroni). O (—) representa o grupo de animais submetidos a radioterapia
sem irritacdo mecanica. IM — irritagdo mecanica. RXT — radioterapia. IM + RXT — irritagdo mecénica
+ radioterapia. 7d, 10d, 13d e 16d — dias do sacrificio dos animais.
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4.5. Efeito da radioterapia e irritacio mecéinica sobre a deteccio de TNF-o por
método de imunohistoquimica.

Na tabela 5 observam-se as graduagdes de marcagdes de TNF-a pelo estudo
imunohistoquimico das mucosas jugais de hamsters normais, animais submetidos somente
a radioterapia, animais submetidos somente a irritacdo mecanica e animais submetidos a
radioterapia e irritagdo mecanica. No grupo de animais submetidos a radioterapia e
irritacdo mecénica observa-se uma forte marcacdo de TNF-a (figura 20), sugerindo,
portanto, um processo inflamatorio mais intenso, quando comparado com os animais

somente submetidos a radioterapia ou irritagdo mecanica.

TABELA 5 - Imunohistoquimica para deteccio de TNF-o em hamsters normais,
submetidos a radioterapia (RXT) ou irritacio mecanica isoladas (IM) e radioterapia

+ irritacao mecanica RXT + IM).

RXT+IMO Normal RXT M RXT+IM

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

© refere-se ao controle negativo, sem incubacdo por Ac primario. *P<0,05 representa
diferenca estatistica na marcagdao de TNF-o em relagcdo ao grupo Normal. (Kruskal-Wallis;

Dunn).
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FIGURA 20 - Fotomicrografias das mucosas jugais dos hamsters submetidos 2 mucosite oral induzida
por radioterapia e irritacio mecinica — marcag¢do do TNF-a. Nas figuras A, B, e C observa-se forte
marcagdo de TNF-a em polimorfonucleares neutrofilos proximo a areas de necrose (setas). Técnica de
imunohistoquimica para detecgdo de TNF-a ( A — 40X; B — 100X; C e - 400X).
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FIGURA 21 - Fotomicrografias de controles negativos. G, H e I representam mucosas jugais de hamsters normais na presenga de
anticorpo anti-TNF-a . J, L e M sdo de animais com mucosite oral induzida por radioterapia de megavoltagem e irritagdo mecanica, na
auséncia de anticorpo anti-TNF-a. (G e J—40X; He L — 100X; I e M- 400X)



FIGURA 22 - Fotomicrografias das mucosas jugais dos hamsters submetidos 2 mucosite oral induzida
por radioterapia de megavoltagem isolada (N, O, P), e irritacio mecinica isolada (Q, R, S) por técnica
de imunohistoquimica para deteccio de TNF-a. Escasso infiltrado inflamatério e raras células marcadas
pelo anticorpo anti- TNF-a
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4.6. Efeito da radioterapia e irritagcio mecinica sobre o leucograma dos hamsters

A figura 23 mostra o efeito da radioterapia e irritagdo mecanica na contagem
sérica de leucocitos dos animais. Apesar de se observar uma tendéncia a leucopenia no 7°
dia ou a leucocitose no 13°, de fato ndo se verificou diferenga estatistica no leucograma

desses animais quando submetidos a mucosite oral até o 16° dia.
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FIGURA 23 - Efeito da radioterapia e irritacio mecanica sobre o leucograma dos hamsters. A
mucosite oral em hamsters foi induzida por RXT + IM. O sangue foi colhido por pungdo cardiaca por
ocasido dos sacrificios realizados nos dias 7, 10, 13 e 16 dias. Os pontos representam Média + EPM do
numero total de leucécitos x 10°/mm°®. O niimero de animais utilizados foi, no minimo, cinco. RXT + IM —
radioterapia + irritacdo mecanica. D7, D10, D13 e D16 — leucogramas nos dias 7, 10, 13 e 16.
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4.7. Efeito da radioterapia e irritacio mecanica sobre a variacio de massa corpdrea
dos hamsters

Como mostra a figura 24 os animais submetidos a radioterapia e irritagao

mecanica apresentaram perda de massa corpdrea significativa a partir do 2° dia, quando

comparados a variacdo de massa corporea dos animais do grupo controle (p<0,05). Esta

perda tornou-se progressiva até o 5° dia, permanecendo estavel até o 13° dia, quando,

entdo, observou-se queda brusca e significante. Paralelamente a esses achados, observou-

se que a perda da massa observada nesse periodo correspondeu ao aumento da

mortalidade nesses animais (Figura 25).
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FIGURA 24 - Efeito da radioterapia e irritacio mecanica sobre a variacio de massa corporea
dos hamsters. As massas corpéreas dos animais foram medidas diariamente até o 16° dia. Os pontos
representam Média = EPM da variacdo de massa corporea (g), calculada através das diferengas das
massas dos hamsters, durante 16 dias, em relagdo a suas massas iniciais. *P < 0,05 representa
diferencas estatisticas dos animais submetidos a mucosite oral em relagdo aos hamsters normais,
sem mucosite oral (Normal). O niimero de animais utilizados em cada ponto foi, no minimo, cinco.

RXT + IM — radioterapia + irritagdo mecénica.
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4.8. Efeito da radioterapia sobre a curva de sobrevida dos hamsters

De acordo com a figura 25 pode-se observar que a indu¢do da mucosite oral
por radioterapia e irritagdo mecanica em hamsters causou diminui¢do significante de
sobrevida e, em consonancia a perda acentuada de massa corporea, observou-se intensa

redugdo a partir do 13° dia.
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FIGURA 25 - Curva de sobrevida dos hamsters submetidos a radioterapia e irritacio mecanica da
mucosa jugal. A mucosite oral foi induzida por radioterapia e irritacio mecéanica. A sobrevida foi
determinada diariamente até o 16° dia. Os pontos representam Média £ EPM da sobrevida (%). O numero de
animais utilizados em cada ponto foi, no minimo, cinco.
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4.9. Efeito do tratamento farmacoldégico no grupo experimental

Em funcdo dos dados obtidos, o 13° dia foi o escolhido para a modulacio
farmacoldgica com pentoxifilina na mucosite oral induzida por radioterapia. Para tanto,
foram avaliados os seguintes parametros: analises macroscopica, histoldgica e deteccio de
TNF-a por imunohistoquimica das mucosas jugais, avaliagao do leucograma e da variagao

de massa corporea dos animais.

4.10. Tratamento com pentoxifilina

4.10.1 Efeito da pentoxifilina sobre as alteracdes macroscopicas das mucosas jugais

dos hamsters com mucosite oral induzida por radioterapia e irritacio mecanica

Os dados da tabela 6 representam o efeito da pentoxifilina nas doses de 5, 15 ¢
45 mg kg ou da solugdo salina a 0,9% sobre os achados macroscopicos das mucosas

jugais dos animais com mucosite oral.

TABELA 6 - Efeito da pentoxifilina sobre as alteracdées macroscopicas das mucosas jugais dos
hamsters submetidos 2 mucosite oral experimental induzida por radioterapia (RXT) e irritacdo
mecanica (IM).

Tratamento (mg kg™
Normal RXT+IM PTX 5 PTX 15 PTX 45
Escores 0 (0-0) 3 (2-3)* 1 (0-2) 0 (0-2)* 3(1-3)

RXT + IM — radioterapia + irritagdo mecanica. PTX5, 15, 45 — doses de pentoxifilina

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de irradiacao de cobalto-60
(RXT) e irritagdo mecanica (IM). Os animais receberam PTX (5, 15 e 45 mg kg™'-sc) ou
0,5 ml de solucao salina 0,9% (Salina) uma hora antes das irradiagdes ou irritagdes
mecanicas, diariamente, durante 13 dias. Os dados representam mediana e variacao de,
pelo menos, 7 hamsters, dos seguintes pardmetros analisados: presenga e intensidade de
eritema, de hiperemia, de hemorragia, de tulceras e de abscessos. #p<0,05 representa

diferenga estatistica dos animais com mucosite oral ndo tratada, em relagdo aos animais
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normais; *p<0,05 representa diferencas estatisticas dos animais com mucosite oral,
tratados com PTX, em relagcdo aos animais ndo tratados RXT+IM (Kruskal-Wallis; Dunn).

Apesar da pentoxifilina, nas doses de 5 ou 45 mg kg ' ndo demonstrarem
protegdo significante, observou-se que na dose de 15 mg kg ™' ela foi capaz de inibir de
forma significante (p <0,05) os pardmetros inflamatdrios da mucosite como o eritema,
hiperemia, edema, hemorragia, tlceras e abscessos, quando comparados aos animais nao

tratados (salina). Na figura 26 observam-se os aspectos macroscopicos das mucosas jugais

com 13 dias de mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecanica.

FIGURA 26 - Aspectos macroscopicos das mucosas jugais com 13 dias de mucosite oral induzida por
radioterapia e irritacdo mecénica. A mucosa jugal normal. B mucosite oral experimental tratada com
salina. C mucosite oral experimental tratada com pentoxifilina 15 mg.kg™.
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4.10.2. Efeito da pentoxifilina sobre as alteracoes histologicas das mucosas jugais dos

hamsters com mucosite oral induzida por radioterapia e irritacio mecanica

Os dados da tabela 7 representam o efeito da pentoxifilina nas doses de 5, 15 ¢
45 mg kg ou da solugdo salina a 0,9% sobre as mucosas jugais dos animais com
mucosite oral. A pentoxifilina foi administrada via subcutdnea, uma hora antes da
radioterapia ou da irritagdo mecédnica e diariamente por um periodo de 13 dias.
Corroborando os achados macroscopicos, observou-se que apenas a pentoxifilina na dose
de 15 mg kg™ foi capaz de diminuir de forma significante (p<0,05) o quadro de mucosite
ulcerativa, com redu¢dao do eritema, da hiperemia, do edema, das areas hemorragicas,
ulceras e abscessos, quando comparados as mucosas dos animais nao tratados (salina). Na
figura 27 observam-se os aspectos microscopicos das mucosas jugais com 13 dias de

mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecanica.

TABELA 7 - Efeito da pentoxifilina sobre as alteracdes microscépicas das mucosas jugais dos hamsters
com mucosite oral experimental induzida por radioterapia e irritacio mecanica (RXT + IM).

BN
s J
Normal RXT+IM PTX5 PTX 15 PTX 45
Escores 0 (0-0) 3(1-3)* 1(1-3) 1 (1-3)* 2,5(3-3)

RXT + IM — radioterapia mais irritagdo mecéanica. PTXS5, 15, 45 — dose de pentoxifilina

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de irradiacao de cobalto-60 e
irritagio mecanica (IM). Os animais receberam PTX (5, 15 e45 mg kg'-sc) ou 0,5 ml de
solugdo salina 0,9% (Salina) uma hora antes da irradiagdo ou irritagdes mecanicas,
diariamente, durante 13 dias. Os dados representam mediana e variacao de, pelo menos,
sete hamsters, dos seguintes pardmetros analisados: presenca de infiltrado celular; de
vasodilatagdo e ingurgitamento vasculares, de hemorragia, de ulceras e de abscessos.
#p<0,05 representa diferencga estatistica dos animais com mucosite oral com radiacao e IM

ndo tratada em relagcdo aos animais normais; *p<0,05 representa diferencas estatisticas dos
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animais com mucosite oral tratados com PTX em relagdo aos animais nao tratados

RXT+IM (Kruskal-Wallis; Dunn).

FIGURA 27 - Fotomicrografias da mucosa oral de hamsters normais (A, B, C), animais submetidos a
radioterapia e irritacio mecénica tratados com salina (D, E, F) e animais tratados com pentoxifilina
15 mg kg ' (G, H, I): Nos animais submetidos a RXT e IM e tratados com PTX 15 mg kg™, observou-se
que houve uma protegdo da mucosa jugal, pois nos achados histologicos s6 foi encontrado um processo
inflamatério de grau leve (setas), ao contrario do que foi observado na mucosa submetida a RXT e IM, sem
o uso da PTX, a qual apresentou um processo inflamatdrio intenso caracterizado por acentuado infiltrado
celular (setas largas) e ulceras extensas (setas pretas). Exame histopatoldgico corado pela HE (A, D e G —
40X; B, E e H-100X; C, F e I — 400X).
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4.10.3 Imunohistoquimica para detec¢cdo de TNF-a em hamsters com mucosite oral
experimental induzida por radioterapia e irritacio mecinica e tratados com

pentoxifilina na dose 15 mg kg™

Na figura 28 observa-se o resultado do efeito da pentoxifilina, na dose de 15
mg kg, na marcacdo de TNF-a, por imunohistoquimica, da mucosa oral de hamsters
submetidos a radioterapia e irritacdo mecanica. A fotomicrografia A e B mostra a mucosa
jugal de um animal submetido a mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo
mecanica, onde, além das marcagdes de TNF-a ao nivel do epitélio oral, surgem células na
lamina prépria, mostrando, assim, um aumento da expressao de TNF-a como mediador
inflamatorio. Na fotomicrografia C e D (animais tratados com PTX 15) pode-se observar
uma reducao evidente da marcagdo do TNF-a tanto ao nivel de epitélio de revestimento da

mucosa, como também, na lamina propria, quando comparada aos animais nao tratados.

FIGURA 28 - Fotomicrografias das mucosas jugais dos hamsters submetidos 2 mucosite oral induzida
por radioterapia e irritacio mecanica tratados com salina (A e B) e tratados com pentoxifilina 15 mg
kg por técnica de imunohistoquimica para deteccio de TNF-o (C e D) No grupo tratado com PTX
observa-se evidente reducdo da imunomarcag@o. Técnica de imunohistoquimica para deteccdo de TNF-a ( A
e C—-40X; B e D — 100X).
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FIGURA 29 - Fotomicrografias das mucosas de animais normais, submetidos a radioterapia e
irritacio mecénica tratados com salina ou pentoxifilina. A: mucosa jugal de um animal normal, sem
imunomarcagdo para TNF-a em células da lamina propria da mucosa oral. B: mucosa jugal de um animal
submetido & mucosite oral induzida por radioterapia e irritagdo mecanica, onde se observam células
inflamatorias na lamina propria com forte expressdo de TNF-a. C: (animais tratados com PTX 15) redugao

evidente da marcagdo do TNF-a em células do tecido conjuntivo quando comparada a fotomicrografia B.
(Imuno-histoquimica — 400X).
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4.10.4. Efeito da pentoxifilina sobre o leucograma dos hamsters com mucosite oral

induzida por radioterapia e irritacio mecanica

Na tabela 8 observa-se que a pentoxifilina ndo causou alteragdes significantes
no numero total de leucocitos, nem o nimero de neutro6filos ou de mononucleares, quando

comparados aos animais nao tratados (salina) ou aos normais.

TABELA 8 - Efeito da pentoxifilina sobre o leucograma de hamsters com mucosite oral induzida por

radioterapia e irritacio mecénica.

Il:a.ta.m.e.n.tn_cm.g_kg'l)
Normal Salina PTX 5 PTX 15 PTX 45
Leucocitos totais 7,810,5 8,8+0,7 6,9+1,8 6,2+1,0 8,9+1,1
Neutrofilos 1,9+0,2 1,5+0,3 1,9+0,6 1,4+0,3 -
Mononucleares 5,9+0.4 7,1+£0,5 4,9+1,2 4,9+1,0 -

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de irradiagao de cobalto-60 ¢
de irritagdo mecanica (IM). Os animais receberam, diariamente, 0,5 ml de salina ou
pentoxifilina (PTX) uma hora antes da irradiagdo ou da irritacdo mecanica. Os valores
representam Média + EPM do numero total de leucécitos x 10°/mm”. O namero de animais

utilizados foi, no minimo, de sete (Anova; Bonferroni).
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4.10.5. Efeito da pentoxifilina sobre a variacio de massa corporea dos hamsters

submetidos a radioterapia e irritacio mecanica

A figura 30 mostra que o tratamento com pentoxifilina nas doses de 5, 15 e 45
mg kg ndo preveniu a perda de massa corporea observada nos animais submetidos a

mucosite oral por radioterapia e irritagdo mecanica.
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FIGURA 30 - Efeito da pentoxifilina sobre a variacio de massa corporea de hamsters com mucosite
oral induzida por radioterapia e irritacdo mecanica. Os pontos representam Média = EPM da variacdo de
massas corporeas (g), calculadas a partir das massas iniciais. *p<0,05 equivale a diferengas estatisticas dos
hamsters que foram submetidos & mucosite oral por irradiagdo e irritacdo mecanica e tratados com PTX, em
relacdo aos animais ndo tratados (Salina). O nimero de animais, em cada grupo, foi, no minimo, de sete
(Anova; Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

Grandes avangos tém sido observados nas abordagens terapéuticas de diversos
tipos de canceres. Seus tratamentos vém tornando-se cada vez mais complexos, onde as
terapias por radiagdo ou por agentes quimicos ocupam lugar de destaque. Contudo, a
toxicidade em tecidos de alta taxa de replicacdo, como a mucosa do trato gastrointestinal,
ainda se apresenta como um importante fator limitante (PARKINS, 1983; XU, 1984;
MOSES et al., 1986; SONIS, 1990). A fisiopatologia da mucosite induzida tanto por
quimioterapia como por radioterapia ¢ um processo multifatorial e tem sido bastante
estudada por varios autores, mas ainda ndo completamente compreendida. Entretanto,
sabe-se que, historicamente, a mucosite ¢ uma toxicidade que envolve células em divisdo
do epitélio basal da mucosa, além de mudangas no endotélio e no tecido conjuntivo, e a
maioria dessas alteracdes s3o estimuladas por um numero variado de mediadores
inflamatérios (SONIS, 1998; SONIS et al., 2004).

Na tentativa de se conhecer a etiopatogénese dessas lesdes, varios modelos
animais tém sido descritos para o estudo especialmente da mucosite oral. Dessa forma, um
maior conhecimento dos mediadores envolvidos nesse processo tem sido observado. O
intuito €, sobretudo, reconhecer um tratamento profilatico efetivo da mucosite oral, ou
pelo menos, um manejo adequado desta complicagdo (PARKINS, 1983; XU, 1984;
MOSES et al., 1986; SONIS, 1990; SONIS et al., 2004).

Nestes modelos experimentais, a mucosite oral foi induzida por aparelhos de
baixa energia (Ortovoltagem; Figura 12B). WARDLEY et al.,, em 1998, para avaliar a
citotoxicidade a partir da mucosite induzida por radioterapia em ratos, também se valeu de
aparelhos de ortovoltagem, tendo utilizado energia de 300 kV de raios X e doses de 10, 20
ou 30 Gy. Outros modelos tém sido realizados para avaliar a mucosite oral, usando tanto
dose unica como regimes fracionados em aparelhos de ortovoltagem (PARKINS et al.,
1983; XU et al., 1984; MOSES et al., 1986; SONIS et al., 1990; DORR et al., 1990, 1991;
ANG et al., 1985). Adicionalmente, SONIS et al., em 2000 demonstraram que o uso de 35
a 40 Gy deliberada por aparelhos de ortovoltagem, com energia de 250 kV, foi suficiente
para a producdo de um quadro de mucosite ulcerativa. Neste modelo descrito por SONIS e
colaboradores, além da dose de 35 a 40 Gy foi também utilizada a irritagdo mecanica como
possivel fator potencializador no desenvolvimento do quadro de mucosite ulcerativa. A
irritacdo mecanica também tem sido descrita em modelo de mucosite oral experimental

induzido por quimioterapia (LIMA et al., 2005; SONI et al., 1990).
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Estudos tém demonstrado que a radioterapia ¢ capaz de iniciar uma cascata de
eventos envolvendo citocinas pro-inflamatorias, entre as quais, a interleucina 1-f ¢ o TNF-
a tem lugar de destaque. Tem sido descrito que tais mediadores potencialmente participam
da mucosite oral radio-induzida (ANTIN et al., 1992; SONIS, 2004). Estudos sobre a
microbiota e o papel dos modificadores da resposta bioldgica na mucosa oral irradiada tém
contribuido para o entendimento da evolugdo da mucosite radioinduzida, embora ainda
ndo exista um consenso a respeito de todos os fatores implicados neste processo
inflamatorio (SONIS, 1998).

A radioterapia pode ser realizada tanto com aparelhos de ortovoltagem, como
de megavoltagem. A literatura registra que radioterapia de ortovoltagem ¢ capaz de causar
lesdes ulcerativas significantes nas mucosas jugais de hamsters (SONIS et al., 2000). Para
se estudar a evolucdo e os possiveis fatores relacionados com a mucosite induzida por
radioterapia, buscou-se desenvolver nesse trabalho um modelo de mucosite oral induzida
por radioterapia de megavoltagem cobalto-60 nas mucosas jugais de hamsters, e avaliar a
acdo da pentoxifilina, como um agente protetor nessas lesdes. Nesse modelo, a irritagdo
mecanica foi também utilizada como fator potencializador para se obter o grau de
mucosite ulcerativa. Acredita-se que nesses modelos tanto induzidos por aparelhos de
ortovoltagem quanto de megavoltagem e por quimioterapia, a irritagdo mecanica simule os
possiveis fatores relacionados aos pacientes, que pioram o processo inflamatorio da
mucosa oral como: higiene oral inadequada, presenca de doencas inflamatdrias
periodontais, proteses orais mal ajustadas (trauma funcional), xerostomia e trismo (SONIS
et al., 1990; DIB et al., 1999; SONIS et al., 2000; BONASSA, 2005).

Nesse modelo de mucosite oral, o hamster foi o animal escolhido por
apresentar caracteristicas teciduais de mucosa oral que em muitos aspectos se assemelham
as mucosas jugais do homem. Possui boa tolerabilidade ao tratamento e apresenta flora
bacteriana similar & humana. Além disso, esse animal tem uma mucosa jugal ampla e
movel, de facil manipulacdo, o que facilita sobremaneira a irradiagdo (SONIS et al., 1990;
SONIS, 2004a).

O desenvolvimento e a graduacdo da mucosite induzida nos grupos de animais
irradiados foram observados no decorrer dos dias 7, 10, 13 e 16 pela analise macroscopica
das mucosas jugais, e confirmadas pela analise histoldgica e atividade da mieloperoxidase
em cada fase do experimento. Estes achados parecem ser compativeis com o que se
observa no quadro evolutivo da mucosite oral humana, uma vez que esta se caracteriza por

varias alteragdes ou fases como: palidez da mucosa, eritema, presenca de
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pseudomembranas e de ulceras (DIB et al., 1999). Tem sido sugerido que as mucosites
radioinduzidas utilizando aparelhos de ortovoltagem se desenvolvem em um nimero
maior de fases, uma vez que as mesmas parecem ser mais delimitadas entre si (SONIS et
al., 1995; SONIS et al.,, 1998; SONIS, 2004b). As alteragdes encontradas nos dias
seqiienciais apos a radioterapia e potencializadas pela irritagdio mecanica estdo em
consonancia com as fases descritas por SONIS e colaboradores em 2004.

Na fase de iniciacdo, também chamada vascular ou inflamatoria, as células dos
tecidos epitelial, conectivo e sanguineo sdo afetadas por diversos mecanismos, como
através da agressdo dos tecidos pelos radicais livres formados a partir dos danos no DNA
causados pela irradiacdo, iniciando, assim uma cascata de eventos bioldgicos que podem
culminar com a morte celular. Uma vez tenha ocorrido a fase de iniciagdo, um nimero de
mudangas biologicas comecga com a fase de geragdo de mensagens. Nesta fase fatores de
transcrigdo como o NF-kB, pode ser ativado por radioterapia ou quimioterapia, os quais
serdo responsaveis pela sintese de proteinas biologicamente ativas como as citocinas que
sdo encontradas e aumentadas na circulagdo sistémica por toxicidade ndo hematoldgica, e
serdo responsaveis pelo aumento da agressao tecidual com quadro de dor associada. Aqui a
radioterapia e a quimioterapia podem induzir a producdo e ativagdo de enzimas que
aumentam a taxa de apoptose. Sequencialmente, os proprios mediadores que causam danos
aos tecidos sdo responsaveis pelo controle de elementos que vao comandar o processo de
amplificacdo do quadro inflamatério (feedback), caracterizando, portanto a fase de
amplificacdo ou terceira fase da mucosite. Nesse momento, mediadores como o TNF-a
estdo aumentados na submucosa em conseqliéncia a radioterapia ou quimioterapia e
citocinas pro-inflamatérias apresentam a habilidade de regular fatores de transcricdo ou
ativar enzimas para produzir ceramidas, culminando com aumento do dano tecidual e
conseqilientemente entrando na fase de ulceracdo da mucosite, que caracteriza a quarta fase
do processo inflamatério. Nessa fase a integridade da mucosa ¢ quebrada, havendo
colonizacdo de bactérias e piora da mucosite, que associada a quadro de neutropenia pode
culminar com bacteremia ou mesmo sepse. Nesse periodo normalmente aumenta o quadro
de dor, internagdes hospitalares, uso de analgésicos e antibidticos, e consequentemente os
custos. Na quinta fase, ocorre a cicatrizacdo concomitante com a proliferagdo e
diferencia¢do celular, havendo um retorno da flora microbiana a normalidade e recuperacao
dos leucocitos (SONIS, 2004b).

No presente estudo, apesar de no 7° dia as alteragdes macroscépicas induzidas

pela radioterapia (megavoltagem cobalto-60) e irritagdo mecanica terem sido
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caracterizadas como ausentes ou discretas (0, 0-3) (Tabela 3, pg 59), a analise
microscopica evidenciou ingurgitamento vascular e infiltrado celular discretos (1, 0-3)
(Tabela 4, pg 61). Esses achados possivelmente correspondem a fase seguinte da iniciag@o
observada imediatamente a radioterapia, onde as células dos tecidos epitelial, conjuntivo e
sanguineo sao afetadas por diversos mecanismos (SONIS, 2004b). Uma vez que a fase de
iniciagdo ja tenha ocorrido, um niumero de mudangas bioldgicas se sucede caracterizando a
fase de geracdo de sinais mensageiros (fase de sinalizacdo). As alteracdes vistas no sétimo
dia desse estudo sdo, portanto, bastante condizentes com estes estagios, onde fatores de
transcri¢do como o NF-kB pode ser ativado pela radioterapia. A ativagdo desse fator ¢
responsavel pela sintese de proteinas biologicamente ativas, como citocinas € outros
mediadores (SONIS, 2004a).

Considerando que as mudangas iniciais do processo inflamatdério sdo
histologicamente inespecificas, a concentracdo de mieloperoxidase ¢ uma maneira
interessante de quantificacdo da resposta inflamatoria precoce (BRADLEY et al., 1982).
Tem sido sugerido, nesse sentido, que tal enzima ¢ um importante marcador da presenca
neutrofilica em éreas inflamadas (LIMA et al., 2005). Assim, ao se analisar a atividade da
mieloperoxidase no sétimo dia de mucosite radioinduzida, verificou-se que sua quantidade
foi insignificante, condizente com a leve intensidade das alteragdes observadas até entao
(Figura 19, pg 65).

Quando se avaliou o 10° dia, observou-se que a radioterapia seguida de
irritagdo mecanica causou alteragdes significantes nas mucosas jugais dos hamsters,
evidenciando hiperemia e eritema moderado (1; 0-3) (Tabela 3, pg 59). A analise
histologica, a intensidade do ingurgitamento vascular e do infiltrado inflamatorio tornou-
se moderada, além do surgimento de areas hemorragicas, de edema e eventuais ulceras
pequenas (2; 1-3) (Tabela 4, pg 61). Esses aspectos foram confirmados pela atividade da
mieloperoxidase, a qual foi significantemente aumentada a partir desse periodo (Fig 19, pg
65). Tais achados podem corresponder a fase onde os proprios mediadores estariam
causando injuria aos tecidos e, portanto, responsaveis pelo controle dos elementos que vao
determinar o processo de amplificagdo do quadro inflamatorio, caracterizando, portanto, a
fase de amplificacdo ou terceira fase da mucosite (SONIS, 2004b). Nesta etapa,
mediadores como TNF-a, com concentracio aumentada na submucosa em conseqiiéncia
da radioterapia, e outras citocinas pro-inflamatdrias apresentam a habilidade de regular
fatores de transcri¢do ou ativar enzimas para produzir ceramidas. Esta capacidade culmina

com aumento da agressdao tecidual e, conseqiientemente, favorecendo a fase seguinte
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ulcerativa da mucosite, que caracteriza a quarta fase neste processo inflamatério (SONIS,
2004Db).

A partir do 13° até o 16° dia, as alteragdes das mucosas jugais aqui induzidas
pela radioterapia + irritagdo mecanica caracterizaram-se por hiperemia e eritemas
acentuados, areas de hemorragia, além de franca perda da solugdo de continuidade, onde
ulceras extensas e abscessos estdo presentes (Figura 15 D e E, pg 60). Esses achados
foram confirmados pelas anélises microscopicas, as quais mostraram ingurgitamento
vascular e infiltrado inflamatdrios acentuados e presenga de areas hemorragicas, edema,
abscessos e ulceras extensas, caracterizando, assim, um quadro de mucosite ulcerativa
(Figura 17, pg 63; Figura 18, pg 64). Sabe-se que a integridade da mucosa uma vez
quebrada favorece a colonizagdo de bactérias e piora dessas lesdes. Este quadro associado
a neutropenia comumente culmina com bacteremia ou mesmo sepse (SONIS, 2004b). Tem
sido descrito que a mucosite ulcerativa especialmente induzida por radioterapia,
frequentemente ¢ referida como um processo inflamatério (SONIS et al., 2004). Na
inflamacdo existem células chamadas residentes que estdo presentes nos tecidos (células
endoteliais, mastocitos e macrofagos teciduais) e outras que tém acesso a area de
inflamacao a partir do sangue (plaquetas e leucécitos). Dentre os leucdcitos, os neutrofilos
polimorfonucleares constituem as principais células sangiiineas a alcangar a area de reagcdo
inflamatoria, participando, portanto, da sua fisiopatologia. Os neutrdfilos tém a capacidade
de englobar, matar e digerir microrganismos, podendo atuar tanto no controle quanto na
exacerbagdo da resposta inflamatéria (KUMAR et al., 2005). Apesar de se considerar que
um infiltrado inflamatério agudo ndo seja facilmente identificavel histologicamente nos
estdgios iniciais das mucosites induzidas por radioterapia (SONIS et al., 2004), os
resultados aqui apresentados evidenciaram que niveis importantes de neutrofilos parecem
tomar parte nesse processo, uma vez que a atividade da mieloperoxidase, enzima presente
abundantemente nos granulos azurofilos desses leucocitos, mostrou-se significantemente
aumentada nessa fase (Figura 9, pg 65). Ainda, dados da literatura também refor¢am o
papel da inflamacdo via outros mediadores ndo menos importantes na mucosite. Nesse
sentido, tem sido descrita uma correlagdo positiva de macrofagos em resposta a doses
crescentes de radiacao (SONIS et al., 2004). A radioterapia induz a producdo de citocinas
pro-inflamatoérias relacionadas a lesdo tecidual, onde um aumento da expressao de IL-1p e
TNF-a tem sido detectado nas células das camadas submucosas jugais de hamsters
(SONIS et al., 2000). Nesse contexto, este estudo demonstrou que o uso isolado de

irradiacdo ou de irritagdes mecanicas nas mucosas jugais de hamsters ndo foi capaz de
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causar alteragdes nas marcagdes de TNF-a, aqui determinadas por imunohistoquimica,
quando comparadas as de animais normais (Figura 22, pg 69). No entanto, o uso associado
de radioterapia e irritagdes nas mucosas causou aumento importante dessas marcagdes,
sugerindo, assim, que exista uma correlacdo desse mediador com a intensidade da
mucosite ulcerativa induzida por radioterapia e irritacdo mecanica nesse modelo (Figura
20, pg 67).

Vale salientar, ainda, que as alteragcdes sistémicas subjacentes ao
desenvolvimento da mucosite nesses animais sdo tipicamente semelhantes aquelas vistas
em humanos com areas tumorais delimitadas, submetidas a radioterapia. A avaliagdo do
leucograma, a mucosite induzida por irradiagdo e irritagdo mecanica, apesar da tendéncia a
leucopenia no 7° dia ou mesmo a leucocitose no 13° dia, ndo se observou alteracdes
significantes até¢ o 16° dia experimental (Figura 23, pg 70). Isso pode ser compreendido,
uma vez que os efeitos da radioterapia sdo, sobretudo, localizados. De fato, radioterapia
isolada em tumores de cabecga e pescoco normalmente nao induz quadro de leucocitose ou
leucopenia, visto se tratar de uma terapéutica muito localizada e em regido anatomica que
ndo envolvem sitios produtores de células sangiiineas, como os leucocitos. SONIS et al em
2000, descrevem que o mecanismo de agressdo a mucosa por radioterapia ¢ similar o que
ocorre com a quimioterapia, porém a mielossupressao ndo acontece na patogénese da lesao
induzida por radioterapia. Esses achados sdo importantes, uma vez que o0s animais
irradiados ndo sofreram os efeitos da radiacdo secundaria, o que pode ser corroborado ndo
apenas pela normalidade do hemograma, enquanto pardmetro relevante para denotar que
nao houve efeito mielossupressor, mas também por calculos matematicos que definiram a
dose de irradiacdo secunddria, espalhada para o restante do corpo dos animais. Em
contrapartida dados da literatura mostram que, na mucosite oral experimental induzida por
quimioterapia, ocorre clara leucocitose a custa de neutréfilos (LIMA et al, 2005; SONIS et
al., 1990; LEITAO et al., 2006).

Outro parametro avaliado nesse trabalho foi a variagdo de massa corporea dos
animais. Observou-se que eles perderam peso de forma significante em relacdo aos
animais normais a partir do 5° dia pos-radioterapia e 1° dia pos-irritagdo mecanica (Figura
24, pg 71). Essa perda deve-se, possivelmente, a dificuldade ou reducao da tendéncia dos
animais de comerem os alimentos solidos oferecidos, uma vez que seus hemogramas nao
evidenciaram alteracdes significativas, tanto que se observa maior intensidade das lesdes
induzidas por radioterapia e irritagdo mecanica, o que coincide com aumento de

mortalidade entre os animais, a partir do 13° até o 16° dia. Esta idéia parece ser razoavel,
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pois animais apenas irradiados, sem irritacdo mecanica, sobreviveram além dos 16 dias,
indo até 20° dia quando foram sacrificados. A perda de massa corporea tem sido descrita
por diversos autores em pacientes com cancer de cabeca e pesco¢o submetidos a
radioterapia associada ou ndo a quimioterapia. Tal perda correlaciona-se a intensidade do
processo de mucosite oral, que quando grave, impossibilita uma ingestdo adequada de
alimentos necessdria aos pacientes, principalmente em decorréncia da dor desencadeada
nessas lesdes (VERA-LLONCH et al., 2005).

Tem sido descrito que, apos a fase ulcerativa dessas lesdes, processos de
proliferacdo e diferenciag@o celulares sdo observados, concomitantemente a normalidade
da microbiota oral e a recuperacao dos leucédeitos (SONIS, 2004b). Em nosso estudo, a
alta taxa de mortalidade observada em consonincia a perda de peso, parece ser a
responsavel por ndo se ter observado grupos de animais com lesdes cicatrizadas apds o 16°
dia (Figura 25, pg 72).

A despeito da significancia clinica da estomatotoxicidade induzida por
radioterapia ou quimioterapia, ainda existe certa dificuldade de se estudar mecanismos
especificos inerentes, o que, em ultima instancia, restringe as abordagens profilaticas ou
mesmo um tratamento adequado para esta condi¢do. Existem varios modelos descritos de
mucosite oral induzida por radioterapia de ortovoltagem para o estudo da citotoxicidade,
onde o processo biologico tem sido foco de estudos de inimeros autores (WARDLEY et
al., 1998). No entanto, ainda ndo ha consenso a respeito dos fatores implicados na
evolucdo da mucosite radioinduzida, e seu tratamento, na verdade, ainda ¢ dirigido a
paliacdo de sinais e sintomas, confirmando, portanto, a necessidade de terapias profilaticas
dessas lesdes.

Logo, a criacdo deste modelo experimental de mucosite oral radioinduzida em
hamsters com aparelho de megavoltagem, cria uma oportunidade para conhecer melhor a
fisiopatologia e os possiveis mediadores que estdo envolvidos neste processo inflamatorio,
permitindo, assim, o estudo de novas estratégias preventivas ou terapéuticas.

Considerando que as peculiaridades deste modelo experimental de mucosite
oral induzida por radioterapia serem muito semelhantes as formas humanas, e que a sua
etiopatogénese possivelmente envolve varios mediadores inflamatorios, como citocinas e
prostaglandinas, buscou-se utilizar uma estratégia simples que permitisse a modulacio da
mucosite aqui induzida. Assim, a pentoxifilina, um agente hemorreoldgico com
importantes agdes antiinflamatorias, foi escolhida como modulador farmacologico nessas

lesoes.
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A pentoxifilina ¢ uma metilxantina que atua como inibidor da fosfodiesterase
4, o que tem favorecido a sua utilizagdo em larga escala em desordens cerebrais e
vasculares (YANG et al., 1995; NIEDER et al., 2005) Além disso, inibe, de forma nao
seletiva, a expressao de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-13 (DOHERTY et al
1991; MITCHELL et al. 1994; NEUNER et al 1994).

Assim, a pentoxifilina foi utilizada nas doses de 5, 15 e 45 mg kg'-sc, uma
hora antes da indu¢do da mucosite oral por radioterapia e irritagdo mecanica e,
diariamente, até o 13° dia. Observou-se que este farmaco na dose de 5 mg kg™ apresentou
apenas uma tendéncia a protecdo dessas lesdes. Quando, contudo, foi utilizada na dose de
15 mg kg, a pentoxifilina foi capaz de inibir de forma significante as altera¢des vistas
nesse periodo, reduzindo, assim, a intensidade do eritema, hiperemia, hemorragia, tlceras
e abscessos (Tabela 6, pg 73). Tais aspectos foram confirmados pela analise
histopatologica, com redugdo significante da intensidade do infiltrado celular e da
dilatagdo e ingurgitamento vascular, além de diminuir hemorragia, edema, ulcera e
abscessos (Tabela 7, pg 75). Esse papel protetor do processo inflamatério pode ser
explicado inicialmente sob diversas formas de atividade antiinflamatdria, uma vez que a
pentoxifilina tem mostrado possuir a capacidade diferenciada em modular a producdo de
citocinas importantes. De fato, quando utilizada na concentra¢io de 10> M pode inibir a
producdo de IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10, porém em concentracdo de 10* M aumenta a
produgdo de IL-10, uma citocina antiinflamatoria. De acordo com estes dados pode-se
sugerir que esta droga possui padroes diferenciados de regulagdo que pode ser dependente
da dose (THANHAUSER et al., 1993; D’HELLENCOURT et al., 1996).

Adicionalmente, a pentoxifilina também estd particularmente relacionada a
reducdo da producdo de TNF-a, via supressdo da transcricdo de seu gene. Tem sido
demonstrado que essa agdo supressora ocorre através da inibicdo da PDE4, o que resulta
em aumento das concentragdes de AMPc e, conseqlientemente, em inibi¢ao da ativagdo de
NF-«B, do qual a sintese de TNF-a ¢ dependente (DOHERTY et al., 1991; NEUNER et
al., 1994; JIMENEZ et al., 2001). Nesse contexto, nossos dados mostraram que a
pentoxifilina, na dose de 15 mg kg’ reduziu marcantemente os niveis de TNF-a,
evidenciados por estudo imunohistoquimico, em mucosas jugais de animais submetidos a
mucosite por radioterapia + irritagdo mecanica quando comparados aos ndo tratados. Esses
achados sugerem, portanto, que a pentoxifilina possui um papel protetor nessas lesdes, no

minimo, por interferir nos niveis aumentados de TNF-a.
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Além do papel radioprotetor da pentoxifilina, possivelmente relacionado ao seu
perfil antiinflamatério nas lesdes induzidas por radioterapia, varios pesquisadores
oncologistas vém estudando este fArmaco também sob outros aspectos. Corroborando com
estes achados, recentemente demonstrou-se que a pentoxifilina tem importante efeito
antinociceptivo em diversos modelos experimentais analisados e que este efeito deve-se a
inibicdo de citocinas hiperalgicas entre as quais o TNF-a tem destaque (VALE et al.,
2004). Considerando, entdo, ser extremamente Util na perfusdo tecidual, a pentoxifilina
tem recebido destaque devido a sua capacidade radiossensibilizante por melhorar a
oxigenac¢do dos tecidos e do tumor (NIEDER et al., 2005). No presente estudo, quando
utilizada na dose de 45 mg kg™, a pentoxifilina ndo foi capaz de reduzir significantemente
o eritema, a hiperemia, o edema, as ulceras ou abscessos, quando comparada aos animais
nao tratados. Possivelmente, esse achado se deveu a um aumento da sensibilidade da
mucosa jugal aos efeitos da radioterapia adotada, tanto que pentoxifilina nessa maior dose
nao afetou o hemograma ou a variacdo de massa corpOrea nesses animais com mucosite
oral induzida.

Em resumo, os resultados deste estudo considerando os parametros avaliados, o
modelo de mucosite oral induzida por radioterapia cobalto-60 mais irritagdo mecanica aqui
apresentado esta de acordo com os modelos de mucosites radioinduzidas ja descritos da
literatura (SONIS et al., 2000), podendo, portanto, ser usado para o estudo da mucosite
oral na tentativa de um melhor conhecimento da etiopatogenia deste processo inflamatorio.

Quanto aos efeitos da pentoxifilina (Figura 31) neste modelo como droga
protetora do processo inflamatorio, provavelmente sua a¢cdo antiinflamatodria tenha sido em
decorréncia da sua fun¢do como inibidor de citocinas, como TNF-a e IL-1p, atuando,
portanto, como um agente radioprotetor ou, dependendo da dose utilizada, a pentoxifilina,

por melhorar a perfusdo tecidual, pode atuar como um agente radiossensibilizante.
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Diagrama esquematico representativo do possivel efeito da pentoxifilina na mucosite

oral induzida por radioterapia em hamsters.

RxT + IM PTX
+
Radioprotecao
NF«B da Mucosite +
TNF-a /1L 1B
Aumenta
O, Tecidual

Mucosite

ulcerativa Radiossensibilizacao

FIGURA 31 - Papel modulador da pentoxifilina na mucosite induzida por radioterapia. A pentoxifilina
tem a fun¢do de inibir a produgdo de TNF-a via inibigdo do NF«B, podendo nesse modelo assumir o papel
de possivel radioprotetor na mucosite oral radioinduzida. No entanto, a pentoxifilina por apresentar a
capacidade de aumentar o oxigénio tecidual poderia funcionar também como radiossensibilizante, pois nesse
modelo na dose 45 mg kg ndo mostrou nenhuma protegdo da mucosa e sim piora do quadro inflamatério.
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6. CONCLUSOES

1. Foi desenvolvido de forma inédita, um modelo de mucosite oral experimental induzida

por radioterapia com aparelho de megavoltagem cobalto-60 associada a irritagdo mecanica.

2. Os parametros utilizados na avaliagdo do curso temporal da resposta inflamatoria como
analise macroscopica das mucosas, escores histopatologicos e dosagem de
mieloperoxidase, mostraram-se coerentes com as alteragdes tipicas encontradas no curso

do processo inflamatorio.

3. A expressao de TNF se correlacionou positivamente com a intensidade da lesdao da
mucosa, desde que se encontrou particularmente aumentado nos animais submetidos a

radioterapia associada a irritagdo mecanica.

4. A pentoxifilina apresentou um efeito protetor na mucosite (dose de 15 mg kg™) oral
experimental radioinduzida, possivelmente via inibicdo de citocinas pro-inflamatorias,

como o TNF-a.
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