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RESUMO

A mucosite oral (MO) radioinduzida é um efeito colateral altamente debilitante, que
afeta a quase totalidade dos individuos portadores de neoplasias malignas na regido
de cabeca e pescoco, submetidos a radioterapia (RT). A gravidade desta injaria esta
diretamente relacionada a fatores pertinentes a terapia em si e as caracteristicas
individuais de cada paciente. Ndo ha, até o momento, um protocolo padrao para o
tratamento desta enfermidade. Sendo assim, o presente estudo objetivou analisar
clinica e histologicamente a acédo do fator estimulador de col6énias de granulécitos
(G-CSF) em Julceras trauméticas confeccionadas na lingua de ratos Wistar
submetidos a RT. Os animais foram alocados randomicamente em quatro grupos
distintos: 1) RT + udlcera traumética + Filgrastim; 2) RT + Ulcera traumatica + soro
fisiolégico; 3) sem RT + dlcera traumatica + Filgrastim; 4) sem RT + Ulcera
traumatica. O Filgrastim (r-metHuG-CSF), um G-CSF recombinante, foi injetado
diariamente nos animais pela via subcutanea, iniciando um dia depois do protocolo
anico de irradiacdo (30 Gy), imediatamente apos a confeccao da Ulcera traumatica.
Uma vez concluido o tempo experimental de sete dias, os animais foram
eutanasiados e tiveram a lingua excisada, processada e corada com hematoxilina e
eosina (HE). A avaliacao clinica diferiu significativamente entre todos 0s grupos
guanto a presenca e ao tamanho da Ulcera traumatica, além do grau de severidade
da MO radioinduzida, entre os grupos irradiados. Os grupos tratados com Filgrastim,
submetidos ou ndo a RT, apresentaram uma melhor performance neste quesito.
Histologicamente, houve maior resposta inflamatoria nos grupos néo irradiados, sem
diferenca estatisticamente significante entre a medicag¢ao estudada e os respectivos
grupos controle. Baseado nos resultados clinicos encontrados, pode-se concluir que

0 uso do Filgrastim reduziu a manifestacdo e o grau de severidade da Ulcera



confeccionada e da MO radioinduzida. Esta € uma doenca de patogenia complexa, a
qual necessita investigacbes mais detalhadas sobre o real papel do G-CSF no seu
manejo, para que uma indicacao formal do seu uso possa ser recomendada com

esta finalidade.

Palavras-chave: estomatite, mucosite, radioterapia, fator estimulador de colbnias de

granulécitos (G-CSF), neoplasias de cabeca e pescogo



SUMMARY

Radiation-induced oral mucositis (OM) is a highly debilitating side effect, which
affects almost all patients with head and neck malignancies undergoing radiotherapy
(RT). The severity of this injury is directly related to factors associated with the
therapy itself and the individual characteristics of each patient. To date, there is no
standard treatment protocol for this condition. Therefore, the present study aimed to
evaluate clinically and histologically the effect of granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF) on the healing of traumatic ulcers produced in the tongue of Wistar rats
undergoing RT. The animals were randomly divided into 4 groups: 1) RT + traumatic
ulcer + Filgrastim; 2) RT + traumatic ulcer + saline; 3) no RT + traumatic ulcer +
Filgrastim; 4) no RT + traumatic ulcer. Filgrastim (r-metHuG-CSF), a recombinant G-
CSF, was injected subcutaneously into the animals once daily, beginning 1 day after
a single-dose radiation protocol (30 Gy), immediately after the traumatic ulcer was
made. At the end of a 7-day experimental period, animals were euthanized and had
their tongue surgically removed, processed, and stained with hematoxylin and eosin
(HE). Clinically, all groups differed significantly in presence and size of traumatic
ulcers, and the irradiated groups also differed significantly in severity of radiation-
induced OM. Filgrastim-treated groups, submitted or not to RT, showed a better
performance in this aspect. Histologically, there was an increased inflammatory
response in the nonirradiated groups, with no statistically significant difference
between the study drug and the respective control groups. Based on the present
clinical results, we conclude that the use of Filgrastim reduced the manifestation and
severity of trauma-induced ulcers and radiation-induced OM. This condition has a

complex pathogenesis, which requires further detailed investigations on the actual



role of G-CSF in its management before a formal recommendation regarding its use

for this purpose can be made.

Keywords: stomatitis, mucositis, radiotherapy, granulocyte colony-stimulating factor

(G-CSF), head and neck neoplasms
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1. INTRODUCAO

A radioterapia (RT) € uma das modalidades terapéuticas mais utilizadas no
manejo dos pacientes com cancer na regido de cabeca e pescoco. Por ndo ser
seletiva, a radiagcdo ionizante afeta tanto as células malignas quanto as sadias dos
tecidos bucais e peribucais localizados no portal de radiacdo. Devido a sua alta
atividade mitética, a mucosa oral € um alvo constante dos regimes citotoxicos
antineoplasicos. O tratamento radioterapico causa um dano direto ao DNA,
resultando numa deplecdo celular progressiva (LEE et al.,, 2007; SONIS, 2009;
RABER-DURLACHER, ELAD, BARASCH, 2010; RODRIGUEZ-CABALLERO et al.,
2012). Embora menos visivel, a mucotoxicidade oriunda da terapia oncoldgica
comumente se estende ao longo de todo o trato gastrointestinal. O facil acesso a
cavidade bucal permite que esta seja uma “janela” de visualizacdo do potencial de
agressividade tissular encontrado em outras regiées do corpo do individuo (EILERS,
MILLION, 2011).

A mucosite oral (MO) é um dos efeitos adversos mais comuns da RT em
regido de cabeca e pescoco, sendo causada pela acéo localizada deste tratamento
na mucosa oral. E definida como um processo inflamatério que se manifesta
tipicamente como areas atréficas, edemaciadas, eritematosas e ulceradas. Trata-se
de uma condicdo debilitante que se instala, geralmente, apds a terceira semana de
terapia, com doses de radiacdo compreendidas entre 10 e 30 Gy e que apresenta
graus de severidade variaveis (RABER-DURLACHER, ELAD, BARASCH, 2010;
RODRIGUEZ-CABALLERO et al., 2012; LALLA et al., 2014a).

Queixas usuais dos pacientes incluem dor, xerostomia, alteracdo de
sensibilidade e dificuldades funcionais. A MO interfere, invariavelmente, no conforto,
na nutricdo, na comunicacdo e no bem-estar geral do portador (EILERS, MILLION,
2011). Uma complicagdo muito comum desta condigdo, especialmente em
individuos neutropénicos, € o aumento da predisposicdo a infec¢des, podendo
colocar em risco a vida do paciente. Pacientes imunossuprimidos, cujas lesdes
ulceradas tornam-se infectadas, requerem maiores gastos com antibioticos, suporte
nutricional e, consequentemente, maior tempo de internacédo hospitalar. A mucosite
afeta a qualidade de vida e pode tornar-se um fator dose-limitante no tratamento, o
que influencia negativamente o prognoéstico da doenca (EILERS, MILLION, 2011;
RODRIGUEZ-CABALLERO et al., 2012; LALLA et al., 2014b). Esta é uma barreira



preocupante que resulta em problemas no combate ao cancer, pois a terapia
frequentemente necessita ser adiada ou descontinuada, com comprometimento da
sua eficacia e com a diminui¢cdo da resposta do paciente a mesma. Muitos estudos
mostram que 0 seu abandono ou interrupcdo aumentam consideravelmente o risco
de proliferacdo celular de tumores residuais, resultando na recorréncia da doenca
(RODRIGUEZ-CABALLERO et al., 2012; VISWANATH et al., 2012).

Diferentes abordagens terapéuticas, que incluem a utilizacdo de
antimicrobianos, antiinflamatérios, substancias citoprotetoras, fitoterapicos, fatores
de crescimento e citocinas, suplementacdao nutricional, energia LASER de baixa
poténcia, entre outros, tem sido investigadas no tratamento da mucosite radio e
guimio-induzidas. Os mecanismos pelos quais 0 LASER promove seus efeitos
benéficos ainda ndo séo totalmente compreendidos, mas sabe-se que a fototerapia
€ capaz de modular diversos processos metabdlicos através da absorcdo de energia
pelos cromoforos celulares (MIGLIORATI et al., 2013; LALLA et al., 2014a).

Os fatores de crescimento sao agentes considerados candidatos terapéuticos,
visto que possuem um potencial estimulador no processo de reparacdo tecidual
(RABER-DURLACHER et al., 2013). Estes sdo constituidos de proteinas que se
ligam a receptores especificos da membrana de células-alvo, induzindo o seu
crescimento, a sua proliferacédo e diferenciacdo (VON BULTZINGSLOWEN et al.,
2006).

Os fatores estimuladores de colonias (CSF) sdo indutores especificos de
crescimento hematopoiético, que agem sobre as unidades progenitoras da medula
0ssea, estimulando a formacdo de células sanguineas maduras. O G-CSF atua
sobre o desenvolvimento dos granuldcitos (neutréfilos, eosinofilos e basofilos),
estimulando também a melhora da funcdo dos neutrofilos periféricos, incluindo
aqueles presentes nos tecidos mucosos. Em pacientes oncolégicos, esta substancia
€ utilizada na reconstituicdo hematopoiética entre os ciclos de quimioterapia apos
transplante de medula éssea e na neutropenia febril (MASCARIN et al., 1999; VON
BULTZINGSLOWEN et al., 2006). Os resultados positivos obtidos com o G-CSF, no
tratamento da leucopenia induzida por quimioterapia, tém despertado a atengéo para
0 seu possivel potencial benéfico em pacientes tratados por RT. Todos os esfor¢os
devem ser feitos para evitar interrupcdes no regime de irradiacéo, o que pode afetar

negativamente o controle local da doenca (SCHNEIDER et al., 1999).



O Filgrastim (r-metHu-G-CSF) € um estimulador de colénias de granulécitos
produzido pela tecnologia do DNA recombinante, que utiliza bactérias Escherichia
coli geneticamente modificadas pela adicdo de um gene humano (KATANO et al.,
1995; SCHNEIDER et al., 1999). Sua administracdo em pacientes pds-transplante
autdlogo de medula Ossea resultou no aumento significativo da contagem de
neutrofilos orais e no decréscimo da severidade e duragdo da mucosite (LIESCHKE
et al., 1992). Avancos recentes no entendimento da farmacologia deste agente tém
levado a imediata investigacdo do seu uso em outras areas de interesse, tais como a
neutropenia associada a AIDS e em Uulceras de dificil cicatrizacdo, como por
exemplo, as infec¢cdes em pés de pacientes diabéticos (THROM, 2008).

Ensaios clinicos sugerem que a utilizacdo do G-CSF produz um efeito
benéfico na reducédo da incidéncia, severidade e duracdo da MO, o que pode ser
explicado pela diminuicdo do periodo de neutropenia dos pacientes (KATANO et al.,
1995; KARTHAUS et al., 1998, CRAWFORD et al., 1999; TEJEDOR et al., 2000;
GABRILOVE, 2006; SU et al.,, 2006; KEEFE et al., 2007). Uma reducédo nas
interrupcdes do tratamento radioterdpico também foi observada (MASCARIN et al.,
1999). Além disso, este fator de crescimento parece promover a cicatrizacdo tecidual
nos casos de radiodermite, quando injetado na periferia das lesées cutaneas radio-
induzidas (VISWANATH et al., 2012).

Contudo, sao necessarios estudos adicionais com um bom delineamento para
viabilizar uma melhor avaliacdo do real efeito deste agente biolégico na MO
(MASCARIN et al., 1999; VON BULTZINGSLOWEN et al., 2006). Variaveis
pertinentes ao tratamento e escolha da amostra foram observadas nos ensaios
clinicos supracitados. Tais diferencas - incluindo o tipo, a dose e 0 regime de
medicacdo empregada, o0 sexo, a idade e as caracteristicas individuais dos
pacientes, bem como o tipo de céncer e a localizacdo dos tumores - podem afetar a
prevaléncia e a severidade da MO. Pesquisas com fortes evidéncias cientificas
nesta area ainda sdo limitadas, fazendo-se necessaria a utilizacdo de medidas
padronizadas que resultem na minimizacdo de possiveis vieses (RABER-
DURLACHER, ELAD, BARASCH, 2010; EILERS, MILLION, 2011).

Muitos avancos relacionados a MO tém ocorrido nos ultimos anos, incluindo
um melhor entendimento da epidemiologia e da patobiologia desta condigé&o.
Encontrar um farmaco ou uma intervencédo bioldgica efetiva ndo tém sido tarefa facil.

Até o presente momento, muitas estratégias de prevencdo e manejo dos quadros



clinicos dos portadores j& foram propostas. Porém, as evidéncias cientificas ainda
sao insuficientes para a recomendacao de diretrizes efetivas de tratamento (SONIS,
2009; LI, TROVATO, 2012).

Considerando-se o impacto da MO radioinduzida no paciente oncolégico, a
proposta deste estudo foi avaliar a resposta clinica e histologica da acdo do G-CSF
em Ulceras trauméaticas confeccionadas na lingua de ratos submetidos a RT,
utilizando-se medidas padronizadas de selecdo de amostra, protocolo de irradiacéo,

inducdo da MO, posologia da droga e tempos experimentais.



5. CONCLUSAO

A histéria da MO € tao antiga quanto o surgimento da terapia antineoplasica
e, atualmente, esta continua sendo uma das mais proeminentes e importantes
toxicidades associadas a radio e quimioterapia.

Encontrar um recurso adequado para a sua prevencgao e tratamento tem sido
um problema de dificil resolucdo, o que pode ser atribuido a ineficiéncia dos
produtos testados, as consequéncias de estudos mal delineados ou a falta de rigor
na execugcéo dos mesmos.

Diversos avancos relacionados a farmacocinética e farmacodinamica dos
CSFs tém ocorrido nos ultimos anos, melhorando sua a¢do nos casos onde o seu
uso € indicado. A literatura mostra evidéncias de que o G-CSF pode ter um
importante papel na resolugdo da MO e na cicatrizagéo de Ulceras crbnicas, embora
mais estudos sejam necessarios para que haja uma recomendacao formal neste
aspecto. Ainda que seja improvavel a descoberta de uma droga capaz de tratar
todos os portadores, com diferentes caracteristicas individuais, distintos tipos de
cancer e de regimes medicamentosos, havera de existir uma solucdo para cada
caso ou para uma parcela desta populacéo.

Baseado nos resultados clinicos encontrados no presente estudo e na
comparacdo com a literatura disponivel, foi observado que a administracédo
subcutédnea do Filgrastim reduziu a manifestacdo e o grau de severidade da MO
radioinduzida. Entretanto, investigagbes mais detalhadas a respeito do real
mecanismo de acdo do G-CSF na MO precisam ser desenvolvidas, visto que o
sucesso deste agente biolégico depende da dose utilizada, da via e do regime de
administracdo eleitos. Além disso, a auséncia da estimulacdo tumoral seguida da
utilizacdo de citocinas e de fatores de crescimento devera ser confirmada em
estudos de acompanhamento a longo prazo. Quanto mais se conhece a respeito da
patobiologia da MO e do papel que estes agentes exercem neste intrincado
processo, mais podera ser explorado em relacdo a intervencdo nos caminhos
biolégicos envolvidos no desenvolvimento deste efeito colateral tdo debilitante do

tratamento antineoplasico.



