39

ARTIGO ORIGINAL

MODELO EXPERIMENTAL DE MUCOSITE ORAL E
INTESTINAL EM RATOS WISTAR

EXPERIMENTAL MODEL OF ORAL AND INTESTINAL MUCOSITIS IN WISTAR RATS

Wellington Dorigheto Andrade Vieira'; Akinori Cardozo Nagato™; Maria Inés da Cruz Campos™

Resumo

PALAVRAS-CHAVE

ABSTRACT

KEYWORDS

Introdugio: A mucosite oral é considerada um efeito colateral agudo frequente do tratamento antineopldsico, com
lesdes ulcerativas de sintomatologia dolorosa, que acometem a cavidade bucal, devido ao tratamento antineopldsico.
Para estudar esses efeitos colaterais, sio necessdrios estudos em animais de experimentacio, conhecer qual o melhor
medicamento e tratamento. O objetivo é apresentar alternativas do modelo experimental de mucosite oral utilizando
outro tipo de roedor. Métodos: Foi realizada uma pesquisa em base de dados Pubmed, Lilacs e Scielo, selecionando
estudos de relevincia para o tema. Discussio: Mucosite oral é descrita como alteragdes na mucosa bucal decorrentes
do tratamento anticAncer. Vdrios estudos vém sendo desenvolvidos como forma de tratamento e até mesmo sua
prevengao; para isso diversos estudos utilizam modelos animais, sendo o hamster o mais utilizado, porém hd outros
tipos de roedores que podem ser utilizados como os ratos Wistars. Conclusio: Na auséncia de hamsters ¢ possivel
utilizar outros roedores para estudo da mucosite oral.

Mucosite Oral, Patologia, Hamsters, Modelos Animais

Introduction: Oral mucositis is considered the frequent side effect of the antineoplastic treatment, ulcerative lesions
of painful symptomatology that affect the oral cavity due to the antineoplastic treatment. To study these side effects,
it is necessary to study experimental animals, to know the best medicine and treatment. The objective of this study
is present alternatives of the experimental model of oral mucositis using another type of rodent. Methods: A study
was carried out in a PubMed, Lilacs and Scielo database, selecting studies of relevance to the topic. Discussion:
Oral mucositis is described as changes in the oral mucosa resulting from anticancer treatment. Several studies have
been developed as a form of treatment and even its prevention; for that several studies use animal models, being the
hamster the most used, however there are other types of rodents that can be used as Wistars rats. Conclusion: In the
absence of hamsters it is possible to use other rodents to study oral mucisitis.

Oral Mucositis, Pathology, Hamsters, Animal Models

INTRODUCAO/REVISAO DA LITERATURA

Desde 1990, Sonis e colaboradores vém estudando sobre a mucosite oral (MO) e intestinal como consequéncia dos

tratamentos quimio e radioterdpicos para cincer. Devido a0 aumento no niimero de casos desta doenca nos tltimos anos, o

estudo sobre a mucosite vem aumentando da mesma maneira. MO ¢ o termo usado para descrever as alteragoes provocadas

pela quimioterapia e radioterapia antineopldsicas sobre a mucosa oral. Esta sindrome caracteriza-se por eritema e ulceragio,

podendo resultar em dor e disfagia, comprometendo a nutrigio e a higiene oral dos pacientes (LEITAO et al., 2007).

A mucosite é descrita como a presenca de lesdes inflamatérias, erosivas e ulcerativas da mucosa bucal e gastrintestinal
secunddrias A terapia antineopldsica (KEEFE, GIBSON, HAUER-JENSEN, 2004; PAVESI et al., 2008). Alguns pacientes

podem apresentar a mucosite limitada a placas eritematosas pouco sensiveis, enquanto outros apresentam dreas extensas de

ulceragio dolorida recoberta por pseudomembrana esbranquigada. As lesdes ulcerativas sdo extremamente sintomadticas, muitas
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vezes levando A necessidade de uso sistémico de opidides e
podem comprometer a alimentacio ¢ a qualidade de vida
dos pacientes. Devido 2 presenca destas lesbes com quadros
severos de ulceracio e dor, pode ser necessdrio a modificacio
do tratamento antineopldsico ou, até mesmo, sua interrupgio,
promovendo, assim, uma reduc¢io da qualidade de vida e/ou
da sobrevida do paciente (PAVESI et al., 2008).

A mucosite é associada ainda a febre, aumento do risco
de infecgio, interrupgio do tratamento, aumento dos custos
hospitalares ¢ mortalidade (LIMA, 2004; ANTUNIASSI,
2005). Sabe-se que as alteracdes que ocorrem na mucosa, em
geral, resultam em decréscimo da ingestdo oral, acarretando
deficiéncias nutricionais (McCARTHYetal., 1998; SANTOS,
2009), além de afetarem negativamente a qualidade de vida
(ANTUNIASSI, 2005; LALLA et al., 20006).

Muitos sdo os pacientes que necessitam de tratamento
prévio para prevenir o aparecimento destas lesdes ulceradas na
boca antes de se submeterem ao tratamento antineopldsico.
As condutas atuais para preven¢io e tratamento da MO
ainda sdo paliativas (AUGUSTO et al., 2010; CAMPOS et
al., 2014).

A indugio de MO nos mais diversos estudos segue o
protocolo de mucosite induzida pelo 5-FU em hamsters
desenvolvido por Sonis et al. (1990), sendo que o mesmo jd
foi modificado por virios autores, porém esse modelo tem-
se mostrado util em estudos pré-clinicos de novas opgdes
terapéuticas para MO. O modelo preconizado por Sonis et al.
(1990) mimetiza as condigoes observadas em seres humanos
tendo sido utilizados 20 hamsters Sirios Dourados com peso
corporal entre 91 e 100g e 2 meses de idade. Os animais
receberam injegoes intraperitoneais de 5-fluorouracil (5-FU)
nos dias 0, 5 e 10, na dose de 60mg/kg. A dose e a frequéncia
de aplicagio do quimioterdpico foram determinadas em um
estudo piloto prévio que comprovou o desenvolvimento de
MO com minima morbidade e mortalidade utilizando-se
esse esquema terapéutico. Para reproduzir o efeito de uma
irritagdo crdnica, a mucosa jugal dos animais foi evertida
e superficialmente arranhada com uma agulha durante
um, dois ou trés dias. Um grupo de quatro animais serviu
como controle e recebeu somente a irritagio superficial da
mucosa jugal durante trés dias. Os animais foram pesados
diariamente e anestesiados com éter para que as mucosas
fossem evertidas e fotografadas. Dois animais de cada grupo,
tratados com 5-FU, foram aleatoriamente selecionados para
a eutandsia nos dias 0, 2, 5, 10, 12, 14 e 16 para realizagio
de coleta de sangue e bidpsia excisional da mucosa jugal. Trés

dias apds a exposicio inicial ao 5-FU foi observado eritema

na mucosa de quatro animais sem sinais de ulceragio do
epitélio. No dia 5 (segunda injegao de 5-FU), o autor relatou
presenca de eritema com dreas localizadas de abscesso. No dia
7 houve ruptura do epitélio e ilhas de necrose. No dia 9 foi
notado progressio do quadro caracterizado por amplas dreas
de ruptura do epitélio e necrose superficial. No dia 16 quase
todas as mucosas estavam completamente cicatrizadas.

Apés o estabelecimento do modelo animal de inducao
de MO, Sonis et al., em 1992, realizaram outro estudo para
verificar se a taxa de renovagio do epitélio bucal é o principal
fator na determinacio da susceptibilidade da mucosa aos
efeitos estomatot6xicos da quimioterapia. Para este novo
estudo, sessenta hamsters receberam injecio intraperitoneal
de 5-FU.

Apés ter comprovado a relagio entre a taxa de proliferagao
epitelial e o surgimento de MO, Sonis et al., em 1994,
realizaram outro estudo aplicando o fator de transformacio do
crescimento beta 3 (TGF-B3), um potente regulador negativo
de crescimento epitelial, para a prevencio da mucosite
ulcerativa induzida por quimioterapia. O recombinante
TGF-B3 foi aplicado topicamente na mucosa jugal de
hamsters Sirios Dourados (4 doses de 20pg durante 24horas)
ap6s a administracio do quimioterdpico 5-FU, no dia 0
do experimento. O 5-FU foi administrado intraperitoneal
nos dias 0 (60mg/kg) e 2 (40 mg/kg). A mucosa jugal foi
mecanicamente irritada no dia 4 para produzir eritema. As
mensuragdes realizadas incluiram classificacio do grau de
mucosite, mudanca de peso corporal e indice de sobrevivéncia.

Em 1995 e em 1997, Sonis et al. realizaram mais dois
estudos no qual investigaram o papel de outra citocina muito
importante no processo inflamatério, a interleucina-11
(IL-11). Foram empregados hamsters que passaram pelo
mesmo processo de indugio da MO através do 5-FU e a IL-
11 foi administrada, subcutaneamente, duas vezes ao dia,
do inicio do experimento ao dia 14. A mucosa jugal dos
animais foi irritada superficialmente no dia 4 e, a partir do
dia 6, fotografias foram realizadas diariamente para se fazer a
classificacio do grau de mucosite induzida.

Em 2000, Sonis et al. continuaram a linha de pesquisa sobre
a a¢do da IL-11 na progressio da MO. Porém, neste estudo a
MO foi induzida por radioterapia. Para execugio deste estudo,
foram utilizados trinta famsters em uma dnica dose.

As vantagens deste modelo experimental para o estudo de
potenciais firmacos que auxiliem na prevengio e tratamento
da MO ¢ que o hamster apresenta uma bolsa retro faringea
bilateral que favorece a retengio da substincia que se deseja

testar e possui um sitio amplo para se trabalhar. Os animais sao
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de ficil manipulagio, sdo sensiveis aos inibidores de pirimidina
e toleram as doses de 5-FU necessdrias para a produgio da MO
sem uma taxa de mortalidade significativa. Adicionalmente, na
literatura ¢ descrito que as alteragdes bucais acompanham as
variagdes no grau de mielossupressio dos animais e, tanto as
avaliagoes clinicas como histolégicas, mostram compatibilidade
entre as lesdes dos animais e aquelas vistas nos pacientes
(SONIS et al., 1990; SONIS et al., 1994; SONIS et al., 1995;
MITSUHASHI et al., 2006; LOURY et al., 1999; LIMA,
2004; AUGUSTO etal., 2010; LEOCADIO, 2013).

Dentre as desvantagens deste modelo experimental
podemos citar que o epitélio de revestimento apresenta
espessura de 28 a 501 e uma camada cdérnea que varia de
4 a 40u. Esta camada nao ¢ observada na mucosa jugal do
humano e nitidamente interfere na absorcio de substancias;
a MO em humanos surge nas mucosas nio queratinizadas, e
neste modelo, hd a necessidade de um trauma externo, sem
o qual nio se obtém a tlcera; nio hd drenagem linfética no
local, o que poderia alterar a resposta inflamatdria; a bolsa é
um sitio imunologicamente privilegiado, pois aceita enxertos
de tecidos normais e neopldsicos. Nio hd nenhuma estrutura
anatdmica no homem semelhante & desta bolsa e, ainda, a
bolsa nao estd sujeita as influéncias ambientais geralmente
presentes na cavidade bucal (AUGUSTO et al., 2010).

Socono (2007) testou o efeito do LED (Ligth Emitting
Diode) no tratamento da MO induzida por quimioterapia
em hamsters. Os animais receberam injecio de 5-FU nos dias
0 e 2 do experimento e tiveram as mucosas direita e esquerda
arranhadas nos dias 3 ¢ 4. Como este tipo de animal possui
as bochechas com a presenca de bolsas, foi possivel a eversao
da mucosa jugal para serem fotografadas e as lesdes foram
classificadas por meio de uma escala de acordo com o grau de
severidade da mucosite (de zero a 5).

Outra pesquisa realizada em hamsters foi o estudo
publicado por Lima et al., em 2005. Os autores testaram os
efeitos da inibicdo de citocinas pela pentoxifilina (PTX) e pela
talidomida (TLD) na resposta inflamatéria em um modelo
experimental de inducio de MO em hamsters.

Em 2007, Leitio et al. publicaram uma pesquisa
sobre o papel do 6xido nitrico na patogénese da mucosite
induzida por quimioterapia em 72 hamsters. A produgio
do 6xido nitrico ¢ estimulada por citocinas e este gds pode
produzir tanto efeitos benéficos quanto maléficos ao tecido,
dependendo da situagio em que é requerido. Pode exercer
atividade antimicrobiana e de imunomodulagio e, por outro
lado, apresentar agio citotéxica, causando dor, lesdo tecidual,

apoptose € reabsorgao ossea.
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Percebe-se que modelos animais de mucosite que
utilizaram outros roedores e metotrexato em substituicio ao
5-FU, nio conseguiram reproduzir as lesbes com a mesma
eficdcia que o modelo proposto por Sonis et al. (1990), por
isso, mesmo passados quase trinta anos do estabelecimento
desta metodologia, ela ainda é a mais utilizada para o estudo
da MO (Augusto et al., 2010).

Os provdveis mecanismos de desenvolvimento da MO
envolvem eventos biolégicos complexos mediados por vérias
citocinas inflamatérias, pelo efeito direto da droga no epitélio,
no tecido conjuntivo e pelas modificagoes na microbiota local.
No momento em que hd a ulceracio, ocorre a destruigao da
barreira epitelial e essa lesdo torna-se uma porta de entrada
para bactérias, virus e fungos. Assim, aumenta o risco de
infecgdo, principalmente nos imunossuprimidos. O modelo
de MO induzida em hamsters ocasiona severa leucopenia
entre os dias 4 e 10, sendo que a severidade da lesdo coincide
com a supressio imunoldgica dos animais (LIMA, 2004;
CAMPOS et al., 2014).

Campos et al., (2014) trabalharam com a indugido da
MO em ratos Wistar. O protocolo seguido foi o mesmo de
Sonis et al (1990) através de duas inje¢oes de 5-FU nos dias
2 ¢ 4 do inicio do experimento e escarificacio das mucosas
jugais dos animais nos dias 3 e 4, apds anestesia dos animais.
Os autores relataram que, devido a auséncia da bolsa retro
jugal nestes animais, o tamanho da mucosa é menor e nio ¢é
possivel a eversio da mesma para acompanhamento clinico.
Entretanto, em suas pesquisas, perceberam que quando o
protocolo é desenvolvido com cautela — principalmente a
escarificagio, que requer um adestramento do profissional
que a ird realizar — os resultados sdo bastante favordveis ao
desenvolvimento da mucosite.

Para indugio da mucosite intestinal (MI) induzida por
5-FU, a literatura relata a utilizagio de diferentes espécies,
doses e periodos de administragio do firmaco indicado
(PRITCHARD et al., 1998; VON BULTZINGSLOWEN
et al.,, 2003; SOARES, 2008; STRINGER et al., 2009).
Na maioria dos trabalhos pesquisados, utiliza-se o modelo
adotado por Ferreira et al. (2008), com achados bioquimicos
e histolégicos que confirmam a indugio da mucosite. O
modelo contempla dose inica de 5-FU por via intraperitoneal,
em camundongos Swiss, com eutandsia no terceiro dia apds
a indugao.

Bastos et al. (2014) utilizaram camundongos machos,
Swiss albinos (Mus musculus), com idade entre 10 e 14 semanas,
para indug¢do de MI pela inje¢do intraperitoneal de 5-FU, em

doses de 200mg/kg, no quarto dia de experimento, conforme
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estabelecido por Wu et al. (2010). Neste experimento, a
eutandsia foi realizada por aprofundamento anestésico com
posterior deslocamento cervical.

O objetivo deste estudo é apresentar uma alternativa do
modelo experimental de MO em hamster utilizando outro

tipo de roedor.

DISCUSSAO

Mucosite oral (MO) é o termo clinico usado para
descrever as alteragbes provocadas pela quimioterapia e
radioterapia antineopldsicas sobre a mucosa bucal. Esta
sindrome, dependendo da sua gravidade, caracteriza-se por
eritema e ulceragio, podendo resultar em dor e disfagia,
comprometendo a nutricio e a higiene oral. Pode estar
ainda, associada a febre, aumento do risco de infeccio,
interrup¢io do tratamento, aumento dos custos hospitalares
e mortalidade (LIMA, 2004; ANTUNIASSI, 2005). Sabe-se
que as alteragbes que ocorrem na mucosa, em geral, resultam
em decréscimo da ingestdo oral, acarretando deficiéncias
nutricionais (McCARTHY et al., 1998; SANTOS, 2009),
além de afetar a qualidade de vida (ANTUNIASSI, 2005;
LALLA et al., 2006).

A MO ¢ uma das complicagbes orais mais incidentes
relacionadas a quimioterapia uma vez que pode levar a
interrup¢ao do tratamento antineopldsico (AUGUSTO et
al., 2010; CAMPOS et al., 2014).

O diagnéstico do cincer, assim como seu tratamento,
altera aspectos da satde e qualidade de vida do individuo.
A quimioterapia ¢ uma das terapias empregadas e tem
como base a utilizagio de drogas que retardam ou inibem o
crescimento de células tumorais. O 5-FU, um dos firmacos
antineopldsicos mais utilizados, pode causar efeitos colaterais
graves, entre eles destaca-se a mucosite. Esta patologia pode
atingir ndo s a boca, mas também todo o trato gastrointestinal
levando a alteracoes da permeabilidade intestinal, assim como
causando dor abdominal, nduseas, vomitos e diarreia, além de
levar & piora do estado nutricional. O tratamento com estes
medicamentos objetiva a erradicagio de células tumorais
vidveis, com minima lesdo aos tecidos do hospedeiro. As
drogas antineopldsicas induzem & morte ou comprometem as
células tumorais susceptiveis, bloqueando vias metabdlicas ou
bioquimicas sensiveis as drogas (LIMA, 2004).

Percebe-se que cada quimioterdpico tem um perfil de
toxicidade distinto e os efeitos colaterais tém relacio direta
com a droga utilizada e o estado clinico do individuo
(LIMA, 2004; VERDE, 2007). Neste sentido, o 5-FU

¢ um dos quimioterdpicos que causa importantes efeitos

colaterais (McCARTHY et al., 1998; LEITAO et al.,
2007).
cardiotoxicidade e mucosite sio os efeitos adversos mais
encontrados apds o uso deste agente (LIMA, 2004; BOWEN
et al., 2006; VERDE, 2007).

Indiscutivelmente, o

Mielotoxicidade, cistite, toxicidade pulmonar,

nimero de novos agentes
antineopldsicos, assim como a diversificacio de suas
associagdes nos regimes terapéuticos tém aumentado sobre
maneira, principalmente nas tltimas trés décadas, o que tem
contribuido para o aumento da sobrevida e da qualidade de
vida de pacientes com intimeros tipos de cincer. Todavia,
de forma paralela, evidenciou-se o surgimentode efeitos
colaterais limitantes como neutropenia, infec¢oes, MO
¢ intestinal, nduseas, vOmitos, neuropatias periféricas,
pneumonites intersticiais, cardiomiopatias, entre outros
(LEITAO et al., 2007).

Para que se possa entender melhor esses efeitos colaterais,
sdo necessrios estudos em animais de experimentagio de
modo a conhecer melhor qual medicamento ¢ mais indicado
para cada caso ou cada tratamento. As vantagens do modelo
experimental para o estudo de potenciais firmacos que
auxiliem na prevencio e tratamento da mucosite que foi
preconizado por Sonis et al. em 1990, é que o hamster
apresenta uma bolsa retro faringea bilateral ampla, que
favorece o tamanho da drea da MO. Os animais sio de fécil
manipulagio, sio sensiveis aos medicamentos utilizados
e toleram as doses de 5-FU necessdrias para a produgio
da MO em uma taxa de mortalidade menor. Ainda, as
alteragoes bucais acompanham as variagdes no grau de satide
dos animais, e tanto as avaliacoes clinicas como histoldgicas
mostram compatibilidade entre as lesées dos animais e
aquelas vistas nos pacientes.

As desvantagens deste modelo experimental sio que o
epitélio de revestimento apresenta espessura diferente da
apresentada pelo ser humano e uma camada cérnea que é
inexistente neste ultimo. Esta camada, nitidamente, interfere
na absorcio de substincias sendo necessdria a realizacio de
um trauma externo, sem o qual nao se obtém a tdlcera. Para
isso, é necessdria a realizacio de ranhuras ou escarificacio das
mucosas para simular o atrito dos dentes sobre esta regido.

Para Sonis et al. (1990), modelos animais de MO que
utilizaram outros roedores e metotrexato nio conseguiram
reproduzir as lesbes coma mesma eficicia que o modelo
proposto pelos mesmos, por isso, esta metodologia ainda é a
mais utilizada para o estudo da MO.

Para a realizagio dos estudos com 5-FU, a escolha de

Campos et al., em 2014, pelo rato Wistar se deu em fungao
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do tamanho e da facilidade de obtencio do mesmo. Mesmo
nao havendo outros estudos prévios que utilizassem este
modelo, foi realizado um estudo piloto com seis animais
obtendo um resultado favordvel ao desenvolvimento da
MO. Os autores realizaram a mesma metodologia de Sonis
etal (1990) através da inje¢ao de 5-FU, em dois momentos
diferentes e dosagens diferentes. Os animais receberam
injegdo intraperitoneal nos dias 0 (60mg/Kg) e dia 2
(40mg/Kg); nos dias 3 e 4, os animais foram anestesiados e
receberam escarificacio nas bochechas através da utilizacio
de agulhas estéreis, apds anestesia com Quetamina
(100mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg), sendo duas ranhuras
horizontais e duas verticais, totalizando quatro ranhuras
em cada mucosa jugal. Os animais foram eutanasiados
nos dias 8, 11 e 15 do experimento e apresentaram fases
diferentes da doenca nestes trés dias. Dessa forma, os
pesquisadores concluiram que, apesar da auséncia da bolsa
retrofaringeana em outros roedores, é possivel repetir o
experimento quando da impossibilidade de se trabalhar

com hamisters.
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