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VIEIRA, W.D.A. Mucosite oral induzida em ratos Wistar tratados com atorvastatina —
Determinacdo do potencial preventivo, nimero de leucocitos e processo de
caquexia. Juiz de Fora (MG), 2019. Dissertacao (Programa de Pds-Graduacdo em Saude
— Mestrado em Saude) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Juiz de Fora.

RESUMO

A mucosite oral acomete cerca de 100% dos pacientes submetidos a radioterapia na regiao
de cabeca e pescoco e daqueles em tratamento concomitante e cerca de 80% daqueles
submetidos a quimioterapia. O 5-Fluorouracil (5-FU) é um farmaco quimioterdpico
amplamente utilizado para tratamento do cancer, porém apresenta inumeros efeitos
colaterais como mucosite oral, caquexia e leucopenia. O presente trabalho propés investigar
0 potencial preventivo da atorvastatina sobre os efeitos do 5-FU, uma vez que estudos
recentes evidenciaram a acdo benéfica da atorvastatina sobre a perda de peso exacerbada.
Para o desenvolvimento do estudo, ratos Wistar foram distribuidos em grupos [Grupo | (5-
FU + 1mg de atorvastatina); Grupo Il (5-FU + 5mg de atorvastatina); Grupo Il (5-FU + 10mg
de atorvastatina) e Grupo Controle (5-FU + Solucdo Salina 0,9%)]. Foi possivel verificar
através da analise histologica que a dosagem de 1mg de atorvastatina manteve a
integridade da mucosa jugal dos animais com espessamento da camada epitelial, quando
comparado aos animais dos Grupos Il e Il que apresentaram discreto infiltrado inflamatério
e delgada camada de queratina. A contagem global de leucdcitos demonstrou que o uso de
1mg de atorvastatina ndo elevou o numero de leucdcitos, como ocorreu nos Grupos Il e I,
mantendo o leucograma dentro dos valores padrdes minimos, principalmente no Grupo Il
Apoés a inducdo da mucosite oral através do uso de 5-FU e escarificagcdo das mucosas, foi
possivel verificar intensa caquexia no Grupo |, enquanto nos Grupos Il e lll houve melhora
da perda de peso com tendéncia a ganho ponderal. O potencial preventivo da atorvastatina
em ratos wistar foi determinado sendo definida a dose de 10mg/kg/dia como a mais

indicada.

Palavras-chave: Leucopenia. Mucosite oral. Atorvastatina. Caquexia. Quimioterapia.



VIEIRA, W.D.A. Induced Oral Mucositis in Atorvastatin-Treated Wistar Rats -
Determination of the Preventive Potential, Leukocyte Count and Cachexia Process.
Juiz de Fora (MG), 2019. Dissertation (Post-Graduation Health Program — Master’s Degree
in Health) — Medical School, Federal University of Juiz de Fora.

ABSTRACT

Oral mucositis affects about 100% of patients undergoing head and neck radiation therapy
and those undergoing concurrent treatment, and about 80% of those undergoing
chemotherapy. 5-Fluorouracil (5-FU) is a widely used chemotherapy drug for cancer
treatment, but has numerous side effects such as oral mucositis, cachexia and leukopenia.
The aim of this study is to investigate the preventive potential of atorvastatin on the effects
of 5-FU, since recent studies have shown a beneficial action of atorvastatin on exacerbated
weight loss. For the development of this study, Wistar rats were divided into groups [Group
I (5-FU + 1mg atorvastatin); Group Il (5-FU + 5mg atorvastatin); Group Il (5-FU + 10mg
atorvastatin); and Control Group (5-FU + 0.9% Saline Solution)]. Based on the histological
analysis, the 1mg atorvastatin dosage maintained the integrity of the jugal mucosa of the
animals with epithelial layer thickening, when compared to animals in Groups Il and 11l which
showed slight inflammatory infiltrate and a thin keratin layer. The global leukocyte count
showed that the use of 1mg atorvastatin did not increase the number of leukocytes, as seen
in Groups Il and Ill, keeping the leukogram within the minimum standard values, especially
in Group lll. After induction of oral mucositis with the use of 5-FU and scarification of the
mucosae, severe cachexia occurred in Group |, while in Groups II and Ill there was an
improvement in weight loss with a tendency towards weight gain. The preventive potential
of atorvastatin in Wistar rats was determined, and the 10mg/kg/day dose was defined as the

most indicated.

Keywords: Leukopenia. Oral mucositis. Atorvastatin. Cachexia. Chemotherapy
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1 - INTRODUCAO

A mucosite oral (MO) constitui um quadro inflamatério na mucosa bucal
decorrente dos efeitos citotéxicos do tramento antineoplasico por quimioterapia e/ou
radioterapia. E caracterizada por lesdes ulcerativas, eritematosas e com presenca de
edema, podendo apresentar alteracdes que variam desde uma leve ardéncia a dor
intensa. Os pacientes podem apresentar sangramento espontaneo no local da leséo,
diarréia e disfuncdo, dependendo do tecido afetado, devido as altas doses do
medicamento antineoplasico. Acomete, aproximadamente, 80% dos pacientes que sdo
submetidos a quimioterapia convencional e quase 100% daqueles que recebem
terapia concomitante (quimioterapia e radioterapia), além daqueles submetidos a
radioterapia de cabeca e pescoco (KOSTLER et al., 2001; SONIS, 2004; AHMED,
SELIM; EL-SAYED, 2017; KANAGALINGAM et al., 2018; KIRK et al, 2018;
SHIMAMURA et al., 2018).

Em muitos casos, a MO afeta a alimentacgéo, a degluticéo e a qualidade de vida
do paciente, devido a dor severa que ela provoca nos tecidos da cavidade bucal. Em
muitos casos, faz com que o paciente interrompa ou fracione as doses do
quimioterapico/radioterapico, conduzindo o paciente a caquexia e a nutricdo parenteral
por meio de sondas nasogastricas (LALLA; SONIS; PETERSON, 2008; CAMPOS et
al., 2014; HITOMI et al., 2017; SHIMAMURA et al., 2018).

Dentre os farmacos antineoplasicos utilizados destaca-se como principal
farmaco comumente utilizado o 5-Fluorouracil (5-FU), devido a sua aplicacao clinica,
efetividade e seu baixo custo financeiro. Existem, ainda, outras opc¢des tais como
bleomicina, citosina, arabinisida, acitimicina D, daunorubicina, daunomicina e
metotrexato (GALVAO; CASTRO; CONSOLARO, 2006; CAMPOS et al., 2015; SOFIS
et al., 2017).

A mucosa bucal apresenta alta atividade mitética e alto turnover celular. Devido
ao alto grau de descamacao celular ha a necessidade continua de multiplicag&o celular
para recobrir a mucosa bucal. Os tecidos com alta atividade mitdtica sdo os mais
afetados pela radiacédo e quimioterapia, uma vez que as fases mais sensiveis do ciclo
celular sdo a mitose e G1, onde ocorre sintetizacdo intensa de proteinas e acido
ribonucleico (RNA), resultando no aumento de tamanho da célula. Consequentemente,
afeta a mucosa de forma mais rapida, fazendo com que ela perca sua capacidade de

superar o processo normal de esfoliacéo, associada a inflamacéao e edema decorrentes
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dos medicamentos antineoplasicos (SONIS; COSTELLO, 1995; ALBUQUERQUE;
CAMARGO, 2007; SONIS; VILLA, 2018).

Diversos autores atribuem a evolucdo da reacdo inflamatéria local no sitio da
mucosite a condicao sistémica do paciente, principalmente a sua leucometria durante
o tratamento oncoldgico (SONIS, 1998; LIMA et al., 2004; LALLA; SONIS; PETERSON,
2008; CAMPOS et al., 2015).

Clinicamente, a MO pode ser classificada em cinco fases ou eventos bioldgicos,
sendo: 0 — Nenhum tipo de leséo tecidual; 1 - Fase de iniciacdo, inflamatéria ou grau
leve: exposicdo dos tecidos bucais superficiais devido aos danos teciduais sobre 0s
componentes da mucosa; 2 — Fase de regulacdo e geracdo de mensagens, de
potencializacdo ou grau moderado: danos a integridade da mucosa, com presenca de
eritema ou ulceracgéo; 3 - Fase de amplificacéo e de sinaliza¢do ou grau severo: grande
areas ulceradas; 4 — Fase ulcerativa ou grau de ameaca a vida: potencializacdo do
dano tecidual, onde o paciente necessita de nutricdo parenteral ou enteral para
alimentacdo; 5 — Fase de cura: ocorre ap0s a cessacdo do tratamento do cancer
(SKEFF et al., 2014; MEDEIROS et al., 2011; AHMED et al., 2017).

Diferentes farmacos e abordagens terapéuticas tém sido utilizados como forma
de aliviar a sintomatologia dolorosa da mucosite, incluindo intensificar cuidados com a
higiene bucal, uso de agentes antimicrobianos, de agentes antinflamatorios, citocinas,
fatores de crescimento, pomadas de uso tépico com acdo imunossupressora, €
laserterapia no local das lesbes como forma de acelerar o processo de cicatrizacao.
Podem ser utilizados, ainda, imunomoduladores com o objetivo de controlar o
desenvolvimento de efeitos colaterais durante o tratamento (SANTOS, MAGALHAES,
2006; SONIS, 2010; ARAUJO et al., 2015; CAMPOS et al., 2015).

Vérios outros farmacos tém sido utlizados em pesquisas como forma de
prevencdo da MO como a palifermina, pentoxifilina e a atorvastatina. Esta ultima &
classificada como uma estatina, classe de medicamento utilizado como agentes
redutores do colesterol “ruim” ou LDL (baixa densidade de lipoproteina) e triglicerideos
no sangue; age também aumentando os niveis de colesterol “bom” ou HDL
(lipoproteina de alta densidade), devido a sua inibicdo da hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A reductase (HMG-CoA), enzima limitante da taxa de sintese de colesterol.
Pesquisas recentes destacaram, ainda, que as estatinas possuem efeitos proé-
inflamatorios em células mononucleares do sangue ativadas por mitdgeno em
mondcitos (MEDEIROS et al., 2011; CAMPOS et al, 2015; ANDALIB; MOLHEMAZAR,;
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DANAFAR, 2018).

A atorvastatina também € utilizada para tratar o colesterol alto e diminuir o risco
de acidente vascular cerebral, ataque cardiaco ou outras complica¢des cardiacas em
pacientes com diabetes tipo 2 (ANDALIB; MOLHEMAZAR; DANAFAR, 2018).

Estudos sobre a MO vém sendo desenvolvidos com objetivo de controlar e, até
mesmo, tratar esta doenca, permitindo o uso seguro de doses terapéuticas agressivas
para o tratamento oncoldgico e aumentando a sobrevida do paciente (LALLA; SONIS;
PETERSON, 2008; CAMPOS et al., 2015).
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Mucosite oral

A mucosite oral (MO) foi descrita, pela primeira vez na literatura, em 1990, como
uma sindrome caracterizada por lesdes ulcerativas da mucosa bucal em decorréncia do
tratamento antineoplasico. Sdo lesdes decorrentes dos efeitos citotoxicos provocados por
quimioterapia e/ou radioterapia de cabeca e pescoco e considerada um dos efeitos
colaterais mais comuns, sendo caracterizada por eritema e erosdes na cavidade bucal.
De todas as consequéncias da terapia antineoplasica é descrita como a mais severa
complicacdo ndo hematoldgica (Figura 1). Com relacdo ao carater sistémico dos efeitos
da medicacdo, a alta razdo de replicacdo celular epitelial faz com que a mucosa
gastrointestinal e, particularmente, a mucosa bucal, sejam mais susceptiveis a
citotoxicidade medicamentosa quando em relacdo a outras superficies mucosas ou a

pele. Assim sendo, a toxicidade direta da mucosa, decorrente da quimioterapia

()

radioterapia, constitui a principal causa da mucosite (SONIS, 1990; BARASCH,;
EPSTEIN, 2011; MEDEIROS et al., 2011; FERREIRA et al., 2012; SKEFF et al., 2014;
ARAUJO et al., 2015; SONIS; VILLA, 2018).

Figura 1A e B - Fotografia apresentando mucosa jugal de animal com discreta area
eritematosa e inicio de lesdo ulcerativa (mucosite oral); C - Fotografia apresentando

mucosa jugal demonstrando areas eritematosas e hiperemia (setas e demarcacgoes).
Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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A terapéutica comumente preconizada para o tratamento do cancer tem sido a

quimioterapia, a radioterapia, tratamento concomitante - associacdo de quiomioterapia e
radioterapia, além da associacdo da quimioterapia/radioterapia com tratamento cirurgico,
imunoterapia ou transplante de células progenitoras hematopoiéticas (DOGAN, CAN,
MEREAL, 2017; SPEZZIA, 2015; HITOMI et al., 2017; KIN et al, 2017; SHIMAMURA et
al., 2018; WALLADBEGI et al., 2018).

Todavia, o objetivo do tratamento antineoplasico por radioterapia e quimioterapia
€ promover a inibicdo da divisdo celular, onde ha atuacdo desses tratamentos. Além de
atuar sobre as células neoplasicas, outras células do organismo, que séo consideradas
saudaveis, sdo afetadas pelo fato de ndo haver uma selecdo das células cancerigenas e
saudaveis. As células saudaveis normais, como as da mucosa bucal, gastricas e
hematopoiéticas sofrem danos teciduais, originando feridas na superficie do tecido
(SPEZZIA, 2015; KIRK et al., 2018; SHIMAMURA et al., 2018).

A mucosa bucal apresenta alta atividade mitética e alto turnover celular. Além do
fato de haver alto grau de descamacao tecidual, tem-se continua multiplicacéo celular
para recobrir a mucosa. O revestimento da cavidade bucal e de todo o trato
gastrointestinal apresentam alta atividade mitotica e respondem rapidamente aos
tratamentos antineoplasicos pelo fato das fases mais sensiveis do ciclo celular serem a
mitose e G1 (fase pdés-sintética). Devido a esta alta capacidade mitotica, a mucosa é
rapidamente afetada, dado o fato dos quimioterdpicos interferirem no processo de
proliferacdo e divisdo celular. A acdo dos quimioterapicos faz com que o tecido da
mucosa fique sensivel a sua acéo, devido a constante renovacao tecidual (SONIS, 2004;
SANTOS; MAGALHAES, 2006; SONIS; VILLA, 2018).

As complicacdes orais mais associadas com a terapia do cancer incluem
sangramento, dor, xerostomia e mucosite (LALLA; SONIS; PETERSON, 2008). De
acordo com Ferreira et al. (2012), ha perda tecidual decorrente do efeito colateral direto
dos quimioterapicos que inibem a replicacdo do DNA (4cido desoxiribonucleico) e,
consequentemente, inibem a proliferagdo celular da mucosa bucal. Eventos
histopatolégicos que levam a ulceragdo séo resultados tanto da atrofia da mucosa devido
a degradacédo do colageno na matriz extracelular da lamina prépria, quanto da falta de
proliferacéo de células-fonte basais do epitélio para a renovacao do revestimento.

Dentre as manifestacdes da MO estdo a mudancga na coloragdo da mucosa que

reveste a cavidade bucal, ficando esbranquicada pela descamacgéo da queratina. Logo
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apos, ocorre perda desta camada com a substituicAo por mucosa atrofica, causando

edema e eritema, seguidas por ulceracao no tecido afetado. Estas Ulceras sédo, em sua
maioria, recobertas por uma pseudomembrana fibrinopurulenta, amarelada e destacavel
(LALLA; SONIS; PETERSON, 2008).

Clinicamente, sua forma pode ser modificada por varios fatores como
traumatismos ou irritacdes fisicas e quimicas na mucosa, infecgbes e disfuncdes das
glandulas salivares, assim como condi¢cdes imunes inespecificas, como pénfigo ou
imunodeficiéncia de algumas imunoglobulinas. A toxicidade medicamentosa compromete
a mucosa bucal e impede o reparo das lesbes causadas pelas funcfes fisiologicas
(BERGER; KILROY, 2001; OWLIA; KAZEMEINI; GHOLAMI, 2012).

Restauracfes dentérias defeituosas, dentes fraturados ou préteses dentarias mal
adaptadas podem contribuir para a exacerbacao de tais lesdes (SONIS, 1990; CAMPOS
et al., 2014; SPEZIA, 2015).

Ha também uma forte correlacéo entre a higiene bucal deficiente e o aparecimento
de ulcerac¢des. Quando os problemas dentérios e periodontais séo resolvidos, aliados a
uma higienizacao bucal adequada, hd uma reducdo significativa das complicacées orais,
mesmo quando o paciente € submetido a protocolos quimioterapicos para o cancer
(VANDERHOOF et al., 1990; McCARTHY et al., 1998; DODD et al., 1999; KEEFE et al.,
2007; SCHIRMER; FERRARI; TRINDADE, 2012).

As taxas de renovacao celular variam de quatro a cinco dias nas superficies
mucosas ndo queratinizadas e até 14 dias para as mucosas queratinizadas, como 0
palato duro. Quanto mais rapida a taxa de divisdo celular das células epiteliais
progenitoras, maior a susceptibilidade a lesdo causada pela quimioterapia. A lesao da
mucosa € caracterizada pela atrofia destas camadas celulares, com presenca de
infiltrado inflamatorio, degradacao do colageno e edema. Clinicamente, estas alteracfes
sao evidentes pelo aparecimento de rubor da mucosa podendo ocasionar ulceracéo caso
o estimulo persista (PETERSON; D’AMBROSIO, 1994; PETERSON, 2006).

O efeito citotoxico dos quimioterapicos sobre a mucosa bucal € discreto nos
primeiros dias de tratamento, tornando-se gradualmente mais severo a partir do fim da
primeira semana (geralmente por volta de 7 a 10 dias); ap6és duas semanas do final do
tratamento ha resolucao das lesdes bucais (SCHUBERT; EPSTEIN; PETERSON, 2000;
PETERSON, 2006; GOMES et al., 2009; FEKRAZAD; CHINIFORUSH, 2014).

Trucci, Veeck e Morosolli (2009) afirmaram que 0s primeiros sintomas

apresentados sdo queimacao da boca e mudanca na coloragdo da mucosa que se torna
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branca devido a descamacdo da queratina. Posteriormente, este epitélio torna-se

atrofico, edemaciado, eritematoso e friavel, o que permite o desenvolvimento de Ulceras
com formagédo de uma pseudomembrana caracterizada pela presenca de uma camada
fibrinopurulenta e amarelada (LALLA; SONIS; PETERSON, 2008).

2.1.1 - Incidéncia da mucosite oral

A incidéncia clinica da MO depende da localizagdo anatdmica do tumor e o
protocolo de quimioterapia e/ou radioterapia. Clinicamente, sua incidéncia tem sido
relatada em torno de 40 a 80% entre pacientes que receberam tratamento quimioterapico,
podendo chegar a, aproximadamente, 100% dos pacientes que receberam tratamento
concomitante ou, em casos de pacientes que receberam altas doses de quimioterapico,
transplante de medula éssea e radioterapia de cabeca e pesco¢co (MEDEIROS et al.,
2011; KUDUBAN et al., 2016; CINAUSERO et al., 2017; SHIMAMURA et al., 2018).

2.1.2 - Fatores de risco relacionados ao paciente

E nitido que qualquer paciente em tratamento antineoplasico esta sujeito ao risco
de qualquer toxicidade e de desenvolver a MO como efeito colateral. Enquanto alguns
pacientes ndo desenvolvem a MO, outros desenvolvem a doenca e padecem devido a
seus efeitos colaterais (VILLA; SONIS, 2015).

Ainda é dificil prever se o paciente em tratamento antineoplasico irA ou néo
desenvolver a MO apenas em decorréncia das drogas administradas ja que varios
antineoplasicos, como no caso do 5-FU (5-Fluorouracil), possuem maior propensao a
lesar a mucosa bucal (McCARTTHY et al.,, 1998). Fatores como idade, sexo,
predisposicdo genética, saude oral e tipo de higiene deficitaria, microbiota bucal,
disfuncéo salivar, tipo de alimentacéo, uso de tabaco, alcool e morbidades aumentam a
probabilidade de desenvolvimento da MO, como também podem potencializar o seu
desenvolvimento (CHENG, 2008).

Importante salientar que a frequéncia da MO é muito maior em criancas do que
em adultos e isto se deve a alta taxa de proliferacdo celular da camada basal tornando-
0s mais vulneraveis aos farmacos antineoplasicos (SONIS, 1998; OWLIA; KAZEMEINI;
GHOLAMI, 2012; QUTOB et al., 2012).

Sonis (2009) e Ruiz-Esquide et al. (2011) afirmaram que a idade, massa corporal

e sexo foram identificados como possiveis fatores de risco para os pacientes. Da mesma
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forma, os fatores genéticos podem exercer um papel dominante na determinacéo do risco

da mucosite.
2.1.3 - Curso clinico da mucosite oral

De acordo com Sonis e Villa (2018), a fisiopatologia da MO pode ser considerada
previsivel, complexa e multifatorial ja que uma série de eventos bioldgicos ocorrem na
submucosa e no epitélio. Sabe-se que, nos pacientes que receberam quimioterapia ou
fracionamento das doses, 0s primeiros sinais, geralmente, comecam aproximadamente
no 3° ou 4° dias apés a infusdo medicamentosa e a formacao da Ulcera comeca poucos
dias depois. Logo apds, inicia-se a intensidade dos picos da mucosite entre os dias 7 e
14 havendo a remisséo espontanea das les6es na semana subsequente. Pacientes que
recebem quimioterapia concomitante (cisplatina ou carboplatina associada a radiacao)
sdo considerados mais propensos ao desenvolvimento de lesdes. Quando ha
necessidade deste protocolo, estes pacientes desenvolvem eritema e dor na mucosa
bucal até o final da primeira semana. Nestes casos, 0s pacientes relatam sensibilidade
na mucosa podendo chegar a sensacdo de queimadura. Na segunda semana de
tratamento pode haver ruptura do tecido epitelial da mucosa expondo o tecido conjuntivo
e, clinicamente, observa-se a formacéo de lesbes ulcerativas mais difusas, dolorosas e
sem continuidade, devido a radiacdo que se acumula. Durante todo o tratamento
antineoplasico (radioterapia e/ou quimioterapia), pode-se observar a presenca de lesées
ulcerativas até sua remissao, espontanea ou nao, entre 2 a 4 semanas apos a conclusao
da terapia.

O desenvolvimento do ciclo que leva a MO pode ser considerado o0 mesmo em
animais e pacientes que recebem tratamento antineoplasico (quimioterapia e radioterapia
ou quimio/radiacdo concomitante) através de uma classificacéo clinica (AHMED; SELIM,;
EL-SAYED, 2017).

Clinicamente, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a MO é
classificada em quatro graus (STONE; FLIEDNER; SMITE, 2005; SPEZIA, 2016;
AHMED; SELIM; EL-SAYED, 2017; SONIS; VILLA, 2018):

Grau 0 - Auséncia de lesao;

Grau 1 - Grau leve: a mucosa bucal comeca a apresentar areas eritematosas, sem
presenca de Ulceras;

Grau 2 - Grau moderado: a mucosa bucal ja apresenta, além de areas
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eritematosas, lesdes ulcerativas, porém o paciente ainda consegue se alimentar com

alimentos solidos;

Grau 3 — Grau grave: com presenca de areas com lesdes ulcerativas. Nesta fase
0 paciente relata dor, dificuldades em se alimentar e consegue ingerir apenas liquidos;

Grau 4 — Grau severo: quando o paciente ja ndo consegue mais se alimentar com
alimentos solidos, ingerindo apenas liquidos, relata dor aguda, com presenca de varias
areas com les@es ulcerativas e necessitando de nutricdo enteral ou parenteral.

InUmeras pesquisas explicam a histéria natural da MO em uma sequéncia de
mecanismos, descrevendo sua patogénese ou fases biolégicas em cinco fases ou etapas
(Figura 2).

Fase | Fase Il/Ill Fase V
Cicatrizacao

Fase IV

Epitélio normal Iniciagéo Mensagem, Ulceragdo (mucosite)

sinalizacéo,
rl amplificacéo
s
=
-

ot e L@ Al
AT

Bacteria

1 Camada epitelial ]

——— Submucosa

Célula basal Quimioterapia Vasos sanguineos Células inflamatérias Fibroblasto

Figura 2: Desenho representativo das fases da fisiopatologia da mucosite oral.
Adaptado de Sonis ST, 2004.

Cada uma das fases sequenciais representam acdes de citocinas e fatores de
crescimento associados ao efeito das drogas quimioterapicas sobre o epitélio, a
microbiota bucal e a condicdo geral do paciente (SONIS, 1994; ELTING et al., 2003;
SONIS et al., 2004; SILVERMAN, 2007; VOLPATO et al.,, 2007; LALLA; SONIS;
PETERSON, 2008; MEDEIROS et al., 2011; OWLIA; KAZEMEINI; GHOLAMI, 2012;
ARAUJO et al., 2015; LIMA et al., 2015; VILLA; SONIS, 2015; SPEZIA, 2015; AHMED;
SELIM; EL-SAYED, 2017; CINAUSERO et al., 2017):

Fase 1 - Iniciacdo/vascular/inflamatéria: € a mais bem documentada,

especificamente por aqueles agentes que sdo conhecidos por impactar a divisdo celular
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do epitélio da mucosa bucal (aquelas drogas que promovem sintese de DNA), iniciando

a inducdo ao dano celular que resulta na morte das células do epitélio basal. Importante
salientar que os elementos que conduzem cada fase representam alvos intervencionais
potenciais (SONIS et al., 2004). O inicio da mucosite € desencadeado pelo estresse
oxidativo e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), danos ao DNA e ativacao
do sistema imunolégico de resposta inata. Esses eventos provocam danos as camadas

epiteliais basais de submucosa e endotélio.

Fase 2 — Epitelial/ de super regulacdo/ de geragdo de sinais/ de ativacdo/ de
resposta/ de dano/ de dano secundario primario: apos a morte das células do epitélio
basal, as células da submucosa sdo afetadas. Ha a ativacao de fatores de transcricéo
nuclear (NF-kappa ), em resposta aos fatores oxidativos, seguida de regulacéo génica,
resultando na producdo e regulacdo de citocinas pro-inflamatérias como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina - 1 (IL-1), IL-6 e 6xido nitrico (NO), o que leva

a apoptose e danos teciduais.

Fase 3 — Amplificacdo de sinal: substancias fornecem um feedback positivo
impulsionando o processo apoptético, amplificando a injuria da mucosa, devido ao
aumento ainda maior do numero e nivel de sinais de ativacdo. As citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF-a, ndo sé geram lesdes, mas também aumentam a atividade
do NF-kappa 3 e da proteina quinase ativada por mitbgeno (MAPK). Resulta em um ciclo
continuo de ampliagdo da lesdo, que persiste, mesmo apdés a fase 1. Pouca
sintomatologia é descrita nesta fase, porém todas estas altera¢cdes celulares ocorrem nas
fases iniciais da MO.

Fase 4 — Ulceracéo ou fase microbiologica: esta fase é considerada o periodo mais
significativamente sintomatico. A destruicdo superficial do epitélio com exposicado da
lamina propria leva a dissolucao da barreira protetora entre meio externo e interno devido
a citotoxicidade nas células primordiais na camada basal. Pode, ainda, ocorrer uma
possivel associacdo desta fase com quadro de neutropenia levando ao risco de
bacteremia ou disseminacdo fungica a partir de infeccdo secundaria das Ulceras por
microrganismos oportunistas, como colonizacdo de bactérias gram positivas e gram
negativas. Essas bactérias liberam moléculas que podem estender o dano da mucosa

por estimulagéo direta de macréfagos que liberam citocinas pro-inflamatorias.
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Fase 5 - Cicatrizacdo ou cura: a fase de cura € caracterizada pela remisséo das

lesGes e, histopatologicamente, se associa a proliferacdo e diferenciacao celular local.
Os eventos finais culminam com o restabelecimento hemodinamico periférico e controle
da microbiota bucal. Novas moléculas mensageiras liberadas da matriz extracelular do
epitélio migram e se diferenciam para formar um novo tecido. Estas moléculas promovem
a migracao de células sobre a superficie da ulcera, proliferam e se diferenciam em um
tipo especializado de mucosa do epitélio. Uma vez que a superficie da Ulcera é coberta
por este novo epitélio, o tecido se recompde para formar camadas com uma nhova
arquitetura. O tempo de evolucdo desta fase depende do estado sistémico do paciente,

restaurando a integridade do epitélio.

Pode-se resumir a etiologia da doenca como um desequilibrio entre a proliferacéo
e a perda celular que produz uma reducdo das células epiteliais, resultando em um

epitélio com menor espessura, 0 que se manifesta como MO (GOMES et al., 2009).

2.1.4 — Caracteristicas clinicas da mucosite oral

As lesfes eritematosas e ulcerativas localizadas na mucosa bucal causadas pelo
uso de farmacos estomatotoxicos produzem ndo sé6 dor exarcerbada — sintomatologia
extremamente dolorosa, causando transtornos alimentares - como também a diminuicédo
do apetite, reducéo drastica na ingestao de alimentos e liquidos, levando a perda de peso
corporal, com consequente desnutricdo e, até mesmo, dificuldades de comunicacao
verbal (KANAGALINGAM et al., 2018; SHIMAMURA et al., 2018).

O tratamento antineoplasico impacta negativamente em varios aspectos da vida
cotidiana de um paciente, tanto no que se refere a parte emocional como fisica. O
principal efeito colateral descrito da MO € o aparecimento de lesfGes eritematosas e
ulcerativas localizadas na mucosa bucal causadas pelo uso de farmacos
estomatotoxicos, gerando sintomatologia altamente dolorosa, com associacdo a
sangramento espontdneo impedindo a alimentacdo rotineira e, eventualmente,
conduzindo o paciente a caquexia, sangramento, disfagia (dificuldade de degluticdo) com
alimentos solidos e liquidos, disartria (dificuldade de articulagéo da fala) e odinofagia (dor
durante a degluticdo dos alimentos). Além disso, servem de porta de entrada para
infeccbes oportunistas e patologias orais, uma vez que causam a perda da integridade

da mucosa. Clinicamente, as lesGes podem ser eritematosas, edemaciadas ou
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ulcerativas, apresentando alteracbes que vao desde sensacdo de queimacao leve a

grandes Ulceras dolorosas (LIMA et al., 2015; SPEZZIA, 2015; HITOMI et al., 2017;
DOGAN, CAN, MEREAL, 2017; KANAGALINGAM et al., 2018).

2.1.5 - Tratamento da mucosite oral

Durante longo periodo de tempo, a grande maioria dos regimes terapéuticos nao
realizava intervengbes na MO. Posteriormente, estas intervengdes foram instaladas,
essencialmente, de forma paliativa. No entanto, faz-se necessario um protocolo
padronizado de tratamento e medidas preventivas, uma vez que muitos regimes
terapéuticos ndo possuem sua eficacia estabelecida (ROBINSON, 2008; CAMPOS et al.,
2014; SPEZIA, 2015).

Melhorar a condicdo nutricional, aumentar a hidratacdo e atentar-se para a
melhora da qualidade de vida dos pacientes afetados sdo imprescindiveis. Além disso, a
prevencao e o controle sdo fundamentais para um bom progndstico oncolégico de modo
a se evitar o fracionamento das doses antineoplasicas e, até mesmo, a interrupcao parcial
ou permanente do protocolo oncologico previamente estabelecido (CAMPOS, et al.,
2014).

Quando se desenvolve a MO com presenca de sintomatologia dolorosa, os
pacientes ndo conseguem se alimentar com alimentos sélidos causando, em muitos
casos, a interrupcdo momentanea do tratamento. Para que ndo haja interrupcédo do
tratamento antineoplasico, uma opc¢ao para a melhora na alimentacao € a nutricdo por
meio de sondas enteral e nasogastricas além de ajustes e limitacbes nas doses do
quimioterapico. Por outro lado, pode estender a continuidade e aumento do custo
financeiro do tratamento e internacdo hospitalar, o que pode impactar negativamente no
resultado do tratamento quimioterapico do paciente (KANAGALINGAM et al., 2018;
SONIS; VILLA, 2018).

De acordo com Cinaucero et al. (2017), evidéncias de estudos clinicos sao
limitados. Porém, ha diretrizes que sugerem estratégias potenciais de terapias
alternativas para o tratamento da MO j4 instalada, entretanto estas terapias nao previnem
seu surgimento, mas auxiliam na diminuicdo da dor e sua severidade. Dentre elas

destacam-se:
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2.1.5.1 — Terapia bucal

A higiene oral é uma estratégia de prevencdo que reduz o desenvolvimento de
microrganismos que colonizam as lesbes orais e exacerbam a severidade da MO,
permitindo a eliminacdo de fatores de infeccdo. A literatura apresenta controvérsias,
contudo ja é de conhecimento clinico que a higiene oral reduz a quantidade de
microrganismos e, consequentemente, a severidade da MO, diminuindo o risco de
bacteremia. Além disso, a higiene oral € fundamental para se evitar possiveis fontes de
infeccbes, bem como para prevenir complicagbes mais graves (ALBUQUERQUE;
CAMARGO, 2007; CINAUCERO et al., 2017).

De acordo com Peterson (2006), Campos et al. (2015) e Cinaucero et al. (2017),
a saude bucal inicia-se antes da terapia antineoplasica devendo continuar até o fim do
tratamento, pois impactam diretamente no curso clinico da MO. Devem ser adotados
protocolos de cuidados bucais que devem incluir exames orais antes de se iniciar o
tratamento quimioterapico/radioterapico, eliminando fatores de irritacdo da mucosa,
doencas periodontais e tratamento de lesbes cariosas. O paciente deve ser orientado
sobre a importancia da higiene oral, realizando-a com frequéncia, pois, quando feita de
forma adequada, ajuda a reduzir a carga bacteriana e, consequentemente, o risco de
infeccoes.

A terapia bucal ideal inclui padrbes diarios de higiene, cuidados dentarios,
bochechos com solucdo salina e bicarbonato de sddio, objetivando a reducdo da
guantidade de microrganismos, auxiliando na diminuicdo da probabilidade de
aparecimento de infec¢des secundérias, o que levaria a uma infeccdo das lesdes
presentes na boca. (KEEFE et al., 2007; MEDEIROS et al., 2011; OWLIA; KAZEMEINI,
GHOLAMI, 2012; CINAUCERO et al., 2017).

Héa pesquisas que afirmam que pacientes orientados a melhorar a higiene oral uma
semana antes do inicio do tratamento antineoplasico através do uso continuo do fio
dental, escovacéo de forma correta apoés as refei¢coes e, principalmente, antes de dormir,
revisdo das restauracfes e proteses, realizagdo de tratamento das lesbes cariosas,
melhora da higienizagdo das proteses removiveis e manutencdo das que néo se
encontram adequadamente adaptadas na cavidade bucal tém menos chance de
desenvolver MO (OWLIA; KAZEMEINI; GHOLAMI, 2012; SPEZIA, 2015).

A descontaminacgdo bucal através de uma higiene continua reduz a infec¢do na

cavidade bucal que sdo causados por patégenos considerados oportunistas e,
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posteriormente, diminuird os riscos de infeccado sistémica provocada por patdégenos

oportunistas ou residentes na cavidade bucal (CAMPOS et al., 2014).

2.1.5.2 — Glutamina

Trata-se de um aminoacido que envolve a sintese de glutationa que age através
da exibicdo de propriedades antioxidantes, particularmente acelerando a remodelagéao
da mucosa (TSUJIMOTO et al., 2015).

O efeito protetor da glutamina pode ser explicado pela reducdo da producéo de
citocinas pro-inflamatorias e, também, por aumentar a sintese de componentes
cicatrizantes como o colageno (PETERSON; JONES; PETIT, 2007).

A aplicacé@o de hidrogel a base de L-Glutamina foi o medicamento escolhido por
Jain, Keservani e Dahima (2010), em sua pesquisa. Os autores relataram que a MO

mostrou-se menos severa quando comparada ao grupo tratado com clorexidina.

2.1.6 - Inibidores de producao de inflamacéao e citocinas

2.1.6.1 - Benzidamina

Trata-se de um agente antinflamatério néo esteroidal de uso oral sendo seu efeito
possivel devido a inibicdo da producao e do efeito pré-inflamatério de citocinas, tais como
o TNF-a. Além disso, foi demonstrado que apresenta em sua composigao propriedades
anestésicas, analgésicas e antimicrobianas (RUBENSTEIN et al., 2004; SHEIBANI et al.,
2015).

Em vista da complexidade da MO devido a sua toxicidade, ndo ha padronizacao
para prevencdo ou tratamento da mesma. Este agente antinflamatério vem sendo
utilizado em forma de bochechos no Hospital Universitario de Ribeirdo Preto, onde
membros do hospital o denominam de “formula magica” para o tratamento clinico das

manifestagdes da mucosite, sendo elas dor, eritema e ulceragcdo (SHEIBANI et al., 2015).
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2.1.6.2 — Pentoxifilina

A eficécia da Pentoxifilina (PTX) é apresentada em estudos para o tratamento de
aftas orais e genitais recorrentes, entretanto, esta droga tem sido mais empregada por
reumatologistas para tratamento da doenca de Behcet jA que reduz a severidade e
duracdo dos sintomas. Embora estes efeitos benéficos possam ser devido as
propriedades anti-TNF-a, a PTX pode ser utilizada como uma modalidade preventiva
para eventos trombdéticos, os quais estdo entre as caracteristicas das doencas ulcerativas
(THORNHILL et al., 2007).

Para Campos et al. (2015), a PTX interfere no desenvolvimento da mucosite
devido a sua atividade anti-TNF-a. E, de acordo com Cinaucero et al. (2017), ela
desempenha um papel importante na modulacdo da inflamacéo, inibindo citocinas proé-
inflamatorias, tais como IL-1-B, TNF-a e NF-kappa B. Nao ha evidéncias cientificas que
apoiem seu uso na pratica clinica.

Embora as citocinas pré-inflamatérias parecam ser um alvo desejavel para a
prevencao e tratamento da mucosite, os dados clinicos de seu uso ainda necessitam de
mais ensaios clinicos experimentais (CAMPOS et al., 2015).

Lima et al. (2015) afirmaram que a PTX reduz a sintese de TNF- a por inibicdo da
transcricdo de seu gene e modula a sintese de outras citocinas como IL-1, IL-6, IL-8 e
TGF-B (Fator de transformagéo de crescimento beta). O efeito protetor desta droga pode
explicar sua capacidade de inibir a producéo das citocinas inflamatérias ou estimular a
producéo de citocinas antinflamatorias.

2.1.6.3 - Palifermina

De acordo com Rubin et al (1998), a palifermina € um fator de crescimento de
gueratinécitos humano recombinante -1 (KGF-1), que pertence a familia dos fatores de
crescimento de fibroblastos (FGF's) e que estimula a proliferacéo e a diferenciacao de
células epiteliais.

Ainda, de acordo com Ferreira et al. (2012), em pesquisas realizadas, a palifermina
mostrou papel defensivo em varios tecidos epiteliais.

Villa e Sonis (2015) afirmaram que este farmaco apresenta propriedades

pleotrépicas, antiapoptotica, antioxidante, atividade anti e pro-inflamatoria. A infuséo
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intravenosa de KGF-1 impactou, com sucesso, o curso da gravidade da MO em pacientes

gue receberam tratamento estomatotdxico agressivo.

A palifermina foi, posteriormente, aprovada pela FDA (Food and Drugs
Administration) e EMA (European Medicine Agency) para uso restrito a pacientes
portadores de MO (SPIELBERG et al., 2004; STIFF et al., 2007; CAMPOS et al., 2015).

2.1.7 - Estratégias Fisicas

2.1.7.1 - Crioterapia oral

Campos et al. (2015) citaram em sua pesquisa varios estudos que fornecem
evidéncias para o beneficio da crioterapia na modulacdo da MO. Seu uso se da através
da dissolucdo de pequenos cubos de gelo na boca, podendo ser empregado cubos de
gelo a base de cha calmante, como a camomila.

Estudos realizados por Riley et al (2015) concluiram que a crioterapia oral reduz a
gravidade da MO em pacientes submetidos a tratamento antineoplasifco com 5-FU.

Acredita-se que o beneficio da crioterapia seria devido a vasoconstri¢cao local.

2.1.7.2 - Terapia a laser (Fotobiomodulacéao)

A utilizacdo do laser de baixa intensidade foi proposta por Damante, Marques e
De Micheli (2008) para a cicatrizacdo de feridas uma vez que, quando utilizado como
agentes terapéuticos, apresentam propriedades antinflamatorias e analgésicas, além da
cicatrizacéo de feridas, proporcionando mais conforto ao paciente e reducdo do uso de
medicamentos.

A conclusdo dos trabalhos de Fekrazad e Chinifourush (2014) mostrou a
laserterapia como uma forma segura de prevenir, tratar e diminuir a severidade da MO
uma vez que aumenta a producéo de ATP (adenosina trifosfato) intracelular aumentando
a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Este aumento resulta em
proliferacdo de fibroblastos, sintese de coldgeno, mudanca na resposta inflamatoria, bem
como uma maior motivacao da angiogénese e reparo tecidual.

Varios estudos sugerem que o tratamento da mucosa com um laser de nivel baixo
de hélio-neon (LLLT) reduz a gravidade da mucosite e promove cura mais rapida em

pacientes submetidos a terapia de condicionamento para o transplante de células tronco
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hematopoiéticas (SCHUBERT; EPSTEIN; PETERSON, 2000; BARASCH; EPSTEIN,

2011; FERREIRA et al., 2012; CAMPOS et al., 2015).
Para Cinaucero et al. (2017), ha uma quantidade significativa de dados
documentando as atividades biologicas da LLLT. Acredita-se que o laser reduz os niveis

de citocinas pro-inflamatorias e diminui os niveis das ROS.

2.1.8 - Gerenciamento de dor

Para Lalla et al. (2014), a gestédo da dor desempenha um papel crucial na melhora
gradual da qualidade de vida do paciente submetido a quimioterapia e radioterapia com
desenvolvimento da MO. Em seu estudo, sugeriram a prescricdo de morfina para
analgesia em pacientes com dor intensa causada pela MO. Ainda, de acordo com 0s
autores, até o momento, a analgesia com a morfina € recomendada apenas no
tratamento da MO em paciente hematoldgico com dor intensa. Enxaguatoérios bucais a
base de morfina como transdermal, fentanil e doxepina sdo outras op¢des possiveis em
varios contextos clinicos. Tapentadol, gabapentina e pregabalina sdo farmacos que ainda
estdo sendo realizados estudos clinicos para sua aplicacao.

Resultados da pesquisa de Rugo et al. (2016) sugerem que colutdrios a base de
dexametasona apresentam beneficio em seu uso. Porém, tém como alvo a inflamagé&o
secundaria na fase dessas lesfes.

Robsinson (2008) sugeriu uma mistura para bochechos como forma de prevencéo
qgue deve ser usada tanto pelos pacientes portadores de MO quanto por aqueles que
ainda ndo apresentaram manifestacdes da doenca. A mistura contém um litro de solucéo
salina 0,9%, trés colheres de cha de bicarbonato de sddio em pd e 60 a 100mL de
lidocaina 2%. O bochecho deve ser feito por um minuto, de duas em duas horas.

Chaveli-Lopez e Bagan-Sebastian (2016) descreveram que as modalidades
terapéuticas podem ser realizadas por agentes farmacoldgicos ou nao farmacologicos
podendo ser utilizados outros compostos como 0s anestésicos topicos citando a lidocaina
como exemplo. Todavia, a lidocaina fornece alivio a curto prazo. Um agente muco
aderente a outros agentes, tais como antimicoticos, esterdides ou antibidticos também
podem ser usados como paliativos em casos de dor ou infeccdes.

O estudo de Allisson (2014) mostrou beneficio paliativo de varios agentes de
aplicacdo tépica, que estdo atualmente disponiveis, incluindo GelClair®, Episil® e
MuGard®.
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2.1.9 - Outras abordagens

2.1.9.1 - Remédios naturais

Inimeros estudos vém sendo desenvolvidos nos dltimos anos para determinar o
potencial preventivo ou terapéutico de alguns farmacos naturais como Vitamina A, acido
ascorbico, mel de manuka, aloe vera, camomila e 6leo de copaiba, dentre outros extratos
vegetais. Estes sdo apenas alguns exemplos de uma abordagem emergente que estéo
conquistando a aceitacdo da populacdo por estarem relacionadas a melhora da
cicatrizacdo sem oferecer toxicidade, nem interacdo com outras medica¢des. Destaca-
se a camomila, por possuir acdo antinflamatéria, antimicrobiana e propriedades
cicatrizantes, auxiliando no tratamento das lesbes bucais apresentadas pelo paciente
(CAMPOS et al., 2014; YUAN; SONIS, 2014; VAN SEBILLE et al., 2015).

Em 2017, Hitomi e seus colaboradores sugeriram o uso de gingerol, a base de um
extrato de gengibre processado, que desempenha um papel essencial na analgesia
associada a dor induzida por MO. Este mecanismo farmacolégico fornece evidéncias
cientificas que apoiam o uso desse medicamento em pacientes que sofrem de dor

induzida por MO.

2.2 — Terapias antineoplasicas

2.2.1 - Radioterapia

De acordo com Lima et al. (2015), a radioterapia € um tratamento que consiste na
utilizacé@o de radiagao ionizante. A radiagéo é emitida e direcionada ao local a ser tratado
e € considerada um tipo de energia com o objetivo de destruir ou impedir que as células
oriundas do tumor aumentem. E um meio eficaz capaz de impedir o continuo
desenvolvimento das neoplasias malignas.

Altas doses de radiacdo em grandes areas, incluindo a cavidade bucal, maxila,
mandibula e glandulas salivares podem resultar em diversas rea¢fes. Mucosite oral,
candidiase, disfagia, carie de radiacdo, osteorradionecrose, necrose do tecido mole e
xerostomia estdo entre as varias complicagfes deste tipo de terapia (JHAM; FREIRE,
2006; OWLIA; KAZEMEINI; GHOLAMI, 2012).
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Pode ser usada em combinacéo, ou seja, concomitante com a quimioterapia. Os

efeitos colaterais da radioterapia dependem da dose do tratamento, do volume e do local
onde sera irradiado, assim como da idade e das condi¢des clinicas do paciente. Podem
ocorrer reacdes agudas durante o tratamento e, em geral, sdo reversiveis. H4, ainda,
complicac@es tardias comumente irreversiveis e em diversas intensidades. O tratamento
é direcionado a determinada area do organismo e € indolor durante sua aplicacéo (INCA,
2019).

Trotti et al. (2000) e Sonis (2013) destacaram que 0s pacientes que estdo sendo
irradiados para tratamento de cancer na regido de cabeca e pescoco sao de alto risco
para o desenvolvimento da MO. Em pacientes tratados com radioterapia a mucosite é
considerada o efeito colateral agudo mais importante na cavidade bucal. De fato, cerca
de dois tercos desenvolverao formas graves da doenca. A incidéncia salta para perto de
100% quando a irradiacdo se da em cabeca e pescoco. A adicdo de quimioterapia a
radioterapia onde o medicamento mais utilizado é a cisplatina, também aumenta o risco
de MO.

Sanguineti et al. (2012) mostraram que pacientes com cancer e gue receberam
irradiacdo aumentaram espontaneamente o desenvolvimento de MO. Segundo estes
autores, tanto a incidéncia quanto a duracdo da MO sdo aumentadas com a adicéo de
quimioterapia a um padréo de radioterapia quando comparado ao de quimioterapia
isolado.

Para Brunner et al. (2016), a radiacdo induz danos diretos e indiretos. Em
observacdo de pacientes em tratamento para cancer, os mesmos podem, também,
desenvolver mucosite gastrointestinal iniciando por uma esofagite. Alguns pacientes
podem necessitar de tubo de alimentacéo e/ou interrupcdes do tratamento. Além disso,
danos nesse nivel podem levar a uma grande infeccdo e disfagia ou odinofagia, menor
ingestao alimentar, caquexia e, consequentemente, um pior prognostico.

Villa e Sonis (2015) descreveram que, no caso de radiacéo, a sinalizacdo de dano
no tecido celular acontece dentro de poucos segundos de exposi¢cdo. Sintomas
associados a atrofia, como queima e dor moderada, comeg¢am assim que ocorre o fim da
primeira semana de tratamento. A ulceracdo € observada entre a segunda e a terceira
semanas de tratamento e torna-se continuo e extremamente doloroso (de modo a limitar
a funcado) devido as doses de radiacdo cumulativas. As lesGes persistem por até seis

semanas apoés a conclusdo da radioterapia.
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2.2.2 - Quimioterapia

Entende-se por quimioterapia o conjunto de medicamentos utilizado para o
tratamento antineoplasico. Estes medicamentos se misturam com o0 sangue e s&o
levados a todas as partes do corpo humano, destruindo células cancerigenas que estéo
formando o tumor e impedindo sua proliferacdo até outros tecidos, a metastase. Pode
ser administrado via oral, intramuscular, subcutanea ou por infusdo (INCA, 2019).

Para Villa e Sonis (2015), as taxas de inicio e gravidade da lesdo da mucosa
dependem do tipo de quimioterapia utilizada. Os agentes quimioterapicos variam na sua
mucotoxicidade. Os antimetabdlitos, isto €, 5-FU e metotrexato, irinotecano, agentes
alquilantes como ciclofosfamida e cisplatina, antraciclinas e taxanos, tendem a ser mais
consistentemente associados a toxicidade das mucosas que a bleomicina, hidroxiureia
ou etoposido. Além disso, a infusdo tende a ser mais toxica.

O efeito citotdxico dos quimioterapicos sobre a mucosa bucal é discreto nos
primeiros dias de tratamento, tornando-se gradualmente mais severo a partir do fim da
primeira semana (geralmente por volta de 7 a 10 dias); apds duas semanas do final do
tratamento ha remissao das lesbes bucais (DIAS, 2010; BARASCH; EPSTEIN; 2011).

A utilizacdo dos quimioterapicos contra as neoplasias malignas consiste em
erradicar as células tumorais sem lesar os tecidos normais do paciente. Para isto,
contudo, é necessario que o tumor seja sensivel aos medicamentos antineoplasicos, que
os locais onde estéo inseridos os tumores recebam concentracdes adequadas de drogas
ativas por um periodo de tempo suficiente e que as células do hospedeiro sejam
resistentes aos efeitos nocivos que as mesmas drogas causam (MARTINS; CACADOR,;
GAETI, 2002; GALVAO; CASTRO; CONSOLARO, 2006).

2.2.2.1 - Farmacos (tratamentos) antineoplasicos

Houve um grande avanco nas Ultmas décadas em relacdo aos fatores
relacionados ao tratamento anticancer. E nitido que, nas Ultimas décadas, o papel dos
farmacos no combate ao cancer expandiu de uma maneira avassaladora. Estes agentes
sao capazes de curar diversos tumores avancados sendo o tratamento de escolha contra
as neoplasias malignas disseminadas, para as quais o tratamento cirdrgico ndo esta
indicado ou por estarem localizados fora dos limites da radioterapia. Estes medicamentos

(actimicina D, daunorubicina e daunomicina, adriamicina, 5-FU, bleomicina, citosina,
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arabinosida e metotrexato), sao utilizados também como auxiliares nos casos cirlrgicos

ou por radioterapia em casos de prevencao de metastases de tumores primarios tratados
no local (CALABRESE; CHABNER, 2003; GALVAO; CASTRO; CONSOLARO, 2006;
CINAUSERO et al., 2017).

Dentre estes farmacos estdo os quimioterapicos tradicionais, ou seja, agentes
alquilantes, antimetabdlitos, antibiéticos, esteroides, alcal6ides vegetais, dentre outros,
que sdo considerados modificadores das respostas biologicas e 0os agentes que séo
utilizados especificamente como protetores dos efeitos toxicos causados por estes
préprios farmacos (KNOX; PUODZIUNAS; FELD, 2000).

Drogas antineoplasicas destroem ou comprometem as células tumorais ou,
ainda, atuam na inibicdo da duplicacdo do DNA sendo mais eficazes contra as
células em r4pida divisdo celular (CALABRESE; CHABNER, 2003).

Os medicamentos antimetabdlitos exercem seus principais efeitos durante a fase
S (sintese de DNA) do ciclo celular. Dessa forma, interferem no crescimento das células
do organismo que sdo de rapida proliferacdo. Entre estas células estdo: células da
medula 6ssea, foliculos pilosos, células do revestimento do trato gastrointestinal e as
células germinativas. Existem trés classes de medicamentos antimetabolitos: os
analogos do acido félico, os analogos da purina e os analogos da pirimidina (KWOK;
SCHUBERT,; FELD, 2000).

O 5-FU, um anélogo da pirimidina, destaca-se entre todos os farmacos utilizados
por apresentar uma grande diversidade de uso terapéutico, entretanto apresenta

variados efeitos colaterais (LIMA et al. 2004).

2.2.2.1.1 - 5-fluorouracil (5-FU)

Conhecido como 5-FU, o 5-Fluorouracil € um quimioterapico bem estabelecido e,
por muito tempo, tem sido utilizado para o tratamento de uma variedade de diferentes
tipos de cancer, incluindo mama, colorretal e pele, mas também €& um tratamento
alternativo para pacientes com cancer de cabeca e pesco¢o, metastatico ou recorrente
(CAMPOS et al., 2015; SOUGIANNIS et al., 2019).

O 5-FU é uma pirimidina fluorada, analogo do uracil, que penetra facilmente nas
células. E convertido em varios metabdlitos ativos que s&o incorporados em
macromoléculas como DNA e RNA, inibindo suas fun¢des normais (WALLADBEGI et al.,
2018).
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Sua preparacao se da a partir da substituicdo de um atomo de hidrogénio por outro

mais estavel de fluor na posicdo “5” da molécula de uracil. Este sitio especifico de
substituicdo no anel pirimidina foi selecionado porque ele pode inibir a subsequente
converséao do nucleotidio uracil em nucleotidio timina (PINEDO; PETERS,1988).

Este farmaco € administrado por via intravenosa, na forma de bolus ou como
infusdo continua prolongada por alguns dias, durante um periodo de varios meses. Sua
meia-vida é curta, de 10 a 20 minutos e, como atua na fase S do ciclo celular, oferece
maior oportunidade para as células que ndo se encontram nesta fase passarem para
uma fase mais sensivel (ALLEGRA; GREM,1997).

Devido aos seus efeitos primarios serem exercidos nos tecidos de rapida divisdo
celular, seus efeitos adversos podem ser fatais, sendo descrita a ocorréncia de isquemia
do miocardio causada por espasmos da artéria coronaria (McCARTHY et al., 1998;
STRINGER, 2013).

Vérios tipos de toxicidades estdo associados a utilizacdo deste farmaco, como
anorexia, vomitos, mucosite e diarreia, que variam consideravelmente de acordo com a
dosagem utilizada, o esquema adotado e a via de administracado (PIZZORNO et al.,
2000).

Segundo Lara, Guerra e Melo (2007), o 5-FU, em contraste com o metotrexato,
promove uma citotoxicidade, mas ndo compromete os individuos sistemicamente,
permitindo a visualizacdo de Ulceras, sem maior morbidade. Apesar da inducédo de
apoptose, o tratamento com esta droga induz alteracdes nos queratindcitos, que sao
compativeis com a degeneracao autofagica.

O modelo animal de mucosite induzido por 5-FU em ratos permite a visualizagao
das fases da MO (SONIS, 2004). Para Lara, Guerra e Melo (2007), o modelo animal de
mucosite induzida pelo quimioterapico 5-FU pode ser usado para estudos de MO,
especialmente no que se refere a prevencao e tratamento de sequelas.

Acredita-se que o dano celular provém de uma cascata de eventos que ocorrem
no subepitélio subjacente. Subsequente ativacao de fatores de transcricéo e liberacao de
varias citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-6 e TNF-q, leva a um comprometimento da
mucosa (STRINGER, 2013; WALLADBEGI et al., 2018).

Os efeitos tdxicos das injecdes intravenosas de 5-FU podem resultar na
mielosupressao, principalmente leucopenia, seguida de trombocitopenia e anemia. Pode-
se verificar também alopecia, dermatite, pigmentagcdo aumentada, atrofia da pele e
mucosa (WALLADBEGI et al., 2018).
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2.3 - Leucometria

Laboratorialmente, o organismo humano conta com cerca de 4.000 a 10.000
leucécitos por mm?2 de sangue periférico. Quando tal parametro bioquimico esta alterado,
temos a instalacdo de leucocitose (quantidade que excede ao normal) ou leucopenia
(quantidade inferior aqueles valores considerados normais); quanto mais grave a
leucopenia, maior a chance de instalacdo de infeccdo secundéria, influenciando
diretamente a continuidade do tratamento quimioterdpico e levando a possiveis
complicacBes da defesa imunoldgica tumoral (MEHTA; MALIK, 2006).

Diversos autores consideram a leucopenia secundaria a quimioterapia como uma
das principais causas de descontinuidade do tratamento antineoplasico ressaltando,
assim, a necessidade de monitoramento da imunocompeténcia por hemograma
completo durante a realizacdo da terapia (SONIS, 1998; LIMA et al., 2004; SONIS, 2010;
CAMPOS et al., 2015).

Segundo Liu, Zhang e Li (2013), a quimioterapia é o tratamento padréo para
cancer e a leucopenia é o efeito colateral mais comum, estando relacionada diretamente
com a sobrevivéncia do paciente.

Diversos estudos abordam a influéncia da quimioterapia experimental induzida
sobre a contagem total de leucécitos e estabelecimento da caquexia (LILLIE; TEMPLE;
FLORENCE, 1996; RUIZ-ESQUIDE et al., 2011; ALVARINO-MARTIN; SARRION-
PEREZ, 2014; FEKRAZAD; CHINIFORUSH, 2014; CAMPOS et al., 2015). Por outro
lado, a prevencdo da leucopenia a quimioterapia induzida foi, até entdo, abordada por
poucos pesquisadores (ALLE; ALLE FILHO; MARCHESANO, 1988; RUIZ-ESQUIDE et
al., 2011).

Contudo, dadas as consequéncias sistémicas da quimioterapia e seu efeito
negativo sobre a mielopoiese, destaca-se a necessidade cada vez maior do

estabelecimento de protocolos preventivos modulatérios de subpopulacdes de linfécitos
T e do sistema fagocitario mononuclear, devido ao conhecido perfil de citocinas
produzidos por tais células, sabidamente indutores de caquexia, favorecendo, assim, a
continuidade do tratamento antineoplasico (WARDILL; BOWEN; GIBSON, 2014).
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2.4 — Atorvastatina

As estatinas foram descritas pela primeira vez na literatura em 1976 como o
primeiro inibidor da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductase (HMG-CoA), sendo a
mevastatina o primeiro farmaco comercializado, que representa a primeira estatina
descrita, originalmente isolada como produto metabdlito de culturas Penicillium citrinium
(CHAN; OZA; SIU, 2003).

A inflamacdo representa uma complexa mobilizagdo dos sistemas de defesa
celular e humoral do organismo, com participacdo vascular, neural e hormonal,
desencadeada por estimulos fisicos, quimicos ou biolégicos. Os medicamentos
atualmente disponiveis na pratica médica, como antinflamatérios ndo esteroidais, anti-
histaminicos, glicocorticéides e imunosupressores, estdo muito longe de tratar com
eficacia processos inflamataorios crénicos (CAMPOS et al., 2015).

Este é um dos motivos pelo quais a industria farmacéutica vem estudando novas
alternativas para o tratamento de patologias que acometem a pele, bem como novos
alvos terapéuticos e novas entidades quimicas. Devido a grande dificuldade de
desenvolvimento de novas moléculas com atividade biolégica, a tentativa de utilizar
medicamentos ja conhecidos para novas indicacdes terapéuticas tem sido um grande
desafio para a medicina contemporanea. Um exemplo disso € a utilizacdo de uma classe
de medicamentos, as estatinas, com propriedades de realizar o bloqueio da conversao
do substrato HMG-CoA em acido mevalbnico, inibindo, assim, os primeiros passos da
biossintese do colesterol. Representam agentes hipolipidémicos mais usados devido a
efichcia em reduzir os niveis de colesterol sanguineo com exceléncia e seguranca
(RIDRUEJO et al., 2018).

Estéo disponiveis para comercializacdo: atorvastatina, rosuvastatina, sinvastatina,
fluvastatina, lovastatina, pitavastatina e pravastatina, sendo a atorvastatina o farmaco
mais empregado (RIDRUEJO et al., 2018).

Diversos estudos reportaram o0 uso das estatinas como responsavel por uma
significante diminuicdo nos niveis séricos de lipideos, com resultados favoraveis a
diminuicdo das doencas hemodinamicas isquémicas e cardiacas, em pacientes com
arterosclerose em disturbios cardiovasculares, além de seus efeitos sobre o nivel de
colesterol (ENDO, 1992; AZEVEDO et al., 2010; MEDEIROS et al., 2011; KOSE et al.,
2014).

A atorvastatina € um agente redutor do colesterol derivado sinteticamente de um
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produto de fermentacao do Aspergillus terreus. Apos sua ingestao, a forma lactona inativa

€ hidrolisada para o seu correspondente a-hidroacido. Este € o principal metabdlito
inibidor da HMG-CoA (LEA; McTAVISH, 1997; HE; TAN, 2013).

E indicada para pacientes com doenca coronariana para reducéo do risco de morte
e de infarto do miocardio nao fatal, reducéo do risco de acidente vascular cerebral (AVC)
e de ataques isquémicos transitérios (AIT), reducdo do risco de realizacdo de
procedimentos de revascularizacdo do miocéardio (bypass da artéria coronariana ou
angioplastia coronariana transluminal percutanea), redugdo da progressdo da
arteriosclerose coronariana, incluindo a reducéo do desenvolvimento de novas lesdes e
de novas oclusdes totais (AZEVEDO et al., 2010; LIU et al., 2014).

Outra indicacdo deste farmaco € para hipercolesterolemia: reducdo dos niveis
elevados de colesterol total e triglicerideos em pacientes com hipercolesterolemia
primaria ou hipercolesterolemia combinada (mista), quando a resposta a dieta e outras
medicacfes ndo farmacologicas isoladamente tenham sido inadequadas (LEA,
McTAVISH, 1997; AZEVEDO et al., 2010; HE; TAN, 2013).

A atorvastatina eleva o HDL-colesterol e, portanto, reduz a relagdo LDL/HDL -
colesterol e a relacéo colesterol total/HDL. Também € indicada associada a dieta e a
outras medidas ndo relacionadas a dieta para reduzir os niveis de colesterol total (LIU et
al., 2014).

De acordo com Medeiros et al. (2011), os efeitos das estatinas incluem melhora
da funcao endotelial pela regulacéo endotelial do 6xido nitrico sintase (eNOS), diminuicdo
da célula muscular lisa vascular (VSMC), proliferacdo de macrofagos, reducdo na
atividade plaquetéaria, estabilizacdo das placas de aterosclerose, propriedades
antioxidantes e antinflamatérias e efeitos imunomoduladores. Muitos desses efeitos
pleiotrépicos sdo mediados pelo bloqueio da sintese de intermediarios isoprendides, com
acumulo de células inativas de proteinas de ligacdo com Trifosfato de Guanosina (GTP)
no citoplasma.

Alguns pesquisadores mostraram que o NO e suas enzimas parecem exercer um
papel benéfico no curso de doencas uma vez que consegue inibir o agravamento da
inflamacé&o (RUULS et al., 1996; OKUDA et al., 1998; PONOMAREYV et al., 2007; KOSE
et al., 2014).

Nos estudos de Seungjoon et al. (2000), foi demonstrado que o NO produzido tem
um papel benéfico na remocdo de células inflamatorias através do bloqueio da

proliferacdo de células T e, eventualmente, por inducdo da apoptose de células
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inflamatorias em pacientes portadores de encefalomielite autoimune.

Em um estudo realizado por Lauf, La Fata e Liao (1997), citado por Azevedo et al.
(2010), mostrou que as estatinas atuam diretamente sobre o metabolismo do NO,
potencializando sua acao reguladora. Este trabalho, considerado o passo inicial no
estudo das funcdes das estatinas, demonstrou que a atorvastatina aumentou de 13 para
38 horas a vida média do RNAm que codifica 0 eNOS, demonstrando que as estatinas
inibem significativamente a interagdo dos leucadcitos.

Tratamento com estes farmacos reduz a inflamacgéo vascular em pacientes, como
evidenciado por reducéao significante dos marcadores antinflamatorios. Foi sugerido que
as citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1 e IL-6 estdo envolvidas na patogénese da MO
apos uso de quimioterapicos (AZEVEDO et al., 2010; MEDEIROS et al., 2011). Segundo
estes pesquisadores, estas citocinas, bem como a IL-1, podem estar envolvidas na fase
de amplificacdo da mucosite intestinal, uma vez que a inflamacdo pode ser a
consequéncia funcional da barreira, isto €, com perda da integridade epitelial (atrofia e
metabolismo protéico alterado) e protecdo da mucosa alterada. Somado a isso, a ma
nutricdo que € associada com cancer e quimioterapia é capaz de induzir mais citocina no
intestino.

O uso de estatinas também esta associado a um risco reduzido de progressao da
fibrose em pacientes com hepatite C crénica e um risco reduzido de desenvolvimento de
cirrose. Entdo, ha um consenso benéfico do uso de estatinas em pacientes com doencas
cronicas do figado. Até agora foi provado que existem varios mecanismos ativados pelas
estatinas no cancer, dependendo da linha celular, concentracéo de estatinas, duracéo da
exposicdo e o tipo de estatina utilizado, demonstrando que as estatinas podem inibir a
progresséo do ciclo celular e pode induzir a apoptose tanto por fatores intrinsecos como
extrinsecos. O TGF-B1 esta envolvido na regulacdo do comportamento celular em uma
variedade de contextos celulares (RIDRUEJO et al., 2018).

2.5 - Modelo animal experimental para mucosite oral

Bowen, Gibson, Keefe (2011) afirmaram que a utilizacdo de animais para estudo
da MO tem fornecido extensas informacdes com relacdo aos mecanismos de instalagéao
e terapéutica da doenca.

Cardani et al. (2011), o modelo animal escolhido para estudo da MO é um

importante passo no desenvolvimento experimental de novos farmacos e terapias.
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Araujo et al. (2015), em seu estudo, demonstrou limitacées no uso de hamsters,

devido a diferencas genéticas com humanos e pela diferenca na mucosa jugal.

Campos et al. (2015), em sua pesquisa de MO induzida por 5-FU utilizando ratos
Wistar, observaram que estes animais apresentam caracteristicas histopatolégicas da
cavidade bucal semelhantes a de humanos.

Para Shimamura et al. (2018), a pesquisa em modelos experimentais em animais
para o desenvolvimento de novos farmacos para prevenir a MO € necesséaria e
importante, pois ainda ndo ha um tratamento ou protocolo eficaz.

Vieira, Nagato e Campos (2018), descreveram a utilizacdo do rato Wistar para
pesquisas de inducdo da MO. Quando estes animais séo utilizados conseguem mimetizar
as mesmas caracteristicas clinicas da MO em humanos (areas eritematosas, hiperemia,
lesbes ulcerativas menores a maiores), sdo de facil manejo devido ao tamanho e de facil

obtencao.
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3 -HIPOTESE

A administracdo preventiva da atorvastatina, em dosages diferentes, pré-
determinada é benéfica ao tratamento da mucosite oral induzida em ratos wistar, e

também a manutencao do numero de leucocitos e melhora do quadro de caquexia.
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4 - OBJETIVOS
4.1- Objetivo Geral

Estudar o efeito da administracao da atorvastatina, em dosagens diferentes, bem
como determinar sua acao sobre o estabelecimento de leses da mucosite oral induzida

por quimioterapia na manutencdo do nimero dos leucécitos e na caquexia.

4.2 - Objetivos Especificos

e Desenvolver um modelo de indugcdo da mucosite oral, sem o emprego de
anestésico para a etapa de escarificacdo das bochechas;

¢ Investigar o potencial preventivo da administracdo da atorvastatina na mucosite
oral induzida por quimioterapico em ratos Wistar;

e Verificar qual a dosagem de atorvastatina € mais eficaz (1, 5 ou 10mg/kg/dia) para
prevencao da MO;

e Avaliar o estado clinico dos animais ap6s a quimioterapia com dosagens
preventivas diferentes de atorvastatina (1, 5 e 10mg/kg/dia);

e Avaliar o efeito da atorvastatina sobre a caquexia apés a indu¢do da mucosite oral
através do acompanhamento do consumo de ra¢do e massa corporal;

e Avaliar o efeito da atorvastatina sobre o leucograma dos animais.



50
5 - MATERIAIS E METODOS

5.1 - Aspectos éticos

O projeto experimental foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Pré-Reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora - UFJF,
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado em 04 de julho de 2018
sob o numero 005/2018.

5.2 - Animais de experimentacéao

Foram utilizados nesta pesquisa 36 ratos Wistar (Rattus norvegicus) (N = 36),
machos, com seis a oito semanas de vida e peso corporal entre 180 e 250g.

Os mesmos foram obtidos e alojados no Biotério do Centro de Biologia da
Reproducéo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). O biotério é provido
de iluminacdo mista — luz natural e lampadas fluorescentes — sendo as Ultimas
controladas automaticamente para acenderem as 6 horas e apagarem as 18 horas. Os
animais foram mantidos em estantes climatizadas, trés por gaiola, providas de camas de
maravalha selecionada, mamadeira para dgua e cocho para racéo do tipo peletizada. Os
animais foram alimentados com racéo e agua ad libitum. Quinze dias antes do inicio da

inducdo da mucosite oral, os animais foram separados aleatoriamente em cinco grupos:

o Grupo Controle — animais com mucosite quimioinduzida, que receberam
solucéo salina ip (soro fisiolégico — 0,5mL) (n = 9)

o Grupo | — animais com mucosite quimioinduzida tratados com atorvastatina ip

1mg (n=29);

o Grupo Il — animais com mucosite quimioinduzida tratados com atorvastatina ip
5mg (n =9);

o Grupo lll — animais com mucosite quimioinduzida tratados com atorvastatina ip
10mg (n = 9);

O desenvolvimento do modelo experimental foi conduzido no préprio biotério.
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5.3 - Protocolo de administracdo medicamentosa

A atorvastatina foi manipulada especificamente para cada grupo, onde cada
animal recebeu 0,5mL de 1, 5 ou 10mg/kg/dia, respectivamente, por injecdo via
intraperitoneal (ip), iniciando quinze dias antes do tratamento com 5-FU.

Quinze dias apos o tratamento prévio com atorvastatina, os animais receberam a
primeira e segunda dose do quimioterapico 5-Fluorouracil (dias 16 e 18) e estendendo-
se até o final da escarificagdo das bochechas (dias 19 e 20) (SONIS, 2004; AZEVEDO
et al., 2010; MEDEIROS et al., 2011; CAMPOS et al., 2015).

Os animais do Grupo Controle, receberam solucdo salina 0,9%, estéril,
comecando 15 dias antes da inducdo da mucosite. Os animais receberam injecdes
intraperitoneais contendo 0,5mL desta solu¢do continuando até o final da escarificacédo
das bochechas (dias 19 e 20) (Figura 3).

Administragdo Eutanasia
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Figura 3 — Quadro de administracdo medicamentosa, inducdo da mucosite oral,
escarificagdo e eutanasias.



5.4 - Indugado da mucosite oral >

A inducéo da MO, foi realizada em todos os animais, através da administracéo do
quimioterapico 5-FU (Eurofarma, Séo Paulo, Brasil) via injecédo intraperitoneal, no dia “16”
(dose de 60mg/Kg) e no dia “18” (dose de 40 mg/Kg) do experimento (SONIS et al., 1990;
MEDEIROS et al., 2011; CAMPOS et al., 2015).

Nos dias “17” e “18” as mucosas jugais dos animais sob contecao fisica, foram
escarificadas, bilateralmente, com a ponta de uma agulha estéril, nimero 18 G (Gaulle),
por duas vezes, com o intuito de simular o contato dos dentes com a mucosa. Todo o
procedimento foi realizado pelo mesmo operador, sem uso de anestesia ou sedagao
(Figura 4).

3 |

Figura 4 — Fotografia demonstrando a escarifi
agulha, com o animal sob contencéo fisica.

cacao realizada na mucosa jugal, com

Os animais permaneceram por observacao clinica de 2 horas, ou seja, ficaram
em observacao clinica pelo pesquisador e ndo foram submetidos & nenhuma intervencao
neste periodo (SONIS et al.,1990; MEDEIROS et al., 2011; CAMPOS et al., 2015).

5.5 - Acompanhamento dos animais durante o tratamento

Para constatacdo do surgimento das lesbes, as mucosas foram observadas
clinicamente, onde os animais foram contidos fisicamente e as mucosas evertidas
(VIEIRA; NAGATO; CAMPOQOS, 2018) e foram realizados anteriormente a eutanasia dos
animais de modo a permitir uma comparacdo entre 0S grupos para comprovacao da
efetividade do medicamento.

Durante todo o periodo do experimento os animais foram monitorados diariamente

por meio de mensuracéo do peso corporal e condicéo sistémica de morbidade.
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Da mesma forma, o consumo de racdo foi anotado diariamente durante o

experimento para avaliar a ingestdo alimentar, crescente ou decrescente, dos animais.
Apés a eutanasia, as regides anatdmicas da mucosa jugal foram evertidas de
modo a facilitar a visualizacao das regides afetadas.

5.6 - Obtencédo das amostras e avaliacdo histopatoldgica

Nos dias “24”, “27” e “30”, trés animais de cada grupo foram eutanasiados com
sobredose anestésica de Quetamina e Xilazina e, logo apos, relizou-se a remocéao
completa do sangue do animal por puncéo cardiaca (MEDEIROS et al., 2011; CAMPOS
et al., 2015). Foi realizada a tricotomia para remocé&o dos pelos ao redor das bochechas

e, posteriormente, procedeu-se a remogdo excisional das mucosas jugais, para

preparacdo do material histolégico (Figura 5).

Figura 5 — Fotografia demonstrando a remocé&o excisional das bochechas

5.7- Técnica histolégica

De acordo com Aarestrup (2012), o processamento histologico é realizado através
de etapas onde as amostras de tecidos sdo preparadas com a finalidade de serem
visualizados por microcospia 6ptica. A confeccdo da lamina é resultado das seguintes
etapas:
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- Obtencado da amostra de tecido (coleta);

- Fixacao e identificacdo da amostra;
- Clivagem,;

- Desidratacéao;

- Diafanizacéo;

- Impregnacéo e incluséo;

- Microtomia;

- Coloracéo;

- Montagem.

As laminas histol6gicas foram analisadas em microscépio Zeiss® (Hallbergmoos,
Alemanha) em aumentos de 50X, 100X e 400X, em toda sua extensdo, por dois
diferentes observadores com experiéncia e formacéo em histopatologia, para avaliacédo
descritiva das caracteristicas gerais histopatoldgicas da leséo. A partir desta avaliacéo,
foram selecionadas, em aumento de 400X, trés areas em cada amostra para captura
digital por sistema computadorizado Axion Cam ICc 5 (Zeiss®, Berlim, Alemanha), por
meio de camera digital acoplada ao microscépio optico. Os aumentos utilizados nas
objetivas foram de 5X, 10X e 40X e a ocular com aumento de 10X resultando em
aumentos de 50X, 100X e 400X.

As imagens capturadas foram processadas em programa automatico de
morfometria Zen 2012 (Blue Edition) (Figura 6), aprovado pelo National Institute of Health
(NIH) (Bethesda, USA).
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Figura 6 — Fotografia do programa utilizado para captura das imagens histoldgicas.

5.8 - Leucometria

O sangue foi obtido por meio de puncéo cardiaca (5mL). Apds a coleta, o sangue
foi transferido para tubos de 10mL contendo o anticoagulante EDTA.

A contagem global ou total de leucécitos foi realizada no analisador automatico de
uso veterinario pocH — 100iv, Sysmex® (Kobe, Japdo), no Laboratério de Andlises
Clinicas Animal, do CBR (UFJF, MG, Brasil).

N&o foi feita a contagem diferencial dos leucécitos uma vez que o objetivo inicial
do trabalho foi apresentar a importancia do controle do nimero total de leucdcitos nos

animais sob tratamento quimioterapico.

5.9 - Andlise estatistica

Os dados séo apresentados com a média e desvio padrao (z). Para os dados, foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis por comparacdao mdultipla com o teste post hoc de
Dunn. Em todos os casos, o nivel de significancia foi de 5% (p < 0,05). As analises foram
realizadas pelo software GraphPad Prism 5:00 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, California, USA).
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5.6 — Parametros para avalicao

Foram utilizados os seguintes parametros: avaliacdo da andlise clinica dos
animaisconsumo de ragdo por animal através do comparativo entre 0s grupos; caquexia:
avaliacdo do peso corporal — comparativo entre os grupos; efeito da atorvastatina, em
diferentes dosagens, na prevencao da mucosite oral — analise macroscopica, analise

histol6gica das mucosas e leucograma.
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6 — RESULTADOS

6.1 - Andlise clinica dos animais

Os animais foram acompanhados clinicamente durante todos os dias do experimento.

Trés dias apds a inducdo da MO foi possivel observar que os animais do Grupo
Controle apresentaram diarreia constante, extenso sangramento ocular e nasal (Figura 7A),
secrec¢do na face, pelos ouricados - sinal clinico caracteristico de dor, caguexia constante e
perda de peso. Os animais demonstraram pouca melhora clinica, levando um animal a 6bito
antes da data prevista.

Também foi possivel verificar que os animais do Grupo | (Figura 7B), tratados com
atorvastina ip 1mg, apresentaram sangramento nasal e ocular, diarreia, caquexia, porém em
menor propor¢cdo quando comparados ao Grupo Controle (Figura 7A). Os animais
demonstraram pouca melhora clinica e houve ébito de um animal.

Os animais dos grupos tratatos com atorvastatina 5 e 10mg apresentaram menores
efeitos colaterais que todos os outros grupos, apresentando discreto sangramento nasal e
ocular, pouca diarreia, auséncia de caquexia, recuperando-se rapidamente (Figuras 7C).

Porém, os animais tratados com atorvastatina 10mg apresentaram alopecia na regiao
da face (Figuras 7D e E), o que ndo ocorreu com 0s animais do grupo que utilizou a mesma

medicacdo nas dosagens de 1 e 5mg.



Figuras: 7A — Grupo Controle: Animal apresentando sangramento ocular, nasal e secre¢ao;
B - Grupo I: Animal apresentando sangramento nasal e ocular; C — Grupo Il: Animal com
auséncia de sinais clinicos de sangramento nasal, ocular e caquexia. D/E — Grupo IlI: Animal
com auséncia de sinais clinicos de sangramento nasal, ocular e apresentando alopecia na
regido da face.

6.2 — Avaliagcdo do consumo de ragéo por animal — comparativo entre oS grupos

Comparando o mesmo numero de dias, no inicio do experimento, 0s animais
pertencentes ao Grupo | consumiram mais racdo que os demais grupos, até a inducéo da
MO com 5-FU. Percebeu-se que o Grupo | consumiu menos ragdo que o Grupo II.

Nos dois primeiros dias da indugdo da MO, o Grupo Il foi 0 grupo que menos
consumiu racdo, melhorando a ingestéo, significativamente, apos o término da medicacao.

Vale ressaltar que os animais do Grupo Il foram os que, logo apos a medicagéo e da
escarificacdo das bochechas, mais consumiram racdo, estendendo-se até o final do
experimento, em compara¢ao com todos os demais grupos, além de terem se recuperado
mais rapidamente.

O Grupo | apresentou queda significativa no consumo e houve a necessidade de se
antecipar a eutanasia devido aos varios dias de queda no consumo, o que também pode ser
percebido no Grupo Controle (Grafico 1).
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Gréfico 1: Avaliacdo do consumo de racdo em todos 0s grupos de animais estudados

(D1: p < 0,0001 (a — Grupo | e 1l); D2: p < 0,0007 (a — Grupo | e Il); D4: p < 0,0001 (a —
Grupo | e ll, b — Grupo Controle e Il, ¢ — Grupo Controle e lll, d — Grupo | e lll); D5: p <
0,0001 (a—Grupolell,b—Grupolell,d—-Grupolelll); D6: p=0,0010 (a— Grupolell,
d — Grupo | e lll); D8: p < 0,0001 (e — Grupo Controle e I, d — Grupo | e lll, f — Grupo Il e Ill);
D9: p < 0,0001 (b — Grupo Controle e Il; d — Grupo | e lll, e — Grupo | e 1ll); D10: p = 0,0027
(a—Grupo lelll, f—Grupo Il e lll); D11: p < 0,0207 (Grupo Controle e I); D14: p =0,0247 (e
— Grupo Controle e I); D15: p = 0,0002 (c — Grupo Controle e lll, d — Grupo | e 1l1))

6.3 — Avaliacéo do peso corporal (Caquexia) - comparativo entre os grupos

Comparando o mesmo numero de dias, no inicio do experimento, os animais
pertencentes ao Grupo Controle conseguiram manter a média de peso até o inicio da
inducdo da MO (5-FU e escarificacdo das mucosas). Apos, houve queda de peso e
caquexia. Os animais comecgaram a ganhar peso novamante, porém, comecgaram a perder
peso nos dias finais da experimentacédo levando ao aumento da caquexia.

Os animais do Grupo | foram 0s que mais mantiveram Seu peso e que apresentaram
ganho de peso corporal antes da administracdo do 5-FU. Apresentaram queda acentuada
de peso, caquexia exacerbada e, novamente diminui¢do do peso corporal. Pode-se observar
neste grupo que a caquexia foi maior em comparagédo aos demais grupos, levando animais
a Obito e a necessidade de antecipacao da eutanasia.

O Grupo Il foi o que apresentou maior oscilagdo de ganho de peso, havendo
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diminuicdo do mesmo apos a inducédo da MO. Apresentaram ganho de peso apos a inducao

da MO, ou seja, melhora da caquexia até o final da experimentacéo.

O Grupo Il apresentou pouco aumento de peso durante a fase de pré-medicagéo
com atorvastatina, mostrando diminuicdo do peso ap0s a inducdo da MO. Apés esta etapa,
houve rapida melhora da caquexia e ganho de peso. Observou-se neste grupo que 0s
animais ganharam mais peso e melhora da caguexia em comparac¢ao com 0s demais grupos
(Gréfico 2).

-#- Grupo controle
= Grupo |
« Grupo ll
¥ Grupo lll

Peso médio dos animais (g)

150

| |
0 16 1819 20 24 27 30

Grafico 2 — Avaliacdo da caquexia por meio do peso corporal
(D3: p=0,0436 (a— Grupo | e 1), D5: p = 0,00356 (Grupo | e 1); D7: p = 0,00224 (Grupo | e
I); D9: p = 0,0261 (Grupo | e 1))

6.4 — Efeito da atorvastatina, em diferentes dosagens na prevencao da mucosite oral

— andlise macroscépica

O Grupo Controle demonstrou que o tratamento de ratos Wistar com 5-FU, sob
contencdo fisica, sem necessidade de utilizacdo de anestesia com a finalidade de realizagédo
da escarificacdo da mucosa jugal, apresentou lesdes ulcerativas menores.

Constatou-se presenca de areas eritematosas, hiperemia e auséncia de hemorragia
e de areas de necrose. Tais altera¢des foram confirmadas no ato da eutanésia e no estudo

histopatolégico.
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A Figura 8A apresenta a imagem de um animal sadio com finalidade de comparacéao

das mucosas alteradas patologicamente (Figuras 8B e C).

Figura 8: A - Animal sadio, demonstrando a mucosa com aspecto normal, rosa palido, lisa,
brilhante e homogénea. B/C — Grupo Controle: Animal com extensas areas eritematosas,
hiperemia e inicio de lesdo ulcerativa (setas e delimitacéo).

Os animais tratados com atorvastatina 1, 5 e 10mg/kg/dia ndo apresentaram areas
eritematosas, hiperemia ou leses ulcerativas. Desta forma, a atorvastatina foi capaz de
prevenir o dano tecidual causado pelo 5-FU, apresentando apenas eritema discreto causado

pela escarificacdo das bochechas (Figuras 9A, B e C).

Figuras 9: A/B /C: - Grupo I/ Il / lll: Animais apresentaram mucosas jugais
com caracteristicas normais, rosa palido, lisa, brilhante, homogénea
apresentando sinais clinicos da escarificacao (setas).
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6.5 — Anédlise histoldgicas das mucosas

Todas as amostras das bochechas foram incluidas no sentido de se apresentar, ao
corte, a &rea escarificada, ou seja, de modo a abranger toda a &rea correspondente ao
epitélio de revestimento bucal e lamina prépria, em profundidade.

Através da analise histopatolégica das amostras das mucosas jugais coradas por
hematoxilina e eosina (HE) dos grupos envolvidos no experimento foi possivel verificar a
presenca de infiltrado inflamatdério difuso e auséncia de areas de necrose - sendo bastante
variavel de acordo com a medicacao recebida - sinais referentes a lesdes ulcerativas e
preservacao do epitélio de revestimento.

Os animais que receberam solucdo salina (solucdo fisiolégica) ip 0,5mL,
apresentaram sinais histolégicos de MO - lesdes ulcerativas e presenca de &areas
eritematosas (Figura 10A).

O grupo de animais que recebeu atorvastatina ip 1mg, ndo apresentou,
histologicamente, presenca de Ulceras, mantendo a integridade e discreto aumento da
espessura do tecido epitelial (Figura 10B).

Os animais que receberam atorvastatina ip 1, 5 e 10mg, ndo apresentaram,
histologicamente, mucosite oral, mantendo o tecido epitelial integro, porém o epitélio do

Grupo | apresentou-se mais epesso que os demais grupos (Figuras 10C e D).



Figuras 10: Fotomicrografia mostrando imagem de corte histolégico de mucosa jugal
corada em HE, em aumento de 40X. A: Grupo Controle - evidenciacdo de fina camada
do tecido epitelial com exposicdo do tecido conjuntivo, caracterizando presenca de
Ulcera — Mucosite Oral. B: Grupo | - preservagdo e pequeno aumento da espessura do
epitélio. C/D: Grupo I/l - preservacdo da integridade epitelial e delgada camada do
epitélio.

6.6 — Leucograma

Laboratorialmente um rato Wistar, oriundo do Centro de Biologia da Reproducéo,
apresenta uma contagem 4.000 a 10.000 leucocitos/mmég,

Através do Grafico 3, observou-se que no Grupo lll — animais tratados com
Atorvastatina ip 10mg, apresentou resultado melhor que os outros grupos (I, Il e Controle),
mantendo o leucograma muito acima dos valores minimos de normalidade.

Nos animais do Grupo Il - animais tratados com Atorvastatina ip 5mg, o leucograma
deste grupo ficou muito préximo dos valores minimos, porém nao sendo ainda considerados
leucopénicos.

Os animais do Grupo | - animais tratados com Atorvastatina ip 1mg, mostraram um
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leucograma com resultado pior em comparacdo aos outros grupos (Controle, Il e llI),

apresentando quadro de leucopenia aguda.
O leucograma dos animais do Grupo Controle — animais que receberam solugao
fisiologica 0,5mL ficou abaixo dos valores minimos de referéncia, quase proximos da

normalidade, sendo considerados ainda leucopénicos.
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Figura 11 - Leucograma dos grupos experimentais
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7 - DISCUSSAO

A MO impacta negativamente na qualidade de vida dos pacientes, pois causa
sintomatologia extremamente dolorosa, disfagia, odinofagia e disartria, levando estes
pacientes a fracionar as doses terapéuticas ou, em muitos casos, interromper o tratamento
antineoplasico (HERRSTEDT, 2000; MEDEIROS et al., 2011; CAMPOS et al., 2015).

Inimeros modelos experimentais de mucosite induzida vém sendo desenvolvidos
com o objetivo de investigar os mecanismos relacionados ao desenvolvimento dessa
doenca e avaliar os efeitos de diferentes agentes terapéuticos (SONIS et al., 1990,
VANDERHOOF et al., 1990; SONIS et al., 2004; MEDEIROS et al., 2011; ARAUJO et al.,
2015; CAMPOS et al., 2015; SHIMAMURA et al., 2018).

Deve-se considerar que a mucosite se da por um processo biolégico complexo,
somado ao efeito direto da droga antineoplasica sobre o epitélio bucal, a presenca da flora
bacteriana bucal e ao estado debilitado do paciente (CINAUCERO et al., 2017). Assim
sendo, buscou-se neste trabalho investigar o potencial preventivo da atorvastatina, em
diferentes dosagens, com o objetivo de avaliar a prevencédo desta patologia causada por
quimioterapicos. Dessa forma, a MO foi induzida através da utilizagdo do medicamento 5—
FU, em ratos Wistar de acordo com a metodologia de Sonis et al. (1990), Medeiros et al.
(2011) e Campos et al. (2015).

Uma das grandes dificuldades em se desenvolver o modelo animal foi encontrada no
momento de desenvolvimento da mucosite uma vez que a mucosa jugal dos animais é
queratinizada, diferentemente do ser humano que apresenta um epitélio pavimentoso nao
gueratinizado. Dessa maneira, € necessario um treinamento inicial, principalmente no que
se refere a contencéo fisica e escarificacdo das mucosas de modo a néo ferir o animal e
apenas simular o atrito que ocorre com a friccdo dos dentes com as mesmas. Este processo
de escarificacdo tem o objetivo de potencializar o surgimento da MO.

A escolha do 5-FU como farmaco antineoplasico foi baseada em estudos anteriores,
gue mostraram que 0 metotrexato — outro farmaco quimioterapico muito utilizado — falhou
em causar mucosite em hamsters ou em ratos, apesar de ter causado alteracdes
histoldgicas no tecido estudado (KAMEN et al., 2000). Baseado nisso, o 5-FU foi selecionado
para ser usado neste modelo e por ser o farmaco quimioterapico mais utilizado em
pesquisas de MO induzida e em tratamentos para cancer.

O esquema de utilizacdo de duas doses de 60 e 40mg/kg de 5-FU associado ao
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trauma mecanico, através da escarificacdo por agulha romba, teve o objetivo de exacerbar

a estomatotoxicidade do medicamento (SONIS et al., 1990; SONIS; COSTELLO, 1995).

Medeiros et al. (2011), Campos et al. (2015) e Shimamura et al. (2018) utilizaram
Quetamina e Xilazina para realizacao das escarificagbes das mucosas.

Anteriormente a definicdo deste projeto, realizou-se um experimento para adequacao
da metodologia utilizando 12 animais que seguiram 0os mesmos padrdes, porém obtivemos
Obito de 70% dos animais. Dessa forma, desenvolveu-se um novo projeto de adequacgéo da
metodologia com mais 12 animais, sem utilizacdo de anestesia para seda¢cao dos mesmos
para realizar a escarificacdo e ndo ocorreu nenhum o6bito. Sendo assim, foi definida a
metodotologia de contencdo fisica, sem emprego de anestesia para escarificar as
bochechas.

Clinicamente, neste experimento, pode-se observar que, em um numero de 36
animais, houve sobrevida significativa e 6bito de apenas dois animais, apesar da auséncia
de anestesia para realizacdo das escarificacées das bochechas. Neste trabalho, 100% dos
animais foram contidos manualmente para a realizagéo dos procedimentos. Em seu estudo,
Medeiros et al. (2011) relataram mortalidade de 60% dos animais que foram submetidos a
guimioterapia induzida e anestesia (Quetamina e Xilazina) para realizacdo da escarificacdo
das mucosas jugais. Pode-se perceber que a anestesia potencializa ainda mais os efeitos
colaterais do tratamento antineoplasico.

Atualmente, ndo existe nenhuma intervencdo que atue de maneira aceitavel na
prevencao ou no tratamento da mucosite oral. O tratamento padrdo para esta complicacao
consiste em cuidados para controle da sintomatologia, com emprego de analgésicos topicos
ou uso interno, crioterapia oral, suporte nutricional e corticosteroides na forma de
bochechos. Muitas estratégias preventivas e terapéuticas tém sido empregadas para
controle desta doenca induzida por antineoplasicos (LIMA et al., 2004; CINAUCERO et al.,
2017). Dessa forma, diversos farmacos vém sendo empregados de modo a modular as
respostas inflamatdrias ou imunes, seja com o intuito de tratar a lesdo ou para elucidar os
mecanismos capazes de modificar sua evolugao.

Como esta provado o envolvimento de diversas citocinas, como IL-1, IL-8 e TNF-a na
patogénese dos processos inflamatorios, buscou-se neste trabalho empregar a atorvastatina
como medicamento preventivo ou no intuito de diminuir a intensidade das lesbes de MO.

A atorvastatina, uma estatina indicada para controle dos niveis de colesterol, foi
escolhida por sua acgdo antinflamatéria, acdo na inibichio da trombogénese e

imunomodulagdo (CAMPOS et al., 2015). Durante o desenvolvimento do estudo percebeu-
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se que o0s animais tratados com esta medicacdo nao foram acometidos por lesdes

ulcerativas compativeis com a MO desencadeados pelo uso do 5-FU e escarificacdo das
mucosas.

Os animais do Grupo Controle apresentaram perda de peso corporal aumentado,
sangramento nasal e ocular, secrecdes, diarreia por varios dias, 6bito de um animal e pelos
ouricados que sdo considerados caracteristicas de sinais clinicos de dor. Algumas destas
caracteristicas também foram relatadas por Campos et al. (2015).

Os animais do Grupo | também apresentaram os mesmos efeitos colaterais, porém
em maior proporcao apesar da auséncia de lesdes ulcerativas. Houve 6bito de apenas um
animal antes da data prevista.

Os animais dos Grupos Il e lll apresentaram sangramento nasal e ocular discreto,
diarreia por poucos dias, ndo houve ébito de nenhum animal, com melhora rapida do quadro
de caquexia. Porém, os animais do Grupo lll apresentaram alopecia ao redor da face, fato
nao apresentado pelos animais dos demais grupos. Para efeito de comparacdo, ndo ha
artigos nas bases de dados que citem os efeitos colaterais acima descritos e poucos artigos
descrevem oObitos de animais como o de Medeiros et al (2011).

No presente estudo, o uso do 5-FU causou lesBes menores has mucosas jugais dos
ratos pertencentes ao Grupo Controle quando eutanasiados no 24° e 27° dias ap0s o inicio
da quimioterapia, atingindo maior tamanho de lesdo na eutanasia do 30° dia. Os achados
macroscopicos mostraram presenca de pequenas Ulceras, hiperemia e extensa éarea
eritematosa que foram confirmados pela analise histopatoldgica. Esses resultados podem
ser explicados pelo inicio da segunda fase, chamada fase vascular ou inflamatéria, onde
ocorre a liberacao de citocinas inflamatérias que promovem maior dano tecidual e aumento
da vascularizacdo (SONIS, 1998). O estagio anterior, conhecido como fase epitelial ou fase
primaria, é instalado logo ap6s o contato do medicamento quimioterapico sobre o epitélio,
promovendo reducdo nas taxas de divisdo celular do epitélio basal bucal. Como
consequéncia, ha uma diminuicdo da renovacéo celular levando a uma atrofia do epitélio
tornando-o vulneravel a ulceragbes (SONIS, 1998).

O desenvolvimento da MO observada nos animais no periodo das eutanasias no 24°
e 27° dias, é a fase mais sintomatica levando a um periodo de neutropenia grave do paciente
(MEDEIROS et al., 2011; CAMPOS et al., 2015). A falta de renovacéo do epitélio devido a
inibicdo da camada basal permite maior invaséo bacteriana aumentando o risco de invasao
de substancias quimicas no tecido adjacente. Anteriormente a esta fase, recentemente foi

descrita uma fase de amplificacdo dos sinais onde os fatores de crescimento sao



68
estimulados e permitem a exacerbacao da doenca. Clinicamente, ndo ha separacao destas

duas fases e, por isso, sdo descritas juntas. Tais fatos podem ser verificados em achados
clinicos, laboratoriais e histopatoldgicos.

Foram avaliados diariamente o peso corporal e consumo de racdo dos animais
submetidos ao tratamento quimioterapico. Como era de se esperar, apos a inducdo da MO
o consumo de racéo foi reduzido pela dificuldade de mastigacao e ingestdo da mesma. Os
animais do Grupo Controle, apds a indugdo da MO, mantiveram o consumo de racao e
manutencao do peso até o final do experimento. J& nos animais do Grupo | houve consumo
normal de racdo e manutencéao do peso, porém apos a inducdo da MO pode-se observar
gueda acentuada de peso e extrema caquexia. Os animais do Grupo Il consumiram menos
racdo e tiveram oscilagdo de peso, diminuindo apos a medicacdo e escarificacdo,
melhorando a ingestdo com consequente aumento de peso e diminuicdo da caquexia. Ja 0s
animais pertencentes ao Grupo lll, apresentaram consumo normal de racdo e manutencdo
do peso, queda de consumo e de peso corporal apds a inducdo e melhora siginificativa,
inclusive da caquexia, até o final da experimentacao.

Para andlise dos aspectos sistémicos, foi avaliada a leucopenia dos animais ja que é
sabido que a medicacao quimioterapica reduz o numero de leucdcitos levando o paciente a
um risco relativamente maior de desenvolver uma septicemia quando comparado aos
animais sem mucosite (ELTING et al., 2003). Tao logo os niveis das células brancas se
normalizam, os processos de proliferacao e diferenciagcéo celulares tornam-se presentes e
a fase de cicatrizacdo das lesdes é estabelecida (PLEVOVA, 1999). Realmente, a
qguimioterapia que levou ao desenvolvimento da mucosite alterou a contagem total de
leucécitos, provando que o agente quimioterapico leva a mielossupressao, resultados
observados por Sonis et al. (1990) e Campos et al. (2015).

A atorvastatina na dosagem de 10mg mostrou um efeito preventivo maior em
comparacao as outras dosagens, conseguindo elevar os niveis de leucdcitos, ou seja, houve
uma manutencao no numero de leucécitos, dados que foram confirmados por Campos et al.
(2015). O Grupo Il apresentou discreta manutencdo do numero de leucocitos em
comparacao ao Grupo lll. Esses valores sdo proximos de serem considerados leucopénicos,
dados que nao sao compativeis com os resultados obtidos por Medeiros et al. (2011). No
Grupo | houve queda acentuada de leucécitos em relacdo aos demais grupos, sendo que o
trabalho de Medeiros et al. (2011) obteve um indice maior.

Clinicamente, os animais dos grupos tratados com 5mg e 10mg apresentaram-se

melhores. Os animais do Grupo |, tratados com atorvastatina 1mg apresentaram-se
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clinicamente piores em comparacdo com o Grupo Controle no inicio do experimento. Esta

avaliacao clinica é possivel através da verificacdo da prostracéo presente, da movimentacéo
dos animais alterada, pelos ouricados, presenca de sangramentos e pela diarréia.

A administracdo de 5-FU seguida de escarificagdo das mucosas jugais dos animais
que receberam apenas solucdo fisiologica 0,9% causou menor lesdo ulcerativa
caracteristica de MO. Entretanto, seu estado clinico e leucograma se mostraram bastante
alterados.

Os outros grupos tratados previamente com atorvastatina como medicacao profilatica
— Grupos 1, 5 e 10mg nédo apresentaram lesdes ulcerativas caracteristicas de MO com as

mucosas de todos 0s animais apresentando-se integras.
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8 - CONCLUSAO

Os dados sugerem que:

O tratamento preventivo com atorvastatina na dose de 10mg/kg/dia apresentou efeito
protetor uma vez que foi verificada a prevengao da mucosite oral induzida e melhora do

quadro de caquexia e do numero de leucdcitos.
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