UNIVERSIDADE PAULISTA

EDILENE PIRES DE GODOY VAZI

EFEITOS MORFOLOGICOS DA ADMINISTRACAO DE CURTA DURACAO DO
METOTREXATO SOBRE O SISTEMA NERVOSO CENTRAL DE RATOS

SAO PAULO
2019



UNIVERSIDADE PAULISTA

EDILENE PIRES DE GODOY VAZI

EFEITOS MORFOLOGICOS DA ADMINISTRACAO DE CURTA DURACAO DO
METOTREXATO SOBRE O SISTEMA NERVOSO CENTRAL DE RATOS

Qualificacdo apresentada ao Programa
de PoOs-Graduacdo da Universidade
Paulista - UNIP, como requisito parcial
para a obtencéo do titulo de Mestre em
Patologia Ambiental e Experimental, sob
a orientacdo do professor Dr. Eduardo
Fernandes Bondan.

SAO PAULO
2019



EDILENE PIRES DE GODOY VAZI

EFEITOS MORFOLOGICOS DA ADMINISTRACAO DE CURTA DURACAO DO
METOTREXATO SOBRE O SISTEMA NERVOSO CENTRAL DE RATOS

Qualificacdo apresentada ao Programa
de PoOs-Graduacdo da Universidade
Paulista - UNIP, como requisito parcial
para a obtencéo do titulo de Mestre em
Patologia Ambiental e Experimental, sob
a orientacdo do professor Dr. Eduardo
Fernandes Bondan.

Aprovadaem: [/ |/

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Eduardo Fernandes Bondan - Universidade Paulista - UNIP

Profa. Dra. Maria de Fatima Monteiro Martins — Universidade Paulista - UNIP

Profa. Dra. Luciana Pugliese da Silva — Centro Universitario Sdo Camilo



DEDICATORIA

Dedico este ao meu amor José Roberto Vazi (in memoriam), pois sempre esteve na

primeira fileira da vida para me aplaudir.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo dom da vida, pela mente e intelectos llcidos e ativos.

Agradeco aos meus pais Luiz e Jacy (in memoriam), por plantarem em mim a

semente do amor ao aprendizado constante e pela busca da exceléncia.

Agradeco as minhas filhas Carolina, Sarah, Carina e Béarbara; aos meus genros
Raphael, Guilherme, Max e Lucas e meus netos Paulo, Rebecca, Joseph e Miguel
pelo incentivo, apoio, paciéncia e amor recebido durante este processo de

aprendizado.

Agradeco aos professores da pos-graduacdo da UNIP pela oportunidade que me
deram de realizar esse sonho. Pelo apoio e pela torcida. Também por me permitirem

estar proxima de pessoas tao inteligentes e tdo humanas.

Agradeco ao meu orientador, Eduardo Fernandes Bondan, pela confianca que

depositou em mim e pela paciéncia em me ajudar neste processo.

Agradecimento especial a Carolina Vieira por toda a ajuda com as fotomicrografias,

gréficos e ajustes e a Natélia Almeida pela parceria nos passos do projeto.

Sou grata também aos amigos Thais Cristina, Karina Silva, Renata Larocca e Thalita
Serrano que me incentivaram, ajudaram, torceram e comemoraram cada pequeno

SUCESSO.



RESUMO

O metotrexato (MTX), uma droga antifolato, € amplamente utilizado em protocolos
quimioterapicos para tumores cerebrais primarios e metastaticos e algumas doengas
autoimunes. Sua eficacia para tumores, porém, é limitada pela alta incidéncia de
complicacBes neuroldgicas no sistema nervoso central (SNC), embora 0 mecanismo
patogénico e o(s) alvo(s) celular(es) da neurotoxicidade do MTX ainda sejam
desconhecidos. Este estudo teve como objetivo observar a resposta astrocitaria a
administracdo sistémica de curto prazo de MTX em ratos adultos. Ratos Wistar
machos receberam 5 ou 10 mg/kg/dia de MTX por via intraperitoneal por 4 dias
consecutivos (respectivamente, grupos MTX5 e MTX10) ou o0 mesmo volume de
solucao salina a 0,9% (controle). No 5° dia, amostras de encéfalo foram coletadas e
processadas para as coloracbes de hematoxilina-eosina e de luxolfast blue, bem
como para investigacdo imuno-histoquimica da proteina &cida fibrilar glial (GFAP) e
analise morfométrica no coértex frontal, hipocampo, hipotdlamo e camadas
molecular/granular do cerebelo. Os niveis encefalicos das citocinas pro-inflamatorias
TNF-a e IL-1B foram determinados por ELISA. Nenhum sinal de perda neuronal ou
de desmielinizacao foi observado nos diferentes grupos. O aumento da expressao
de GFAP foi encontrado em todas as areas dos grupos MTX, sendo ligeiramente
maior no grupo MTX10. Os niveis encefalicos de ambas citocinas diminuiram no
grupo MTX5 em relagdo aos controles. No grupo MTX10, o TNF-a diminuiu, embora
a IL-1B estivesse aumentada em comparacdo aos controles. A administracdo do
MTX induziu a astrogliose em varias areas do encéfalo. No grupo MTX5,

aparentemente ocorreu na presenca de citocinas pro-inflamatorias diminuidas.

Palavras-chave: astrocitos, chemobrain, citocinas, @GFAP, metotrexato,

quimioterapia



ABSTRACT

Methotrexate (MTX), an antifolate drug, is widely used in chemotherapeutic protocols
for metastatic and primary brain tumors and some autoimmune diseases. Its efficacy
for brain tumors is limited by the high incidence of central nervous system (CNS)
complications, although the mechanism and cellular target(s) of its neurotoxicity are
still unclear. This investigation aimed to observe astrocytic response to systemic
short-term MTX administration in adult rats. Male Wistar rats received 5 or 10
mg/kg/day of MTX by intraperitoneal route for 4 consecutive days (respectively,
MTX5 and MTX10 groups) or the same volume of 0.9% saline solution (control
group). On the 5™ day, brain samples were collected for hematoxylin-eosin and luxol
fast blue staining techniques, as well as for glial fibrillary acidic protein (GFAP)
iImmunohistochemistry and morphometric analysis in the frontal cortex, hippocampus,
hypothalamus and molecular/granular layers of the cerebellum. Brain levels of the
proinflammatory cytokines TNF-a and IL-13 were determined by Elisa. No signs of
neuronal loss or demyelination were observed in all groups. Increased GFAP
expression was found in all areas from the MTX groups, although it was slightly
higher in the MTX10 group compared to the MTX5. Both TNF-a and IL-1B levels
were decreased in the MTX5 group compared to controls. In the MTX10 group, TNF-
a decreased, although IL-13 was increased relative to controls. MTX administration
induced astrogliosis in several CNS areas. In the MTX5 group, it apparently occurred

in the presence of decreased proinflammatory cytokines.

Key words: astrocytes, chemobrain, chemotherapy, cytokines, GFAP, methotrexate
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1 INTRODUCAO

A quimioterapia vem sendo muito eficaz no tratamento de numerosas formas
do céncer, levando a um melhor prognostico da doenca. No entanto, a mesma pode
ser extremamente danosa para as demais células higidas, uma vez que nao atinge
somente as células tumorais. Estudos apresentam relatos de uma série de efeitos
adversos, entre eles, a disfuncdo cognitiva ou também chamada de chemobrain
(AHLES et al., 2012)

N&o se sabe ao certo os motivos que causam o chemobrain e nem por quanto
tempo ele persiste. Ha relatos de pacientes que melhoraram apdés um curto periodo
de tempo e outros em que o problema persistiu por anos (MEYERS et al.,1995).
Normalmente, o chemobrain se inicia durante o tratamento com o quimioterapico,
mas ha relatos de pacientes que apresentaram apds o término do tratamento e com
um agravo constante da disfuncéo cognitiva (WIENEKE; DIENST, 1995).

Acredita-se que o fendmeno seja multifatorial, sendo a depressdo, o0s
farmacos esteroidais utilizados juntos com o quimioterapico, 0 estresse, a
ansiedade, a m4 qualidade de vida, a fadiga, as deficiéncias nutricionais, o estresse
oxidativo celular e fatores genéticos alguns dos contribuintes para sua ocorréncia
(KEIME-GUIBERT et al., 1998).

O metotrexato (MTX) é um antimetabdlito usado no tratamento do cancer e de
doencas autoimunes, sendo classificado como um antagonista do acido félico
(McGUIRE, 2003). Este farmaco vem sendo utilizado para o tratamento de varias
neoplasias, incluindo leucemias, linfomas, carcinomas, osteossarcomas, meningites
neoplasicas e tumores cerebrais e de pesco¢co (MAHONEY et al., 1998; McGUIRE,
2003; OMURO et al., 2005), além de ser usado como agente antiinflamatério e
imunossupressor em doengas autoimunes, como artrite reumatoide, psoriase, lUpus
eritematoso sistémico, esclerose multipla e na supressao de rejeicdo a transplantes
(KIM et al., 2018; KEARNEY et al., 2019).

N&o se sabe ao certo por qual mecanismo de acdo o MTX induz sua
neurotoxicidade, porém acredita-se que seja um processo multifatorial (QUINN et al.,
1997; NIGRO et al., 2000; VEZMAR et al., 2003). Uma possivel causa seria pelo
aumento das concentracbes de homocisteina, frente a inibicdo do tetra-hidrofolato

no SNC. Uma vez que a mesma € toxica para o endotélio vascular, promovendo a
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formacdo de trombos, poderia, assim, ser a responsavel pela microangiopatia
mineralizante e pela isquemia da substancia branca observadas em pacientes
intoxicados pelo MTX (DRACHTMAN et al., 2002; KISHI et al., 2003). Além disso, o
excesso de homocisteina pode ser metabolizado para neurotransmissores de
aminoacidos excitatorios contendo enxofre, que sdo agonistas enddgenos dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), podendo causar morte neuronal e sequelas
associadas as propriedades excitotoxicas do MTX. Juntos, esses eventos poderiam
justificar a patogénese da neurotoxicidade e das convulsdes observadas (QUINN et
al., 1997; DRACHTMAN et al., 2002; VEZMAR et al., 2003).

Em casos de pacientes portadores de leucemia linfoblastica aguda (LLA) e
tratados com MTX, sé@o observadas alteracdes cognitivas significativas (PECKHAM
et al., 1988; UEBERALL et al., 1997; WABER et al., 2001; RIVA et al., 2002;
CORREA et al.,, 2004). Em criangas com LLA tratadas com terapia intratecal e
radioterapia craniana, observou-se que as mesmas obtiveram escores de quociente
de inteligéncia (Ql) menores que o esperado, com dificuldade de concentracéo e de
compreensao também relatadas durante os testes de desempenho padronizados
(WABER et al., 2001; RIVA et al., 2002; REDDICK et al., 2014; WALSH et al., 2015).

Estudo em ratos usando injecao intratecal de MTX revelou aumento das
concentracfes de homocisteina no liquor e uma reducdo na memoria espacial dos
animais, porém sem alteracdo em testes de avaliagdo de comportamento e
coordenacao motora (LI et al., 2010b).

Apds multiplas aplica¢des intracerebroventriculares de MTX em ratos, notou-
se o0 aparecimento de disfuncdo cognitiva, incluindo déficits de memoéria e
aprendizado, além de convulsdes e reducdo das concentragcdes das monoaminas
norepinefrina, dopamina e serotonina no SNC. Dessa forma, uma possivel hipétese
seria considerar que o prejuizo cognitivo causado pelo MTX fosse decorrente da
alteracdo nos niveis dessas monoaminas (MADHYASTHA et al., 2002). Sabe-se que
0 uso da fluoxetina reduz parcialmente os efeitos causados pela quimioterapia com
MTX, agindo na memoria espacial e na proliferacdo de precursores neurais
envolvidos na neurogénese hipocampal de ratos. Ratos que receberam fluoxetina
apos a administracdo do MTX tiveram sua habilidade cognitiva restaurada (LYONS
et al., 2012).
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No SNC de mamiferos, os astrécitos constituem as células em maior nimero
presentes, ultrapassando o0 numero de neurbnios na propor¢cdo de 10:1
(BENVENISTE, 1992; SOFRONIEW, 2010). Apesar de toda sua variacao
morfolégica e bioquimica, caracterizam-se pela presenca de prolongamentos
dotados de filamentos chamados de fibrilas gliais, sendo a proteina glial fibrilar acida
(GFAP) seu componente principal, servindo como meio de identificacdo em estudos
in situ e em cultivo (MONTGOMERY, 1994; MIDDELDORP; HOL, 2011).

Dentre as func¢des dos astrocitos destacam-se a manutencédo da homeostasia
no microambiente neural, a detoxificacdo, a recaptacdo de neurotransmissores, a
regulacdo do pH, da osmolaridade e das concentracfes ibnicas do tecido nervoso.
Os astrocitos ainda dao suporte mecanico aos oligodendrécitos durante a
mielinizacdo e participam do processo de reparo por cicatrizacdo apoés injuria, assim
como fazem a sintese de moléculas de adesdo, promovem crescimento de
neurbnios, realizam inducdo e manutencdo das caracteristicas da barreira
hematoencefélica (BHE), fazem fagocitose de restos celulares, desempenham
funcdes imunes, tais como secrecéo de citocinas e expressao de moléculas MHC de
classe | e Il (EDDLESTON; MUCKE, 1993; MONTGOMERY, 1994; SOFRONIEW,
2010).

No SNC, a toxicidade do MTX parece afetar os astrécitos (GREGORIOS;
SOUCY, 1990), sendo descritas tanto a degeneragdo astrocitaria quanto a
astrogliose reativa (GREGORIOS et al.,, 1989; GREGORIOS; SOUCY, 1990;
BRUCE-GREGORIOS et al., 1991a,b). Aléem de causar ativagdo microglial, o MTX
promove deplecdo das células precursoras de oligodendrécitos (OPCs),
diferenciacdo aumentada e incompleta das OPCs e um persistente prejuizo na
mielinizacdo. Dessa forma, considera-se que o0 uso prolongado do MTX pode
resultar em desregulagéo triglial persistente, por comprometer as trés principais
células gliais do SNC — os astrocitos, os oligodendrécitos e a microglia (GIBSON et
al., 2019).

Nesse contexto, o presente estudo visou investigar os efeitos do MTX
administrado por curto intervalo de tempo (quatro dias) na morfologia do tecido
nervoso, a microscopia de luz, em distintas areas encefalicas (cértex frontal,
hipotalamo, hipocampo e cerebelo), enfocando na resposta astrocitaria, avaliada

mediante analise morfométrica da expressao de GFAP, e na integridade das bainhas
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de mielina, observadas pela técnica de coloragdo do luxol fast blue. Ainda, foram
determinados os niveis encefalicos das citocinas proé-inflamatorias IL-18 e TNF-a
para se determinar, se sob o esquema de administragcdo empregado, prevaleceriam
os efeitos antiinflamatérios e imunossupressores classicos da droga ou se haveria

possivel induc&o de neuroinflamacédo a partir da agresséo induzida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Quimioterapia

Quimioterapia é o tratamento que utiliza substancias quimicas, isoladas ou
combinadas, com o0 objetivo de tratar neoplasias malignas, entre tantas outras
doencas. Sua atuacdo pode interferir no processo de crescimento e divisao celular,
embora sem possuir especificidade de acao sobre as células tumorais (CALABRESI;
CHABNER, 2002; AHLES et al., 2012; ROCHE, 2013).

A grande parte das drogas que séo utilizadas na quimioterapia antineoplasica
interfere de algum modo no mecanismo de proliferacéo celular, tanto no DNA como
no dos diferentes tipos de RNA (INCA 2018).

Os quimioterapicos podem ser classificados de acordo com sua estrutura
guimica em agentes alquilantes, os primeiros antineoplasicos descobertos; agentes
platinantes, que inibem seletivamente a sintese de DNA; produtos naturais, como
alcaloides da vinca, taxanos e antibidticos antitumorais, que interrompem o
crescimento celular; hormonios, que bloqueiam o estrogénio e freiam a progressao
do tumor; antimetabdlitos, que bloqueiam quimicamente a sintese de DNA;
anticorpos monoclonais, que reconhecem e se ligam a antigenos tumorais
especificos, poupando as células higidas (SINGH et al.,, 2018; ESPINOSA et al.,
2003; TANAKA et al., 2009).

A classificacdo dos distintos agentes quimioterdpicos, com seus principais

representantes, pode ser vista no Quadro 1.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28799485
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Quadro 1. Classificagédo e acdo dos quimioterapicos.

Classe

Acéo

Farmacos

Agentes alquilantes

Inibem a replicagéo celular.

Ciclofosfamida
Clorambucil
Melfalano

Lomustine

Agentes platinantes

Inibem seletivamente a sintese
de DNA.

Carboplatina

Cisplatina

Antimetabdlitos

Atuam na sintese de acidos

nucleicos e inibem reacbes

enzimaticas.

Metotrexato

5- Fluorouracilo
Mercaptopurina
Gencitabina; fludarabina
cladribina; pentostatina
Citosina arabinosido

(citarabina); azatioprina

Alcaloides da vinca e

Taxanos

Impedem a divisdo das células

durante a metastase.

Vincristina; vinblastina

Paclitaxel; docetaxel

Antibiéticos antitumorais

Inibem a transcricdo do DNA.

Doxorrubicina
Mitomicina
Bleomicina
Actinomicina D

Mitoxantrone

Hormdnios Atuam de forma ciclo-celular | Prednisona
especifica. Prednisolona

Anticorpos monoclonais | Tém como alvo | Brentuximabe

recombinantes, radiomarcados, | especificamente um | Vedotin

quimiomarcados, conjugados e

bioespecificos

determinado antigeno.

Ado-trastuzumabe amtansina

Fonte: Adaptado de Inca, 2018; Instituto Oncoguia, 2014.

A atuacdo de alguns quimioterapicos esta diretamente ligada a uma das fases

do ciclo celular. A Figura 1 exemplifica o ponto em que distintos quimioterapicos

atuam no ciclo celular.
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Fig. 1. Distribuicao da acdo dos quimioterapicos nas diversas fases do ciclo celular.

Antimetabdlitos

’
’

Produtos naturais

\ \ Alcaldides-vinca

Agentes \
alquilantes \Inibidores mitéticos
do DNA ‘,‘ Aj
’,r’ ",,.
/ Taxéides

Fonte: ALMEIDA et al. (2005)

2.2 Metotrexato (MTX)

O MTX (&cido glutamico 2,4-diamino-N10-dimetil) é um antimetabdlito,
antagonista do acido félico, com acao imunossupressora e antiproliferativa, que tem
sido amplamente usado como tratamento em varias doencas neoplasicas e
inflamatérias (SKUBISZ; TONG, 2012).

Foi desenvolvido na década de 40 por um grupo de pesquisadores dos
Laboratorios Lederle (SKUBISZ; TONG, 2012), tendo recebido aprovacdo do U.S.
Food and Drug Administration (FDA) para ser usado em tratamento quimioterapico
na década de 50 (KRISHAN, 2007). Até hoje tem sido amplamente usado no
tratamento de leucemias, carcinomas, osteossarcomas, meningites neoplasicas,
tumores cerebrais e de pescoco, linfomas de Hodgkin e n&do Hodgkin,
meduloblastomas e tumores trofoblasticos (MAHONEY et al., 1998; OMURO et al.,
2005; GALBIATTI et al., 2012; HALL et al., 2017). Em 1988, com a aprovacgédo do
FDA, passou também a ser empregado como agente antiinflamatério e
imunossupressor em doencgas autoimunes como artrite reumatoide, psoriase, lupus

eritematoso sistémico, esclerose multipla, espondilite anquilosante, doenca de
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Crohn, dermatomiosite e na supressao de rejeicao a transplantes (KIM et al., 2018;
KEARNEY et al., 2019).

O MTX pode ser administrado por via oral, subcutanea, intramuscular,
intravenosa e intratecal, apresentando tempo e eficiéncia de absorcao relacionados
a via de administracdo, tempo e dose administradas (SINGH; UDUPA, 1997,
CALABRESI; CHABNER, 2002).

A meia-vida relatada para o metotrexato é de aproximadamente 3 a 10 horas
para pacientes recebendo tratamento para doengas autoimunes com doses baixas
(menos do que 30 mg/m?). Para pacientes recebendo altas doses (superior a 30
mg/m?) de metotrexato, a meia-vida é de 8 a 15 horas e é excretado pelos rins e tem
como efeitos secundarios nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, supressdo da medula
0ssea, entre outros efeitos indesejaveis. Para superar tais efeitos da droga, uma
alternativa é a de desenvolver um sistema de liberagdo diferenciado para o érgéo-
alvo diretamente (PEREIRA et al., 2014).

Quando o farmaco se encontra no seu estado de equilibrio, ou seja, em
concentracdo plasmatica adequada, o MTX é distribuido rapidamente para os
tecidos e pode acumular-se nos tecidos hepatico e renal (SCHRODER; STEIN,
2003). A eliminacao ocorre, principalmente, por via renal (aproximadamente 90%);
0s outros 10% sao excretados pela secrecao biliar e sdo eliminados juntamente com
as fezes (MADDEN; EATON, 1995).

A associacdo de quimioterapicos, a via de administracdo e a dose
administrada sao importantes no desenvolvimento da toxicidade (VEZMAR, 2003;
PASCUAL, 2008).

Acreditava-se que 0s quimioterapicos n&o atravessavam a barreira
hematoencefalica (BHE), com exce¢ao do MTX e do 5-fluorouracil. Hoje sabe-se que
isso € apenas parcialmente verdadeiro, ja que 0s quimioterdpicos induzem a
liberacdo de citocinas capazes de atravessar a BHE e, assim, atingir as células do
tecido nervoso (WANG et al., 2015).

2.3 Mecanismo de acdo do MTX

Para entender o mecanismo de acdo do MTX, é necesséario entender a
participacdo do acido folico (acido pteroilglutamico, vitamina B9) no processo de

replicacao celular e sua forma de absorcéo pelo organismo humano, ja que o MTX é
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classificado como antagonista do acido félico (ou folato) e pertencente a classe dos
antimetabdlitos (McGUIRE, 2003).

O écido félico pertence a familia dos folatos e sua fonte é exclusivamente
exogena. Em sua forma livre, é absorvido pelas células da mucosa intestinal do
duodeno e jejuno onde sofre hidrdlise, reducdo e metilacdo (OLSEN; DURHAM,
1991; NAGULU et. al, 2009; VANNUCCi; MONTEIRO, 2010). Torna-se
biologicamente ativo pela acdo da enzima di-hidrofolato-redutase (DHFR), que faz a
biossintese de tetra-hidrofolato (L-5 metil tetra-hidrofolato de célcio - 5-MTHF) a
partir de di-hidrofolato (McGUIRE, 2003; VANNUCCI; MONTEIRO, 2010). Nesta
forma ativa é transportado para o figado e outros érgdos por meio de proteinas
plasméticas, principalmente albumina. No figado, € armazenado na forma de
poliglutamato.

O &cido fdlico é indispensavel no ciclo celular, sobretudo na fase S, durante a
gual ocorre atividade de sintese de DNA e de algumas proteinas (OLSEN;
DURHAM, 1991; NAGULU et al.,, 2009). O tetra-hidrofolato participa ativamente
como uma coenzima no metabolismo dos aminoacidos, na formacdo dos acidos
nucleicos, na eritropoiese, na conversao da serina em glicina e na metilacdo da
homocisteina (Hcy), transformando-a em metionina e formando o nucleotideo
timidilato (OLSEN; DURHAM, 1991; McGUIRE, 2003; NAGULU et al., 2009;
VANNUCCI; MONTEIRO, 2010).

O MTX, ao diminuir a expressdo da enzima DHFR, causa a deplecao
intracelular de tetra-hidrofolato e aumenta o acumulo de di-hidrofalato; em
consequéncia, hd uma inibicdo das reacdes de transferéncia de unidades de
carbono (McGUIRE, 2003; ABOLMAALI; TAMADDON; DINARVAND, 2013). Essa
reacdo interrompe a sintese de timidina, purinas e aminoéacidos, afetando de forma
negativa a sintese de DNA e RNA e a divisédo celular (CHAN; CRONSTEIN, 2002;
SCHRODER; STEIN,2003; VEZMAR et al., 2003).

Conforme demonstrado na Figura 2, o acido félico e o MTX sdo compostos
estruturalmente semelhantes, diferindo apenas na substituicdo de um grupo amino
por um grupo hidroxila e na adicdo de um grupo metila entre os grupos pteroila e
benzoila. Essa afinidade maior pela enzima DHFR que os folatos naturais, € capaz
de inibir competitivamente e resultar em deplecéo dos cofatores de tetra-hidrofolato
(BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006).
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Fig. 2. Estrutura quimica do MTX e do acido folico
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Fonte:http://www.ff.up.pt/toxicologia/monografias/ano0708/g9_metotrexato/semelhancas.html

O MTX atua também sobre a sintese de purinas, aumentando a adenosina
intracelular. O aumento dos niveis enddgenos de adenosina esté relacionado com a
inibicdo da enzima 5-aminoimidazole-4-carboxamida ribonucleotideo transformilase
(ATIC). A inibicdo desta enzima (ATIC) promove o acumulo de 5-aminoimidazole-4-
carboxamida ribonucleotideo (AICAR), que inibe a adenosina desaminase e a
adenosina monofosfato desaminase, necessarias para a conversdo de adenosina
em inosina. Esse aumento intracelular de AICAR faz com que o composto seja
transportado para o meio extracelular e ativa receptores proprios e de células
vizinhas, gerando aumento da concentracdo de AMP ciclico intracelular. Tal
processo reduz a sintese de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1B e IL-12
(HIDER; BRUCE; THOMSON, 2007; ERNST; GARRISON; THOMPSON, 2010).

O MTX promove o aumento de homocisteina através da inibicdo do THF que
afeta de forma negativa a remetilacdo da homocisteina, esse aumento resulta em
aminoacidos sulfurados, estruturalmente semelhantes ao aspartato e glutamato, os
guais apresentam efeitos excitatorios (VEZMAR et al., 2003), além de interferir ainda

sobre a sintese de biopterinas, impedindo a formacdo de tetrabiopterinas,
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imprescindiveis para a hidroxilagdo de tirosina, fenilalanina e triptofano, que,
posteriormente, dao origem aos neurotransmissores dopamina e serotonina
(VEZMAR et al., 2003).

A despeito da evolucdo atualmente apresentada no tratamento do cancer,
ainda assim os efeitos colaterais da quimioterapia sdo extremamente danosos para
as demais células higidas, uma vez que ela ndo atinge somente as células tumorais.
Uma série de efeitos adversos vem se sobressaindo nos ultimos tempos, entre eles
as disfun¢des cognitivas também denominadas chemobrain (SEZER; USTA; CICIN,
2008; AHLES et al., 2012; GALBIATTI et al., 2012; MAYO et al., 2016).

2.4 Chemobrain e neurotoxidade

Chemobrain é um termo utilizado para definir a disfungdo cognitiva causada
pela toxicidade da quimioterapia. Grande parte dos médicos a define como uma
perda da nitidez mental j& que as funcdes cognitivas sdo as responsaveis por definir
nossa percepcéo, fazer representagcdes mentais daquilo que nos rodeia, apreender,
processar, guardar e transmitir informacao, criar, tomar decisdes, ter consciéncia do
gue somos, falar e ensinar. Fazem parte das fungbes cognitivas: a linguagem, a
memoria, a orientacdo, a atencao e a concentracado (KAM et al., 2015).

Com a debilitacdo da cognicdo, o0 paciente torna-se incapaz de exercer
afazeres rotineiros, sofre com lapsos de memodria, apresenta dificuldade em executar
tarefas simples, apresenta problemas de concentracéo, tem pensamento lento e nao
consegue adquirir novas habilidades (AHLES; SYKIN, 2007).

A incidéncia de alteragGes cognitivas relacionadas com a quimioterapia varia
de 16% a 75% (JANSEN et al., 2010; ARGYRIOU et al., 2011).

Foi constatado que os quimioterapicos estdo associados com o aumento da
morte celular e com a diminuicdo da divisédo celular sendo que, essa neurotoxidade
na zona subventricular do hipocampo, afeta o desempenho das fungdes cognitivas
(RAFFA, 2011).

As consequéncias do uso prolongado do MTX consistem em lesdes
necrotizantes bilaterais, astrogliose reativa, desmielinizacdo, trombose dos vasos
sanguineos e também degeneracdo das substancias branca e cinzenta do tecido
nervoso (GREGORIOS et al., 1989; KISHI et al., 2003; LINNEBANK et al., 2005).
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Diferentes estudos feitos com pacientes submetidos a quimioterapia,
demonstram alteracdes cognitivas, incluindo prejuizo de memodria, disfuncdes
verbais e visuais, déficit de atencao, diminuicdo da velocidade de processamento de
informagBes, déficits de linguagem e aprendizagem, incapacidade de realizar
multiplas tarefas, limitagdo na capacidade de organizar informacdes, alteracdo na
capacidade visuoespacial, diminuicdo da capacidade de concentracdo e disfuncdo
motora (van DAM et al., 1998; SCHAGEN et al., 1999; WEFEL et al., 2004; JENSEN
et al., 2005; RAFFA et al.,, 2006; BOYKOFF; MOIENI; SUBRAMANIAN, 2009;
MYERS, 2009; WEIS; POPPELREUTER; BARTSCH, 2009; JANSEN et al., 2010;
CORREA, 2010; ELBELTAGY et al., 2010; RAFFA, TALLARIDA, 2010; WEFEL et
al., 2010).

Tais disfungbes cognitivas tém grande impacto na qualidade de vida dos
doentes, interferindo em seu cotidiano (BOYKROFF; MOIENI; SUBRAMANIAN,
2009; VARDY, DHILLON, 2010) e no seu grau de independéncia (MUNIR et al.,
2010).

No SNC, a toxicidade do MTX parece afetar primeiramente 0s astrocitos
(GREGORIOS et al., 1991).

2.5 Astrocitos

O SNC é composto pelas células neuronais e gliais. As Ultimas, por sua vez,
sdo divididas em microglia e macroglia, que € composta por trés outros tipos
celulares - os oligodendrécitos, os astrocitos e as células ependimarias (VOLTERRA,;
MELDOLESI, 2005; STIPURSKY et al., 2010, 2011, 2012).

Os astrécitos sdo as células mais abundantes no SNC e constituem
aproximadamente metade das células do encéfalo. Apresentam morfologia
estrelada, o que da origem ao seu nome, derivado das palavras gregas astron
(estrela) e cyte (célula). Possuem prolongamentos com filamentos intermediarios
(fibrilas gliais) dotados da proteina glial fibrilar 4cida (GFAP - glial fibrillary acidic
protein); da proteina ligadora de calcio (S-100 B); das enzimas glutamina sintetase
(conversora de glutamato em glutamina) e aldeido desidrogenase 1, familia L1
(ALDH1L1), dentre outros constituintes (CAHOY et al.,, 2008; KIMELBERG;
NEDERGAARD, 2010; VASILE et al., 2017).
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Classificam-se os astrocitos em protoplasmaticos ou fibrosos, de acordo com
o comprimento e a quantidade de seus prolongamentos. Os astrocitos
protoplasmaticos sdo encontrados na substancia cinzenta e os fibrosos, na
substancia cinzenta, sendo considerados uma reserva energética do SNC em razéo
da grande presenca de granulos de glicogénio em seu citoplasma (PEREA;
ARAQUE, 2005).

Desempenham diversas funcdes que sdo essenciais no SNC, como apoiar
neurdnios mediante secrecdo de fatores neurotroficos, essenciais para a
sobrevivéncia e a diferenciacdo dos mesmos; regular as concentragdes ionicas no
microambiente  neural; participar da transmissdo sinaptica e remover
neurotransmissores, como glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA); participar
na formacédo da BHE; auxiliar na regulacéo do fluxo sanguineo encefélico; auxiliar na
resposta imunolégica do SNC pela secrecao de citocinas e expressao de moléculas
MHC de classe | e Il; orientar a migracdo neuronal durante o desenvolvimento do
tecido nervoso; formar a cicatriz glial apos injuria nervosa (NEDERGAARD et al.,
2003; DE KEYSER et al., 2008; KREBS; WEINBERG; AKESSON, 2014).

Qualquer alteracdo nas fungBes dos astrocitos pode conduzir a um prejuizo
da atividade neuronal ou mesmo a danos neuronais, uma vez que 0s astrocitos tém
uma funcdo suplementar para os neurénios e desempenham um papel importante
na captacdo e metabolismo dos neurotransmissores (VEZMAR et al., 2003). N&o se
sabe ao certo por qual mecanismo de acdo o MTX induz a neurotoxicidade,
acreditando-se ser um processo multifatorial (QUINN et al., 1997; NIGRO et al.,
2000; VEZMAR et al., 2003). Uma possivel causa seria pelo aumento das
concentracbes de homocisteina, frente a diminuicdo da expressdo da DHFR e
consequentemente diminuicdo do THF no SNC (KOLLING et al., 2010; LOUREIRO
et al., 2010; ABOLMAALI; TAMADDON; DINARVAND, 2013).

A homocisteina é um aminoacido formado exclusivamente a partir da
desmetilacdo da metionina proveniente da dieta. (FONSECA et al., 1999). O nivel de
homocisteina no corpo € regulado pelo processo de remetilacdo, que consiste na
conversdo da substadncia novamente em metionina, reagdo essa que requer
presenca &cido fdlico e vitamina B12, ou por meio da transulfuracdo, que a
transforma em cisteina (KOLLING et al., 2010; LOUREIRO et al., 2010).
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A elevacdo da homocisteina, além de surgir em situacdo de diminuicdo de
concentracdo sérica de acido folico, vitamina B12, vitamina B6 ou grupo metil, pode
também ocorrer em situacdes de hipotireoidismo, doenca renal, psoriase ou como
efeito lateral de alguns medicamentos (QUINN et al.,, 1997; DRACHTMAN et al.,
2002; VEZMAR et al., 2003).

A hiper-homocisteinemia € considerada fator de risco para doencas
cardiovasculares, tais como aterosclerose, trombose e infarto, e neurodegenerativas,
como o Mal de Alzheimer e a Doenca de Parkinson. J4 a hipermetioninemia, pode
ocasionar desordens neuroldgicas, déficits cognitivos e edema cerebral (SCHERER
et al., 2014).

A homocisteina é téxica para o endotélito vascular, promovendo 0 processo
de trombogénese e, assim, podendo ser a responsavel pela microangiopatia
mineralizante e pela isquemia da substancia branca observadas em pacientes
neurointoxicados pelo MTX (DRACHTMAN et al.,, 2002; KISHI et al., 2003). Além
disso, a homocisteina libera aminoacidos sulfurados estruturalmente semelhantes ao
glutamato e aspartato induzindo excitotoxidade. Juntos, esses eventos poderiam
justificar a patogénese da neurotoxicidade e das convulsdes descritas para o0 MTX
(QUINN et al., 1997; DRACHTMAN et al., 2002; VEZMAR et al., 2003).

E descrito que o MTX se mostra capaz de induzir astrogliose reativa, assim
como a degeneracao desse tipo celular (GREGORIOS; SOUCY, 1990; BRUCE-
GREGORIOS et al., 1991a,b).

Dentre as principais reacfes astrocitarias destacam-se a astrocitose
(hiperplasia), caracterizada pelo aumento do numero de astrdcitos, e a astrogliose
(hipertrofia), caracterizada pelo aumento de suas dimensdes, além de diversas
outras alteracdes funcionais, como espessamento dos feixes de filamentos gliais e
consequente aumento da intensidade da expressdao de GFAP (EDDLESTON;
MUCKE, 1993; MONTGOMERY, 1994; SOFRONIEW, 2010).

Os fenbmenos astrocitarios séo referidos na literatura como gliose
astrocitaria, astrocitose ou astrogliose reativa, cicatriz glial ou simplesmente gliose,
sendo classificados em dois tipos de acordo com o tipo da lesdo — isomorfica, a qual
tem seus elementos teciduais orientando 0s processos astrocitarios, preservando o
arranjo dos feixes de filamentos gliais de forma uniforme e paralela; e anisomorfica,

na qual sua disposicao é irregular ao redor de leséo geralmente causadora de dano
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morfolégico grave no tecido, com ruptura da BHE (BIGNAMI; DAHL, 1994;
FERNAUD-ESPINOSA et al., 1993).

2.6 Citocinas

As citocinas atuam como mediadoras na comunicacdo celular especialmente
na resposta imune. Sua produc¢do é ativada mediante a inflamacao, infeccdo e lesédo
tecidual. Incluso no termo citocina encontramos interleucinas, quimiocinas,
interferons, fatores de crescimento e fatores de necrose tumoral (ALLAN;
ROTHWELL, 2001; KADHIM et al., 2008).

No SNC, é dificil determinar a origem exata das citocinas pré-inflamatérias
pela variacdo da populacdo celular constituinte. Mas jA se sabe que astrocitos,
micrdglia e células endoteliais sdo os principais produtores de citocinas (HANISCH,
2002). Outra possivel fonte de citocinas sdo as células ependimarias e o plexo
coroide que podem expressar IL-18 e TNF-a. Ainda, os préprios leucdcitos que
adentram o SNC podem contribuir para a producdo de citocinas (KIM et al., 2004,
MARQUES et al., 2007).

A IL-1 tem acdo semelhante ao TNF e a IL-6, atua na coestimulacdo de
linfécitos T e na indugéo de producéo de citocinas por mondcitos/macréfagos. E uma
potente ativadora de células endoteliais, promovendo a expressdo de moléculas de
adesdo, além de induzir a producdo de agentes vasodilatadores. No SNC é
considerada o principal pirdgeno endbégeno, e atua também no sistema
neuroenddcrino hipotalamo hipofise-adrenal, promovendo a liberacdo do horménio
liberador de corticotropina (CRH) (ROTHWELL; LUHESHI, 2000).

As principais produtoras dessa citocina sdo as células da linhagem
monocitica-macrofagica, entretanto, na presenca de estimulos, uma grande
variedade de tipos celulares é capaz de produzi-la (MANTOVANI, 2003;
ROTHWELL; LUHESHI, 2000).

O TNF-a é uma citocina multifuncional que tem atividade durante a inflamacéao
aguda e crbnica, com quimiotaxia de leucécitos em processos inflamatérios e
infecciosos e induz apoptose. E produzido principalmente por macréfagos e é
importante no combate a patégenos, como alguns virus, bactérias Gram-positivas,
micobactérias e protozoarios. E uma citocina tipicamente pro-inflamatoria, por

promover ativagdo de neutrdfilos, efeito pré-coagulante no endotélio, producdo de
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espécies reativas de oxigénio e estimulagcdo da sintese de enzimas proteoliticas
(BEUTLER, 2003; POPA et al., 2007).

O MTX tem efeito inibitério da producdo de citocinas pro-inflamatérias
interferindo na ligacdo da IL-1B ao seu receptor e gerando um tipo menos
inflamatoério de mondcito circulante (BRODY et al.,1993; SEITZ et al., 1996; LI et
al.,2011).

Estudos in vitro propdem que o MTX tem capacidade de manter e aumentar
os niveis de adenosina extracelular promovendo o acumulo de AICAR
(ribonucleotideo aminoimidazocarboxamida) que participa da biossintese de novo de
purinas. A desfosforilacdo do AICAR gera um metabdlito que inibe a adenosina
desaminase (ADA), que converte adenosina em inosina, promovendo o acumulo de
adenosina no citoplasma. Essa adenosina é transportada para o meio extracelular
por receptores purinérgicos de tipo 2 expressos na membrana de leucdcitos,
promovendo elevados niveis de adenosina extracelular e levando ao aumento da
concentracdo de AMP ciclico que reduz a sintese de citocinas proé-inflamatorias
como TNF-q, IL-1 e IL-12 (HIDER; BRUCE; THOMSON, 2007; ERNST; GARRISON;
THOMPSON, 2010).
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3 OBJETIVOS

Foram objetivos do presente estudo:

- investigar as possiveis alteragcdes morfolégicas causadas pelo MTX no
tecido nervoso, mediante observacdo de cortes histologicos de diferentes areas
enceféalicas de ratos (cortex frontal, hipocampo, hipotalamo e cerebelo) corados com
hematoxilina-eosina e luxol fast blue (para deteccdo de areas de desmielinizacao),
assim como em cortes marcados para a proteina glial fibrilar acida (GFAP), principal
marcador da populacéo astrocitéria e indicador de injdria nervosa;

- determinar as concentracdes das citocinas pro-inflamatoérias IL-18 e TNF-a

no encéfalo de ratos apds administracao de curto prazo de MTX.
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4 JUSTIFICATIVA

Estudos realizados em animais de laboratério oferecem a possibilidade de
avaliar o comprometimento morfolégico e funcional induzido pela quimioterapia,
evitando, assim, possiveis transtornos em pacientes humanos. Atualmente, ainda
nao ha qualquer tratamento efetivo para os efeitos colaterais neurotdxicos desses
agentes quimioterapicos, dentre eles, o MTX. Dessa forma, busca-se uma melhor
compreensao das causas da neurotoxicidade dos mesmos durante e apés a
quimioterapia, a fim de prevenir ou tratar os efeitos do chemobrain.

O estudo dos efeitos deletérios a cognicdo de pacientes tratados com
guimioterapicos tem sido amplamente pesquisado em diversos paises, porém ainda
restam muitas lacunas a serem preenchidas sobre os mecanismos de agdo das
drogas utilizadas e seus possiveis efeitos nocivos sobre as células constituintes do
tecido nervoso. Cabe a pesquisa basica aprofundar os conhecimentos celulares a
fim de colaborar para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas que permitam

reduzir os efeitos adversos dos quimioterapicos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento experimental

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Cruzeiro do Sul, sob protocolo 017-2017 (anexo).

Foram utilizados 30 ratos Wistar, machos, de 4 a 6 meses de idade, sendo
distribuidos em 3 grupos experimentais, a saber:

Grupo CTR (controle) - Ratos injetados com solucdo salina 0,9% por via
intraperitoneal (IP) (n=10);

Grupo MTX5 - Ratos injetados com MTX (5 mg/kg/dia por 4 dias
consecutivos, via IP, n=10);

Grupo MTX10 - Ratos injetados com MTX (10 mg/kg/dia por 4 dias

consecutivos, via IP, n=10).

Os animais pertencentes aos grupos MTX foram injetados com MTX
(Metrexato®), por via intraperitoneal, nas doses de 5 ou 10 mg/kg/dia durante 4 dias
consecutivos e 0s animais pertencentes ao grupo controle foram injetados com o
mesmo volume de solucao salina estéril 0,9% IP. Trés dias apds a 42 aplicacédo de
MTX ou de solucéo salina, os animais foram eutanasiados e metade de cada grupo
(n=5) com solucdo de tiopental (60 mg/kg, via IP) e submetidos a perfusédo
intracardiaca com formol tamponado a 10% e outra metade de cada grupo (n=5) por
guilhotina. Tiveram seus encéfalos coletados, permanecendo por um periodo de 72
horas na referida solucéo fixadora e, apds, sendo realizados cortes coronais para
obten¢éo das seguintes regifes encefalicas - cortex frontal, hipocampo, hipotalamo
e cerebelo.

As amostras permaneceram por, ho maximo, 48 horas na solugéo fixadora
para posterior desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Cortes
transversais de 5 um foram obtidos, montados em |laminas histologicas e corados
pela técnica de hematoxilina-eosina (H-E), sendo observados e fotografados em
fotomicroscopio. Cortes histoldgicos foram também confeccionados para coloracéo
pela técnica de luxol fast blue (para observacdo das bainhas de mielina) e para

marcacéo imuno-histoquimica da GFAP (para anélise da populacdo astrocitaria).
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5.2 Coloracédo hematoxilina-eosina (H-E)

Para a realizacdo da técnica histologica de coloracdo com H-E, as laminas
passaram por um processo de desparafinizagdo composto por duas etapas em xilol,
sendo a primeira na estufa a 60°C por 30 minutos e a segunda a temperatura
ambiente por 5 minutos. A seguir, foi realizado o processo de hidratagdo com
passagens das laminas em concentracdes decrescentes de alcoois e finalizacdo
com 4gua corrente por 1 minuto. Apds a fase de hidratagdo alcodlica, as laminas
foram coradas com hematoxilina por 50 segundos, voltando para agua corrente por
2 a 4 minutos, garantindo a oxidacdo da hematoxilina. Ja a coloracéo pela eosina foi
feita no tempo de 20 segundos, sendo precedida pela passagem em alcool absoluto.
ApGs o término da coloragdo, a desidratacdo do material seguiu com 3 passagens
em alcool absoluto. A clarificacdo das laminas foi realizada pela passagem em xilol,
gue, se seguiu com uma segunda passagem no mesmo, de forma que a lamina
ficava pronta para a montagem, com resina sintética (Entellan®, Merck) e laminula

sobre o corte.

5.3 Técnica de luxol fast blue

Na técnica de luxol fast blue, as laminas sofreram desparafinizacdo e foram
hidratadas até alcool 95%, sendo, em seguida colocadas no corante luxol fast blue a
0,1% na estufa a 60°C, por 24 horas. Posteriormente, para a retirada do excesso do
corante, as laminas foram passadas em alcool 95% e, assim, preparadas para a
diferenciacdo que foi realizada com carbonato de litio a 0,05% por 20 segundos,
seguindo para uma passagem em alcool 70%. A contracoloracao foi realizada com
cresil violeta por 6 minutos e, posteriormente, as laminas foram desidratadas,

clarificadas e montadas com meio de montagem sintético (Entellan®, Merck).

5.4 Marcagdo imuno-histoquimica para GFAP

A marcagdo imuno-histoquimica para a GFAP foi realizada utilizando o
método conjugado a uma cadeia de polimeros (chain polymer-conjugated staining
method) (DAKO EnVision System). Foi utilizada imunoglobulina anti-GFAP policlonal

de coelho (1:1000; Z033401, Dako, Glostrup, Dinamarca) como anticorpo primario,



29

seguida pelo kit EnVision (EnVision+ Kit, HRP/Rabbit/DAB+, K4011, Dako, Glostrup,
Dinamarca). Dez fotomicrografias de cada lamina analisada foram feitas com o uso
de objetiva de 40x. A area de astrdcitos e seus processos marcados em marrom, foi
calculada automaticamente, utilizando o index per area do software Image-Pro Plus
6.0 (Media Cybernetics, Rockville, Maryland, EUA) calibrado com filtros de cores
digitais, de forma que apenas células positivas foram incluidas e a coloracdo de
fundo foi excluida da medicdo. O index astrocitario per area representa a proporcao
da 4rea marcada em relacdo a area total da imagem, sendo 0 a completa auséncia

de marcacao e, 1, a marcacgdao total da area.

5.5 Determinacéo de niveis encefélicos de citocinas

O procedimento para obtencdo do homogenato encefalico foi adaptado do
protocolo descrito por Yen et al. (1999). Apds descongelamento, os encéfalos foram
adicionados a tubos Falcon® de 50mL contendo 1 mL de PBS (pH 7,4) e entdo
submetidos a 20 passagens sucessivas (15 segundos cada) pelo homogeneizador
de tecido Wheaton®. Posteriormente, o material obtido foi centrifugado a 12.000 rpm
durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e submetido & nova etapa de
centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi
coletado, aliquotado e armazenado a -80°C para posteriores analises dos niveis das
citocinas utilizadas no estudo. A concentracdo total de proteinas de cada
homogenato foi avaliada por meio do método de Bradford (1976).

Os niveis encefalicos de IL-1B e TNF-a foram determinados em duplicata por
meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as instru¢cdes dos
fabricantes: kit de ELISA IL-1B Platinum de rato (eBioscience, BMS630, San Diego,
Califérnia, EUA) e kit de ELISA TNF-a Platinum de rato (eBioscience, BMS622, San
Diego, California, EUA).
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6 RESULTADOS

Ndo foram encontrados sinais de perda ou degeneracdo neuronal a
microscopia de luz nas laminas, bem como ndo foram observados indicios de perda
ou desestruturacdo das bainhas de mielina em todas areas analisadas deste estudo
(cortex frontal, hipocampo, hipotalamo e camadas granular e molecular do cerebelo)
(Figura 3).

Fig. 3 - Fotomicrografias dos cortes corados pelas técnicas de HE e luxol fast blue para os distintos
grupos (grupos controle / CTR - solugéo salina 0,9%, IP; MTX5 - 5 mg/kg/dia, por 4 dias, IP; MTX10 -
10 mg/kg/dia, por 4 dias, IP). Hipocampo e cerebelo (camadas molecular e granular). Barra = 50

micrémetros.
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Na andlise das laminas observou-se aumento da expressao astrocitaria de
GFAP em todas as areas do encéfalo (cortex frontal, hipocampo, hipotalamo,
camadas granular e molecular do cerebelo) nos grupos tratados com MTX em
comparacdo com o grupo controle (Figura 4). Este aumento foi maior no grupo
MTX10 em comparacdo ao MTX5. Fotomicrografias da marcagdo imuno-
histoquimica para a GFAP nas diferentes areas e grupos sdo apresentadas na

Figura 5.

Fig. 4 - Expresséo da proteina glial fibrilar acida (GFAP) em ratos tratados com metotrexato (grupos
controle / CTR - solucao salina 0,9%, IP; MTX5 - 5 mg/kg/dia, por 4 dias, IP; MTX10 - 10 mg/kg/dia,
por 4 dias, IP). Os dados sé@o expressos como média + SEM. ** p <0,01; *** <0,001; **** p <0,0001
(one way — ANOVA)
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Fig. 5 - Fotomicrografias das laminas submetidas a marcagéo imuno-histoquimica para a GFAP para
os distintos grupos (grupos controle / CTR - solucéo salina 0,9%, IP; MTX5 - 5 mg/kg/dia, por 4 dias,
IP; MTX10 - 10 mg/kg/dia, por 4 dias, IP) no cortex frontal, hipocampo, hipotdlamo e camadas

molecular e granular do cerebelo. Barra = 50 micrémetros.
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Os niveis encefalicos das citocinas pro-inflamatérias IL-1B e TNF-a sé&o
apresentados na Figura 6. Ambas citocinas diminuiram no grupo MTX5 em relacéo
ao grupo controle (p < 0,001 para IL-1B e p < 0,0001 para TNF-a). No grupo MTX10,
0 TNF-a igualmente diminuiu (p < 0,0001), embora a IL-1B tenha aumentado em
comparagao aos controles (p < 0,01).

Fig. 6 - Niveis encefélicos de IL-18 e TNF-a (em pg / mg de proteina total). Os dados sdo expressos
como média =+ SEM. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 (One way - ANOVA).
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Nesse contexto, constata-se que a administracdo do MTX induziu a
astrogliose em varias areas do encéfalo, porém, no grupo MTX5, aparentemente

ocorreu na presenca de citocinas pro-inflamatérias diminuidas.
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7 DISCUSSAO

De forma resumida, este estudo revelou que os animais que receberam MTX
na dose de 5 e 10 mg/kg/dia, por via IP, durante o curto intervalo de 4 dias, exibiram
um aumento da expressao astrocitaria de GFAP em todas as areas analisadas
(cortex frontal, hipocampo, hipotalamo e camadas granular e molecular do cerebelo).
Foi visto também que o MTX foi capaz de diminuir os niveis encefalicos das citocinas
IL-18 e TNF-0 quando administrado na dose de 5 mg/kg/dia. Quando utilizado na
dose de 10 mg/kg/dia, verificou-se ainda reducéo do TNF-a no tecido encefalico, no
entanto, j& com um aumento dos niveis de IL-18 em comparagéo ao grupo controle.
Comparando-se os dois grupos tratados com diferentes doses de MTX, percebe-se
gue o grupo MTX10 apresentou aumento das concentracdes de IL-18 e TNF-a em
comparacdo ao MTX5, sugerindo que a maior dose, em vez de potencializar os
efeitos antiinflamatoérios classicos descritos para a droga (CRONSTEIN; NAIME;
OSTAD, 1993; CHAN; CRONSTEIN, 2001), ja comegava a representar uma
agressao tecidual capaz de suplantar sua acdo supressora sobre as citocinas pro-
inflamatérias, inclusive com niveis maiores de IL-18 em relacdo aos animais do
grupo controle.

A guimioterapia aplicada no tratamento do cancer resulta em uma sindrome
frequente, porém ainda pouco compreendida, que corresponde a déficits
neurologicos em longo prazo. Pensa-se que a disfuncdo das células precursoras
neurais e a disfuncdo da substancia branca contribuam para essa sindrome
debilitante (GIBSON et al., 2019).

O MTX é um inibidor da di-hidrofolato redutase amplamente empregado no
tratamento de criancas com leucemia linfoblastica aguda (LLA), linfomas nao-
Hodgkin e osteossarcomas (JACOLA et al., 2016; JING et al., 2018). Os regimes
curativos para pacientes com essas condigdes geralmente incluem tanto a
administracdo sistémica (oral e/ou intravenosa), bem como doses intratecais
repetidas, a fim de transpor a BHE e proteger o SNC de recidivas (LI et al., 2010).

A fisiopatologia da neurotoxicidade induzida pelo MTX é multifatorial e ainda
pouco definida (VEZMAR et al, 2003; COLE; KAMEN, 2006). Modelos
experimentais animais contribuem para elucidar os mecanismos subjacentes a
disfuncéo cognitiva ap6s a administracao sistémica e intratecal de MTX (SEIGERS
et al., 2009; LI et al., 2010; THOMSEN et al., 2017). Os resultados de tais modelos
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sugerem que o MTX pode induzir déficits cognitivos por inducdo de estresse
oxidativo (CARON et al., 2009), por modulac&o do sistema imunolégico (CUTOLO et
al., 2001; PHILIPS et al., 2003; ZHANG et al., 2009), por inibicdo da neurogénese
(SEIGERS et al., 2009), por alteragdo da neurotransmissdo por meio do receptor
NMDA (VIJAYANATHAN et al.,, 2011; COLE et al.,, 2013) e/ou por indugcéo de
alteracOes estruturais no cérebro (SEIGERS et al., 2009). Outros estudos apontam
para o receptor alfa-7 nicotinico de acetilcolina, uma vez que moduladores positivos
deste receptor, como a cotinina, melhoraram a memoria espacial e diminuiram o
comportamento depressivo em ratos tratados com MTX, ciclofosfamida e 5-
flurouracil (IARKOV et al., 2016).

Os astrocitos desempenham papel importante na funcdo de regulacdo da
BHE, a qual confere acdo protetora crucial diante da possibilidade de
neurotoxicidade de um determinado agente (ABBOTT, 2006; ALVAREZ et al., 2017).
Adicionalmente, o astrocito exerce funcbes importantes para a formacdo e
manutencdo de sinapses, para a captacdo de glutamato e no suporte tréfico para
neurdnios e demais células da glia circundantes (BELANGER; MAGISTRETTI, 2009;
FILOUS; SILVER, 2016). Dessa forma, alteragbes estruturais e/ou funcionais
astrocitarias acabam por contribuir para a fisiopatologia de uma grande variedade de
estados patologicos do SNC, de doencas neurodegenerativas a gliomas
(PHATNANI; MANIATIS, 2015).

Um recente estudo in vitro demonstrou que o MTX foi capaz de induzir
citotoxicidade severa em linhagens celulares de astrécitos C6 (provenientes de
gliomas) e culturas primarias de astrécitos de ratos de maneira dose-dependente.
Além disso, numa abordagem in vivo, este mesmo estudo revelou que as células
marcadas com GFAP diminuiram significativamente na medula espinhal e no
encéfalo dos ratos, com indicativos de ocorréncia de apoptose, fornecendo
evidéncias adicionais quanto ao efeito neurotoxico do MTX sobre o SNC,
especialmente sobre astrocitos (SHAO et al., 2019).

Culturas primarias de astrocitos preparadas a partir de ratos Sprague-Dawley
de 2-3 dias apresentaram diminuicdo da taxa mitotica e da viabilidade celular com a
introdugdo de MTX, ocasionando mudancas reativas em algumas células
(GREGORIOS; SOUCY, 1990; BRUCE-GREGORIOS et al., 1991a) e aumento da

expressdo de GFAP, que nédo estava correlacionada com a dosagem da droga ou
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com a sintese de DNA (BRUCE-GREGORIOS et al., 1991b). Os autores postularam
gue o aumento encontrado refletiria uma resposta astrocitaria adaptativa frente a
injuria induzida pelo MTX e parcialmente explicaria a gliose observada na
encefalopatia do MTX.

Nossos resultados confirmam in vivo 0 aumento da expressao astrocitaria de
GFAP frente ao MTX, no entanto, sugerem ter havido efeito dose-dependente, uma
vez que a astrogliose encontrada no grupo MTX10 foi significativamente maior em
relacdo ao grupo MTX5.

E reconhecido que o inicio e o controle da astrogliose podem ser induzidos
por varias moléculas de sinalizacdo secretadas pelas células da glia, neurénios,
pericitos, células endoteliais e células inflamatorias invasivas (SOFRONIEW, 2009,
2015; SOFRONIEW E VINTERS, 2010). Esses sinais moleculares incluem: (i)
fatores de crescimento e citocinas (por exemplo, IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y, TGF-B); (ii)
mediadores da imunidade inata (por exemplo, LPS); (iii) neurotransmissores (por
exemplo, glutamato e noradrenalina); (iv) purinas (por exemplo, ATP); (v) espécies
reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (NRS); e (vi) produtos associados a
atividade metabdlica sistémica (por exemplo, NH4 +), dentre outros (SOFRONIEW,
2009, 2010).

Um estudo recente demonstrou que o MTX pode induzir a deplecdo
persistente das células precursoras de oligodendrocitos (OPCs) e déficits
persistentes na mielinizagdo em camundongos. Os autores sugeriram que o0 MTX
pode levar a uma ativagdo persistente da microglia, a qual bloquearia a proliferacéo
das OPCs e sua completa diferenciacéo, com subsequente formacao de bainhas de
mielina mais finas. Além disso, a microglia ativada promoveria a ativacao
astrocitaria, com aparecimento de astrdcitos reativos que poderiam induzir a morte
oligodendroglial e danos neuronais. Uma vez retirada de seu estado de quiescéncia,
a microglia pode iniciar a fagocitose de detritos, o reparo tecidual e até mesmo a
regeneracao neural (GIBSON et al., 2019).

A administracdo de MTX utilizada em nosso estudo néo foi, no entanto, capaz
de induzir alteragbes neuronais e mielinicas capazes de serem detectadas a
microscopia de luz, muito provavelmente em funcdo de seu curto intervalo de
administracdo. Alteracdes mielinicas mais discretas s6 seriam observaveis em

estudos de microscopia eletrénica de transmissao.
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A neurotoxicidade pelo uso do MTX é uma complicacdo bem documentada,
podendo ser aguda, subaguda ou retardada. Em geral, as formas aguda e subaguda
sao relativamente benignas e reversiveis, enquanto a forma tardia tende a ser mais
séria e irreversivel (TUXEN; HANSEN, 1994). Em humanos, altas doses de MTX
podem causar encefalopatia aguda semelhante a derrame e leucoencefalopatia
cronica (TUXEN; HANSEN, 1994).

Dentre os muitos efeitos descritos do MTX, pode-se incluir a estimulacdo de
vias pro- e anti-inflamatérias (OLSEN et al., 2014). Sabe-se que a quimioterapia €
capaz de induzir uma resposta inflamatéria sistémica, a qual, por sua vez, pode levar
a doencas induzidas por citocinas (WOOD et al., 2006).

Os efeitos antiinflamatérios classicamente descritos para o MTX parecem
estar relacionados com o aumento extracelular de adenosina e sua interagdo com
receptores celulares de superficie especificos, com subsequente inibicdo da
producao de IL-8 pelos leucdécitos mononucleares sanguineos, de IL-6 por mondcitos
e de metabdlitos do acido aracdoénico, como o leucotrieno B4 (LB4) em neutrdfilos
(CRONSTEIN; NAIME; OSTAD, 1993; CHAN; CRONSTEIN, 2001). A reducao dos
niveis de IL-1B e de TNF-a no encéfalo dos ratos do grupo MTX5 esta de acordo
com os efeitos antiinflamatorios esperados e descritos na literatura para esta droga.
No entanto, o aumento da IL-1B no grupo MTX10 permanece a ser esclarecido.
Alguns autores sugerem que as alteracdes referentes a IL-1 estdo mais relacionadas
a diminuicdo da habilidade de resposta a IL-1 do que a inibicdo direta de sua
producao (SEGAL et al., 1989).

Conforme demonstrado por De Koning et al. (2006), o MTX em doses altas
pode induzir a mucosite, caracterizada por danos a mucosa gastrointestinal,
contribuindo para uma diminuicdo de sua funcdo de barreira e, consequentemente,
elevando o risco de o individuo desenvolver infec¢gdes causadas por microrganismos
originarios do intestino. A mucosite esta associada a secrecdo aumentada de
citocinas, que podem induzir a resposta neuroinflamatoria e a liberacéo de citocinas
no SNC (WILSON et al., 2002; SERUGA et al., 2008). Esta secrecdo de citocinas
causada por doenca periférica pode levar a comprometimento central, que, por sua
vez, estaria associado a um possivel prejuizo cognitivo (BANKS et al., 2002).

Nesse contexto, € importante que estudos adicionais sejam realizados para

melhor caracterizar os efeitos de curto prazo do MTX sobre a estrutura do SNC e
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demais constituintes teciduais, particularmente sobre neurénios, células da

micrdglia, oligodendrdcitos e OPCs, assim como sobre as bainhas de mielina.
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8 CONCLUSOES

A administracéo de curto prazo de MTX induziu astrogliose em todas as areas
estudadas (cortex frontal, hipotdlamo, hipocampo e camadas molecular e granular
do cerebelo), com aumento da expressao da proteina glial fibrilar acida (GFAP),
tendo sido maior na dose de 10 mg/kg/dia em relacéo a de 5 mg/kg/dia.

Os niveis encefalicos de IL-18 e TNF-a diminuiram nos animais tratados com

5 mg/kg/dia, no entanto a IL-1B aumentou no grupo tratado com 10 mg/kg/dia.
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CERTIFICACO

Certificamos que a proposta

intitulada

“Efeitos Morfolégicos da

Administragdo do Quimioterdpico Metotrexato sobre o Sistema Nervoso
Central de Ratos”, registrada com o n° 017_2017, sob a responsabilidade de

Eduardo Fernandes Bondan - que envolve

a produgdo, manutengdo elou

utilizagio de animais pertencentes ao filo Chodata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com
0s preceitos da Lei n® 11.794, de 08 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
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada peta COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE CRUZEIRO DO SUL, em reunido

de 08/12/2017.
Finalidade { ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia de Autorizacao 05/2018 a 05/2019

Espécie/lLinhagem/Raca | Ratos Wistar

N° de Animais 30

Pesolldade 200-300 g / 4-6 meses

Sexo Masculino

Ongem Biotério Universidade Sao Paulo
@;o"’\'
o

. W
E:PQ\\\[\Q :'-"I\ UM q\b.h«&#

Prof. Dr. Sandro Massao Hirabara

Comisséo de Etica no Uso de Animais

Pecradencods peis Mortara Misriteral ¢ 444, d IRDER012, do DO U JW0A20N

Universidade Cruzeiro do Sul
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