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RESUMO

A mucosite ¢ um efeito adverso dos regimes de tratamento contra o cancer. Os pacientes
geralmente apresentam lesdes ulcerativas difusas, inflamagao e hemorragias ao longo do trato
gastrointestinal que promovem complicagdes infecciosas secundarias, gerando um importante
impacto socioecondmico com o aumento da morbidade e mortalidade. O tratamento para
mucosite ¢ limitado, visa a preven¢do de complicagdes, incluindo controle da dor, suporte
nutricional e prevengao de infec¢des secundarias com medidas profilaticas. O reposicionamento
farmacologico concentra-se na reutilizagdo de compostos conhecidos para outros fins e tem
sido uma alternativa para impulsionar a descoberta farmacos e reduzir entraves associados ao
processo de desenvolvimento novos compostos. As estatinas que sao agentes hipolipemiantes,
possuem efeitos "pleiotropicos" que incluem propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e
imunomoduladoras, podendo ser uma alternativa no auxilio do tratamento da mucosite. Nesse
estudo, objetivamos realizar uma avaliagdo do potencial terapéutico da atorvastatina em um
modelo murino mucosite gastrointestinal induzida por 5-fluorouracil (5-FU). Em um primeiro
momento uma revisao de literatura sistematica foi realizada para buscar na literatura os estudos
aplicando as estatinas nas doengas inflamatodrias intestinais. Em um segundo e terceiro
momento um modelo pré-clinico de mucosite gastrointestinal utilizando camundongos BALB/c
foi realizado. Os animais foram divididos em seis grupos experimentais e tratados com a
atorvastatina (5, 10 e 30 mg/kg) administrada via gavagem oral. Para indu¢do da mucosite os
animais receberam injegdes intraperitoneais de 5-FU (30 mg/kg/dia) durante 5 dias. Os
resultados obtidos da revisdo sistematica demostraram que 21 estudos relevantes em modelos
pré-clinicos utilizando vérios protocolos de indu¢do de colite e varias estatinas demonstraram
numerosos efeitos benéficos destas drogas na redugdo da atividade da doenga, perfil
inflamatoério, estresse oxidativo e parametros clinicos gerais de animais. No modelo pré-clinico
de mucosite desenvolvido neste estudo o tratamento com a atorvastatina melhorou a fun¢ao da
barreira epitelial promovendo a reducao da permeabilidade intestinal, associada também a
melhora na arquitetura da mucosa do intestino delgado, reducao do infiltrado inflamatorio e do
estresse oxidativo. A atorvastatina também promoveu uma regula¢do negativa de marcadores
inflamatorios, como Tlr4, MyD88, NF-kB, Tnf-a, I11p e 116 de maneira dependente de dose e
regulou positivamente os niveis de mRNA de mucina 2 (MUC2), ZO-1, ocludina e proteinas
de jungdes estreitas. Os resultados também demonstraram que a atorvastatina nas doses de 5 e
10 mg/kg apresentou um papel protetor para o figado, reduzindo os niveis de AST, ALT,
estresse oxidativo e aumentando a captagdo do fitato de sdédio (99m Tc) pela regidao hepatica.
Em conclusdo, os resultados sugerem que a atorvastatina pode ser uma alternativa para
minimizar os efeitos adversos toxicos do 5-FU, envolvendo a inibi¢ao das vias de sinalizacao
TLR4/MYD88/NPRL3/NF-kB, iNos e caspase 3 e sendo capaz de prevenir os danos adversos
a mucosa intestinal e figado, revelando ser uma estratégia terapéutica no auxilio do tratamento
da mucosite intestinal.

Palavras chave: mucosite gastrointestinal; quimioterapia; homeostase gastrointestinal; via do
mevalonato; atorvastatina; 5-fluorouracil; reposicionamento farmacoldgico.



ABSTRACT

Mucositis is an adverse effect of cancer treatment regimens. Patients generally present diffuse
ulcerative lesions, inflammation and hemorrhages throughout the gastrointestinal tract that
promote secondary infectious complications, generating an important socioeconomic impact
with increased morbidity and mortality. Treatment for mucositis is limited and aims to prevent
complications, including pain control, nutritional support and prevention of secondary
infections with prophylactic measures. Pharmacological repositioning focuses on the reuse of
known compounds for other purposes and has been an alternative to boost drug discovery and
reduce obstacles associated with the process of developing new compounds. Statins, which are
lipid-lowering agents, have "pleiotropic" effects that include anti-inflammatory, antioxidant
and immunomodulatory properties, and may be an alternative to aid in the treatment of
mucositis. In this study, we aimed to evaluate the therapeutic potential of atorvastatin in a
murine model of gastrointestinal mucositis induced by 5-fluorouracil (5-FU). Initially, a
systematic literature review was carried out to search the literature for studies applying statins
to inflammatory bowel diseases. Secondly, a preclinical model of gastrointestinal mucositis
using BALB/c mice was carried out. The animals were divided into six experimental groups
and treated with atorvastatin (5, 10 and 30 mg/kg) administered via oral gavage. To induce
mucositis, the animals received intraperitoneal injections of 5-FU (30 mg/kg/day) for 5 days.
The results obtained from the systematic review demonstrated that 21 relevant studies in
preclinical models using various colitis induction protocols and various statins demonstrated
numerous beneficial effects of these drugs in reducing disease activity, inflammatory profile,
oxidative stress and general clinical parameters in animals. . In the preclinical model of
mucositis developed in this study, treatment with atorvastatin improved the function of the
epithelial barrier, promoting a reduction in intestinal permeability, also associated with an
improvement in the architecture of the small intestine mucosa, reduction of inflammatory
infiltrate and oxidative stress. Atorvastatin also downregulated inflammatory markers such as
Tlrd4, MyD88, NF-kB, Tnf-a, 111 and 116 in a dose-dependent manner and upregulated the
mRNA levels of mucin 2 (MUC2), ZO-1, occludin and tight junction proteins. The results also
demonstrated that atorvastatin at doses of 5 and 10 mg/kg had a protective role for the liver,
reducing the levels of AST, ALT, oxidative stress and increasing the uptake of 9mTc-phytate
in the hepatic region. In conclusion, the results suggest that atorvastatin may be an alternative
to minimize the toxic adverse effects of 5-FU, involving the inhibition of the
TLR4/MYDS88/NPRL3/NF-kB, iNos and caspase 3 signaling pathways and being able to
prevent adverse damage to the intestinal mucosa and liver, proving to be a therapeutic strategy
to help treat intestinal mucositis.

Keywords: gastrointestinal mucositis; chemotherapy; gastrointestinal homeostasis; mevalonate

pathway; atorvastatin; 5-fluorouracil; pharmacological repositioning.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A quimioterapia e radioterapia sdo intervengdes altamente eficazes para o tratamento do
cancer. Embora esses tratamentos sejam empregados para melhorar a qualidade de vida
do paciente, eles estdo associados a varios efeitos adversos que resultam em maior
morbimortalidade dos pacientes. Dentre os inimeros efeitos adversos, a mucosite se
destaca como a condi¢do mais debilitante da quimioradioterapia (Brianna & Lee, 2023;

Kuderer et al., 2022).

A mucosite ¢ caracterizada por lesdes ulcerativas difusas, inflamacao e hemorragias que
se desenvolvem ao longo de todo o trato gastrointestinal, especialmente no intestino
delgado (Akbarali et al.,, 2022). Os individuos com mucosite apresentam sintomas
gastrointestinais como disfagia, dispepsia, vomito, diarreia e dor que levam a dificuldade
de degluti¢do, gerando desidratacdo, perda de peso e necessidade de suporte nutricional
(Elad et al., 2022). A mucosite pode comprometer as terapias anticancer, uma vez que
gera um comprometimento no planejamento quimioterapico, interrupgdes ou
descontinuagdes do tratamento (J. Huang et al., 2022). As complicagdes infecciosas sao
preocupantes, visto que a perda da barreira intestinal expde os pacientes
imunossuprimidos ao risco de infeccdes secundarias e sepse, que estdo associadas ao
aumento da mortalidade. Além disso, esta condicdo gera um importante impacto
socioecondmico, associado ao aumento do uso de recursos de saude, em decorréncia ao
maior tempo de hospitalizagdo, sendo que um importante custo incremental ¢ adicionado
aos demais recursos necessarios para o atendimento de pacientes com cancer (Jehn et al.,

2019).

O tratamento para mucosite ¢ limitado, visa a prevencao de complicacgdes, incluindo
controle da dor, suporte nutricional e controle de infec¢des secundarias, bem como o uso
de agentes farmacologicos para reduzir a diarreia e a perda de eletrdlitos (Shankar et al.,
2017a). Esses tratamentos apesar de apresentarem grande importancia para o controle da
mucosite, compreendem ampla variacao no contexto clinico do paciente e os protocolos

do tratamento oncoldgico (Sonis, 2021a).

Nos ultimos anos, inimeros esfor¢os foram promovidos na pesquisa e desenvolvimento
de novos agentes para o tratamento da mucosite (Villa & Sonis, 2020a). Atualmente, as

intervengdes contra a mucosite incluem tratamentos como probidticos, antibidticos
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antioxidantes, drogas anti-inflamatérias, inibidores de apoptose e hormonios de

crescimento (Dahlgren et al., 2021).

As pesquisas e o desenvolvimento de novos medicamentos sdo processos longos,
demorados e caros. Frequentemente, leva-se 10-15 anos de pesquisa e 0,8-1,5 bilhdes de
dolares para transformar um composto em produto pronto para o mercado. A cada ano,
aproximadamente 90% dos medicamentos falham durante as avaliagdes do Food and
Drug Administration (FDA), impedindo seu uso na terapia real (Lotfi Shahreza et al.,
2018). Uma alternativa para acelerar o processo de aprovagao de medicamentos,
minimizando os custos e riscos associados aos programas de desenvolvimento, ¢ a
realizacdo do reposicionamento farmacoldgico, que se tornou nos ultimos anos uma
tendéncia, por meio da identificagdo de um novo uso clinico para um medicamento
existente (Hua et al., 2022). Essa abordagem vem sendo muito promissora para acelerar

o processo de descoberta de medicamentos (Jourdan et al., 2020).

Outro dado animador sdo as taxas de sucesso dos medicamentos reposicionados, maiores
quando comparados aos novos, atingindo 30% nos ultimos anos. Além disso, junto com
0s aspectos positivos do reposicionamento, pode-se incluir diferentes faixas etarias,
posologia ou vias de administracdo (Serafin & Horner, 2018). Cabe destacar ainda, que o
reposicionamento de medicamentos também ¢ uma estratégia de baixo risco. Como os
medicamentos reposicionados foram aprovados em todos os testes clinicos da Fase I, Fase
Il e Fase IIl, sua seguranga estd confirmada. Além disso, alguns medicamentos
reposicionados podem ser comercializados como entidades moleculares e t€ém mais
oportunidades de serem lancados no mercado assim que uma nova indicagdo for

descoberta (Ashburn & Thor, 2004a; Lotfi Shahreza et al., 2018).

As estatinas s3o um grupo de compostos inibidores da 3-hidroxi-3-metil glutaril (HMG)
-CoA redutase, enzima que participa da sintese do colesterol, estdo entre os medicamentos
mais prescritos em todo o mundo, com mais de 143 milhdes de dispensagdes anuais
apenas nos Estados Unidos (Toth & Banach, 2019). As estatinas sdo benéficas na
prevengdo primdria e secundaria de doencas cardiacas corondrias devido a alta acgdo
hipolipidémica, apresentam alta tolerabilidade e seguranca (Guan et al., 2019). Além da
reducdo sobre o nivel de colesterol, outros efeitos conhecidos como "pleiotropicos",
foram identificados nas estatinas, que incluem principalmente propriedades anti-

inflamatoérias, antiproliferativas, antioxidantes, imunomoduladoras, neuroprotetoras e
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antitromboticas (Murphy et al., 2020). Diversos estudos tém sido realizados nos ltimos
anos com base nesses efeitos pleiotropicos, com o objetivo de redirecionar o uso das
estatinas para outros fins, realizando, portanto o reposicionamento desta droga

(Kobayashi et al., 2019).

Para a avaliagdo do efeito das estatinas em doengas inflamatorias intestinais, estudos
revelaram que a pravastatina (Naito et al., 2006a) e rosuvastatina (Aktunc et al., 2011a)
diminuiram a severidade da inflamacao intestinal em modelos murinos de colite induzida
por dextrano sulfato de sodio (DSS). Além disso, foi observada atividade
imunomoduladora da atorvastatina no modelo murino de colite induzida por acido
sulfonico (TNBS) (Rashidian et al., 2016¢; Vital et al., 2023). Alguns estudos utilizando
as estatinas (sinvastatina) ja foram realizados em modelos de mucosite gastrica e oral por
indugdo com metrotexato e com 5-Fluourouracil (5-FU) e demonstrando bons resultados
na prevenc¢ao da mucosite (A. da C. Medeiros, Azevedo, Lima, Araujo Filho, et al., 2018;
C. A. C. X. Medeiros et al., 2011a). No entanto, nao foram realizados estudos in vitro e
in vivo com a atorvastatina, molécula do grupo das estatinas, avaliando o seu potencial

anti-inflamatorio em modelo de mucosite gastrointestinal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 5-Fluorouracil (5-FU)

A maioria dos agentes antineoplasicos interagem com o DNA (acido desoxirribonucleico)
ou os seus precursores, promovendo a inibi¢do da sintese do material genético ou
causando danos irreparaveis ao DNA. Os agentes quimioterdpicos podem ser
classificados como agentes alquilantes, antimetabdlitos, antibidticos citotoxicos,
derivados de plantas, hormonios/antagonistas, inibidores da proteina quinase, anticorpos

monoclonais e outros (Vodenkova et al., 2020).

A toxidade as células do cancer pelos quimioterapicos ocorre principalmente na fase S,
sintese do DNA ou durante a fase M (mitose). O efeito das drogas citotoxicas ¢ mais
pronunciado em células que exibem alta taxa mitdtica, sendo que o efeito dos
quimioterapicos ocorrem nao so nas células do cancer, mas também nos demais grupos
de células do organismo que possuem taxa mitotica elevada, como no caso da medula

oOssea, foliculos pilosos e epitélio do trato digestivo (Xie et al., 2020).

Os antimetabdlitos tém estruturas semelhantes as moléculas de ocorréncia natural usadas
na sintese de acidos nucleicos. Geralmente induzem a morte celular durante a fase S do
crescimento celular quando incorporados ao RNA (acido ribonucleico) e ao DNA ou
inibem as enzimas necessarias para a produgao de acidos nucleicos, este grupo inclui: as
pirimidinas ou analogos de purina e os antifolatos (Rang et al., 2015). Na classe das
fluoropirimidinas, estd o 5-FU ¢ o agente mais usado no tratamento do cancer colorretal
e mama. Aproximadamente, 2 milhdes de pacientes sdo tratados anualmente com este
composto em todo o mundo, tanto como terapia adjuvante como para a doenca avancada.
O 5-FU pode inibir a proliferacdo celular em 85%, matando seletivamente as células
tumorais. Por estes motivos, o 5-FU tornou-se um medicamento anticincer essencial
usado para tratar varios tipos de neoplasias, devido sua ampla atividade antitumoral, bem
como seu sinergismo com outros medicamentos anticancer. Este firmaco possui atividade
contra uma ampla variedade de tumores sélidos, incluindo canceres de mama, estdmago,

pancreas, esofago, figado, cabega e pescogo e anus (Ghafouri-Fard et al., 2021).

O 5-FU ¢ um anélogo do uracil com um atomo de fltor na posicdo C-5 no lugar do
hidrogénio (Katzung & Trevor, 2017). Ele entra rapidamente na célula usando o mesmo

mecanismo de transporte facilitado que o uracil (Miura et al., 2010). O 5-FU ¢ inativo em
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sua forma original e exige ativacdo, por uma complexa serie de reacdes enzimaticas

(Katzung & Trevor, 2017).

Figura 1 - Estrutura quimica da molécula de uracila e 5-FU.
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Fonte: (Longley et al., 2003).

2.1.1 Farmacocinética e Farmacodindmica

Existem varias rotas para o metabolismo da 5-FU, algumas das quais levam a acdes de
ativacdo e farmacodinamica da droga. O passo de limitagdo da taxa do catabolismo de 5-
FU ¢ a conversdo pela di-hidropirimidina desidrogenase (DPD) do 5-FU em di-
hidrofluorouracil (DHFU). O DHFU ¢ entdo convertido em fluoro-B-ureidopropionato
(FUPA) e subsequentemente em fluoro-B-alanina (FBAL) por di-hidropirimidinease

(DPYYS) e B-ureidopropionase (UPB1), respectivamente (Vodenkova et al., 2020).

O 5-FU ¢ geralmente administrado por via intravenosa, em que mais de 80% ¢
metabolizado no figado (Thorn et al., 2011). Intracelularmente o 5-FU ¢ convertido em
trés metabolitos ativos: monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAMP), trifosfato de
fluorodeoxiuridina (FAUTP) e trifosfato de fluorouridina (FUTP). O principal mecanismo
de ativacdo do 5-FU ¢ a conversdao em fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), que
inibe a enzima timidilato sintase (TS), uma parte importante do ciclo folato-homocisteina
e sintese de purina e pirimidina (Gustavsson et al., 2015). A TS transfere o grupo metil
do 5,10 — metileno-tetraidrofolato (CH2-THF) para a deoxiuridina monofosfato (d{UMP),
formando a deoxitimidina monofosfato ({TMP), a qual serd convertida em deoxitimidina
trifosfato (dTTP), um dos quatro deoxirribonucleotideos essenciais para a sintese do

DNA. Essa inibicao leva a um desequilibrio do trifosfato de desoxiuridina (dUTP) e
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trifosfato de desoxitimidina (dTTP) e a um aumento na mé incorporacdo de dUTP no
DNA, gerando um desbalanco do pool de nucleotideos (L. Zhang et al., 2019). Além
disso, o 5-FU pode ser incorporado incorretamente no DNA das células, € o acaimulo de
5-FU no genoma, em vez da uracila, ¢ um importante elemento de citotoxicidade. A
citotoxicidade do 5-FU pela incorporagdo no RNA inibe o processamento do pré-RNA
ribossomico, além de interromper a modificagdo pos-transcricional de RNA transportador
e a atividade de montagem do complexo RNA/proteina, inibindo assim o splicing do pré-
RNA mensageiro. A incorporacdao do 5-FU em diferentes moléculas de RNA pode, por
conseguinte, levar a perturbagdes de processamento de RNAm e sintese de proteinas.
Ap6s aincorporagao do 5-FU no DNA, ele pode ser excisado pelo uracil-DNA-glicosilato
seguido pela clivagem endonucleofilica apirimidinico-apurinico, resultando nas quebras

das fitas do DNA (Longley et al., 2003).
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Figura 2 - Mecanismo de citotoxicidade e metabolismo do 5-FU.

Nature Reviews | Cancer

Fonte: Adaptado de (Longley et al., 2003).

A DPD ¢ uma enzima presente no figado, mucosa intestinal, rins e varios outros tecidos,
esta enzima cataboliza 5-FU em 5,6-di-hidro-5-fluorouracil, levando finalmente a
formagao de acido a-fluoro-f-ureido-propidnico e a-fluoro-fB-alanina, sendo o passo
inicial ¢ limitante de velocidade do seu catabolismo em células normais e tumorais. A
deficiéncia da DPD resulta a um aumento da toxicidade do 5-FU, que inclui
principalmente diarreia, mucosite e neurotoxicidade, cardiotoxidade, além de morte. O

aumento da atividade do DPD pode levar a resisténcia ao 5-FU (Rang et al., 2015).
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Na década de 1960 e no inicio da década de 1970, a associagao de fArmacos com base nas
acdes bioquimicas conhecidas dos agentes antineoplasicos disponiveis comegou a ganhar
destaque. O uso da poliquimioterapia possibilita uma destruicdo méxima das células
dentro da faixa de toxicidade tolerada pelo paciente para cada farmaco e proporciona uma
maior faixa de interagdo entre farmacos e células tumorais com diferentes anormalidades
genéticas em uma populacdo tumoral heterogénea, impedindo a resisténcia celular aos
farmacos. Embora o 5-FU pode ser usado como agente Ginico em pacientes com cancer
colorretal metastatico com uma taxa de resposta em torno de 20%, a administracdo de
combinagdes de irinotecano, acido folinico ou oxaliplatina com 5-FU resulta em resposta

significativamente aumentada (Cremolini et al., 2015).

2.2 A patobiologia da mucosite

As drogas citotoxicas induzem a morte celular em tumores e tecidos saudaveis via
apoptose. As células de proliferagdo rapida sdo mais suscetiveis, o que significa que a
mucosa oral e gastrointestinal ¢ particularmente vulneravel (Villa & Sonis, 2015). A
mucosite ¢ definida como uma complicagdo decorrente da radioterapia e da quimioterapia
que ocorre no revestimento mucoso do trato gastrointestinal e da mucosa oral e
orofaringea (Sonis, 2009). Esta condig¢do ndo ¢ simplesmente uma consequéncia da morte
celular inespecifica, mas representa uma ampla gama de manifestacdes clinicas, devido a
uma série complexa de eventos biologicos interativos que ocorrem apos a eXposi¢cao aos

quimioterapicos (Akbarali et al., 2022).

Para compreender melhor o desenvolvimento da mucosite, Sonis (2004) propds um
modelo didatico da sua patobiologia, que ¢ envolvida por uma sequéncia de eventos
bioldgicos, em cinco fases que ndo sdo fragmentadas, mas concomitantes, que inclui as
fases de iniciacdo, resposta a danos primarios, amplificacdo de sinais, ulceragdo e

cicatrizagdo (Sonis, 2004b).

A fase de iniciagdo ocorre logo apos a administragdo do quimioterapico, que ao ser
metabolizado, incorpora-se as moléculas de DNA/RNA, ou pela radiacdo, que também
promove danos estruturais ao DNA/RNA e outras moléculas. A lesdo nao-DNA também
ocorre pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que sdo iniciadoras de uma
série de eventos de oxidagdo que resultam em danos celulares causando a morte das

células epiteliais basais. A radia¢do e a quimioterapia sdo ativadores eficazes de varias
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vias produtoras de lesdes nos endotélios, fibroblastos e epitélios (Keefe et al., 2008; Sonis,
2004b). Durante a segunda fase, de resposta a danos primadrios, ocorre uma série de
eventos bioldgicos em interagdo. As vias de transdugdo desencadeadas por quebras de fita
de DNA e peroxidacao lipidica promovem a ativagao de varios fatores de transcrigao,
como fator nuclear kappa b (NF-kB), Wnt, p53 e pelo menos 14 vias candnicas associadas
(Stringer et al., 2009). A via do NF-kB ¢ uma das mais estudadas até o momento e que
pode ser ativada diretamente por quimioterapia e radiagdo, ou indiretamente por
moléculas padrao associadas a danos endogenos € ROS levando a expressao de até 200
genes (Abeesh & Guruvayoorappan, 2023). Os genes, por conseguinte, estdo associados
a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 e IL-1f e TNF-a, outros
moduladores de citocinas e mediadores, como COX-2, NO-sintase induzivel, superdxido

dismutase (Al-Dasooqi et al., 2013).

Na fase de amplificagdo, muitas das moléculas produzidas durante a fase de resposta
primaria fornecem feedback positivo para vias destrutivas. Particularmente eficazes, sdo
as citocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a, que ndo apenas ¢ destrutivo por si s6, mas
também ¢ um forte ativador do fator NF-kB, promovendo um loop de feedback positivo
que amplifica os efeitos originais da radiacdo e quimioterapia (Villa & Sonis, 2015). O
NF-kB amplifica também a resposta de sinalizagdo da proteina quinase ativada por
mitogénio (MAPK), levando a ativacao da sinalizagdo de junN-terminal quinase (JNK).
Os eventos correm simultaneamente e por meio de uma série de redes nas quais alguns
genes sdo mais controladores e criticos do que outros (Sonis, 2004b). Além disso, as vias
apoptoticas sdo ativadas nas células epiteliais submucosas e basais juntamente com os
danos diretos e indiretos as células-tronco epiteliais, ocorre a perda da capacidade de
renovacdo. Como resultado, o epitélio comeca a ter transformagdes atroficas e os

pacientes comecam a sentir os primeiros sintomas da mucosite (Scully et al., 2006).

O quarto estagio ¢ o mais clinicamente dramatico para o paciente, a fase ulcerativa se
desenvolve onde clinicamente ha uma violacdo do epitélio. Os pacientes desenvolvem
feridas profundas, dor significativa e sintomas abdominais (Sonis, 2009). A ulceragao
ocorre como uma consequéncia dos mecanismos diretos e indiretos mencionados acima,
causando danos e alteragdes apoptdticas no epitélio da mucosa (Logan et al., 2007). As
bactérias indigenas colonizam as TUlceras e contribuem ativamente para o

desenvolvimento da mucosite. Os produtos da parede celular (lipopolissacarideos,
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antigenos da parede celular e o-glucanos) penetram na submucosa, agora rica em
macrofagos, estimulam uma maior amplificagdo da produgdo de citocinas, levando a
potencializagcdo da lesdo tecidual (Logan et al., 2007; Sonis, 2004b). Na fase de cura, as
ulceras cicatrizam espontaneamente. A resolugdo da ulcera ¢ o resultado de um processo
bioldgico ativo no qual a sinalizacdo da matriz extracelular da submucosa orienta a
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo do epitélio adjacente a ulcera. Um exsudato
intersticial e os restos de células e fibrina, que resultam em uma pseudomembrana que se
fecha com o decorrer dos dias (Al-Ansari et al., 2015). Ocorre a interagcdo e ativagao a
atividade tirosina quinase intrinseca, bem como a ativac¢@o de proteinas intracelulares de
relevancia funcional. Nesta etapa também ocorre a restauracdo da microbiota local

(Logan et al., 2007),

2.2.1 Aspectos clinicos e epidemiologicos da mucosite

Os dados de prevaléncia e incidéncia de mucosite sao inconsistentes devido a falta de
critérios padronizados de pontuagdo, localizacdo do tumor e diferentes regimes de
tratamento (Keefe et al., 2008). Mesmo a incidéncia de mucosite sendo uma condi¢ao
subnotificada (Cinausero et al., 2017a), estudos apontam que esta condigdo ocorre em
15% dos pacientes que recebem tratamentos de baixo risco e até 60% a 100% dos
pacientes que estdo sendo tratados com altas doses quimioterapia e radioterapia (Scully
et al., 2006). Acredita-se que a subnotificacdo, especialmente de pacientes em tratamento
com quimioterapia ciclica para tumores solidos, ocorra devido a falta de observagao direta
dos individuos entre os ciclos de tratamento. Existe também uma certa relutancia por parte
dos pacientes em comprometer sua terapia contra o cancer em prol da toxicidade, e outro
fato curioso, se deve a atencdo dos oncologistas na morte de tumores negligenciando a

toxicidade do tratamento (Scully et al., 2006).

Com o aumento da morbidade dos pacientes com mucosite, destaca-se também os custos
economicos ¢ de saude. Os individuos com mucosite t€m mais dias de febre, uso de
antibioticos, opidides e nutrigdo parenteral (Elad et al., 2020). E importante ressaltar que
o tempo de internagdo aumenta acentuadamente, resultando em taxas hospitalares que
superam as dos pacientes sem mucosite. Em pacientes submetidos ao Transplante de
células-tronco hemopoiéticas (TCTH) mieloablativo, a mucosite predispde a febre,
complicacdes infecciosas e, ocasionalmente, esta associada a mortalidade (Murphy et al.,

2020).
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Agentes quimioterapicos citotoxicos especificos, como o 5-FU e Irinotecano, estdo
associados a quadros de mucosites mais graves. No tratamento do cancer colorretal
metastatico, os esquemas de primeira linha geralmente incluem fluoropirimidinas (5-FU
ou capecitabina) juntamente com leucovorina e oxaliplatina (FOLFOX e FLOX) ou
irinotecano (FOLFIRI e IFL), estando associados a quadros mais debilitantes (Logan et
al., 2007). Por outro lado, existem regimes quimioterapicos que sdo mais leves e causam
toxicidade da mucosa, em 10 a 15%, dos pacientes tratados. No entanto, dado o niamero
de pessoas que recebem quimioterapia, isso ainda representa um numero significativo de
pacientes afetados por mucosite (Nies et al., 2015). De particular importancia clinica, a
diarreia induzida por quimioterapia, ¢ relatada como um evento adverso grave com uma
frequéncia de 5 a 47% dos pacientes que realizaram o tratamento quimioterapico
(Andreyev et al., 2014). Os efeitos toxicos causados pelo 5-FU dependem da dose e do
regime terapéutico. No caso de infusdes em bolus, a diarreia grau 3-4 ocorre com maior
frequéncia, a adicdo pro-farmacos com a leucovorina aumenta ainda mais a sua
ocorréncia. Os fatores clinicos preditivos para diarreia induzida por 5-FU sdo
relacionados ao sexo feminino, idade, indice de massa corporal, origem étnica e diabetes

mellitus.

As tentativas de prevenir e tratar a mucosite ganharam impulso nos ambientes cientifico
e clinico. Infelizmente, a maioria dos estudos at¢ o momento tiveram limitacdes
significativas e as estratégias profilaticas e terapéuticas limitadas (Kostler et al., 2001).
Embora uma variedade de novas abordagens tenha sido adotada, uma tnica intervengado
ou agente eficaz para a profilaxia ou tratamento da mucosite induzida por radioterapia ou
quimioterapia ainda nao foi identificada (Lalla et al.,, 2014). Embora, nenhum
medicamento tenha sido capaz de tratar a mucosite com sucesso, 0 manejo dos sintomas
da dor com solugdes anestésicas, analgésicos e agentes anti-inflamatorios podem
proporcionar alivio do problema (Chaveli-Lopez & Bagan-Sebastian, 2016; Saunders et
al., 2013). Estratégias que incluem a utiliza¢do de antimicrobianos em intervengdes para
a mucosite sdo crescentes nos centros de tratamentos dos pacientes. Acredita-se que
intervengdes antimicrobianas podem ajudar a interromper a cascata de eventos que
culmina no desenvolvimento da mucosite e, assim, prevenir ou reduzir as manifestagdes
clinicas correspondentes (Papanicolas et al., 2018). No entanto, existe também uma
preocupacdo que estd relacionada com o surgimento de patdgenos resistentes a

antimicrobianos.
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Existe uma infinidade de outros agentes que foram estudados e estdo atualmente sob
investigagdo para a aplicagdo no manejo da mucosite, incluindo terapias fisicas como
crioterapia e laser de baixa frequéncia, modificadores de resposta biologica,
imunomoduladores e produtos naturais como extratos de plantas, mel, vitaminas A, E, C,
aloe vera, camomila, glutamina e muitos outros, bem como probiodticos que compreendem

uma variedade de microrganismos (A. S. Ferreira et al., 2022).

2.3 Estatinas

A descoberta das estatinas ocorreu na década de 1970, quando Endo e Kuroda, na busca
por compostos redutores de colesterol, identificaram um produto a partir do fungo
Penicillium citrinium, denominado ML-236B (mevastatina). Investigagdes adicionais
revelaram que este composto inibiu potentemente a enzima limitadora da taxa na
biossintese do colesterol, a 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyma A (HMG-CoA)
(Gelissen & McLachlan, 2014). Na sua forma ativa, a mevastatina assemelha-se ao
precursor do colesterol, HMG-CoA. Quando a mevastatina foi inicialmente administrada
em ratos, ela inibiu a biossintese do colesterol com um Ki de 1,4 nM. Infelizmente,
também causou toxicidade hepatocelular inaceitdvel e o desenvolvimento clinico
posterior foi interrompido. Posteriormente, um metabolito fingico mais ativo, a
lovastatina, foi isolado de Aspergillus terréus. A lovastatina difere da mevastatina por ter
um grupo metil substituido, e tornou-se o primeiro dessa classe de agentes redutores do
colesterol a ser aprovado para uso clinico em humanos (Liao & Laufs, 2005a). O
mecanismo de inibicdo da HMG-CoA redutase se dé através de cadeias laterais que se
ligam ao local ativo da enzima e bloqueiam o estado de transi¢ao substrato-produto da
enzima. A inibi¢ao desta enzima resulta na diminui¢ao da sintese de colesterol e outros

produtos a jusante do mevalonato (T. Zhang et al., 2019).

Por meio da inibicdo da HMG-CoA redutase, as estatinas impedem a producao endogena
de colesterol. Além disso, a redu¢ao na concentracao de colesterol dentro dos hepatocitos
desencadeia a regulagdo positiva da expressdao do receptor de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), que promove a captacdo de LDL e precursores de LDL da circulagdo
sistémica. Dessa forma, uma propor¢do significativa da redug¢do do colesterol pelas
estatinas € resultado do aumento indireto na depuragdo de LDL do plasma, em oposi¢ao
a biossintese de colesterol reduzida. Mecanismos secundarios de reducao de lipoproteina

induzida por estatina incluem a inibicdo da sintese hepatica de apolipoproteina B e a
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reducdo da sintese e secrecdo de lipoproteinas ricas em triglicerideos (McFarland et al.,

2014).

Ao inibir a HMG-CoA redutase, a sintese de mevalonato ¢ reduzida e, como
consequéncia, varias outras vias de isoprendides sdo afetadas, sendo que eles sao
importantes modificadores pds-traducionais, moléculas-chave necessarias para o
funcionamento normal dos processos celulares. Dentre os isoprendides ndo esterdides,
destacam-se farnesil pirofosfato, geranilgeranil pirofosfato, isopentanil adenosina,
dolicdis, cadeias laterais poliisoprenoides de ubiquinona e heme-A. Esses intermedidrios
isoprendides sdo essenciais para a ativagao de varias proteinas intracelulares/de
sinaliza¢do, como a subunidade y das proteinas G heterotriméricas, laminas nucleares e
pequenas proteinas Ras ligadas a GTP e proteinas semelhantes a Ras, como Rho, Rab,
Rac, Ral ou Rap (Kavalipati et al., 2015a). Inimeras funcdes fisiologicas sao afetadas
pelos isoprenoides devido a influéncias na coenzima Q (cadeia respiratoria mitocondrial),
ubiquinona, que participa do transporte de elétrons mitocondriais, por¢des farnesil e
geranilgeranil (modificagdes pds-traducionais da proteina), tRNAs de isopentenil (RNA

transcri¢do) e dolicol (N-glicosilagdo da proteina) (Schachter, 2005).

Apesar de terem o mesmo mecanismo de agdo e efeitos comparativos nos perfis de
colesterol, as estatinas podem ser subdivididas em duas categorias: tipo I, estatinas
derivadas de fungos (lovastatina, pravastatina, sinvastatina); ou tipo II, estatinas
derivadas sinteticamente (fluvastatina, cerivastatina, atorvastatina, rosuvastatina,
pitavastatina). As estatinas tipo I mantém a porcao lactona/acido aberto além do esqueleto
do anel de decalina substituido. Embora as estatinas do tipo II mantenham a porg¢ao
lactona semelhante 8 HMG-CoA para ligacdo, esses compostos sdo inibidores totalmente
sintéticos da HMG-CoA redutase e exibem propriedades farmacocinéticas altamente
variadas, incluindo diferencas no  metabolismo, excrecdo, meias-vidas,

biodisponibilidade, tempos de dosagem e lipofilicidade (McKenney, 2003).

Todas as estatinas sao absorvidas rapidamente apds a administragdo, atingindo o pico de
concentracdo plasmatica em 4 h. O mecanismo de transporte das estatinas lipofilicas ¢
por difusdo passiva, enquanto as estatinas hidrofilicas o transporte ocorre por meio de
difusdo facilitada. A natureza lipofilica das estatinas induz a passagem através de células

extra-hepaticas. Com excecao da pravastatina, todas as estatinas sdo amplamente ligadas
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as proteinas plasmaticas e sdo relativamente hepatoseletivas em relagdo a inibi¢do da
HMG-CoA redutase, uma propriedade importante, visto que a maior parte da produgdo
endogena de colesterol ocorre no figado (Schachter, 2005).

As estatinas sao predominantemente metabolizadas pela familia de enzimas do citocromo
P 450 (CYP450) pela isoenzima CYP3A4. A via predominante de eliminagdo para a
maioria das estatinas ocorre pela bile ap6s o metabolismo pelo figado. A quantidade de
estatina excretada na urina ¢ desprezivel (Kitzmiller et al., 2016). Com excecdo da
atorvastatina, a meia-vida de eliminagao de todas as estatinas ¢ muito curta (0,5-3 horas)
e nenhum farmaco se acumula no plasma com a administragao repetida. Deve-se ressaltar
que as meias-vidas farmacocinéticas relatadas das estatinas ndo correspondem a duragdo
do seu efeito farmacodinamico (aproximadamente 24 horas), devido a sua meia-vida de
eliminacdo e a presenga de niveis plasmaticos detectdveis de metabdlitos ativos por um
periodo prolongado de tempo (> 24 horas) (Liu et al., 2019).

Avaliacdes de seguranga derivadas dos programas de desenvolvimento clinico para as
estatinas reiteram que elas sdo geralmente seguras e bem toleradas. Nos principais ensaios
clinicos randomizados, a taxa de descontinuacao devido a qualquer efeito adverso entre
os receptores de estatina foi relatada em menos de 2%, sendo que essa classe de

medicamentos esta associada a boa adesao e tolerabilidade (Armitage, 2007).

Os efeitos adversos que sd@o mais documentados associados as estatinas, sdo a toxicidade
muscular, incluindo miopatia e rabdomidlise, efeitos renais e nas enzimas hepaticas. O
efeito adverso mais sério associado a terapia com estatinas ¢ a miopatia, devido a
influéncia das estatinas sobre a atividade da enzima QI0, importante na fungdo
mitocondrial muscular, no entanto, este efeito tem incidéncia baixa (menos de 0,1%). Em
relag@o a toxidade hepatica, desde a primeira introdugao de estatinas, ficou claro que uma
pequena porcentagem de pacientes experimenta um aumento das enzimas hepdaticas que
¢ frequentemente autolimitado, pois metade dos pacientes tem resolucao espontanea,
enquanto metade dos casos € resolvida com uma reducao na dose (Brown, 2008). Sobre
os efeitos na fungdo renal, a ocorréncia de proteintiria com alta dose ¢ relatada. Entretanto,
tal proteinuria pode correr de forma transitoria em 1,3% com a terapia com rosuvastatina
em pacientes que tomaram a dose de 40 mg/dia. Nao ha evidéncia de comprometimento
permanente da funcdo renal apds a terapia com estatinas. De fato, uma excrecdo

melhorada de creatinina foi encontrada em varios estudos que demonstraram a redugdo
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significativa da creatinina e um aumento na taxa de filtracdo glomerular de pacientes em

terapia hipolipemiante (Armitage, 2007).

E frequentemente mencionado na literatura a intima relagio entre a toxidade das estatinas
e os polimorfismos genéticos nas enzimas CYP hepaticas. As CYP sdo transportadoras
de drogas envolvidas no metabolismo das estatinas podem afetar a sua farmacocinética
causando maior toxidade (Kitzmiller et al., 2016). Por outro lado, medicamentos, como
gemfibrozil, amiodarona, desloratadina, lidocaina, varfarina, metoprolol e indutores,
foram identificados como inibidores do CYP2CS8, que afetam o metabolismo das estatinas
podendo aumentar a concentragdo plasmatica. Em pacientes com doenca hepatica, a
atorvastatina, pravastatina, fluvastatina e a sinvastatina podem se acumular, elevando os
niveis plasmaticos dessas estatinas e aumentando o risco de efeitos adversos. A doenga
renal pode atrasar a eliminacao de cerivastatina, lovastatina e sinvastatina (Bolego et al.,

2002).

2.3.1 Efeitos pleotrdpicos das estatinas

Um crescente corpo de evidéncias sugere que alguns dos beneficios clinicos da terapia
com estatinas podem ser atribuidos a mecanismos independentes de seus efeitos redutores
de colesterol, sendo chamados “efeitos pleiotropicos” que sao definidos como, multiplos
efeitos secundarios de um composto (Kavalipati et al., 2015a). Acredita-se que tais efeitos
incluam agdes anti-inflamatorias, propriedades que revertem a disfuncao endotelial pela
prevencao da oxidagdo do LDL e aumento da biodisponibilidade do 6xido nitrico. Outras
atividades benéficas das estatinas sdo ligadas a acdo antioxidante, controle da coagulagao,
redu¢do da agregagdo plaquetdria, bem como propriedades antiproliferativas e
imunossupressoras. Tais efeitos levam a uma nova face de perspectivas da terapia com
estatinas, que as torna muito importantes ndo apenas no tratamento de dislipidemias e
doengas associadas, mas também no auxilio do controle de complicagdes em muitos

outros estados de doenca (Bradbury et al., 2018).

Uma das questdes-chave da literatura ¢ definir e articular o mecanismo de acgao pelo qual
as estatinas exercem seus efeitos pleiotropicos. Devido a multiplicidade de vias nas quais
as estatinas foram implicadas e afetam, hd muito debate na literatura sobre os efeitos
pleiotropicos das estatinas (anti-inflamatério, anti-oxidativo e imunomodulagdo).
Acredita-se que sdo resultado direto da inibicdo da sintese do colesterol e resultado

indireto da perda do grupo prenil ou de uma combinagdo dos dois, resultando em
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diferengas na permeabilidade e metabolismo dos tecidos (Bedi et al., 2016). As estatinas
mais comumente estudadas s3o as estatinas lipofilicas, especificamente a sinvastatina,
pois acredita-se que ela penetre efetivamente nas células vasculares por difusao passiva,
permitindo os efeitos pleiotropicos. Em contraste, as estatinas hidrofilicas sao
direcionadas principalmente para o figado e sofrem degradacdo, o que pode

potencialmente diminuir sua pleiotropicidade (Bradbury et al., 2018).

A inibig¢do da sintese do colesterol ocorre como resultado da prevencao do mevalonato de
produzir HMG-CoA, uma vez que o mevalonato nao ¢ um precursor imediato da sintese
do colesterol e também atua como precursor de varias outras moléculas-chave necessarias
para o funcionamento normal dos processos celulares. Além da sintese do colesterol, o
mevalonato ¢ necessario para a produgdo de intermediarios isoprendides ndo-esteroides,
como o pirofosfato de farnesil (FPP) e geranilgeranilpirofosfato (GGPP), cadeias laterais
de isopentanil adenosina, dolichois e poliisoprenoides de ubiquinona e heme-A. Esses
intermediarios isoprendides sdo parte integrante da modificacdo e ativacdo pods-tradugao
de varias proteinas intracelulares sinalizadoras, como a subunidade y das proteinas G
heterotriméricas, heme-A, laminas nucleares, pequenas proteinas Ras, Rho, Rab, Rac, Ral

ou Rap (Bedi et al., 2016; Bradbury et al., 2018).

Os prenoides sdao importantes modificadores poés-traducionais que se ligam
covalentemente a proteinas especificas para facilitar a associacdo de proteinas com a
membrana lipidica. Assim, enquanto as estatinas bloqueiam diretamente a atividade da
HMG-CoA redutase para inibir a sintese de colesterol, também inibem indiretamente a
sintese de prenodides. Como resultado, as estatinas agem modulando varias vias de
sinalizagdo intracelular que regulam a inflamacao, o estresse oxidativo e a imunidade

(Liao & Laufs, 2005a).

O processo conhecido como a isoprenilagao de proteinas ocorre em proteinas contendo
um CaaX C-terminal, onde C ¢ cisteina, a ¢ um aminoacido alifatico e X ¢ qualquer
aminoacido. No genoma humano, existem mais de 100 proteinas preniladas contendo
CaaX conhecidas e hipotéticas. A isoprenilacao da proteina permite a fixagdo covalente,
a localizacdo subcelular e o trafego intracelular de proteinas associadas a membrana. O
grupo isoprenil lipofilico permite que essas proteinas se ancorem as membranas celulares,
0 que, na maioria das situagdes, ¢ um requisito essencial para a func¢do biologica.

Membros da familia Ras e Rho GTPase sdo os principais substratos para modificagao
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pos-tradugdo por prenilagdo. Essas pequenas proteinas de ligacdo ao GTP que fazem um
ciclo entre o estado ligado ao GDP inativo e o estado ligado ao GTP ativo sdo reguladores
importantes do citoesqueleto de actina e das vias de sinalizacdo intracelular (figura 3)

(German & Liao, 2023).

A translocacdo de Ras do citoplasma a membrana plasmatica depende da farnesilacao,
enquanto Rho a translocacdo depende da geranilgeranilacdo. As estatinas inibem tanto
isoprenilacdo de Ras e Rho, levando ao acumulo dessas proteinas inativas no citoplasma.
As proteinas Ras e Rho desempenham um papel indispensavel em varios processos
celulares como sinalizagao celular, diferenciacdo e proliferacdo celular, mielinizagao,
dinamica do citoesqueleto e transporte endocitotico / exocitdtico. A inibigdo dessas
proteinas também ¢ um importante mediador dos efeitos pleotropicos das estatinas (Bedi

et al., 2016; German & Liao, 2023).

Figura 3: Efeitos da inibi¢do da enzima HMG-CoA redutase pelas estatinas.
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Os membros da familia Rho também promovem efeitos na sinalizagdo celular, como a
reorganizagao do citoesqueleto de actina, que pode afetar o transporte intracelular, trafego
de membranas, estabilidade do mRNA e a transcricdo de genes. Portanto, ndo ¢
surpreendente descobrir que as alteragdes induzidas por Rho no citoesqueleto de actina e
na expressdo génica estdo diretamente relacionadas. Evidéncias experimentais sugerem
que a inibicao da isoprenilagdo Rho medeia efeitos em leucocitos e células 6sseas (Bu et

al., 2011).

Em principio, essas propriedades anti-inflamatdrias podem ocorrer por meio de efeitos
em varios tecidos e tipos de células. Por exemplo, o figado ¢ um importante local de agao
das estatinas, particularmente no que diz respeito a inibicdo da producdo de colesterol.
No entanto, o hepatdcito também ¢ uma fonte robusta de mediadores pro-inflamatorios e
a reducao na expressao desses fatores pelas estatinas pode ser um importante mecanismo
de agdo (Jain, e Ridker, 2005). Estudos demonstraram que as estatinas bloqueiam os
efeitos da IL-6, que estimula a sintese de reagentes da fase aguda hepatica, incluindo a

proteina C-reativa (PCR) (Almog et al., 2004).

As estatinas também mostram efeitos imunomoduladores, que incluem a diminui¢do da
proliferacdo de células T, redugdo da expressao induzida por interferon-y do complexo de
histocompatibilidade 2 (MHCII) em macréfagos, células endoteliais e células
apresentadoras de antigenos, também reduziram a producao de citocinas inflamatorias,
como TNF-a, Il-1p ou II-6, IL-8. Evidéncias apontam que as estatinas podem interromper
o ciclo de estresse oxidativo/inflamacdo diminuindo a liberagdo de mediadores
inflamatoérios e a peroxidagao lipidica. A administragao cronica de estatinas também pode
inibir o receptor ativado por proliferador de peroxissomo (PPAR) a e y podendo auxiliar
na diminuicao da inflamacdo vascular e na rejei¢do apos transplantes (Rashidian et al.,

2016c¢; Toth & Banach, 2019).

Iniimeros estudos relatam o efeito anti-inflamatério das estatinas nas doengas reumaticas,
devido a ac¢do inibitdria contra a indug@o de varias citocinas pro-inflamatorias (Liao &
Laufs, 2005a). O mecanismo envolvido na inibicdo de citocinas esta relacionado com
supressao da atividade de NF-xB, que ocorre devido a regulagdo negativa da ativagao de
proteinas relacionadas a Rho, uma vez que o NF-kB sabidamente ¢ ativado por via Rho

GTPases. Dada a centralidade do NF-kB em doencgas inflamatdrias, a capacidade das
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estatinas de inibir NF-kB pode apoiar a relevancia clinica desses agentes como farmacos

anti-inflamatorios (German & Liao, 2023).

Estudos demonstram que a terapia com estatina suprime a formagao de superoxido e
melhora a geracao de NO pelas células endoteliais vasculares por meio da inibi¢dao da
isoprenilacdo de Rac e Rho. A inibi¢do na isoprenilacdo de Rho nas células endoteliais
resulta principalmente em aumento da produgdo de NO (Mahalwar & Khanna, 2013). As
ROS, incluindo superoxido, radical hidroxila, peroxido de hidrogénio e peroxinitrito sao
provavelmente antagonizadas pelo NO. Assim, as estatinas possuem propriedades
antioxidantes aumentando a biodisponibilidade do NO, reduzindo a peroxidagao lipidica
e a producdo de ROS (Kavalipati et al, 2015a). As estatinas reduzem o &cido
tiobarbitarico (TBA), um marcador de estresse oxidativo e a mieloperoxidase (MPO),
uma enzima chave expressa em neutrofilos que gera espécies reativas de oxigénio o

malondialdeido (MDA).

Dentre outros inimeros beneficios das estatinas, estudos sugeriram potencial para tratar
disturbios neurolégicos, incluindo a doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson, esclerose
multipla e os tumores cerebrais primarios, devido a atividade antioxidante, anti-
inflamatoria e antiplaquetaria e os efeitos no sistema de 6xido nitrico sintase. Outros
estudos ainda sugerem que as estatinas podem aumentar a massa 6ssea impulsionando a
diferenciagao e a atividade dos osteoblastos. Interessantemente as estatinas também tém
sido apontadas como coadjuvantes na prevengao do cancer colorretal e melanoma, sendo
que os possiveis efeitos anticancerigenos das estatinas envolvem a inibicdo da
geranilgeranilagdo, principalmente das proteinas Rho. Os efeitos benéficos das estatinas
na inibi¢do da carcinogénese também té€m relagdo com a atividade anti-inflamatoria,
imunomodulagdo e angiogénese (Coté-Daigneault et al., 2016). Outras hipoteses apontam
ainda, a atividade das estatinas na prevencao do cancer colorretal em pacientes com
doencas inflamatdrias intestinais, por mecanismos relacionados a modulagdo da atividade

da telomerase, retardando a senescéncia celular (Boccardi et al., 2013).

2.3.2 Atorvastatina

A atorvastatina ¢ um inibidor sintético, de terceira geragda, da HMG-CoA redutase que
foi concebida em 1981, patenteada em 1985 e aprovada pela FDA em 1996 para uso

médico. Vendida sob o nome de Lipitor pela empresa farmacéutica Pfizer, ¢ um sal de
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calcio de [R-(R*,R*)]-2-(4-fluorofenil)-B,-dihidroxi-5-(1-metiletil)-3-fenil-4-
[(fenilamino) 4&cido carbonil]-1H-pirrole-1-heptandico com a formula empirica de
(C33H34FN205)2Ca-3H20 (Shaghaghi et al., 2022). Estatisticamente, em 2017, a
atorvastatina tornou-se o segundo medicamento mais prescrito nos Estados Unidos, com
mais de 104 milhdes de prescricdes (Markowska et al., 2020). Em humanos, 80 mg/dia
de atorvastatina ¢ a maior dose recomendada para o tratamento da hipercolesterolemia. A
meia-vida de eliminagdo da atorvastatina ¢ de aproximadamente 14 h, uma propriedade
que contribui para a maior eficicia do medicamento. O farmaco tem uma
biodisponibilidade de cerca de 14% e ¢ superior 98% quando ligado as proteinas
plasmaticas. O metabolismo da atorvastatina ¢ realizado pelo citocromo P450 (CYP)
3A4, que produz derivados orto e para-hidroxilados e varios produtos de oxidagao. Cerca
de 70% da atividade inibidora da HMG-CoA redutase associada a atorvastatina foi
atribuida aos seus metabolitos ativos orto e para-hidroxilados, que sdo equipotentes ao
medicamento original (Macin et al., 2005). A atorvastatina foi bem tolerada em ensaios
clinicos de longo prazo. Em estudos controlados por placebo, a incidéncia de eventos
adversos foi de 18% em 1122 pacientes que receberam atorvastatina até 80 mg/dia, foi
semelhante a dos pacientes que receberam placebo (18%; n = 270). Nenhum aumento
relacionado a dose nos eventos adversos foi observado nesses estudos, e a seguranca
musculoesquelética, hepatica e renal foi comprovada, sendo em geral eventos adversos
raros (Malhotra & Goa, 2001). Em relagdo aos estudos farmacoecondmicos verificou-se
que a atorvastatina ¢ mais econdmica do que a maioria dos outros inibidores da HMG-
CoA redutase. A atorvastatina 10 mg/dia apresentou o menor custo de aquisi¢do por
redugdo percentual nos niveis de LDL-colesterol entre varias dosagens dos inibidores da

HMG-CoA redutase investigados (Macin et al., 2005).

Muitos estudos foram conduzidos para investigar os efeitos anti-inflamatorios da
atorvastatina em diferentes circunstancias, sendo que ¢ notavel a atividade da
atorvastatina contra placas de aterosclerose. Estudos destacam o potente efeito anti-
inflamatoério da atorvastatina, levando a reducao rapida dos niveis de PCR e citocinas pro-

inflamatoérias (Malhotra & Goa, 2001; Shaghaghi et al., 2022).

Em doengas inflamatorias intestinais a atorvastatina apresentou notavel desempenho anti-
inflamatorio em modelos de colite TNBS por meio da inibicdo da via de sinalizagdo

TLR4/NF-«B. Estudos também indicaram que atorvastatina ¢ capaz de reduzir
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significativamente a os niveis plasmaticos de PCR e quimiocinas em pacientes com
doenca de Crohn (Grip & Janciauskiene, 2009). Evidéncias disponiveis na literatura
demonstraram que a atorvastatina aumentou a diversidade bacteriana e reverteu a
abundancia relativa de microrganismos que foram alterados com uma dieta rica em
gordura. O tratamento com atorvastatina também produziu um efeito especifico do
medicamento na distribuicdo populacional de certas bactérias benéficas para a satde

intestinal (Khan et al., 2018).
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse estudo foi avaliar o potencial terapéutico da atorvastatina na

inflamagao gastrointestinal induzida pelo quimioterapico 5- fluorouracil.

3.2 Objetivos especificos

Capitulo I

Descrever o papel das estatinas contra a inflamagdo gastrointestinal em modelos

experimentais de colite ulcerativa por meio da realiza¢do de uma revisao sistematica.
Capitulo IT

Avaliar os mecanismos moleculares envolvidos com o efeito enteroprotetor da

atorvastatina na inflamacdo gastrointestinal induzida pelo quimioterapico 5-fluorouracil.

Avaliar o efeito da atorvastatina sobre o consumo alimentar e hidrico, evolu¢ao ponderal

e permeabilidade intestinal nos animais com mucosite gastrointestinal.

Investigar a atividade da atorvastatina sobre o perfil inflamatério de animais com
mucosite a partir do monitoramento de IgA secretoria no fluido intestinal, enzimas
mieloperoxidase (MPO) e peroxidase eosinofilica (EPO) e citocinas TNF-a, IL-6, IL-1J3,
IL-10 e TGF-B1.

Analisar o estresse oxidativo ileal por meio do monitoramento dos niveis de SOD,

glutationa peroxidase, TBARS e hidroperoxidos.

Monitorar o papel da atorvastatina sobre as vias moleculares Tlr4, Myd88, Ntkb1 (p105),

iNos, Nlpr3, Muc2, zonulin, and occludin nos animais com mucosite.
Capitulo II1

Avaliar o efeito protetor sistémico, hepatico e renal da atorvastatina entre os animais com

mucosite gastrointestinal induzida por 5-FU.

Monitorar a funcdo hepatica dos animais com mucosite tratados com atorvastatina por

meio de analises histologicas, bioquimicas e com técnicas de medicina nuclear.
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Abstract

Ulcerative colitis (UC) is a chronic inflammatory condition of the large intestines.
Although great advances have been made in the management of the disease with the
introduction of immunomodulators and biological agents, the treatment of UC is still a
challenge. So far, there are no definitive therapies for this condition. Statins are potent
inhibitors of cholesterol biosynthesis, possess beneficial effects on primary and secondary
prevention of coronary heart disease and have high tolerability and safety. Furthermore,
they may have potential roles in UC management due to their possible anti-inflammatory,
immunomodulatory, and antioxidant activities. This systematic review aimed to gather
information about the potential benefits of statins for managing UC, reducing
inflammation and disease remission in animal models. A systematic search was
performed in PubMed / MEDLINE, Scopus, Web of Science, and Virtual Health Library.
The data were summarized in tables and critically analyzed. After the database search, 21
relevant studies were identified as eligible for this review. Preclinical studies using
several colitis-induction protocols and various statins have shown numerous beneficial
effects of these drugs on reducing disease activity, inflammatory profile, oxidative stress,
and general clinical parameters of animals with UC. These studies revealed the potential
of statins against the pathogenesis of UC. However, there are still important gaps
regarding the molecular mechanisms of action of statins, leading to some contradictory
results. Thus, more research on the molecular level to determine the roles of statins in

colitis should be carried out to elucidate their mechanisms of action.

Keywords: HMG-CoA Reductase Inhibitors, ulcerative colitis, inflammatory bowel

diseases, Prevention and control
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1 INTRODUCTION

Inflammatory bowel disease (IBD) is a complex and debilitating disease that can be
subclassified into different multifactorial diseases, in which Crohn's disease (CD) and
ulcerative colitis (UC) represent the two broadest subtypes of IBD. Crohn's disease is
characterized by transmural inflammation that involves any part of the gastrointestinal
tract, while UC usually involves superficial inflammation of the rectum with extension in
the adjacent mucosa in a continuous manner [1,2]. In both cases, patients usually
experience abdominal pain, diarrhea, bloody stools, weight loss, and other extra-intestinal

manifestations [3].

UC is characterized by recurrent episodes of inflammation limited to the mucous layer of
the colon, in which abscesses occur in the crypt and ulceration of the mucosa and
submucosa, particularly in the distal part of the colon [4]. Which makes the appropriate
clinical management for the patient's condition mandatory, in which the goal is to induce
and maintain the remission of the inflammation, provide relief of symptoms, and mucosal

healing [5].

Statins are a group of compounds that inhibit 3-hydroxy-3-methyl glutaryl (HMG) -CoA
reductase, an enzyme that participates in the synthesis of cholesterol [6]. In addition to
reducing cholesterol levels, other effects, known as "pleiotropic", which are beneficial
independent of cholesterol-lowering activity, have been identified in statins. They include
anti-inflammatory, antiproliferative, antioxidant, immunomodulatory, neuroprotective

and antithrombotic properties [7—10].

Several clinical trials using statins have been conducted to prove their application in IBD
treatment [11-14]. Some of them demonstrated the potential benefits of statins for
managing IBD, in which the repositioning of clinically available compounds can
contribute to expanding the possibilities of treating this condition [15,16]. On the other
hand, despite clinical evidence, there are still divergences in clinical and preclinical
studies regarding the efficacy of statins. In particular, reports point to the paradoxical
increase in disease activity in some patients with IBD after statin consumption and linkage
of statins to IBD development [17]. Therefore, determining the roles of statins in UC is
necessary [16,18]. In this context, we aim to assess the efficacy and effects of statins in

experimental models of UC by conducting a systematic review.
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4. METHODS

A systematic review was conducted in accordance with the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) statement [19], in which the methods
include data source and search, study selection, eligibility criteria, data extraction,

analysis of results, and risk of bias.

To evaluate the effects of statins on colonic mucosal damage and the inflammatory
response, we applied the PICOS strategy [20], as follows: “Population™: rodents with
ulcerative colitis induced by isolated or combined chemotherapy regime; “Intervention’:
administration of statins; “Control”: rodents with ulcerative colitis that did not receive
statins; “Outcomes”: disease activity, inflammatory profile, oxidative stress, and general

clinical parameters; “Study design”: in vivo studies conducted in rodents (mice and rats).

Initially, the systematic search was conducted in 4 databases (i.e., PubMed/MEDLINE,
Scopus, Web of Science, and Health Virtual Library) using the Medical Subject Heading
(MeSH) term “Statin*” (‘HMG-CoA reductase inhibitor’ OR ‘HMG-CoA reductase
inhibitors’ OR statin OR statins OR atorvastatin OR fluvastatin OR lovastatin OR
mevastatin OR pravastatin OR rosuvastatin OR simvastatin OR pitavastatin) associated
with each of the following descriptors: “Ulcerative Colitis” OR Inflammatory Bowel
Diseases OR Colonic Diseases. For search purposes, these descriptors were combined
using the boolean AND between them, according to the example: “Statin” AND “Colitis
Ulcerative” as shown in supplementary file 1. The search was conducted until July 28,
2020, restricted to studies written in English, Spanish, and Portuguese, and no date limit
was established. In addition, the reference lists of all included articles were evaluated for

relevant studies.

2.1 Inclusion Criteria

Only studies evaluating the effects of statin treatment (any statin, dose, duration,
frequency, type, and combination) vs. placebo/control in validated animal models (rats,
mice) and colitis model (any model of induction, dose, duration, frequency, and route)

were eligible for inclusion.

2.2 Exclusion Criteria

Review articles, notes, correspondences, editorials, letters, and articles that the complete

text was not sent after 3 previous contacts with the correspondent authors were excluded.
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Furthermore, articles were excluded based on the following criteria: (1) animal models
with other infectious intestinal diseases and (2) association of new natural compounds

with statins.

2.3 Selection of Studies

In the first phase of selection, two independent authors (K.D.V. and B.C.G) searched the
databases to identify eligible records, deleted duplicate records, and screened titles and
abstracts of selected studies according to the PICOS eligibility criteria using Rayyan
QCRI® software [21]. Studies that evaluated the therapeutic effect of statins in
experimental models of UC using rodents were selected and then evaluated by full-text
review. Any discrepancies were resolved by discussion with a third investigator
(S.0.A.F.) [22]. The reference lists and related reviews were also checked to identify
potentially eligible studies.

2.4 Assessment of Risk of Bias in the Included Studies

The risk of bias was analyzed using the SYRCLE tool (Systematic Review Centre for
Laboratory animal Experimentation), based on Cochrane Collaboration (RoB 2.0), which
aims at evaluating the methodological quality of the studies (Hooijmans et al. 2014). The
word ‘Yes’ (Y) indicates a low risk of bias, while ‘No’ (N) indicates a high risk of bias
in a specific domain. Whenever there was not enough information to evaluate the risk of

a particular bias, we used ‘Unclear’ (U).

5. RESULTS
3.1 Study inclusion

The literature search resulted in 1601 records (70 from Pubmed/MEDLINE, 1373 from
Scopus, 77 from Web of Science, and 81 from Virtual Health Library) (Figure 1). After
excluding duplicated records and reviewing titles, abstracts, and keywords, 91 relevant
studies were selected for full-text analysis and further evaluation following the eligibility
criteria. From these articles, 67 were excluded based on the criteria described in Figure
1, resulting in 24 studies that met the inclusion criteria. Then, 3 studies were excluded
because the full text was unavailable (n = 2) or the study did not evaluate the therapeutic
effect of statin (n = 1). Finally, 21 studies were selected for the qualitative analysis are

shown in Table 2.
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3.2 Quality assessment

The results of our risk of bias assessment of the 21 studies included in this systematic
review are shown in Figure 2. Among the studies evaluated, none presented the use of
tables or random number generators. In most of the studies, the randomization of the
animals during the experiment was not clear, and information about the blinding of
caregivers and /or researchers during the intervention was scarce. In 10 studies, the
pathologists who interpreted the intestinal histopathology were blinded. All studies
reported complete follow-up data. None of the studies presented a low risk of bias in all
methodological criteria and achieved the desired quality. Furthermore, most studies
provided information on food availability during the experiment, use of standardized
diets, management conditions, details of allocation of animals and experimental groups,

food consumption, and body weight.
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Figure 1: Flow diagram of the search results of our systematic literature review. Based on
“Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses: The PRISMA
Statement.” http://www.prisma-statement.org From: Moher D, Liberati A, Tetzlaf J,
Altman DG, The PRISMA Group (2009).
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Table 1: Description of the main characteristics of the experimental model and intervention of the studies regarding the use of statins in studies

of colitis animal models.

Reference Animal Colitis model Statin dose and period Main Outcomes
Sasaki et al., 2003 (Sasaki C57BL/6 (male) * 3% DSS dissolved in water * Pravastatin 1 mg/kg, diluted in * | body weight loss, DAI,
et al., 2003) * 7 days phosphate-buffered saline (PBS) i.p. permeability

* | of colon shortening and
histological damage

* | MAdCAM-1-positive

* | serum cholesterol

» maintenance of eNOS

Park et al., 2004 (Park et C57BL/6 and * 2.5% DSS dissolved in water * 4% atorvastatin in distilled drinking * | body weight loss and

al., 2004) BALB/c mice * 12 days water histological damage
* TNBS solution epicutaneously on < 1 day after DSS administration in 7 * 1 colon length
shaved abdomens, and this was days * | of inflammation induced by
followed by the administration of TNBS-induced colitis.

TNBS per rectum 7 days later

Naito et al., 2006 (Naito et =~ Mice BALB/c + 8.0% DSS (w/v) orally in drinking  *Rosuvastatin (0.03, 0.3, and 3 * | decrease in colon length
al., 2006b) (female) water ad libitum mg/kg/day) (i.p.) * | histological damage
* 7 days *7 days. *| MPO, TNF-a and TBA
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Suzuki et al., 2006 (Suzuki
et al., 20006)

Mice CBA/J (

female)

* Pretreatment with 8.0 mg/kg
azoxymethane (AZM) (i. p.)
* Two weeks after the pretreatmen,

3% (w/v) DSS in water for 7 days

* Diet containing synthetic fluvastatin-
Na (100 mg in 1 kg of diet) for 12

weeks.

* | body weight loss

* 1 colon length and weights of
the ovaries and uterus

* | shrinking of the colorectum
and inflammatory cell infiltration
* | high-grade dysplasia and

* | 8-OHdG- and Thymidylate
synthase and thymidine kinase

Jahovic et al., 2006 (Jahovic
et al., 2006)

Sprague-Dawley

rats (either sex)

* 30 mg/ml TNBS solution dissolved

in 40% ethanol in saline (i.r.).

* Simvastatin (0.1 and 1 mg/kg day)
(ip.)

* Fluvastatin (0.1 and 1 mg/kg day)
(ip.)

* 3 days, beginning 5 min after

induction of colitis.

* | macroscopic lesion score

* | MDA, MPO and TNF-a

* 1 GSH

* | Collagen and lucigenin CL

Lee et al., 2007

(J. Y. Lee et al., 2007)

Male C57BL/6

mice (male)

* 4% DSS dissolved in water

* 6 days

* 0.5% Simvastatin was suspended in
methylcellulose solution (0. g.)

5 mg/kg/d and 50 mg/kg/d

* 8 days beginning on 2 days before
DSS exposure.

* | body weight loss and DAI
* 1 colon length

» | mRNA de IL-8, TNF-o and
NF-«xB

* | histological injury
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Ikeda et al., 2008 (Ikeda et
al., 2008)

SJL/J male mice

(n/s)

* Presensitize TNBS (2.5% in 50%
ethanol) or oxazolone (3% in 100%
ethanol)

* 5 days after presensitization, 1.5%
TNBS or 1% oxazolone dissolved in

0.9% NaCl was applied (i.r.)

* Prophylactic protocol (10 or

40 mg/kg i.p.) simvastatin daily from

5 days before to 7 days after rectal
administration of TNBS or OXA

* Therapeutic protocol (10 or 40 mg/kg
1.p.) simvastatin daily for a total 7 days
after rectal administration of TNBS or

OXA.

* | body weight loss
(Prophylactic protocol)

* Preventing colon length
reduction

* | histological damage

« | IFN-y, TNF-a e IL - 17

Kanagarajan et al., 2008

Swiss Webster

* 4 % DSS (oral intake)

* Simvastatin (20 mg/kg/day)

+ | DAI and stool consistency

(Kanagarajan et al., (female) * 7 days suspended in vehicle (0.75 % methyl- scores

2008) cellulose, 0.1 ml p. 0.) * 1 colon lengths
* Atorvastatin (60 mg/kg/day, 0.1 ml p. e the results were comparable
0.) in vehicle. to those observed with anti-TNF
7 days monoclonal antibody.

Cho et al., 2008 C57/BL6 mice * 12 mg/kg azoxymethane (AOM) * Simvastatin (50 mg/kg) (0.g.) * 1 caspase-3 activity in HCT

(S. J. Cho et al., 2008)

@ip.)
* 2% DSS drinking water over 5
days

« Starting on day 8 of protocol for 20
days.

116 cells

* | bel-2, bel-xL e NF-kB cIAP1,
cFLIP-S e VEGF

* | tumor growth in the xenograft
mouse model

* 1 tumor cell apoptosis
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Aktunc et al., 2011 (Aktunc
etal., 2011b)

Mice BALB/c (n/s)

*5% TNBS (i.r.) in 150 pL of

solution of 95% ethanol (i.r.)

*5mg/kg atorvastatin (i.p.)

5 days (after rectal administration of

TNBS).

+ | histological damage

* 1 colon length

* | Thl, and Th17 cytokines (IL-
17, 1L-23, IL-1a, TNF-a, IL-6
and IFN-y)

* 1 1IL-10

Abe et al., 2012

(Abe et al., 2012a)

Mice SJL/J (male)

* 0.5 mg TNBS dissolved in 50%
ethanol (i.r.)

*Simvastatin (5 and 25 mg/kg, 0.p.)
*4.8 and 12 days (after rectal
administration of TNBS).

* | body weight loss and DAI
+ | histological damage

* 1 regeneration-converging

* | TNF-a and TGF-B1
inflammation period

« anti-fibrotic effect

Oishi et al., 2014 (Oishi et
al., 2014a)

Wistar rats (male)

* Acute phase 5 % DSS (dissolving
in distilled water) for 5 days

* Chronic phase which was followed

by 2 % DSS for 10 days (days 6-15;

)

* Fluvastatin (20 mg/kg) dissolved in

saline (0.g.)

* 5 days.

» | DAI
* | mRNA of TNF-q, iNOS and
CINC-1 in rectum

Maheshwari et al., 2015
(Maheshwari et al.,

2015)

Wistar rats (female)

*TNBS (120 mg/kg) dissolved in

ethanol (50%, v/v) intrarectally (i.r.)

*Simvastatin (10 mg/kg, p.o.) or
rosuvastatin (10 mg/kg, p.o.)

*5 days before to 7 days after rectal
administration of TNBS.

» | DAI

* 1 colon length

* 1 SOD and GSH

* | MDA

* | TNF-a and MPO
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*| necrosis and inflammation of

the epithelial cell

Elkatary et al., 2015 C57BL/6 mice
(Elkatary et al., 2015) (female)

* 2.5% DSS dissolved in water
* 7 days

* Simvastatin (5 and 50 mg/kg/d) (0.g.)
* 8 days

» | DAl and histological damage
* 1 colon length
* | TNF-a, MDA and NO

* 1 GSH
Leietal., 2016 C57BL/6 and * Acute colitis: 2,5% DSS dissolved < Acute colitis the Atorvastatin (50 * 'Myeloid-derived suppressor
BALB/c mice (n/s)  in drinking water for 7 days mg/kg/day) or vehicle (i.p.) for 3 days  cells
(Lei et al., 2016) * Chronic colitis: 2% DSS for 7 days  * Chronic colitis Atorvastatin or * | inhibited T-cell responses by
followed by 14 days of drinking vehicle was injected intraperitoneally nitric oxide production
water (cycle was repeated three for 3 days before each DSS * | body weight loss and
times). administration and lasted for 12 days histological damage
* 1 colon length
* 7iNOS, TNF-0. and IL - 17
Rashidian et al., 2016 Wistar rats (male) * 100 mg/kg TNBS dissolved in * Atorvastatin 20 and 40 (mg/kg) (0.g.) < | body weight loss

(Rashidian et al., 2016a)

0.25 ml of 50 % ethanol (i.r.)

* 7 days

* | macroscopic lesion and ulcer
index
+ | histological damage

* | TNF-a e MPO
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* | expression of TLR4, MyD88
and NF-kB p65

Shin et al., 2017

(J. H. Cho et al., 2017)

Mice C57BL/6

(male)

* 5% DSS (orally in drinking water)
* 7 days

* Rosuvastatin (0.3 mg/kg per day)

* 21 day (p.o.) (before 7 d and after 7 d

of DSS administration)

* | body weight loss and DAI

« | IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12 e
IL-17

* | histological damage

* | 8-OHdG e NOX1

| IL-1B, IL-8 e COX-2 cell
IEC-6

* | caspase-3, caspase-7, and

PARP.

Soliman et al., 2019

(N. A. Soliman et al.,
2019)

Wister albino rats

(male)

* 2ml of 3% (v/v) acetic acid in
0.9% NaCl intrarectally
* 7 days

* Simvastatin (10 and 20 mg/kg) (0.g.)

* 5 days before to 7 days after rectal

administration of AA

* | body weight loss and DAI

+ | histological damage and
Microscopic/Macroscopic score
* | ulcer area

* | GSH and MDA

* 1 SOD

* | TNF-aand IL 1B

* 1 goblet cells
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* | Colonic caspase-1 and

Colonic COX2

Manna et al., 2019

(Manna et al., 2018)

Albino rats (male)

* 4% acetic acid (i.r)

* 10 mg/kg of atorvastatin (0.g.)
* 7 days

* | colonic damage and DAI

* | histological damage and
Microscopic/Macroscopic score
» | ICAM-1, CD26, TNF-a, IL-
6; MDA, MPO

El-Mahdy et al., 2020

(El-Mahdy et al., 2020)

Albino rats (male)

* Topical application 5% oxazolone
(W/v) in absolute alcohol to induce
an allergic reaction

* 5% oxazolone in 50% ethanol

solution on 5 and 7 day (i.r.)

* Atorvastatin (20 mg/kg/day;
dissolved in saline - g.0.) for 21 days
» Combination of mesalazine and
atorvastatin (20 mg/kg/day; dissolved

in saline g.o.) for 21 days

* 1 colon length and weights of
body

* | colon wet mass index
*11IL-10, ZO-1

+ | Diarrhea and rectal bleeding
* | IL - 6, TNF -a, IL-13 and
STAT-3

* | caspase 3 gene and MPO

* 1 GSH

* | histological damage
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Zhang et al., 2020

(X. Zhang et al., 2020)

BALB/c mice

(male)

* 4% DSS intragastrically (i.g.)
* 10 days

* Dehydrolovastatin (DLVT), a
derivative lovastatin

* DLVT high dose treated group (33.6
mg/kg/d), DLVT low dose treated
group (16.8 mg/kg/d) for 10 days (i.g.)

* | body weight loss and DAI

* 1 colon length

* | histological damage

*| MPO, TNF-aq, IL-6, IL-17 and
NF-«B

* 1 1IL-10
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3.3 Experimental models

Most of the studies included in this review used DSS to induce UC as a single agent (9/21;
42%) or associated with another drug, such as azoxymethane (AZM) (1/21; 4,7%) and
azoxymethane (AOM) (1/21; 4,7%). The TNBS was used as a single agent (5/21; 23%)
or associated with oxazolone or DSS (2/21; 9,5%). Two studies used acetic acid (2/21;
9,5%) and oxazolone alone (1/21; 4,7%) as UC-induced agents. Regarding the routes of
administration, oral (11/21; 52%) and intrarectal (10/21; 47,6 %) were used in most of
the studies. Only 2 studies used different administration pathways, i.e., the association of
intraperitoneal and oral (1/21; 4,7%) and topical and intrarectal (1/21; 4,7%). Regarding
the protocols, the studies used single (6/21; 28%) or multiple doses (15/21; 71%) of acute
UC (18/21; 85%) with the duration of treatment varying from 1 to 10 days and chronic
UC studies (3/21; 14%). Most studies used mice to evaluate the therapeutic effect of
statins. The main lineages employed were C57BL/6 (4/21; 19%), BALB/c (3/21; 14%),
C57BL/6 and BALB/c (2/21; 9,5%), SIL/J (2/21; 9,5%), Swiss (1/21; 4,7%), and CBA/J
(1/21; 4,7%). The rat lineages used were Wistar (3/21; 14%), Sprague-Dawley (1/21;

4,7%), and Albino rats (3/21; 14%), in which most animals were males.
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6: Random animal selection for outcome assessment

1: Random allocation sequence
2: Similar animals

4: Random housing

5: Blinding of investigators

7: Blinding of outcom e assessor
8: Incomplete data addressed

9: Free of selective reporting

10: Free of other bias
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Park et al., 2004
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Zhang et al., 2020
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Figure 2: Evaluation of the animal studies using the SYRCLE’s risk of bias tool for animal
studies. Summary shows studies' quality assessment at an individual level. (+) Low risk
of bias. (—) High risk of bias. (?) Unclear risk of bias.
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3.4 Statins

Several types of statins were studied, the most used were Simvastatin (10/21; 47%),
Atorvastatin (7/21; 33%), Fluvastatin (2/21; 9,5%), and Rosuvastatin (3/21; 14%).
Furthermore, one study (1/21; 4,7%) used Dehydrolovastatin (DLVT), a derivative of
lovastatin. Three studies evaluated more than one statin [23—25]. The majority of the
studies used statins as a single agent (20/21; 95%), and only one study combined
mesalazine and atorvastatin (1/21; 4,7%) [26]. Among the routes of administration of
statins, the oral route was the most commonly used (15/21; 71%), followed by
intraperitoneal (5/21; 23%), and one study used a diet containing synthetic fluvastatin-Na
(1/21; 4,7%). The concentrations given to each animal varied between 0,3 to 60
mg/kg/day. The period of administration varied between 3 days to 12 weeks, with the
most frequent period being 7 days (6/21; 28%).

3.5 Body weight loss and DAI and maintenance of the intestinal barrier

The weight loss and increased Disease Activity Index (DAI) was included in 11/21 studies
(52%), the reduction in the length of the colon was evaluated in 71% of the studies
(15/21). The histological evaluation, analyzed in 80% of the studies (17/21), only 1 study
[23] did not detect a reduction in inflammation and tissue recovery with the use of statins.
The intestinal barrier integrity can also be evaluated by the complex expression of tight
junctions (TJ). Among the studies analyzed, only 4,7% (1/21) evaluated ZO-1 expression,

showing reduced expression levels in the disease.

3.6 Inflammatory response

The expression of cytokines was analyzed in 71% of the studies (15/21). Among the
cytokines, most studies evaluated only molecules with pro-inflammatory profiles, such
as TNF-a, IL-6, IL-5, IL-12, IL-13 IFN-y, IL-1p, and IL-17. The most evaluated cytokine
was TNF-a (15/21; 71%). The anti-inflammatory cytokine IL-10 was evaluated in only 2
studies [27,28]. Another inflammatory component evaluated in 33% of the studies (7/21)
was the myeloperoxidase (MPO) enzyme, an indirect indication of neutrophil infiltrate in

the tissue.

Elements of inflammatory pathways were also investigated to elucidate the anti-
inflammatory role of statins. For instance, Nuclear factor-kappa B (NF-kB) was evaluated

in 14% (3/21). The pro-inflammatory enzyme COX-2 was investigated in 9,5% of the
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included studies (2/21). In synergy with COX-2, the nitric oxide synthase (iNOS) was
evaluated in 9,5% (2/21) of the studies. In addition, one study (1/21) evaluated the

expression of signal transducer and transcription activator - 3 (STAT-3).

3.7 Anti-apoptotic and pro-proliferative activities

Proteins involved in apoptosis and inflammation, such as many caspases, were evaluated
in 19% (4/21) of the studies. Another element involved in the activation of apoptosis
pathways is the enzyme poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) was analyzed only one
study (1/21; 4,7%).

3.8 Oxidative stress

Oxidative stress can be detected using several markers, including GSH, which is the main
eliminator of non-enzymatic free radicals, exerting an antioxidant effect on the
gastrointestinal mucosa. GSH was evaluated in 19% of the studies (4/21).
Malondialdehyde (MDA), a marker of lipid peroxidation, was analyzed in 23% (5/21) of
the studies and all reported a reduction of this marker. Using a second lipid peroxidation
marker, one study (1/21; 4,7%) was performed using the thiobarbituric acid test (TBA).
The 8-hydroxy-2oxy-deoxyguanosine (8 - OHdQG), an indirect marker of oxidative stress
in DNA, was evaluated in 9,5% (2/21) of the studies, SOD an antioxidant enzyme, was
analyzed in 9,5% (2/21) of the studies. In contrast, another study did not observe alteration
of this enzyme with treatment with statins. Finally, only one (1/21; 4,7%) study evaluated
the activity of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase (NADPH oxidase,
NOX), an enzyme family that catalyzes the production of ROS. This study showed that

NOX levels were suppressed by the treatment with statins.

3.9 Mucus production and collagen

In 4,7% (1/21) of the included studies, goblet cells were evaluated. It was demonstrated
that the treatment with simvastatin increased the number, size, and color intensity of these
cells. The increase in goblet cells was simultaneously associated with intestinal epithelial

restoration and crypt regeneration [29].

Among the studies analyzed, 9,5% (2/21) evaluated the anti-fibrotic activity of statins, in
which [23] observed the reduction of the content of tissue collagen by simvastatin and
fluvastatin. Furthermore, [30] also observed the anti-fibrotic effect of simvastatin in mice

with UC.
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6. DISCUSSION

Inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase (e.g.,
statins) constitute the most potent class of lipid-lowering drugs currently available. The
advent of these drugs has revolutionized the treatment of hypercholesterolemia due to
their ability to reduce HDL and their excellent tolerability safety and their “pleiotropic
effects” [31,32]. In addition to cholesterol, L-mevalonate is also the precursor of several
isoprenoid metabolites. HMG-CoA reductase blockade inhibits the biosynthesis of L-
mevalonate, also inhibiting the production of intermediates, such as geranylgeranyl
pyrophosphate (GGPP) and farnesyl pyrophosphate (FPP), that are involved in cellular
processes, including cell signaling, cell differentiation and proliferation, myelination,
cytoskeleton dynamics and endocytotic/exocytotic transport [33,34]. These intermediates
form important lipid bonds for post-translational modification of a variety of proteins, in
particular small guanosine triphosphate (GTP) -binding proteins, such as Rho, Rab, Rac,
Ral, and Rap. These GTPases are the main substrates for post-translational modification
and perform specific functions, including shape, motility, secretion, signaling, and cell
proliferation [35]. Thus, statins, through the inhibition of HMG-CoA reductase, can affect
several processes, generating pharmacological properties not related to lipids, such as

anti-inflammatory and immunomodulatory activities (C. Y. Wang, Liu, and Liao 2008).

6.1 Molecular mechanisms of the anti-inflammatory effects of statins

UC is characterized by continuous inflammatory lesions in the intestinal mucosa of the
distal and rectal colon [37]. Among the studies included in the present review, it was
observed that, in the case of UC, there is an overall increase in the inflammatory profile,
mainly due to Th2 cytokines. However, statins were able to reduce the expression of these
cytokines and Th-17, which have been involved in the pathogenesis of UC [38].
Scientific evidence shows that such activity of statins is related to the inhibition of
isoprenoids, such as GGPP and FPP, which regulate Thl differentiation and T cell
proliferation [39,40].

Several other pathogenic factors have been identified to contribute to the development or
spread of inflammation in UC. Two canonical signaling pathways were involved in this
process, such as the nuclear factor kB (NF-kB), Mitogen-activated protein kinases
(MAPKSs) pathway, and Janus kinase/signal transducer and activator of transcription

(JAK/STAT) pathway [41]. The activation of NF-«xB and MAPK occurs via toll-like 4
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receptors (TLR-4) that stimulate the release of TNF-a, IL-6 and IL-12 by macrophages,
exacerbating the inflammatory response. The activation of the JAK/STAT pathway
occurs through cytokine signaling, which promote the production of several interleukins

[42].

The studies included in this review analyzed the effects of statins on NF-kB and observed
its reduction in animals with UC that received simvastatin and atorvastatin [8,43]. Cho
and collaborators [44] also observed an inhibition in the expression of the NF-xB
dependent anti-apoptotic gene in colon cancer cells by statins. Numerous hypotheses have
been raised for the activity of statins on NF-kB. The first is the role of these compounds
in decreasing the activity of TLRs [45], mainly TLR4, which recognizes several
molecular patterns associated with pathogens (PAMPs) and damage-associated molecular
patterns (DAMPs). The activation of NF-xB by TLR4 happens mainly through pathways
dependent on the myeloid differentiation factor 88 (MyD88) by interaction with members
of the receptor-associated kinase family (IRAK) [46]. TLR4 inhibition by statins occurs
due to their effect on lipid rafts, which are sphingolipids and cholesterol-rich domains on
the cell surface that provide platforms for signaling and membrane traffic, in addition to
playing a key role in the organization of TLR4 signaling and various other immune
receptor systems [47]. Inhibition of mevalonate by statins results in the grouping of TLR4
within the lipid raft, reducing the NF-«xB activation activity [48,49]. Other studies indicate
that the mechanism of inhibition of NF-kB by statins occurs due to the reduction of
phosphorylation of IkBa and its binding to target DNA [50,51]. Moreover, evidence
points out that statins would also hinder the translocation of NF-xB to the nucleus,

keeping it in an inactive cytosolic form.

Elements that participate in the activation of NF-xB, such as MyD88, are also affected by
statins. Rashidian and colleagues [8] evaluated the activity of atorvastatin in an UC model
induced by TNBS. They observed a significant reduction in the expression of TLR4,
MyD88 and NF-kB p65 in the colon tissue with UC after treatment with atorvastatin,
indicating its potential anti-inflammatory effect by inhibiting the NF-kB signaling
pathway linked to TLR4. Scientific evidence indicates the effect of statins on the
suppression of TLR4/MyD88 signaling molecules, leading to the inactivation of NF-xB
and MAPKs and the inhibition of pro-inflammatory cytokines in UC models [52].
Another noteworthy aspect discussed by Soliman (2019) is the inhibition of the
expression of the NLRP3 inflammasome by statins. O NLRP3 belongs to the nucleotide-



74

binding-oligomerization-domain (NOD) like receptor (NLR) family and functions as an
intracellular pathogen recognition receptor (PRR) which recognizes PAMPs and DAMP
and is associated with various inflammatory diseases, including IBDs [53]. NLRP3
inflammasome and pro-caspase-1 are linked to the modulation of the cytokines IL-1p and
IL-18 [54,55]. The studies analyzed [26,56] showed that caspase-3 and 7 were increased
in animals with UC. They also demonstrated the presence of caspase 1 [29], which was
increased in the UC model by acetic acid. In all studies, the authors found that statins
significantly reduced caspases 1, 3, and 7. Statins are believed to have a strong effect on
inhibiting of NLRP3 and caspases, however, as far as we know, the mechanisms by which

statins act are still unclear [57].

6.2 Effect of statins on signal transducing and transcription activating proteins
(STAT)

Signal transducers and activators of transcription (STAT) proteins are a family of latent
transcription factors produced in many types of cells. They become activated by tyrosine
phosphorylation and dimerization in response to a variety of extracellular cytokines [58].
The activation of these elements was correlated with the increased risk of developing IBD
[59,60]. Studies indicate that statins play a crucial role in signaling cascade via the Janus
kinase (JAK) and STAT pathways [61]. The modulation of STAT plays a role in the
regulation of cytokine-dependent inflammation and immunity [62]. Scientific evidence
demonstrates that patients with active UC present increased STAT6 and STAT4
signaling, which has been associated with chronic inflammation in UC [63,64]. Studies
have also reported high expression of STAT-3 in IBD, especially in more severe UC [65],
which was also observed by [26] in an animal model with oxazolone-induced UC, in
which they observed a reduction of IL-6 / STAT3 signaling by atorvastatin. IL-6 / STAT3
has a regulatory role in the survival and proliferation of intestinal epithelial cells, playing
an important activity in the pathogenesis of IBD and colorectal cancer. ElI-Mahdy and
collaborators [26] associated atorvastatin with mezalazine and observed a synergistic

effect for this combination in inhibiting IL-6 / STAT-3 signaling.

6.3 Statins reduce MPO and COX

The presence of neutrophils and monocytes is an indicator of IBD. They are quickly
mobilized to the infection sites and exert their defenses against microorganisms through

phagocytosis and the release of soluble and protein antimicrobial compounds [66].
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Usually, high levels of MPO are found in IBD, and among the studies analyzed, all
detected an increase in the levels of this enzyme in animals with UC [23,25,26,67-69].
Statins have been reported to reduce mRNA levels of the MPO gene by 20 to 200-fold in
monocyte-macrophage and bone marrow precursors [70]. Statins block MPO expression
by inhibiting the production of isoprenoid intermediates, including GPP, in the HMG-
CoA pathway. Studies show that geranyl geranylated proteins play a crucial role in the
expression of the MPO gene, thus suppressing the production of MPO at inflammation

sites [71,72].

In IBD and experimental UC, increased COX-2 mRNA and protein amounts were found
in inflamed areas of the colon [73]. Among the studies examined, Shin and colleagues
[56] and Soliman and collaborators [29] observed a reduction in COX-2 expression by
the treatment with statins in animals with UC induced by DSS and acetic acid,
respectively. Regarding the molecular mechanisms by which statins negatively regulate
the expression of COX-2, studies show that this regulation is variable and dependent on
the cell lines. For instance, RhoA is responsible for blocking the expression of COX-2 in
muscle cells vascular smooth, while Rac 2 is essential for the expression of COX-2 in
U937 monocytic cells, resulting in a different and opposite expression of COX-2 in
response to statins [74]. Thus, it is believed that the negative modulation of COX-2
expression is associated with the modulation of the COX-2 promoter that involves the
Ras and Rho proteins, which are potential targets for statins [75]. In addition, studies
demonstrate that the blocking of COX-2 by statins in monocytes can also occur in a Rac-
dependent manner [76] and Massaro et al (2010) observed that Rho has an essential role

in the endothelial induction of COX-2 [77].

6.4 Statins modulate proteins of tight junction, increase the production of Mucin,
and reduce Fibrosis

The TJ complex is a group of proteins that form a physiologically active barrier in
intestinal epithelial cells. TJ protein expression is known to be decreased in intestinal
inflammation [78]. El-Mahdy and colleagues [26] and Sasaki and collaborators [79]
studied the TJ complex and intestinal permeability, respectively. They observed that the
animal models of UC promote the reduction of ZO-1 expression and increased colonic
permeability. Furthermore, the treatment with atorvastatin and pravastatin reduced the

colon permeability and increased the expression of ZO- 1. Among the main relationships
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between these events, the effect of statins on Rho-kinase (ROCK) stands out. They
regulate various aspects of the cellular form, such as motility, proliferation and apoptosis,
and mediate changes in the actin cytoskeleton induced by effects on myosin light chain
phosphorylation [36,80]. This phosphorylation of the regulatory light chain of the myosin
motor protein increases the contractility of the actomyosin stress fibers that anchor the TJ
complexes in the apical region of epithelial cells [81]. Statins directly inhibit
RhoA/ROCK signaling. The inhibition of myosin light chain phosphorylation, which
mitigates barrier dysfunction and the rearrangement of TJs in the intestinal epithelium,

also occurs [82].

Goblet cells produce a layer of viscous mucus that covers the intestinal epithelium. It is
known that goblet cells decrease in number or are depleted in the inflamed mucosa of UC
animal models and patients with IBD [83]. This effect was presented by Soliman and
colleagues [29]. The authors correlate an increase in goblet cells with intestinal epithelial

restoration and regeneration of the crypts after the use of simvastatin.

Patients with UC have intestinal fibrosis as a complication, which is presented as an
excessive accumulation of fibrotic tissue in inflamed areas of the small intestine and colon
[84]. In this case, multiple soluble mediators, such as cytokines (e.g., [IL-13, IL-17 or IL-
10) and growth factors (e.g., transforming growth factor (TGF)), are increased in the
active UC and can act in a profibrotic way. Abe et al. [30] evaluated the activity of
simvastatin in a UC model induced by TNBS and observed ample antifibrotic activity of
this statin. The authors noted that the antifibrotic action was present at an earlier stage of
UC due to the inhibition of the TGF-B system and induction of fibroblast and
myofibroblast apoptosis. These findings corroborate studies that point to reduced fibrosis
and collagen deposition in animal models of hypertension with left ventricular
hypertrophy. Among the possible molecular mechanisms involved in this effect, Rupérez
and collaborators [85] demonstrated that the inhibition of Rho activation regulates the
release of tissue growth factor induced by TGF-B in fibroblasts, indicating that the
antifibrotic effect of statins can be attributed to the negative regulation of profibrotic
factors. Other studies [86,87] also demonstrate that pravastatin and pitavastatin reduced
mRNA expressions not only for TGF- but also for collagen I and III and matrix
metalloproteinases (MMPs).
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6.5 Statins reduce oxidative stress

Oxidative stress is an imbalance between the production of reactive oxygen or nitrogen
species (ROS and RNS, respectively) and the effect of endogenous enzymatic and non-
enzymatic antioxidant systems [88]. Oxidative stress is a potential driving force in the
induction and progression of UC. Studies report that statins can reduce oxidative stress
by several pathways, including direct elimination of radicals, effect on inflammatory
cells, vascular, activity on NOS, stimulation of peroxisome proliferator-activated
receptors (PPAR), activity on endogenous antioxidants, inhibition of hepatic cytochrome
P450, and reduced oxLDL uptake by scavenger receptors [88]. Scientific evidence
demonstrates that statins inhibit NAD[P]H oxidase, which is an important member of
oxidative processes, known as the superoxide-producing enzyme [89]. Inhibition of this
enzyme occurs due to the inhibition of Racl prenylation. Activation and translocation of
Racl in the cytosolic compartment to the cell membrane is a prerequisite for the activation
of NAD (P) H oxidase [90]. Statins decrease Racl geranylgeranylation-dependent
translocation from the cytosol to the membrane, which, in turn, can inhibit the activation

of NADPH-oxidase [89,91].

Superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX) and catalase are important
antioxidant enzymes. The expression of these enzymes in patients with active UC is
usually considerably disturbed. Such findings were widely observed among the
experimental models of UC analyzed (Soliman et al., 2019, Maheshwari et al., 2015;
Jahovic et al., 2006; El-Mahdy et al., 2020). Statins are believed to act at the genetic level,
as demonstrated by Hosseinzadeh and colleagues [92], observed the positive regulation
of mRNA expression of antioxidant enzymes, including GPx, CAT, SOD, among others,
by using atorvastatin in a model of diabetes. Therefore, such enzymatic regulation leads

to a considerable decrease in the general intracellular level of free radical charge.

In addition, statins have been highlighted in reducing lipid peroxidation. This effect was
also observed in the studies analyzed [23-25,29,67,69,93], which described the reduction
in Malondialdehyde (MDA) and 2-thiobarbituric acid (TBA) In experimental UC, MDA
is generally increased Oxygen radicals produce membrane peroxidation and MDA
formation, which are detrimental to cell function [94-96]. However, statins have stood

out in reducing MDA [92,97].
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ROS causes extensive DNA damage, including single-strand breaks, producing several
base modifications with pro-mutagenic potential. One of the most abundant forms of
oxidized DNA is 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG), which is formed by the
reaction of the hydroxyl radical at the position C-8 of the deoxyguanosine DNA base [98].
Clinical studies demonstrate that increased levels of 8-OHdG are found in patients with
UC [99], which can induce mutations in proto-oncogenes and tumor suppressor genes
and, thus, promote the development of colon cancer. For this reason, increased levels of
8-OHdG have been associated with carcinogenesis [100]. Among the studies evaluated,
Shin et al., 2017 and Suzuki et al., 2006 [56,101] indicated an increase in 8-OHdG in UC
models and observed a reduction in 8-OHdG due to the use of rosuvastatin and fluvastatin,
respectively, which in fact, it is also seen in clinical studies [102]. Regarding the
mechanisms involved in the reduction of 8-OHdG, it is believed that the general
antioxidant effect of statins, both in the direct elimination of ROS and NOS and in the
increase of antioxidant enzymes, spared the DNA from oxidative stress, reducing the

levels of 8 -OHAG [103].

6.6  Statins improve histology and clinical parameters in UC

The main characteristics of UC include diffuse inflammation of the mucosa that extends
proximally from the rectum to a variable degree, resulting from a complex association of
inflammatory mediators, promoting extensive superficial mucosal ulceration. Potential of
statins in the control of UC shows that these drugs promote a significant reduction in
necrosis and inflammation of epithelial cells in experimental models of UC [8,26—
30,43,56,67,79,93,104-106]. The dynamics of UC, is broad and multifaceted, and the
reduction of inflammation and oxidative stress significantly contributes to the
improvement of histological and cellular parameters. Furthermore, it improves the
indicators of clinical scores and DAI scores. The DAI score, which is an indicator of the
severity of intestinal inflammation, is usually significantly increased in UC. Among the
studies evaluated, the DAI scores were significantly lower in the groups treated with
statins than in the UC groups. The increase in colon length was also extensively observed

[24-28,43,79,101,104,107].
7. CONCLUSION

Statins have been considered a treatment for several inflammatory diseases. Numerous in

vivo studies conducted with different animal models for immune-mediated diseases
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provide evidence of a beneficial effect of statins in the management of immune disorders.
The use of statins in UC results in a late onset of the disease and mitigates clinical signs.
The literature presents numerous evidence in the murine models of the activity of statins
in the modulation of inflammation. It has been observed that research aimed to elucidate
the activity of statins in UC has advanced considerably in recent years, with numerous
preclinical studies being carried out. However, there are still important gaps regarding the
molecular mechanisms of action of statins. Given the countless benefits of using statins
in UC, it is necessary to conduct further studies on humans since the available data still
present contradictory points and are inconclusive. Clinical trials with a significant number
of patients, multicentric, double-blind, and placebo-controlled, are desirable to determine
the effects of statins on disease activity. The effect of applying statins on UC should be
assessed not only in establishing remission but also in maintaining remission of the
disease. Moreover, molecular and genomic analyzes must be conducted to prove the roles

of statins in UC.
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Resumo

A mucosite intestinal induzida pela quimioterapia ¢ um importante efeito colateral do
tratamento do cancer. As estatinas sdo inibidores da 3-hidroxi-3-metil glutaril coenzima
redutase usada para tratar hipercolesterolemia e doengas aterosclerdticas. Estudos
demonstraram que a atorvastatina (ATV) possui propriedades antioxidantes, anti-
inflamatoérias, resultantes da regulagdo de diferentes vias moleculares. No presente
estudo, investigamos os efeitos da ATV na homeostase intestinal na mucosite induzida
por 5-fluorouracil (5-FU). Nossos resultados mostraram que a ATV protegeu a mucosa
intestinal do dano epitelial causado pelo 5-FU, principalmente devido a reducdo do
infiltrado inflamatdrio, permeabilidade intestinal, regulagao negativa de marcadores pro-
inflamatorios, como Tlr4, MyD88, NF-kB, Tnf-qa, 111 e 116 de maneira dependente de
dose. A ATV também melhorou a fun¢do da barreira epitelial, regulando positivamente
os niveis de transcricdo de mRNA de mucina 2 (MUC2), ZO-1 e ocludina. Os resultados
sugerem que os efeitos anti-inflamatérios e protetores da ATV na mucosite de
camundongos induzida por 5-FU envolvem a inibi¢do das vias de sinalizagdo

TLR4/MYD88/NPRL3/NF-«kB, iNos e caspase 3.

Palavras-chave: Quimioterapia; Mucosite; Danos intestinais; Atorvastatina;

Reposicionamento farmacologico; Via do mevalonato; Barreira intestinal.
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1. INTRODUCAO

As terapias antitumorais modernas incluem um amplo espectro de agentes
antineoplasicos e radioterapia, que promovem inimeros efeitos bioldgicos aos pacientes
(Al-Ansari et al., 2015). A mucosite gastrointestinal ¢ um dos efeitos colaterais mais
debilitantes das terapias anticancer (Villa & Sonis, 2015). Esta condi¢ao causa inflamagao
e perda de células da barreira epitelial, resultando em ulceragao grave da cavidade oral e
do trato gastrointestinal (Sonis, 2004).

A mucosite ¢ importante fonte de morbidade, causando desconforto ao paciente e
exigindo interrupcdes do tratamento, o que pode influenciar negativamente o prognostico
e aumentar a mortalidade (Cinausero et al., 2017; Raber-Durlacher et al., 2010). Embora
a mucosite tenha se apresentado como uma condi¢ao subnotificada, dados disponiveis na
literatura revelam que ela ocorre em 20 a 40% dos pacientes que recebem quimioterapia
para tumores solidos, em 60 a 80% dos pacientes submetidos a transplante de células-
tronco hematopoéticas e em aproximadamente 100% dos pacientes que recebem
radioterapia e quimioterapia para cancer de cabega e pescoco (Cakmak & Nural, 2019;
Mortensen et al., 2012).

O tratamento ¢ manejo da mucosite incluem o controle da dor, suporte nutricional,
profilaxia, tratamento de infecgdes secundarias e agentes farmacologicos para reduzir a
inflamagao e a diarreia. Apesar de importantes no controle da mucosite, esses tratamentos
variam muito de acordo com o contexto clinico do paciente e os protocolos de tratamento
oncologico (Shankar et al., 2017; Van Sebille et al., 2015). Em muitos casos, inimeras
diferencas nos tratamentos propostos geram resultados conflitantes (Sonis, 2021; Villa &
Sonis, 2020).

O reposicionamento farmacologico ¢ uma alternativa para acelerar a aprovagdo de
medicamentos €, a0 mesmo tempo, minimizar os custos e riscos associados aos programas
de desenvolvimento de novos medicamentos (Ashburn & Thor, 2004). Uma vantagem
significativa dessa estratégia ¢ que diversas caracteristicas desses medicamentos, como
farmacocinética, farmacodinamica e toxicidade, ja sdo bem conhecidas em animais e
humanos, trazendo agilidade aos testes clinicos, pois novos candidatos podem estar
prontos para testes mais rapidamente, e se aprovado pelas autoridades reguladoras, a sua
integracdo na pratica médica pode ser mais agil (Armando et al., 2020; Bertolini et al.,

2015).
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As estatinas sdo inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
redutase e representam a classe de medicamentos mais importante para pacientes com
hipercolesterolemia. Véarios estudos relataram redugdes significativas na morbidade e
mortalidade cardiovascular apds terapia prolongada com estatinas (Q. Zhang et al., 2020).
Embora as estatinas sejam adequadas para muitos mecanismos nao hipolipemiantes, as
propriedades pleiotropicas incluem agdes anti-inflamatdrias, imunomoduladoras,
antioxidantes e antiaterosclerdticas diretas, o que pode contribuir para a satde dos
consumidores deste medicamento (Kavalipati et al., 2015).

Numerosos estudos demonstraram a eficacia das estatinas no tratamento da doenca
inflamatoria intestinal (DII) e mucosite oral induzida pela radio e quimioterapia (A. da
C. Medeiros, Azevedo, Lima, Aratjo Filho, etal., 2018; C. A. C. X. Medeiros et al., 2011;
Rashidian et al., 2016; Ungaro et al., 2016; Vital et al., 2023). No entanto, até¢ onde
sabemos, nenhum estudo investigou o papel anti-inflamatorio e protetor da atorvastatina
(ATV) no epitélio intestinal em um modelo experimental de mucosite. Assim, o presente
estudo teve como objetivo avaliar uma terapia alternativa envolvendo o reposicionamento
farmacologico do ATV para a lesdo causada pelo 5-FU no epitélio intestinal de

camundongos.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

Camundongos BALB/c machos com 6 semanas de idade (peso 20-24 g) foram obtidos da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, Brasil). Os
camundongos foram mantidos em gaiolas sob temperatura (25 + 2 °C) e sala controlada
com ciclo claro/escuro (12h), com acesso ad libitum a agua e ragao padrao (Nuvilab,
Nuvital, Curitiba, PR). Todos os procedimentos animais foram realizados de acordo com
as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio/Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (http://www.mctic.gov.br/concea). Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité Local de Etica em Experimentagdo Animal

(CEUA-UFMGQ, Protocolo nimero 266/2019).

2.2 Design Experimental

Os camundongos foram randomizados em seis grupos experimentais (n = 6 animais por
grupo): controle (CT), atorvastatina (ATV 10 mg/kg), mucosite (MUC), mucosite e
tratados com atorvastatina (MUC+ATYV 5, 10 e 30 mg /kg). A mucosite foi induzida pela
administracdo intraperitoneal (i.p.) de 5-FU (Fauldfluor® Libbs, Sao Paulo, Brasil) na
dose de 30 mg/kg/dia a partir do 2° dia de protocolo durante 5 dias. Solucao salina estéril
0,9% foi usada como controle pela mesma via (T. Y. Huang et al., 2009). A atorvastatina
(MERCK and CO., Inc., Rahway, NJ, EUA) foi dissolvida em solugdo salina (NaCl 0,9%)
e administrada por gavagem nas doses de 5, 10 e 30 mg/kg/dia do primeiro ao 7° dia de
protocolo. No ultimo dia do protocolo, todos os animais foram anestesiados com solugao
de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (16 mg/kg) (Agener Unido, Embu-Guacgu, Brasil). O

intestino delgado foi removido e medido, e se¢des do ileo foram coletadas para andlise.

2.3 Avaliacdo da perda de peso e diarréia

A ingestdo de alimentos/liquidos, peso corporal e pontuagdo de diarreia para cada
camundongo foram analisados por dia. A gravidade da diarreia foi monitorada e pontuada
durante o periodo experimental de 7 dias, conforme descrito por (Kurita et al., 2000),
como segue: 0 - normal (fezes normais); 1 - leve (fezes levemente umidas e moles); 2 -
moderado (fezes imidas e informes com coloragao perianal moderada da pelagem); e 3 -

grave (fezes aquosas com forte coloragdo perianal da pelagem).
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2.4 Analise histopatologica e morfométrica

Secgdes de tecido do ileo foram fixadas em formaldeido tamponado a 4% e processadas
para inclusdo em parafina. Para cada amostra, pelo menos dois cortes histologicos (4—5
um) foram corados com hematoxilina-eosina (HE) e acido periddico de Schiff (PAS),
codificados e analisados por um Unico patologista que desconhecia as condigdes
experimentais de cada amostra e grupo. Para analise morfométrica do ileo, as fotografias
foram realizadas em microscépio de luz convencional com aumento de 20x (Olympus —
BX41 - Toéquio, Japao) e a inflamag¢ao da mucosa foi avaliada por meio de escores
histopatologicos (Soares et al., 2008). O comprimento das vilosidades foi medido da base
ao apice, e os dados foram expressos em micrdmetros utilizando o programa Imagel
(versdo 1.47f, Wayne Rasband/National Institutes of Health, EUA - disponivel online em
http://rsbweb.nih.gov/ ij/download.html). As c€lulas caliciformes foram contadas em dez

campos/laminas. Essas analises também foram realizadas utilizando Imagel.

2.5 Permeabilidade intestinal

No dultimo dia do protocolo, todos os animais receberam O0,ImL de &cido
dietilenotriaminopentaacético marcado com tecnécio-99m (99mTc-DTPA, 13MBq) por
via oral 4h antes da eutanasia. O sangue foi coletado, pesado e colocado em tubos
apropriados para determinacao da radioatividade. Os niveis de radioatividade sanguinea
foram determinados utilizando um contador gama automdtico (Wizard 1480;
PerkinElmer/Wallac, Turku/Finldndia). Os dados foram expressos como % dose/g,
utilizando a seguinte equagdo: % dose/g= cpm em g de sangue/cpm do padrdo) x 100,

onde cpm representa as contagens de radioatividade por minuto (de Barros et al., 2018).

2.6 Atividade da mieloperoxidase

A presenca de neutréfilos nos tecidos foi avaliada indiretamente pela determinagdo da
atividade da mieloperoxidase (MPO) (Coutinho et al., 2021). Resumidamente, 100 mg de
tecido do ileo foram homogeneizados em 1,9 mL de PBS e centrifugados a 12.000 g
durante 10 minutos. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e as amostras foram
levadas para o processo de lise. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas, os
sobrenadantes descartados e o sedimento ressuspenso em tampao. Posteriormente foram
realizados trés ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. Por fim,
as amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes foram coletados para o ensaio

enzimatico. Para tanto, o substrato o-fenilenodiamina (OPD) e H>O; in Tris-HCI foram
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utilizados e a reagao foi interrompida com H>SO4. A absorbancia foi lida a 450 nm em
um espectrofotdmetro de microplacas (Epoch, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT,

USA), e os resultados foram expressos em unidades relativas.

2.7 Atividade da peroxidase de eosindfilos

O actmulo de eosindfilos no ileo foi quantificado pela determinacdo da atividade da
peroxidase eosinofilica (EPO) (Strath et al., 1985). Assim, 100 mg de tecido foram
homogeneizados em 1,9 mL de PBS e centrifugados a 10.000 g por 10 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi removido e o sedimento foi ressuspenso em 1,9 mL. de HTAB
a 0,5% em PBS. Logo apos, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido,
descongeladas trés vezes e centrifugadas a 4°C e 10.000 g por 10 minutos.
Posteriormente, 75 uL. de sobrenadante foram adicionados a 75 pLL de OPD diluido em
Tris-HC1 e H202 e incubados a 20°C por 30 minutos. A reacao foi interrompida pela
adi¢ao de 50 uL de H2SO4 a 1 M antes de ser lida em espectrofotdmetro (Epoch) a 492

nm em microplaca. Os resultados foram expressos como unidades relativas.

2.8 IgA secretora (sIgA)

O método ELISA determinou o nivel de sIgA no fluido intestinal (Coutinho et al., 2021).
Apos a eutanasia dos animais, o intestino delgado foi removido por corte nas jungdes
gastroduodenal e ileocecal. O contetido foi removido, pesado e lavado com PBS, pH 7,2,
suplementado com inibidores de protease (aprotinina 1 uM, leupeptina 25 uM, pepstatina
1 uM e PMSF 1 mM) na propor¢ao de 2,0 mL de PBS para cada 500 mg de contente.
Ap6s centrifugagdo a 5.000 g por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado e
congelado a -80°C para posterior analise. Para determinagdo de sIgA, foram utilizadas
microplacas revestidas com anticorpos anti-IgA de camundongo de cabra (M-8769,
Sigma, Saint Louis, MO, USA) para a deteccao de anticorpo conjugado com peroxidase
anti-IgA de camundongo sIgA foi utilizado (A-4789, Sigma). A concentracdo total de
slgA foi determinada usando um padriao de IgA purificado (0106-01, Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, AL, USA). As leituras foram feitas a 492 nm em
leitor de microplacas (Epoch) e a concentragcdo de sIgA foi determinada em pg/g de

liquido intestinal.
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2.9 Estresse oxidativo

Amostras do intestino delgado foram coletadas e lavadas com PBS para remover o
conteudo intestinal e homogeneizadas em PBS gelado (ImL para cada 1g de tecido). Os
fragmentos de tecido foram centrifugados a 12.000 g durante 10 min a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi coletado e analisado quanto a peroxidacao lipidica por meio
de ensaios de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), concentragao de
peroxido de hidrogénio e atividade de SOD. Todos os resultados foram normalizados
usando a concentragdo de proteina tecidual.

Para avaliagdo do TBARS resumidamente, o ensaio envolve a reagdo de produtos de
peroxidacgao lipidica; principalmente o malondialdeido (MDA) com acido tiobarbitirico
(TBA) leva a formacao de TBARS, que foi medido espectrofotometricamente a 530 nm.
As concentragdes de hidroperoxido foram medidas pela oxidagao do xilenol laranja como
descrito anteriormente por Ewing e colaboradores (Ewing et al., 2018). O principio basico
deste método ¢ a oxidacdo de ions ferrosos pelos agentes oxidantes da amostra em ions
férricos, que se ligam ao laranja de xilenol para dar um complexo que foi medido
espectrofotometricamente a 560 nm. Por ultimo, a atividade da superéxido dismutase
(SOD) foi avaliada de forma semelhante a descrita por Quintanilha e colaboradores
(Quintanilha et al., 2022). Assim, para o célculo da atividade, considerou-se que 1
unidade (U) de SOD poderia impedir a auto-oxida¢do de 50% do pirogalol do padrao, que
foi medido espectrofotometricamente a 570 nm. Apos normalizagdo pela concentragao
proteica no intestino delgado, o resultado foi expresso em unidades de SOD por

miligrama de proteina.

2.10 Expressdo génica no ileo de camundongos

O RNA total foi extraido de 30 mg de tecido do ileo, previamente armazenado em 500
pL de solugdo posterior de RNA (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para preservar as
amostras, utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em
conformidade com o orientagdes do fabricante. As concentragdoes de RNA foram
determinadas espectrofotometricamente utilizando um NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA), considerando razdes de absorbancia de 280/260 e
260/230 nm. A qualidade das amostras de RNA foi avaliada em gel de eletroforese de
agarose (1,5%). O RNA extraido foi tratado por 15 min em temperatura ambiente com
DNAse I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Depois disso, a enzima foi desativada (10 min

65 °C com 25 mM EDTA). Um micrograma de RNA total foi transcrito reversamente
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usando o kit de transcri¢cdo reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems™,
ThermoFisher, Waltham, MA, USA) em conformidade com suas diretrizes, formando
acido desoxirribonucléico complementar (cDNA) usando os seguintes parametros: 25 °C
por 10 min, 37 °C por 120 min, 85 °C por 5 min.

PCR quantitativo de transcricao reversa (RT-qPCR) foi realizado usando master mix
Applied Biosystems Power SYBR Green PCR (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) e
primers especificos de gene para receptor Toll-like 4 (Tlr4), resposta primaria de
diferenciagdo mieloide 88 (Myd88), fator nuclear-kappa B subunidade p105 (Nfkb),
oxido nitrico sintase (iNos), familia de receptores semelhantes a NOD, dominio pirina
contendo 3 (Nlpr3), fator de crescimento transformador beta-1 (Tgfb1), fator de necrose
tumoral (Tnf), interleucinas b (I11b), 6 (116), 10 (1110), mucina 2 (Muc2), zonulina (Hp) e
ocludina (Ocln). As transcri¢cdes foram todas normalizadas usando actina beta (Actb) e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Gapdh) (Giulietti et al., 2001) genes domésticos
(Tabela 1). A abordagem experimental foi otimizada ajustando as concentragdes dos
primers (5, 10 e 15 pmol) para testar a especificidade e eficiéncia ideais. A pureza dos
produtos de PCR foi verificada por curvas de fusdo e eletroforese em gel. Os parametros
do ciclo de PCR foram os seguintes: desnaturacao inicial a 95 °C por 10 min, 95 °C por
15 s, recozimento/extensao a 60 °C por 1 min, 40 ciclos e um estagio de dissociagao para
registro da curva de fusdo. Os resultados foram mostrados graficamente como mudancas
na expressao génica, usando as médias e desvios padrao da expressao do gene alvo. Os
dados foram analisados de acordo com a expressao relativa pelo método 2—AACT. Os

dados sdo representativos de dois experimentos independentes.



Tabela 1: Primers (qPCR) usados neste estudo.
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Gene Primer Abertura Primer Reverso Referencia
Gapdh TCACCACCATGGAGAAGGC GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA Giulietti et al. (2001)
Tir4 ATGGCATGGCTTACACCACC GAGGCCATTTTTGTCTCCACA Chang et al. (2020)
MydS§8 ATCGCTGTTCTTGAACCCTCG CTCACGGTCTAACAAGGCCAG Chang et al. (2020)

Nfkb1 (p105)
16

110

Inf

11b

Muc2
Occludin

Zonulin
iNos2

Caspase 3

GTGGAGGCATGTTCGGTAGTG

GAGGATACCACTCCCAACAGACC

GGTTGCCAAGCCTTATCGGA

ACGTGGAACTGGCAGAAGAG

CTCCATGAGCTTTGTACAAGG

GATGGCACCTACCTCGTTGT

ACTCCTCCAATGGACAAGTG

CCACCTCTGTCCAGCTCTTC

CAGCTGGGCTGTACAAACCTT

CGTGGITCATCCAGTCCCTTT

TCTTGGCACAATCTTTAGGGC

AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

ACCTGCTCCACTGCCTTGCT

CTCCTCCACTTGGTGGTTTG

TGCTGATGTACCAGTTGGGG

GTCCTGGCACTTGTTGGAAT

CCCCACCTGTCGTGTAGTCT

CACCGGAGTGATGGTTTTCT

CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG

ATTCCGTTGCCACCTTCCTC

Zheng et al. (2017)
Giulietti et al. (2001)
Giulietti et al. (2001)
Song et al. (2013)
Song et al. (2013)
Volynets et al. (2016)
Volynets et al. (2016)

Volynets et al. (2016)
Giulietti et al. (2001)

Benlietal., 2021

2.11 Anadalise estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0

(GraphPad, Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados foram avaliados quanto a normalidade da

distribuicdo por meio do teste de Shapiro-Wilk. Os dados que assumiram distribui¢ao

normal foram testados por andlise de ANOVA seguida de teste de comparacao multipla

de Newman-Keuls. Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-

Wallis, seguido de comparagdes multiplas de Dunn. Um teste de Mann-Whitney

comparou a ingestdo de alimentos e liquidos antes e depois da inducao da inflamacao por

5-FU. Os resultados foram expressos como médias, erros padrdao, medianas e intervalos

interquartis. Uma diferencga significativa foi definida como p <0,05.
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3. RESULTADOS
3.1 A atorvastatina reduz a diarreia, mas ndo previne a perda de peso

A administracao diaria de 5-FU causou uma diminui¢do significativa no consumo de
alimentos (Fig. 1c) e dgua (Fig. 1d), perda de peso corporal e redu¢do do comprimento
do intestino delgado em todos os grupos em comparagdo com os grupos controle (CT) e
ATV. Uma excecdo foi observada com ATV 30 mg/kg, evitou o encurtamento do
intestino (p<0,05; fig. 1b).

Os escores de diarreia dos camundongos foram registrados diariamente e os resultados de
todos os grupos foram comparados (Fig. 1e). Nenhuma episddio de diarréia foi observado
nos grupos CT ou ATV. Contudo, a administracao repetida de 5-FU aos animais causou
o aparecimento de diarreia no quarto dia de protocolo. O menor escore de diarreia foi
obtido no grupo ATV, sendo que a dose de 10 mg/kg retardou o inicio da diarreia e gerou

escores mais baixos (p<0,05).
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Score de diarreia

Figura 1 - A atorvastatina 30 mg/kg protege contra o encurtamento do intestino delgado
(a) Perda de peso corporal, (b) Comprimento do intestino delgado, (c) Alimentar, (d)
Ingestdo de liquidos, (e) Avaliagdo dos escores de diarreia. Letras diferentes (a, b),
indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) pela ANOVA seguida do pos-
teste de Newman-Keuls e o escore de diarreia foi analisado pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn. Os escores de diarreia foram definidos como: 0-normal; 1 —
leve; 2 — moderado; 3 — grave.

3.2 A atorvastatina reduz a atividade da enzima mieloperoxidase e peroxidase
eosinofilica

O recrutamento de células inflamatérias para a mucosa intestinal ¢ uma caracteristica
comum da indug¢do da inflamagao por 5-FU. Este estudo avaliou a presenga de infiltrado
ileal de neutrofilos ¢ eosinofilos através da detecgdo das atividades das enzimas
mieloperoxidase (MPO) e eosinodfilo peroxidase (EPO), respectivamente. O grupo 5-FU
apresentou alto nivel de atividade de MPO (0,424 + 0,183 UA/mg; Figura 2a) ¢ EPO
(0,078 + 0,030 UA/mg; Figura 2b) quando comparado ao grupo CT (0,090 £ 0,046; 0,78
+ 0,0309 UA/mg; p<0,0001). Entretanto, houve redugdo significativa na atividade
enzimatica de neutréfilos (MPO) e eosindfilos (EPO) ap6s a administragao da ATV, onde
o grupo ATV 30 mg/kg apresentou niveis fisiologicos de MPO (0,109 £ 0,036 UA/mg)
semelhantes aos do grupo CT grupo (p>0,05; Figura 2a).

A Figura 2c mostra que o tratamento com 5-FU induziu uma redugdo significativa
(p<0,01) nos niveis de sIgA presentes no liquido do intestino delgado (MUC) em
comparacao com o grupo CT. Os resultados também mostraram que as doses de ATV (5,

10 e 30 mg/kg) ndo recuperaram os niveis fisiologicos de sIgA (p>0,05).
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Figura 2 - Efeito protetor da atorvastatina na infiltragdo de células inflamatoérias. (a)
Mieloperoxidase, (b) Peroxidase de eosinoéfilos, (c) slga. Letras diferentes (a, b) indicam
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) pela ANOVA seguida do pds-teste de
Newman-Keuls.

3.3 ATV atenua os danos histopatologicos induzidos pela quimioterapia

A analise histopatologica mostrou que o grupo MUC apresentou alteragdes significativas
na integridade da mucosa, como encurtamento de vilosidades, necrose de criptas e intensa
infiltragdo de células inflamatorias na lamina propria, em comparacao ao grupo CT (fig.
3a). O tratamento com ATV melhorou o dano a mucosa intestinal induzido pelo 5-FU,
com restauragao significativa da arquitetura da mucosa. A altura das vilosidades (Fig. 3b),
a preservagao da profundidade da cripta (Fig. 3c) e a rela¢do entre altura das vilosidades
e profundidade da cripta aumentaram (Fig. 3d). A Figura 3e mostra que os animais do
grupo mucosite apresentaram pontuagdes mais altas, enquanto os tratamentos com ATV

em todas as doses melhoraram as pontuagdes (p<0,05).
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Figura 3 - A atorvastatina protege a mucosa intestinal contra danos epiteliais induzidos
por 5-FU. (a) Imagens histopatolédgicas de ileo de camundongo (objetiva: x20, escala 100
um - CT (A); ATV (B); Muc (C); MUC + ATV 5 mg/kg (D); MUC + ATV 10 mg/ kg
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(E); MUC + ATV 30 mg/kg (F). (b) altura das vilosidades (c) profundidade das criptas
(d) relacdo entre altura das vilosidades e profundidade das criptas (e) Pontuagdo
histopatologica. Letras diferentes (a, b, c¢) indicam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn
(e) ou ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls (a-c).

3.4 A atorvastatina previne a permeabilidade intestinal induzida por 5-FU, aumenta

e regula positivamente a expressao do gene das proteinas de juncdo estreita, mas

ndo reduz o estresse oxidativo no intestino delgado

A permeabilidade intestinal foi avaliada apos administragao oral (13 MBq) de 99mTc-
DTPA e 4 horas apdés a gavagem, o sangue foi coletado para determinacdo da
radioatividade (fig. 4a). Como esperado, a permeabilidade intestinal do grupo MUC
aumentou (0,404 + 0,066%) quando comparada a do grupo CT (0,031 + 0,021%;
p<0,001). Em contraste, todos os animais que receberam tratamento com ATV (5, 10 e
30 mg/kg) apresentaram permeabilidade intestinal reduzida.

Como a permeabilidade paracelular esta ligada a interagdes proteicas de juncao estreita
(TJ), a expressao do gene ZO-1 e da ocludina também foi investigada. Os resultados de
Z0-1 e ocludina mostraram que a inflamacao causada pela administragao de 5-FU
promoveu aumento da expressido de mRNA de ambos. Observou-se também que os
grupos ATV nas doses de 5 e 30 mg/kg exibiram niveis mais elevados de ZO-1 (Fig. 4b).
Em contraste, todos os tratamentos com ATV em todas as doses aumentaram
significativamente a expressao de ocludina (Fig. 4c). Portanto, estes resultados sugerem
que a regulacdo positiva destas proteinas sob inflamacgao epitelial intestinal pode ter um

efeito protetor, principalmente ap6s a administracdo de ATV.
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Figura 4 - A atorvastatina diminui a permeabilidade intestinal e regula positivamente a
expressao génica das proteinas das jungdes estreitas. (a) Permeabilidade intestinal, (b-c)
Expressdo génica relativa de proteinas de juncdo estreita. Letras diferentes (a, b, c)
indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) pela ANOVA seguida do pds-
teste de Newman-Keuls

Em relagdo a peroxidacdo lipidica, a concentragdo de hidroperoxidos (Fig. 5a), TBARS
(Fig. 5b) e enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD; Fig. 5¢) e glutationa
peroxidase (Fig. 5d) no intestino delgado e ileo de todos os grupos foram semelhantes

(p>0,05).
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Figura 5 - Estresse oxidativo no ileo. (a) Concentragdo de hidroperdxidos, (b)
Concentragao de TBARS, (c) Concentracdo de SOD, (d) Concentragao de glutationa
peroxidase. ns nao indica diferenca estatistica (p > 0,05). pela ANOVA seguida do pds-
teste de Newman-Keuls

3.5 ATV diminui a expressao génica de medidores pro-inflamatorios induzidos pela
quimioterapia

Os camundongos do grupo MUC exibiram um aumento significativo na expressao génica
de mRNA de todas as citocinas pro-inflamatérias (116, I11b e Tnf) investigadas em
comparag¢do ao grupo CT (Fig. 6a, 6b e 6¢, p <0,05). Em contrapartida, os animais que
receberam tratamento com ATV apresentaram regulagdo negativa dessas citocinas,
atingindo niveis fisiologicos (p<0,05). Os resultados nao mostraram diferengas
estatisticamente significativas de IL-10 entre os grupos MUC com ou sem tratamento

com ATV para IL-10 (Fig. 6d, p> 0,05). Em relacdo a expressdo de mRNA de TG, os
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resultados mostraram um aumento significativo para todos os grupos investigados

tratados com 5-FU, exceto para os grupos CTL e ATV (Fig. 6e, p<0,05).
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Figura 6 - A atorvastatina regula negativamente a expressao génica de citocinas pro-
inflamatorias induzida por 5-FU. (a) 116 (b) Il1b, (c) Tnf e (d) II-10 e (e) Tgf-PB. Letras
diferentes (a, b, c) indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) pela
ANOVA seguida dos pos-teses de Newman-Keuls
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3.6 A atorvastatina modula a expressio génica de TLR4/MYDS88/iNos/NPRL3/NF-
kB e a via de sinalizagdo de caspases
Os camundongos do grupo MUC apresentaram expressdo génica significativamente
aumentada de mRNA de Tlr4, MydS88, iNos, NPRL3 e Nfkbl1 (Fig. 7a, 7b, 7c, 7d e 7e, p
<0,05) quando comparados com CT e ATV e o tratamento com ATV foi capaz de reduzir
expressao génica dessas proteinas (p<0,05). Em relagao a expressao de mRNA da caspase
3, os resultados mostraram um aumento significativo no grupo MUC (Fig. 7f, p<0,05) em
comparagdo aos grupos CT e ATV. Todas as doses de tratamento reduziram a expressao

de mRNA da caspase 3 (Fig. 7f) (p <0,05).
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Figura 7 - A atorvastatina regula negativamente a expressdo génica de marcadores
envolvidos com a ativagdo da via de sinalizacdo NF-xB induzida por 5-FU. (a) Trl4 (b)
Myd88, (c) Nplr3, (d) iNos, (e) Ntkb1 e (f) Caspases 3. Letras diferentes (a, b, ¢) indicam
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) por ANOVA seguido pelos post-teste
de Newman-Keuls

3.7 Atorvastatina reduz a lesdo de células caliciformes induzida por 5-FU

Uma reducao significativa no numero de células caliciformes também foi observada no
no ileo de camundongos que receberam 5-FU (9,44 + 4,90 células/campo) em
comparacao com o grupo CT (85,56 + 9,180 células/campo; p<0,05). Todas as doses de
tratamento com ATV reduziram a perda de células caliciformes (p <0,05; Fig. 8c). Além
disso, a expressdo do gene Muc2 foi significativamente aumentada no grupo 5-FU; no
entanto, os grupos tratados com ATV ndo apresentaram diferencas na expressao do gene

Muc2 em comparacgao com o grupo MUC (p> 0,05; Fig. 8b).
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Figura 8 - A atorvastatina melhorou o niumero de celulas de caliciformes. (a) Numero de
células caliciformes, (b) Expressio génica relativa da mucina 2 (Muc2) e (c)
fotomicrografias representativas da secéio do ileo coradas com Acido Periodico-Schiff
(PAS), as setas mostram as células caliciformes (objetiva: x 40, escala 100 um). Letras
diferentes (a, b, c) indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) pela
ANOVA seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

4., DISCUSSAO

A mucosite ¢ uma inflamagao gastrointestinal que afeta a qualidade de vida dos pacientes
submetidos ao tratamento de doencas malignas (Sonis, 2004). Atualmente, as terapias
padrao disponiveis para prevenir e tratar a doenga ndao sdao muito eficazes. O
reposicionamento/reaproveitamento de medicamentos ¢ um conceito que utiliza
medicamentos ja existentes para tratar diferentes distirbios, economizando tempo e
dinheiro e permite a entrada direta em ensaios clinicos, uma vez que ja foram submetidos
a perfis de toxicidade e seguranca (Kirtonia et al., 2021).

A ATV ¢ um inibidor sintético da HMG-CoA redutase de terceira geracdo (Plosker &
Lyseng-Williamson, 2007). Ao inibir a HMG-CoA redutase, a sintese de mevalonato ¢
reduzida e, consequentemente, vdarias outras vias isoprendides, importantes
modificadores pos-traducionais sdo afetadas, com mecanismos independentes de seus
efeitos redutores do colesterol. Os efeitos pleiotropicos mais importantes da ATV sdo
suas atividades anti-inflamatorias, antioxidantes e imunomoduladoras (Bettowski, 2005;

Kavalipati et al., 2015; Liao & Laufs, 2005).
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A inflamagdo e perda da barreira epitelial do trato digestivo caracterizam a
mucositecausando lesdes mucosas e ulceragdes em todo o trato gastrointestinal
(Sougiannis et al., 2021). A perda de peso corporal pode estar relacionada a mé absor¢ao
devido a lesdes na mucosa intestinal, resultando na perda da superficie absortiva
(Oliveira et al., 2021). Em nosso estudo, os camundongos inflamados apresentaram
extensa perda de peso, diretamente correlacionada com a redu¢do no consumo de dgua e
racao, observada durante o protocolo experimental. Também foi observado encurtamento
com comprimento do intestino delgado. No entanto, o tratamento com a ATV nao
melhorou significativamente estes resultados. Da mesma forma, Medeiros e
colaboradores (A. da C. Medeiros, Azevedo, Lima, Filho, et al., 2018) ndo observaram
redug¢do na perda de massa corporal apds tratamento com sinvastatina em modelo de
mucosite induzida por 5-FU.

A avaliacdo da diarreia por meio de aplicagdo de pontuagdo para o perfil clinico dos
animais mostrou que o inicio da diarreia ocorreu em até 4 dias ap6s a administragdo de
5-FU, sendo que os episddios mais graves ocorreram nos dias seis e sete do protocolo
experimental. Consistente com esses dados, Huang et al. (T. Y. Huang et al., 2009), que
utilizaram o mesmo protocolo experimental, também observaram um pico de diarreia
apods o quinto dia (C. S. Lee et al., 2014). O tratamento com 10 mg/kg de ATV neste
estudo reduziu as pontuagdes do escore e atrasou o inicio da diarreia. Da mesma forma,
outros estudos utilizando rosuvastatina, sinvastatina e ATV em modelos de colite
demonstraram uma redugdo no indice de atividade da doenca que considera a diarréia
como parametro de analise (El-Mahdy et al., 2020; Manna et al., 2018; X. Zhang et al.,
2020).

A analise histologica do ileo mostrou que os animais com mucosite induzida por 5-FU
apresentaram danos teciduais, encurtamento das vilosidades, reducdo das criptas e
infiltrado inflamatorio na lamina prépria, submucosa e camadas musculares. O tratamento
com ATV melhorou a integridade estrutural da mucosa ileal, indicando o seu papel
benéfico na inflamagao. Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos
que avaliaram a atividade das estatinas na mucosite ¢ na colite, demonstrando papel
enteroprotetor para a mucosa gastrointestinal (Aktunc et al., 2011; A. da C. Medeiros,
Azevedo, Lima, Filho, et al., 2018; Park et al., 2004; Rashidian et al., 2016).

A permeabilidade intestinal aumenta apds a quimioterapia, sendo uma das caracteristicas
do terceiro e quarto estagios da mucosite (Sonis, 2004), considera-se a permeabilidade

aumentada quando ocorre permeacao das moléculas maiores que 150 Da (Viele, 2003).
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Neste estudo, a permeabilidade intestinal foi avaliada por meio do monitoramento da
radioatividade no sangue ap6s administragao oral de 99mTc-DTPA. Este composto ¢ um
complexo dissddico com peso molecular de 549 Da e meia-vida fisica de 6 horas,
apresentando caracteristicas ideais de monitoramento da permeabilidade intestinal.
Outros estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram aumento da
permeabilidade intestinal ap6s administracdo de 5-FU (Barroso et al., 2021; De Jesus et
al., 2019; Galdino et al., 2018). Nossos resultados mostraram que o tratamento com ATV
reduziu significativamente a permeabilidade intestinal em animais inflamados, e
acreditamos que esses resultados estdo diretamente correlacionados com a regulagao
positiva das proteinas de juncdo (TJs) e a agdo anti-inflamatéria da ATV.

Estudos demonstraram a diminui¢do de proteinas de jun¢do como ZO-1 e ocludinas, na
mucosite (Andrade et al., 2023; Batista et al., 2022). Além disso, sua deplecao
corresponde ao aumento da permeabilidade intestinal e a diminuicdo da resisténcia
transepitelial. Em nossos resultados, a expressao das proteinas TJ aumentou no grupo
MUC e resultados semelhantes também foram observados por Chang et al. (Chang et al.,
2020). Os efeitos das drogas quimioterapicas, como o 5-FU, na barreira epitelial intestinal
através da expressao de proteinas TJ sdo relatados de forma inconsistente, podendo ser
atribuido a diferengas nos regimes, protocolos experimentais ou modelos animais
utilizados (Capaldo et al., 2017; Wardill & Bowen, 2013). Além disso, a renovagao da
mucosa intestinal ocorre a cada 3-4 dias, e apos a injecdo de 5-FU a superexpressao de
Z0-1 pode ocorrer para compensar a perda da barreira intestinal (T. M. Ferreira et al.,
2012). Acreditamos que o modelo fracionado de indug¢do de mucosite também pode
pressionar o processo de renovagdo celular, estimulando a superexpressdo de ZO-1 (H.
L. Lietal., 2017). Ferreira et al. (T. M. Ferreira et al., 2012) também encontraram dados
semelhantes aos nossos, mostrando aumento da expressao de ZO-1 em animais
inflamados. ZO-1 ¢ uma proteina TJ que interage com ocludina, ZO-2, ZO-3 e actina,
reduzindo a permeabilidade intestinal e induzindo a diferenciagdo celular. O aumento da
expressao dessas proteinas indica maior reparo tecidual apos o dano induzido pelo 5-FU.
Nossos resultados mostraram que os animais inflamados tratados com ATV
superexpressaram Z0O-1 e ocludina. Outros estudos sobre modelos de doencas
inflamatorias intestinais demonstraram que o tratamento com ATV e pravastatina reduziu
a permeabilidade e aumentou a expressdo de TJ (EI-Mahdy et al., 2020; Sasaki et al.,
2003). A literatura indica que a ATV tem atividade sobre a Rho quinase (ROCK), uma

serina-treonina quinase que desempenha um papel essencial na regulagao da funcao da
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barreira epitelial, ROCK medeia a contragdo da actomiosina, resultando na reorganizagao
do TJ (Leung et al., 1996; Wang et al., 2008). As estatinas tém um efeito inibitdrio na via
ROCK porque a inibicdo da biossintese do colesterol bloqueia a formacgdo de
intermediarios isoprendides, que sdo essenciais para a isoprenilagdo de Rho GTPases,
como Rho e Rac (Liang & Weber, 2014; T. Zhou et al., 2006). A isoprenilacao ¢ uma
etapa critica no trafego intracelular e na ativacdo de Rho GTPases (Q. Zhou & Liao,
2009). A fungdo RhoA alterada suprime a sinalizagdo ROCK e reduz a permeabilidade
(Sarkar et al., 20006).

As enzimas MPO e EPO foram avaliadas no ileo para determinar indiretamente o influxo
de neutrofilos e eosindfilos respectivamente. Observamos que os animais que receberam
5-FU apresentaram aumento significativo na atividade dessas enzimas, o que ¢
consistente com resultados de outros estudos (Barroso et al., 2021; de Barros et al., 2018;
De Jesus et al., 2019). O tratamento com ATV modulou fortemente as atividades de MPO
e EPO em animais inflamados. Estudos demonstraram que as estatinas suprimem
fortemente a expressdo do gene MPO, reduzindo os niveis de mRNA da MPO em 20-200
vezes em monodcitos macréfagos e precursores da medula dssea (Kumar & Reynolds,
2005). Este efeito supressor foi observado com estatinas naturais e sintéticas, incluindo
sinvastatina, ATV, pravastatina e lovastatina, e esta relacionado com a inibi¢do da
isoprenilacdo dependente de mevalonato de pequenas proteinas de ligagdo a GTP
(Andreou et al., 2010; T. Zhou et al., 2006). Em relacao a atividade das estatinas sobre a
EPO, estudos demonstraram que as estatinas reduzem a migracao de eosinofilos para o
tecido inflamado, o que também explica a redu¢do da EPO em nossos resultados (Liou et
al., 2014).

IgA ¢ o anticorpo primario encontrado nas secre¢des mucosas € atua como primeira linha
de defesa, protegendo contra microrganismos, neutralizando bactérias patogénicas e
controlando os comensais no intestino delgado (Corthésy, 2013; Wells et al., 2017). O
tecido linféide associado ao intestino (GALT) é considerado o centro da imunidade
mucosa devido a sua massa e fungdo, e grandes quantidades de sIgA sdao produzidas
(Nagayoshi et al., 2005). Na mucosite, a sIgA desempenha um papel central, pois esta
imunoglobulina ¢ um contribuidor essencial para a homeostase, promovendo respostas
anti-inflamatorias nas superficies mucosas (Ren et al., 2016). Nos investigamos o papel
da sIgA na regulacdo da inflamagao e nossos resultados mostraram que houve supressao
dessa imunoglobulina nos animais que receberam 5-FU, e nenhuma das concentragoes de

ATV utilizadas neste estudo alterou a produgdo de IgA. Contrariamente aos nossos
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resultados, outros estudos indicam um aumento nos niveis de sIgA no intestino delgado
de grupos inflamados (Barroso et al., 2021; Carvalho et al., 2021). Este evento esta
relacionado a resposta fisioldgica do organismo para a nanutencdo da homeostase
intestinal apos a perda da integridade da mucosa causada pela inflamagao (Schmucker et
al., 2003). Nossos resultados podem estar associados a extensa destrui¢ao dos linfocitos
responsaveis pela producdo de IgA no GALT pelo 5-FU. A literatura indica que uma
pequena dose de 5-FU (10 mg/kg) pode reduzir substancialmente o nimero de linfocitos
efetores no GALT, promovendo reducdo nos niveis de IgA intestinal e respiratdria
(Kobayashi et al., 2019).

No presente estudo, os animais inflamados do grupo MUC apresentaram superexpressao
de TLR4/MYD88 e NF-kB. A ativagio de TLR4 induziu vias dependentes e
independentes de MYD88 como uma molécula adaptadora chave essencial para a
sinalizagdo intracelular que desencadeia a cascata de ativagdo de NF-kB (Wong et al.,
2015). Nossos resultados indicaram uma expressao reduzida de TLR4/MYD88 e NF-«B
nos grupos ATV em todas as doses. Esses resultados corroboram de outros estudos que
demonstram a regulacdo negativa desses genes pela ATV (Rashidian et al., 2016; Yue et
al., 2017). O papel da ATV na supressdao de TLR4 ¢ através da inibigdo do mevalonato,
bloqueando as jangadas lipidicas, essenciais para a sinalizacdo de TLR4, resultando na
inibi¢do de MYDS88 e NF-kB (Fessler & Parks, 2011; Parsamanesh et al., 2019). Nossos
resultados também demonstram um efeito inibitério dependente da dose de ATV nos
inflamassomas NLRP3 em animais inflamados. Estudos indicam que a reducdo de
NLRP3 também pode ser mediada pela supressao da via TLR4/MyD88/NF-kB (F. Kong
etal., 2016).

A expressao de citocinas pro-inflamatorias, como IL6, IL1f e TNF-a, no intestino
delgado de roedores apos quimioterapia aumenta significativamente, estas citocinas
desempenham um papel critico na génese e no desenvolvimento da mucosite intestinal
apos a administragdo de 5-FU. Os animais MUC apresentaram um aumento significativo
nas citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL6 e IL1p. Em contraste, os grupos tratados com
ATV apresentaram regulacdo negativa da expressao de IL6, IL1p e TNF-a. Esses
resultados estdo de acordo com relatos de Medeiros et al. (2011), Aktunc et al. (2011),
and Rashidian et al. (2016), no qual a ATV diminuiu os niveis de IL6, ILf} ¢ TNF-a em
modelos animais de mucosite oral e colite. A ativacdo do NF-kB promove a secre¢do de

citocinas inflamatdrias, e o efeito inibitorio na producdo de citocinas pode estar
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relacionado a supressao do NF-kb (Aktunc et al., 2011; El-Mahdy et al., 2021; C. A. C.
X. Medeiros et al., 2011; Rashidian et al., 2016).

TGFBI e IL10 foram analisados como citocinas anti-inflamatorias. Em contrapartida, a
ATV ndo aumentou a expressao da citocina anti-inflamatéria IL10. Nossos achados
corroboram os resultados de Perucha et al. (2019), que demonstraram que o distirbio da
via de biossintese do colesterol induz inibi¢do especifica da expressao de IL10 (Perucha
et al., 2019). Ao avaliar a citocina TGFf1, nossos resultados mostram que os niveis de
transcritos foram regulados positivamente apds a administragao de 5-FU e, curiosamente,
foram mantidos mesmo com a administragdo de ATV. O TGFB1 ¢ uma citocina
abundante na mucosa intestinal com efeitos pleiotrépicos e propriedades anti-
inflamatorias ou pro-inflamatdrias dependendo do contexto ambiental da mucosa. Na
mucosite, o TGFB1 aumenta, afetando varios processos biologicos, incluindo fibrose,
cicatrizagdo de feridas e respostas imunologicas (M. O. Li et al., 2006). Nossos resultados
ndo se correlacionam com o que ¢ tipicamente encontrado na literatura, que aponta para
a regulacao negativa do TGFp1 pelas estatinas através da inibigdo de RhoA/ROCK, que
ativa a via Smad (Abe et al., 2012; Y.-H. Wei et al., 2021). Dentre as possiveis hipoteses
para esse cenario, a literatura indica que a regulacdo negativa do TGF-Bl esta
correlacionada com a redugdo da citocina IL10, na qual os niveis de TGF1 permanecem
aumentados como mecanismo anti-inflamatério compensatorio para controlar o dano
tecidual e restaurar a homeostase intestinal interrompido pela quimioterapia com 5-FU
(Batista et al., 2022; Gomes-Santos et al., 2017).

A expressao de iNOS e a producao de 6xido nitrico (NO) estdo associadas a inflamagao
intestinal. Os resultados demonstraram que o 5-FU estimulou a expressdo do gene iNOS
e a ATV reduziu de forma dependente da dose a expressao de iINOS em animais
inflamados. Nossos dados se correlacionam com estudos anteriores que demonstraram a
inibicdo da expressdo de iNOS pela fluvastatina em modelos de colite (Oishi et al.,
2014b). A literatura indica que a inibi¢cdo da isoprenilacdo de Rho pelas estatinas pode
modular os niveis de NO regulando negativamente a expressao de iNOS (Kotamraju et
al., 2007; C.-Y. Wei et al., 20006).

A quimioterapia com 5-FU ativa mecanismos apoptdticos de células intestinais, sendo a
caspase 3 o principal efetor das vias apoptoticas. Observamos o aumento da expressao de
caspase 3 em animais tratados com 5-FU, e todas as doses de ATV reduziram a expressao
de caspase 3. A literatura também apoia estes resultados em modelos de colite induzida

por DSS e oxazolona apresentado por Shin et al. (2017) e EI-Mahdy et al. (2020), que
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observaram reducgdo da caspase 3, destacando a atividade antiapoptdtica essencial das
estatinas (El-Mahdy et al., 2021; Shin et al., 2017).

A superproducdo de espécies reativas de oxigénio ¢ um dos principais mediadores do
dano tecidual induzido pela quimioterapia (Logan et al., 2008; Yan et al., 2019). Estudos
relataram que as estatinas podem reduzir o estresse oxidativo através de algumas vias,
incluindo a eliminagao direta de radicais, efeitos nas células inflamatorias, a atividade da
iNOS, a atividade de antioxidantes enddgenos, a inibi¢do do citocromo P450 hepatico e
a reducao da captagao de LDL-ox pelos receptores necrofagos (Beltowski, 2005). Para
avaliar o papel antioxidante da ATV no modelo de mucosite, medimos MDA,
hidroperoxido, SOD e glutationa peroxidase no ileo. Surpreendentemente, nossos
resultados ndo mostraram diferengas entre os animais inflamados e os tratados com ATV
Gadino et al. e Leocadio et al. (Galdino et al., 2018; Leocadio et al., 2015), que também
avaliaram o estresse oxidativo no ileo em modelo de mucosite induzida por 5-FU,
obtiveram resultados semelhantes, destacando que ocorreu aumento da peroxidagdo
lipidica entre 24h e 48h ap6s a indug@o da mucosite, e ndo houve diferengas apds 72h de
mucosite (Maeda et al., 2009). Em nosso estudo, os animais foram eutanasiados 120 horas
apo6s a primeira dose de 5-FU e 24 horas apos a ultima dose, o que pode explicar esses
resultados.

As células caliciformes sintetizam e secretam mucinas, constituindo a camada mucosa
protetora que reveste a superficie epitelial. Estudos anteriores relataram que a
quimioterapia poderia danificar as cé€lulas caliciformes, resultando na diminuicdo da
produgdo de mucina e expondo o epitélio a danos causados pela degradagao bacteriana e
agentes nocivos no limen (Stringer et al., 2009). Observamos uma diminui¢ao no nimero
de células caliciformes no epitélio da mucosa intestinal de camundongos tratados com 5-
FU e uma redug¢ao no tamanho ¢ na intensidade da cor dessas células. O tratamento com
ATV aumenta o nimero de células caliciformes. Nossos dados corroboram os de Soliman
e colaboradores que observaram restauracao do epitélio intestinal e regeneragdo de criptas
intestinais apés tratamento de colite com sinvastatina (N. Soliman et al., 2019). As
mucinas sao glicoproteinas acidas de alto peso molecular secretadas pelas células
caliciformes, e a MUC?2 faz parte das subfamilias secretoras estruturais formadoras de gel
sendo o principal produto das células caliciformes no c6lon e no intestino delgado. A
perda de mucina ocorre durante a mucosite € pode aumentar o dano a mucosa, diminuindo
a prote¢ao da barreira mucosa (Thorpe, 2019). A expressdao gé€nica correspondente ao

MUC?2 foi notavelmente aumentada em animais com mucosite e grupos tratados com
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ATV. Esses dados divergem daqueles relatados na literatura, em que a expressdao de
MUC?2 foi reduzida na mucosite (De Jesus et al., 2019). Torpe e colaboradores avaliaram
a expressdo de MUC2 em um modelo de mucosite induzida por irinotecano e ndo
observaram aumento da expressao génica dessas proteinas em 120 horas. Os autores
sugeriram que a rapida exocitose de mucinas pelas células caliciformes pode contribuir
para uma diminui¢do nos niveis de MUC2. Com base nesta hipotese, acreditamos que o
aumento na expressdo de MUC2 em nosso modelo foi devido ao esgotamento dos
estoques de mucina que pressionou a indugdo da expressao de MUC2 para manter niveis
de mucina clinicamente viaveis (Thorpe et al., 2019), bem como a influéncia das citocinas
pro-inflamatérias na regulagdo positiva da transcricdo e tradugdo dos genes MUC2
(Bradbury et al., 2018). Outro fator que deve ser destacado ¢ que a via RhoA/p35 regula
altamente o MUC2, essa via ¢ isoprenilada pelas estatinas trazendo portando

consequéncias na sua produgao/liberacao (Lora et al., 2005).
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5. CONCLUSAO

Em resumo, nossos resultados demonstram que a ATV ¢ eficaz contra a mucosite
intestinal induzida por 5-FU em camundongos. Os mecanismos potenciais para atenuar a
resposta inflamatoria incluem a prote¢ao da barreira da mucosa intestinal e a reducao da
inflamacao de maneira dose dependente. A ATV aumenta a expressao de ZO-1 e ocludina
e suprime EPO, MPO e permeabilidade intestinal. A ATV inibiu a expressdao de
mediadores pro-inflamatdrios mediados pelo bloqueio da ativacdo de TLR4/MyD88/NF-
kB, NLRP3, iNOS, IL6, IL1B e TNF-a. Observou-se também que a ATV melhorou a
arquitetura da mucosa do intestino delgado, atrasou a diarreia e apresentou atividade

antiapoptdtica e aumentou a expressao de MUC e o niimero de células caliciformes.
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CAPITULO III

AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DA ATORVASTATINA SOBRE A
TOXICIDADE SISTEMICA E HEPATICA EM UM MODELO EXPERIMENTAL
DE MUCOSITE GASTROINTESTINAL INDUZIDA POR 5-FLUOROURACIL
EM CAMUNDONGOS
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Resumo

A quimioterapia citotoxica esta geralmente associada a numerosos efeitos adversos aos
pacientes, como mielossupressdo, hepatotoxicidade e disturbios gastrointestinais. As
estatinas sdo inibidores da 3-hidroxi-3-metil glutaril coenzima redutase, usadas para o
tratamento da dislipidemia e produzem efeitos pleiotrépicos benéficos. Acredita-se que
as estatinas possam ser uma alternativa no auxilio ao controle da toxicidade dos
quimioterdpicos. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o papel da atorvastatina (ATV) na
citotoxicidade sistémica e hepatica em modelo animal de mucosite gastrointestinal
causada por 5-FU. Nossos resultados demonstraram que o ATV nas doses de 5 e 10 mg/kg
teve papel protetor para o figado, reduzindo os niveis de AST, ALT e MDA. A ATV
reduz esses danos celulares evidenciado pelo aumento da captacdo de fitato-99mTc na
regido hepatica. Concluimos que uso da ATV em doses clinicas adequadas pode ser

considerada como boa alternativa para minimizar os efeitos colaterais téxicos do 5-FU.

Keywords: Quimioterapia; Cintilografia; Atorvastatina; Reposicionamento de

Medicamentos; Via do mevalonato; fitato de sodio (99m Tc); hepatotoxicidade.
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1. INTRODUCAO

O tratamento de malignidades com quimioterapia citotoxica geralmente esta associada a
efeitos adversos de curto e longo prazo. Uma das drogas antineopldsicas amplamente
utilizadas em tumores sélidos ¢ o 5-fluorouracil (5-FU). Embora a droga seja geralmente
bem tolerada, ela possui importante toxicidade entre os pacientes, incluindo,
mielossupressao, hepatotoxicidade, neurotoxicidade e distirbios gastrointestinais
(Muhammad, Sallam, and El-Abhar 2020). A mucosite ¢ uma reacdo secundaria a
quimioterapia e pode ocorrer em qualquer 4area da camada mucosa do trato
gastrointestinal levando a complicagcdes como infecgdes, diarreia e toxicidade
gastrointestinal. A mucosite tem sido diretamente associada ao uso de opioides,
hospitaliza¢do prolongada, suporte nutricional e interrupgdes nos tratamentos de cancer

(Elad et al. 2022; Isozaki and Brant 2022; Villa and Sonis 2015).

As opcdes para aliviar os efeitos colaterais do 5-FU sdo limitadas e o manejo adequado
da mucosite ¢ um elemento chave para melhorar a qualidade de vida dos pacientes ¢ a
reduzir do tempo de hospitalizacao (Elad et al. 2020). Inumeras estratégias para o
tratamento da mucosite grastrointestinal t€ém sido desenvolvidas para mitigar as
complicacdes, no entanto, poucas diretrizes especificas foram disponibilizadas e estudos
clinicos com resultados conflitantes ainda s3o recorrentes (Kusiak et al. 2020; Sylvester,

Anderson, and Stringer 2020).

O desenvolvimento de novos medicamentos requer pesquisa basica multifacetada e de
longo prazo, em alguns casos medicamentos resultantes sao de alto custo devido a
necessidade de grande aporte financeiro para o seu desenvolvimento (Hua et al. 2022). O
termo reposicionamento de drogas ¢ atualmente denotado como uma abordagem
alternativa para encontrar novos usos de um medicamento original para tratar outras
doencas além do pretendido (Ashburn and Thor 2004). Farmacos ja conhecidos superam
as estratégias tradicionais de desenvolvimento de novas entidades por apresentarem
inimeras vantagens, como por exemplo a caracterizacdo do seu perfil de seguranca e
toxicidade ja serem conhecidos (Hua et al. 2022). A maioria das drogas ja ¢
fenotipicamente bem caracterizada em termos de seus efeitos terapéuticos primarios e
efeitos adversos, bem como seu comportamento farmacocinético ja ser estudado em seres
humanos, diminuindo consideravelmente os custos de desenvolvimento de medicamentos

(Jourdan et al. 2020; Low, Farouk, and Lal 2020).
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Um medicamento pode também ter interagdes pleiotropicas, que possibilitam o
desenvolvimento de farmacos com multiplos efeitos, todos pretendidos, que atuam em
sinergia para proporcionar maior eficécia clinica (Jourdan et al. 2020). Neste aspecto as
estatinas se destacam, para o tratamento da dislipidemia, reduzem os niveis de colesterol
pela inibicio da HMG-CoA redutase, que esta localizada a montante da via do
mevalonato que biossintetiza o colesterol a partir da acetil coenzima A (German and Liao
2023). As estatinas produzem efeitos benéficos que vao muito além de suas atividades
hipolipemiantes, fato que ¢ extensamente estudado e provado por varios ensaios clinicos
que apoiaram a teoria da “pleiotropia das estatinas” (Kavalipati et al. 2015). Além da
reducdo sobre o nivel de colesterol, outros efeitos incluem principalmente propriedades
anti-inflamatorias, antiproliferativas, antioxidantes, imunomoduladoras,
anticancerigenas, neuroprotetoras e antitromboticas (Liao and Laufs 2005). Diversos
estudos tém sido realizados nos ultimos anos com base nesses efeitos pleiotropicos, com
0 objetivo de redirecionar o uso das estatinas para outros fins, realizando, portanto, o

reposicionamento desta droga (Makoto Sasaki et al., 2003).

Diferentes membros dos inibidores da 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA)
redutase, ou comumente da familia das estatinas ja foram estudados em reposicionamento
para doencas inflamatérias intestinais € em alguns modelos de mucosite, apresentando
resultados promissores. Acredita-se que as estatinas podem ser uma alternativa no auxilio
do tratamento da mucosite (Crockett et al. 2012; A. da C. Medeiros et al. 2018; C. A. C.
X. Medeiros et al. 2011; Ungaro et al. 2016). No entanto, ainda existem poucos dados
sobre os efeitos benéficos da associagdo de atorvastatina (ATV) com drogas antitumorais
para mucosite (Lim et al. 2015; C. A. C. X. Medeiros et al. 2011; Muhammad, Sallam e
El-Abhar 2020). O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o efeito protetor sist€émico, hepatico
e renal do ATV em um modelo de mucosite gastrointestinal induzida por 5-fluorouracil

(5-FU).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais e ética

Foram utilizados camundongos Balb/c machos com 6 semanas de idade (peso 20-24 g)
obtidos da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, Brasil). Os
camundongos foram mantidos em gaiolas sob temperatura (25 £ 2 °C) e ciclo claro/escuro

(12h) em sala controlada, com acesso ad libitum a agua e ragdo (Nuvilab, Nuvital,
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Curitiba, PR). Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com
as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratorio/Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (disponivel em http://www.mctic.gov.br/concea).
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal Local (CEUA-UFMG, Protocolo n° 266/2019).

2.2 Design Experimental

Os camundongos foram randomizados em seis grupos experimentais (n = 6 animais por
grupo): controle (CT), Atorvastatina (ATV 10 mg/kg), Mucosite (MUC), mucosite e
tratados com atorvastatina (MUC+ATYV 5, 10 e 30 mg/kg). A mucosite foi induzida a
partir da administra¢ao intraperitoneal (i.p.) de 5-FU (Fauldfluor® Libbs, Sao Paulo,
Brasil) na dose de 30 mg/kg/dia durante 5 dias. Como controle, foi utilizada solugao salina
estéril a 0,9%, pela mesma via (Huang et al. 2009). A atorvastatina (MERCK and CO.,
Inc., Rahway, NJ, EUA) foi dissolvida em solugdo salina (NaCl 0,9%) com administrag@o
oral por gavagem (0.g.) nas doses de 5, 10 e 30 mg/kg/dia por 7 dias. No ultimo dia de
protocolo todos os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e solug¢do de

xilazina (16 mg/kg) (Agener Unido, Embu-Guagu, Brasil).

2.3 Analises Histopatologicas

Os bacos e os figados foram removidos e pesados para determinar o seu indice de 6rgao
(peso do orgdo/peso corporal). As amostras de tecido de figado e rim foram fixadas em
formol tamponado a 4% e processadas para inclusdo em parafina. Para cada amostra, pelo
menos dois cortes histologicos (45 pm) foram corados com hematoxilina-eosina (HE),
codificados e analisados por um tnico patologista que desconhecia as condicdes
experimentais de cada grupo. Para andlise, as fotografias foram realizadas em
microscopio de luz convencional com aumento de 200x (Olympus—BX41 - Toéquio,

Japao).
2.4 Contagem de células sanguineas e testes bioquimicos

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca apos a anestesia nos
camundongos, e foram mantidas em tubos de ensaio contendo K;3EDTA. O nimero de
hemacias, neutrofilos e plaquetas no sangue dos animais foi monitorado por um
analisador hematologico Mindray BC-2800Vet (Shenzhen Mindray Bio-Medical
Electronics Co., Ltd, Shenzhen, China).
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Para analise bioquimica, as amostras de sangue foram armazenadas em microtubos com
ativador de coagulo. Em seguida, o sangue total foi centrifugado a 3.000 rpm por 20
minutos e o soro foi obtido. Para as dosagens bioquimicas das aminotransferases AST
(aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), gama glutamiltransferase
(GGT), creatinina e uréia, foram utilizados kits padrao da Bioclin® (Bioclin Quibasa,
Brasil), seguindo as instrugdes do fabricante, mas com adaptagdes quanto ao volume de
amostra. O volume de plasma utilizado para os ensaios foi de 10uL para ALT, GGT,

creatinina uréia e 20uL para AST.

2.5 Stress Oxidativo

Amostras do figado foram retiradas, lavadas com PBS para retirar o contetido intestinal e
homogeneizadas em PBS gelado (1mL para cada 1g de tecido). Os fragmentos de tecido
foram centrifugados a 12.000 g por 10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante
foi coletado e analisado quanto a peroxidacao lipidica por substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), concentragdo de peroxido de hidrogénio e ensaios de atividade
SOD. Todos os resultados foram normalizados usando concentracdo de proteina tecidual.

A concentragdo de proteina foi avaliada usando o Lowry et al. método.

Para avaliacdo de TBARS, usamos o método conforme descrito por De Leon e Borges
(Aguilar Diaz De Leon e Borges 2020) Resumidamente, o ensaio envolve a reagdo de
produtos de peroxidagdo lipidica; principalmente malondialdeido (MDA) com é&cido
tiobarbitarico (TBA) leva a formagdo de TBARS, que foi medido
espectrofotometricamente a 530 nm. As concentragdes de hidroperoxido foram medidas
por oxidacdo de xilenol laranja como previamente descrito por Ewing et al. (Ewing et al.
2018). O principio bésico deste método ¢ a oxidagdo de ions ferrosos pelos agentes
oxidantes da amostra em ions férricos, que se ligam ao laranja de xilenol para dar um
complexo que foi monitorado espectrofotometricamente a 560 nm. Por fim, a atividade
da superdxido dismutase (SOD) e da glutationa peroxidase foi avaliada de forma
semelhante a descrita por Quintanilha et al. (Quintanilha et al. 2022). Assim, para o
calculo da atividade, considerou-se que 1 unidade (U) de SOD poderia impedir a auto-
oxidacdo de 50% do pirogalol do padrdo, medida espectrofotometricamente em 570 nm.
Apds normalizagdo pela concentragdo de proteina no intestino delgado, o resultado foi

expresso em unidades de SOD por miligrama de proteina.
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2.6 Cintilografia hepadtica com fitato de sodio (99m Tc)

A cintilografia hepatica foi realizada no 7° dia do protocolo experimental. O fitato de
sodio (99m Tc) liofilizado (laboratdrio de radiois6topos da UFMG) foi preparado de
acordo com as recomendag¢des do fabricante e radiomarcado com aproximadamente 250
MBq de pertecnetato de sodio (99mTc) (IPEN, 2015). Os animais foram anestesiados e
aliquotas contendo aproximadamente 4 MBq em 0,1 mL de fitato de sddio (99m Tc)
foram administradas na veia lateral da cauda. Apds a administracdo, os animais foram
monitorados por 10 minutos para a aquisi¢do das imagens na cdmera gama para animais
de pequeno porte equipada com colimador de baixa energia (Nuclide TH22, Mediso,
Hungria). Cada animal foi posicionado na gama camara em decubito dorsal e o tempo de
monitoramento foi de 600 segundos, com os seguintes pardmetros de aquisi¢ao: Matriz:

256 x 256 x 16; Orientagao: 0°; Colimador: LEHR.

Para avaliacdo quantitativa da captacgao do fitato de s6dio (99m Tc) pelos 6rgaos ex vivo,
ap6s a realizagdo das imagens na gama camera, os animais foram novamente
anestesiados, o figado e o bago retirados, pesados e colocados em tubos apropriados para
determinag¢do da radioatividade por meio de um contador gama automatico (Wizard 1480;
PerkinElmer/Wallac, Turku/Finlandia). Para o figado e o bago, uma dose padrao contendo
a mesma quantidade de radioatividade injetada nos animais foi contada simultaneamente
e definida como 100% de radioatividade. Os dados foram expressos como %ID/g de fitato
de s6dio (99m Tc) usando a seguinte equacgdo: % dose/g = (cpm em g de 6rgdo / cpm de

padrao) x 100, onde cpm representa contagens de radioatividade por minuto.

2.7 Anadlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 8.0
(GraphPad, Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados foram avaliados quanto a normalidade de
distribuicao por meio do teste de Shapiro-Wilk. Os dados que assumiram distribui¢ao
normal foram testados pela analise de ANOVA seguida por um teste de comparacao
multipla de Newman-Keuls. Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido de comparagdes multiplas de Dunn. Os resultados foram
expressos como médias e erros padrdo ou medianas e intervalos interquartis. Uma

diferenca significativa foi definida como P < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Histologia

A estrutura histologica do figado revelou aspecto normal no grupo controle e ATV, com
hepatécitos de formato poligonal com ntcleos redondos proeminentes e citoplasma
eosinofilico, sinudides hepaticos espagados com algumas células de Kupffer em seu
interior (Fig. 1a). Enquanto os tecidos hepaticos do grupo tratado com 5-FU e ATV 5, 10,
30 mg/kg apresentaram hepatdcitos levemente degenerados, com presenca de vesiculas
discretas no interior do citoplasma, compativeis com degeneragao hidropica, € em
algumas areas, ¢ possivel observar discreta dilatagdo dos sinusoides (Fig. 1 ¢, d, ). Nao
foram observadas alteragdes nas células de Kuppfer, inflamagdo, bem como outras

alteragdes celulares compativeis com necrose, colestase ou esteatose.
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Figura. 1 - Imagens histopatolégicas do figado de camundongos: (objetiva: %20, escala
100 pum - CT (a); ATV (b); MUC (c); MUC + ATV 5 mg/kg (d); MUC + ATV 10 mg/kg
(e) MUC + ATV 30 mg/kg (f) HE (n=06).

O exame microscopico do cortex renal no grupo controle revelou uma estrutura
histologica normal (Fig. 2 a, b). Os corpusculos renais apresentavam capsulas de Bowman
de parede dupla ao redor dos glomérulos, formando um aglomerado de capilares

glomerulares. Os tubulos contorcidos proximais também apresentavam uma aparéncia
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normal, com um limen estreito revestido por células epiteliais colunares baixas, enquanto
os tubulos contorcidos distais apresentam um limen ligeiramente distendido revestido
por células epiteliais cuboides. Os animais que receberam 5-FU apresentaram alteracdes
histopatologicas discretas, alguns corplsculos renais exibiam capsulas de Bowman
expandidas ao redor dos glomérulos com leve retragdo com aspecto de encolhimento,
mostrando leve congestao glomerular (Fig. 2 ¢). Nao foram visualizados cristais, cilindros

e a presenca de infiltrado inflamatério (El-Sayyad 2009; Iseri et al., 2007).



Figura. 2 - Imagens histopatologicas de rins de camundongos: (objetiva %20, escala 100
um - CT (a); ATV (b); MUC (c); MUC + ATV 5 mg/kg (d); MUC + ATV 10 mg/kg (e)
MUC + ATV 30 mg/kg (f) HE (n=6).

3.2 Biomarcadores hepdticos e renais

Conforme mostrado na Figura 3 (a, b), os niveis de AST e ALT apresentaram aumento
significativo (p<0,05) no grupo MUC e MUC + ATV 30 mg/dL quando comparados ao
grupo controle, parcialmente reduzidas nos animais do grupo MUC + ATV 5 e 10 mg/dL
(p>0,05). Embora os niveis de GGT (Fig 3c) tenham aumentado significativamente entre

os animais que receberam 5-FU, ndo foram observadas diferencas em GGT entre os
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grupos tratados com MUC e ATV (p>0,05). Na Figura 3 (d, e), sio mostrados os efeitos
do 5-FU nos niveis séricos de uréia e creatinina. O 5-FU aumentou consideravelmente
tais marcadores em relacdo ao grupo controle (p < 0,05) e o tratamento com ATV nao

alterou os niveis séricos de uréia e creatinina em relagdo ao grupo MUC (p > 0,05).
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Figura. 3 - Efeito da ATV nos biomarcadores hepaticos e renais (a) AST, (b) ALT, (¢)
GGT, (d) Ceatinina, (e) Uréia (a, b) indicam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) por ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls.

3.3 Estresse oxidativo

A avaliacdo do estresse oxidativo e enzimas antioxidantes demonstrou que o 5-FU
aumentou significativamente os niveis de MDA em comparagdo com o grupo controle (p
<0,05). Os niveis de MDA (Fig. 4 a) aumentaram no grupo MUC (p<0,05) e o tratamento
com ATV 5 e 10 mg/kg reduziu os niveis de MDA (P<0,05). Os niveis de hidroperéxidos
(Fig. 4 b) aumentaram entre os animais que receberam 5-FU (P < 0,05) e ndo foram
reduzidos pelo tratamento com ATV em nenhuma das doses. As enzimas antioxidantes

SOD (Fig. 4 ¢) e glutationa peroxidase (Fig. 4 d) no figado de todos os grupos foram
semelhantes (P > 0,05).
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Figura. 4 - Efeitos da ATV no balango oxidativo nos niveis de (a) MDA, (b)
Hidroperéxido, (¢) SOD, (d) GPX (a, b) indicam diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05), ns indica auséncia de diferenca estatistica (p > 0,05). pela
ANOVA seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

3.4 Cintilografia hepadtica com fitato de sodio (99m Tc)

Na andlise quantitativa através da avaliacdo do %ID/g de fitato de sodio (99m Tc) (Fig.
5 a), pode-se observar a redu¢do da captacao do radiofarmaco no figado entre os grupos
que receberam 5-FU em relagdo ao controle, enquanto os animais com mucosite que
receberam ATV 5 e 10 mg/kg tiveram captagao aumentada em relagdo ao grupo MUC
(p<0,05). Aqueles tratados com ATV 30 mg/kg apresentaram captacao significativamente
reduzida (p<0,05). A %ID/g de fitato de s6dio (99m Tc) no bago (Fig. 5 b), de todos os
grupos foi semelhante (P>0,05).
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Figura. 5 - Atividade injetada de fitato de s6dio (99m Tc) por grama de tecido (%ID/g) e
indice massa/figado (c) massa/bago (d). (a, b) indicam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05), ns indica nenhuma diferenca estatistica (p > 0,05). por ANOVA
seguido do pos-teste de Newman-Keuls.

Os resultados ex-vivo se correlacionam com as imagens planares de corpo inteiro in vivo
de camundongos obtidas 10 min apés a injec¢do de fitato de sodio (99m Tc) (Fig. 6) que
demonstram qualitativamente essa reducdo do radiofdrmaco na regido hepatoesplénica.
O indice de baco e figado foi monitorado para medir a perda de peso do 6érgao em relagdo
a perda de peso corporal, e a massa do bago foi estatisticamente menor nos animais que
receberam 5-FU (p<0,05), o tratamento com ATV nao alterou a massa no figado baco

entre os grupos (P > 0,05; Fig 5 c,d).
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Figura. 6 - Captacao do fitato de sodio (99m Tc) na regido hepatoesplenica CT (a); ATV
(b); MUC (c); MUC + ATV 5 mg/kg (d); MUC + ATV 10 mg/kg (e); MUC + ATV 30

mg/kg (f).

3.5 Analise dos Pardmetros Hematologicos

Os elementos eritrocitos (RBC) (fig. 7 a), Hemoglobina (HBG) (fig. 7 b), Hematdcrito
(HCT) (fig. 7 c),Volume corpuscular médio (MCV) (fig. 7 d), hemoglobina corpuscular
média (MCH) (fig. 7 e), concentracdo da hemoglobina corpuscular média (MCHC) (fig.
7 1) e o indice de anisocitose (RDW-CV) (fig. 7 g), ndo se alteraram com o uso de 5-FU
e ATV (p> 0,05). Os animais que receberam 5-FU tiveram uma redugdo nas plaquetas e

o consumo de ATV ndo modificou esse padrao entre grupos (p>0,05).
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Figura. 7 - Anélise hematologica na mucosite induzida por 5-FU em camundongos. (a)
RBC, (b) HBG, (c) HCT, (d) MCV, (e) MCH, (f) MCHC, (g) RDW-CV, (H) plaquetas
(a, b) indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05), ns indica auséncia de
diferencga estatistica (p > 0,05). pela ANOVA seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

A administragdo de 5-FU reduziu significativamente o nimero dos leucocitos (WBC)
(Fig. 8a) em relacdo ao grupo controle (p<0,05) e o consumo de ATV nado gerou
diferengas estatisticas consideraveis (p>0,05). A porcentagem de linfécitos aumentou
entre os animais que receberam 5-FU (p> 0,05) e ATV 5 mg/kg reduziu (p> 0,05) em
relagdo ao grupo controle e MUC (Fig. 8b).
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Figura. 8 - Anélise de leucécitos na mucosite induzida por 5-FU em camundongos. (a)
leucocitos, (b) linfocitos. (a, b) indicam diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05), ns indica nenhuma diferenga estatistica (p > 0,05). por ANOVA seguido do
pos-teste de Newman-Keuls.



170

4. DISCUSSAO

Além de exercer seu efeito citotoxico contra o cancer, o 5-FU exerce efeitos citotoxicos
por meio de diferentes mecanismos que atuam em nivel sistémico. O figado € o principal
orgdo responsavel pelo catabolismo do 5-FU e consequentemente um importante alvo
desta droga (van Kuilenburg, 2004). E no figado que ocorre a produgio de intermediérios
toxicos que podem desencadear danos hepaticos (Gelen et al., 2017; Labbe et al., 2008).
O real papel do 5-FU na toxicidade hepatica ainda € controverso na literatura (Rani et al.,
2014). Estudos apontam que a toxidade hepatica ¢ dependente do tempo de administragdo

e da dose dos quimioterapicos (Gelen et al., 2017; Sengul et al., 2021).

Neste trabalho, para avaliar o impacto do 5-FU associado do tratamento com a ATV, a
analise histolégica do tecido hepatico foi realizada, e os resultados demonstraram a
presenca de vesiculas intracitoplasmaticas nos hepatdcitos, compativeis com degeneracao
hidrépica, sugerindo hepatotoxicidade intrinseca. Tal quadro, entretanto, ¢
frequentemente observado em modelos de administragdo intraperitoneal de 5-FU
(Bjornsson et al., 2012). A degeneracdo hidropica esta correlacionada ao desequilibrio
intracelular i6nico e a homeostasia de fluidos, que ocorre em funcgao de falha nas bombas
dependentes de energia das membranas celulares. Neste sentido, nossos achados se
correlacionam com os dados de Abou-Zeid e colaboradores (2014) que apresentam a
partir da analise ultra-estrutural dos hepatocitos de ratos tratados com 5-FU a presenga de
degeneracao celular. Tais alteracdes provavelmente sdo atribuidas a desestruturagao da
membrana celular por meio da peroxidacdo lipidica, que tem relacdo com a presenca
aumentada de ROS e a diminui¢do nos niveis de antioxidantes plasmaticos decorrentes
da exposicdo ao 5-FU (Du et al., 2023; Gelen et al., 2018). Esses dados de fato se
correlacionam com os achados presente trabalho, que demonstraram o aumento (p<0,05)
de MDA e hidroperdxidos apds a administracdo de 5-FU (Fig. 4 a, b). Vale ressaltar que
o acumulo de hidroperéxidos na membrana celular promove uma disfun¢do na
permeabilidade e seletividade da membrana levando a alteracdes na homeostase do
volume celular e no metabolismo celular. Trabalhos também demonstraram que o figado
dos camundongos que receberam o 5-FU sofreram degeneracao hidropica da maioria das
células hepaticas apds quatro dias do recebimento da dose inicial. Contudo, a literatura
relata que a regeneragdo dos tecidos hepaticos € rapidamente restaurada em 1 a 6 meses
apés a cessacao da exposicao ao regime citotoxico (Bolego et al., 2002; Cohen et al.,

2006).
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Adicionalmente, relatos na literatura apontam lesdo hepatica decorrente da utilizagao das
estatinas (Bolego et al., 2002; Cohen et al., 2006). Nossos dados apontam que o consumo
da ATV 5 e 10 mg/kg reduziu os niveis de AST e ALT e ndo alterou os niveis de GGT.
Entretanto, sabe-se que todas as estatinas em doses elevadas podem induzir ao aumento
das transaminases séricas, que inclusive foi observado em nossas investigagdes, no grupo
MUC tratado com ATV 30 mg/kg. No presente estudo, observamos que, de fato, a ATV
em doses adequadas apresenta atividade antioxidante, quando as concentragdes de 5 e 10
mg/kg de ATV, reduziram os niveis de MDA (p< 0,05), enquanto a concentragao de 30
mg/kg de ATV elevou os niveis de MDA (p<0,05) para valores semelhantes ao grupo
mucosite. Pal e colaboradores (2015) relataram que administracdo atorvastatina altas
doses, como 30 e 50 mg/kg, por exemplo, causou estresse oxidativo e dano ao tecido
hepatico de maneira dependente da dose, juntamente com o aumento dos niveis de AST
e ALT (Pal et al., 2015). Com relagdo a atividade da SOD e GPx hepaticas, importantes
enzimas antioxidantes endogenas que foram avaliadas neste trabalho, ndo foram
observadas diferencas entre os grupos analisados, embora dados da literatura apontem a

reducgdo dessas enzimas mediante ao uso do 5-FU (Gelen et al., 2018).

A hepatotoxicidade também foi monitorada usando técnicas de medicina nuclear pela
cintilografia com o fitato de s6dio (99m Tc), um radiofarmaco que ¢ utilizado para
imagens hepatoesplenicas. Nossos resultados mostraram que o 5-FU reduziu
significativamente a captagdo hepatica de fitato de sddio (99m Tc) do grupo MUC em
relagdo ao grupo controle (p< 0,05). O fitato de sddio (99m Tc) ¢ um radiofarmaco
amplamente utilizado na medicina nuclear, a sua biodistribui¢do quando administrado por
via venosa ¢ caracterizada pela captagdo no figado e no bago pelo sistema
reticuloendotelial que desempenha um papel importante na defesa biologica constituida
principalmente pelas células de Kupffer. No entanto, o sistema reticuloendotelial pode ter
a sua funcdo prejudicada ap6s o uso de quimioterapicos (Amirfakhrian et al., 2018;
Papachristou et al., 2022). Ap6s a administracao intravenosa, o fitato de sodio (99m Tc)
liga-se aos ions de calcio e formam particulas coloidais que sdo capturadas,
principalmente pelas células de Kupffer. A quantidade de captagdo do radiofarmaco pelo
sistema reticuloendotelial depende tanto das taxas relativas de fluxo sanguineo quanto da
capacidade funcional das células fagociticas (Amirfakhrian et al. 2018; Shahani et al.
2023). As andlises de cintilografia hepatica in vivo e ex-vivo no contador gama mostraram

que o 5-FU reduz a atividade ou niimero das células de Kupffer no figado, essas células
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captaram menor quantidade do radiofarmaco e, consequentemente, a %ID/g de figado foi
reduzida no grupo MUC. Os resultados atuais demonstraram e que o tratamento com ATV
5 e 10 mg/kg foi capaz de reduzir tal lesdo celular devido ao aumento da captagdo do
fitato de sodio (99m Tc) na regido hepatica (p<0,05). No entanto, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os animais MUC e aqueles que receberam ATV 30 mg/kg (P

>0,05).

Poucos estudos na literatura mencionam sobre a toxicidade esplénica causada pelo 5-FU.
Embora alguns trabalhos apontem a apoptose de esplendcitos mediante a terapia em bolus
com a quimioterapia, entretanto este tema ¢ bastante controverso (Eichhorst et al., 2001).
Foi observado neste trabalho, e ¢ normalmente relatado na literatura, a perda da massa do
baco apds o tratamento com o 5-FU, com redu¢ao em mais de 50% do peso do baco em
comparagdo com os animais que ndo tratados (Zhao et al., 2015). Os possiveis
mecanismos relacionados com a perda da massa esplénica, podem estar diretamente
ligados ao processo inflamatorio causado pelo 5-FU. Estudos realizados em modelo de
queimadura, correlacionam o pico TNF-a e NF-kB com o mesmo periodo de da apoptose
maxima no baco, sugerindo que o TNF-a e NF-kB sdo potencializadores da apoptose
esplénica (Abou-Zeid, 2014; Gelen et al., 2018). Neste trabalho, foi evidente o papel do
5-FU na perda da massa baco nos grupos experimentais (P <0,05), e a ATV ndo promoveu
a melhora do quadro dos animais. De forma contraria, estudos que avaliaram a atividade
das estatinas contra a apoptose esplénica em modelo de sepse e inflamag¢ao demonstraram
resultados positivos (King e Perry 2001). Contudo, de acordo com o sugerido por Rani e
colaboradores (2014), também acreditamos que a perda de massa esplénica ocorrida no
presente estudo, pode também ter correlagdo com a forte imunossupressao causada pelo
5-FU (Rani et al., 2014). Além disso, ndo observamos diferengas na captacao de fitato de
sodio (99m Tc) na cintilografia ex vivo entre os grupos analisados (p>0,05), divergindo
dos dados disponiveis na literatura, na qual Shahani e colaboradores observaram a
redugdo da captagdo do fitato de sodio (99m Tc) em bago de ratos tratados com

metrotexato (Shahani et al., 2023).

A toxicidade renal ¢ um efeito colateral comum da quimioterapia com o 5-FU (Yousef &
Aboelwafa, 2017). Os resultados obtidos no presente estudo, demonstraram leves
alteragoes histologicas dos rins entre os animais que receberam 5-FU em relagao ao grupo
controle. Foi observado uma leve congestao glomerular que pode ser visualizada pelo

aumento espaco de Bowman, indicando discreta retragao glomerular entre os animais do
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grupo MUC. Também observamos leve degeneracao hidropica nas células epiteliais
tubulares. Tais achados estdo em convergéncia com os resultados disponiveis na literatura
que demonstram degeneragdo e apoptose celular pelo 5-FU (Gelen et al., 2017). Alguns
autores tém mencionado o potencial nefrotoxico deste quimioterdpico a partir da
formacao a-fluoro-B-alanina, amonia, uréia e diéxido de carbono devido ao catabolismo
do 5-FU em di-hidrouracil no figado, promovendo nefrotoxidade. A literatura também
menciona o estresse oxidativo causado pelo 5-FU que promove a peroxidagao lipidica
celular e consequente apoptose de células renais (Rashid et al., 2013, 2014; Yousef &
Aboelwafa, 2017). A ureia e a creatinina estao entre os marcadores mais proeminentes da
funcdo renal. Nossos resultados demonstraram aumento significativo dos niveis desses
marcadores entre os grupos que receberam 5-FU (P <0,05), que retrata a reducdo
capacidade renal de ultrafiltragdo, visto que ¢ uma via de eliminagdo para esta droga e
seus metabolitos (Gelen et al., 2021). O tratamento com a ATV em nenhuma das doses
modificou tal quadro, apesar de relatos na literatura apontarem um papel positivo da ATV
contra a toxicidade induzida por doxorrubicina (DOX) no rim e figado de ratos (von
Biiltzingslowen et al., 2003). Nossos resultados contrastam com relatos da literatura que
retratam efeito protetor aos rins devido a atividade hipolipemiante, uma vez que o declinio
na taxa de filtragdo glomerular pode ocorrer pela dislipidemia e as estatinas demonstraram
claramente um efeito de melhoria no perfil dislipidémico. Estudos clinicos indicam que
a terapia com estatina retarda o declinio da taxa de filtragdo glomerular e reduz a
proteinuria em pacientes com doenca renal cronica (El-Moselhy & El-Sheikh, 2014;

Jaikumkao et al., 2016).

A administragdo continua de drogas quimioterapicas como o 5-FU estdo correlacionadas
com leucopenia e atrofia de 6rgaos hematopoiéticos. Nesta investigacdo, observamos que
0 5-FU reduziu o nimero total de leucdcitos circulantes no sangue e ATV ndo reverteu
esse quadro. No entanto, os relatos na literatura sdo controversos, Medeiros e
colaboradores observaram em um modelo de mucosite oral que a ATV de 5 mg/kg
aumentou a leucopenia, neutropenia e linfopenia nos animais que receberam 5-FU (C. A.
C. X. Medeiros et al., 2011), enquanto Campos e colaboradores observaram que a inje¢ao
intraperitoneal de ATV de 10 mg/kg por 10 dias foi capaz de reverter a leucopenia em
um modelo quimioterapico com o 5-FU (Campos et al., 2015). Os achados desse estudo,
também mostraram a ocorréncia da trombocitopenia apés a administracdo IP de 5-FU.

No entanto, tal trombocitopenia ndo foi modificada com o tratamento com a ATV ,
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embora relatos na literatura apontem efeito benéfico da ATV no tratamento de
trombocitopenia (Kojima et al., 2003), que incluem a melhora quantitativa e
funcionalidade e atividade de células progenitoras endoteliais da medula 6ssea que
desempenham um papel crucial na regulacdo da megacariocitopoiese (Y. Kong et al.,
2018). Apesar da reducao nos indices de células vermelhas esta entre os efeitos colaterais
mais comuns e prejudiciais do 5-FU, em nossas investiga¢des ndo observamos diferencas
nos valores de RBC, HBG, HCT, MCV, MCH, MCHC e RDW. Tais resultados divergem
do que ¢ normalmente relatado na literatura, porém os protocolos disponiveis na literatura
sao longos e evidenciam a deplecdo eritrocitaria e medular tardiamente apos os 10 dias
de ciclos de administragdo do 5-FU, enquanto o nosso protocolo consiste em um periodo

mais curto de 5 dias (Kojima et al., 2003).

5. CONCLUSAO

Os achados do presente estudo indicam que o 5-FU induziu alteragdes bioquimicas,
histopatologicas e funcionais nos hepatocitos de camundongos. O tratamento com a ATV
nas doses de 5 e 10 mg/kg teve um papel protetor do figado, reduzindo os niveis de AST
e ALT e aumentando a funcionalidade hepatica que pode ser retratada pela melhoria da
captacao do radiofarmaco fitato de so6dio (99m Tc). Entretanto, administragdo ATV na
dose de 30 mg/kg gerou um aumento do estresse oxidativo e o risco de toxicidade
hepatica. Portanto, o uso da ATV como alternativa no controle da mucosite pode
minimizar os efeitos colaterais toxicos do 5-FU se utilizada em doses clinicas adequadas
ndo causa sobrecarga hepdtica. A associagdo da ATV com o 5-FU ndo promoveu

exacerbagdo da toxicidade renal e hematologica promovida pelo 5-FU.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Centificamos que o projeto intitulado "Efeito enteroprotetor das estatinas: um reposicionamento para a mucosite
entérnica induzida por 5-FU ", protocolo do CEUA: 286/2019 sob a responsabilidade de Simone Odilia Antunes
Femandes que envolve a produgdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com 05 preceitos
da Lein® 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009. e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimemat;éo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de
18/11/2018.

Vigéncia da Autorizacdo 18/11/2019 a 17/11/2024
Finalidade Pesquisa
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / Camundongo Balb/c
N° de animais 30
Pesolldade 20g / 4(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério central UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / Camundongo Balb/c
N° de animais 30
Pesolldade 20g / 4(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério Central UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / Camundongo balb/c
N° de animais 30
Pesolldade 20g / 4(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério central UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / Camundongo balb/c
N° de animais 30
Pesolldade 20g / 4(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério central UFMG
*Espécie/linhagem Camundongo isogénico / Camundongo balb/c
N° de animais 30
Pesolldade 20g / 4(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério central UFMG
Consideracdes posteriores
18/11/2019 Aprovado na reunido do dia 18/11/2019. Validade:




