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RESUMO

Objetivos. Avaliar o impacto da medicacdo sistémica com o anticorpo monoclonal
Nivolumabe no desenvolvimento de lesbGes perirradiculares em ratos. Materiais e
métodos. Foram utilizados 34 ratos machos da raca Wistar com 10 semanas de
idade, divididos em dois grupos experimentais (N1 e N2) e dois grupos controles (C1
e C2). O grupo N1 recebeu quatro aplicagdes (15/15 dias) de Nivolumabe de forma
intraperitoneal por um periodo de 2 meses antes da inducéo da lesdo perirradicular e
0 grupo N2 recebeu uma aplicacdo de Nivolumabe 15 dias antes. C1 e C2
receberam solucéo fisioldgica nos mesmos periodos e padrdes que 0s respectivos
grupos experimentais. Ap6s 7 dias da inducdo da lesdo perirradicular, todos os
grupos receberam mais 2 aplicacées das suas respectivas solu¢cdes durante 40 dias.
Ao final do periodo experimental, a massa corporal de todos os grupos foi verificada
e 0s animais eutanasiados. O sangue foi coletado para analise bioquimica e as
hemi-mandibulas esquerdas radiografadas para analise do tamanho das lesdes
usando o software Image J. Resultados. Na contagem de segmentados foi
observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos (N1xC1 p=0,0499
e N2xC2 p=0,0059). Essa diferenca ndo foi observada nos outros grupos celulares.
Na taxa de alanina aminotransferase houve diferenca estatistica entre N2xC2
(p=0,0002). Ndo houve diferenca para aspartato aminotransferase. Na taxa de
creatinina houve diferenca N1xC1 (p=0,0011). Nao houve diferenca significante em
relacdo a ureia nitrogenada no sangue entre os grupos. As andlises radiogréficas da
area da lesdo ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos (p>0,05). Conclusfes. Nao foi possivel verificar a influéncia da medicacao

com Nivolumabe dentro dos periodos avaliados no desenvolvimento de lesbes

viii



perirradiculares. No entanto, as andlises bioquimicas demostraram o efeito sistémico
sobre 0s grupos experimentais.

Palavras-chave: Leséao perirradicular; molares; Nivolumabe; ratos; Wistar.



ABSTRACT

Aim: To assess the impact of systemic medication with the monoclonal antibody
Nivolumab on the development of periradicular lesions in rats. Materials and
methods. A total of 34 male Wistar rats aged 10 weeks were divided into two
experimental (N1 and N2) and two control groups (C1 and C2). The N1 group
received Nivolumab intraperitoneally 2 months before the induction of the
periradicular lesion, and the N2 group received Nivolumab 15 days before. C1 and
C2 animals received saline solution for the same periods and patterns as the
respective experimental groups. After 7 days from the induction of the periradicular
lesion all groups were administered the respective solutions for additional 40 days. At
the end of the experimental period, the body mass of all animals was verified, and
then they were euthanized. Blood was collected for biochemical analysis, and the left
hemi-mandibles were radiographed for analysis of the periradicular lesion size using
Image J software. Results. In the segmented cell count, a statistically significant
difference occurred between groups (p=0.0499 and p=0.0059). This difference was
not observed in the other cell groups. In the alanine aminotransferase rate, there was
a statistical difference between N2xC2 (p=0.0002). No difference was found for
aspartate aminotransferase. In the creatinine rate, there was a difference between
N1xC1l (p=0.0011). There was no significant difference in relation to nitrogen urea.
As for lesion size as determined by radiographic analyses, there were no significant
differences between groups (p>0.05). Conclusions. Within the periods of
administration, there was no considerable influence of Nivolumab in the development
of periradicular lesions. However, biochemical analyses demonstrated systemic
effects on the experimental groups.

Keywords: Periradicular lesion; molars; Nivolumab; rats; Wistar
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) e o
Ministério da Saude, desenvolveu o ABC do Cancer que, em sua ultima edicéo,
relatou como essa doenca vem impactando e mudando o perfil de adoecimento da
populacdo brasileira. Segundo o INCA, o cancer estd entre as doencas nhao
transmissiveis que mais impactam nessa mudanca, com uma estimativa para o
triénio 2023/2025, da ocorréncia de cerca de 704 mil novos casos de cancer no
Brasil (SANTOS et al., 2023).

Tratando-se de uma doenca que constitui uma questdo de saude publica, fica
clara a crescente necessidade de estudos voltados aos tratamentos odontoldgicos,
incluindo o tratamento endodbntico, em pacientes oncoldgicos uma vez que 0
tratamento antineoplasico possui um envolvimento sistémico eminente e, muitas
vezes, com presenca de alteracdes com alto impacto na qualidade de vida desses

pacientes.

1.1 O PAPEL DO SISTEMA IMUNOLOGICO E DOS SEUS CHECKPOINTS EM

RELACAO AS CELULAS TUMORAIS

A atuacdo do sistema imunolégico na prevencdo e nha edicdo da
imunogenicidade das células tumorais pode ser dividida em 3 fases: eliminacéo,
equilibrio e escape. Na fase de eliminacdo as células imunes reconhecem e
destroem as células neoplasicas antes que elas estabelecam um tumor clinicamente
detectavel, ja na fase do equilibrio ocorre um estado dindmico no qual o crescimento
tumoral é contido pela vigilancia imunoldgica continua, porém nédo € completamente
erradicado. Por fim, a fase de escape ocorre quando as células tumorais, que

sobreviveram ao equilibrio, adquirem caracteristicas que as permitem escapar do
1



controle imunolégico. (MATZINGER,1994; WRENSHALL et al., 1999; FREDERICK &
CLAYMAN, 2001; DUNN et al., 2004; PARK et al., 2018).

Outros estudos relataram que a fase de escape tumoral também é resultado
de alteragcbes que ocorrem nas proprias células tumorais. Essas alteragcfes podem
incluir o controle tumoral por células imunes efetoras, como perda de expressao do
antigeno, ou o desenvolvimento de uma via de escape da acdo imune, como a
expressdo de proteinas que interferem nas vias de sinalizagdo do controle
imunolégico (MARINCOLA et al., 2000; PEDOEEM et al., 2014; RIBAS, 2015).

PARDOLL (2012) descreve os checkpoints imunolégicos como vias
essenciais para manter a auto tolerancia regulando, assim, a autoimunidade. As
células tumorais, nesse contexto, associam-se a essas vias como principal
mecanismo de escape, especialmente contra células T especificas para antigenos
tumorais. Os dois receptores mais conhecidos por suas func¢des inibitérias da acdo
imunoldgica, sdo o antigeno 4 associado a linfécitos T citotéxicos (CTLA-4) e a

proteina 1 de morte celular programada (PD-1).

1.1.1 Receptores Inibitérios

Alguns autores descrevem 0 receptor imune inibitério PD-1 como uma
proteina transmembrana do tipo |, pertencente a superfamilia de imunoglobulinas
CD28 (TSAl et al., 2014; LAZAR-MOLNAR et al., 2017). E uma proteina composta
por 288 aminoacidos onde esses aminoacidos sao divididos em um dominio
extracelular globular, um dominio transmembrana e um dominio intracelular. O PD-1
€ expresso em ceélulas T ativadas por antigenos, como por exemplo: células T CD4 +
e CD8 +, células B, células mieloides (mondcitos), células natural killer (NK),
macroéfagos, células dendriticas e em células T com estimulos crénicos, o que

sugere multiplos papéis na regulacdo do sistema imunoldgico. O receptor PD-1 anui



dois ligantes: o PDL-1 e o PDL-2. O PDL-1 é expresso nas células apresentadoras
de antigenos (APCs), em diversas células teciduais e em algumas células tumorais.
Ja o PDL-2 é expresso principalmente em APCs (KEIR et al., 2008; NAKAMURA et
al., 2015; GORDON et al., 2017).

J& o receptor CTLA-4, o antigeno-4 do linfocito T citotoxico, € expresso
somente em células T e € um membro da familia de receptores CD28. Apés a
ativacdo das células T responsivas, ocorre a autoexpressdo do CTLA-4 o que
desativa a ativacdo adicional dessas células, finalizando, assim, a resposta imune.
Ja nas células T regulatérias, quando expresso em alto grau, o receptor CTLA-4
serve para prevenir a ativacdo de células responsivas adicionais.

Uma vez que CD28 e CTLA-4 reconhecem os mesmos ligantes: CD80 (B7-1)
e CD86 (B7-2), quando expresso, o CTLA-4 atua como um inibidor competitivo de
CD28 por reduzir a disponibilidade de B7 nas APCs para fornecer coestimulagao via
0 receptor CD28. A elucidacdo de que o CTLA-4 define um conjunto ou pontos
especificos das respostas imunes, gerou estudos para o0 uso clinico de anticorpos no
blogueio desse receptor para promover respostas imunolégicas aumentadas as
células tumorais. Diferente do CTLA-4, receptor PD-1 tem, como principal papel,
limitar a atividade de células T efetoras em érgaos e tecidos periféricos durante as
respostas inflamatorias e prevenir a autoimunidade. Além disso, a expressao de PD-
1 em células T aumenta com a estimulacdo cronica pelo antigeno, sendo
extremamente importante nos mecanismos de escape imunoldgico, durante
infeccbes virais cronicas e presenca de células tumorais (GHIOTTO et al., 2010;

RAMSAY, 2013).



1.1.2 Exaustdo de células T

WHERRY & KURACHI (2015) relatam que tanto em infecgbes cronicas
quanto no cancer, as células T sdo expostas a antigenos e/ou sinais inflamatérios
persistentemente. Isso € frequentemente associado a deterioracdo da funcdo das
células T, em um estado chamado de “exaustado”, as células T esgotadas perdem
suas funcdes efetoras, expressam multiplos receptores inibitérios e sédo definidas por
um programa transcricional alterado. A exaustao das células T esta frequentemente
associada ao controle ineficiente de infecgBes persistentes e a presenca de células
tumorais, porém a revitalizacdo das células T exaustas pode reativar a sua funcdo
imune. Os autores ressaltam, também, que embora a exaustdo das células T impeca
o controle ideal de infecgBes e células tumorais, as vias de modulacdo super-
expressas na exaustdo — como via da proteina 1 de morte celular programada (PD-
1) e o antigeno 4 de linfécito T citotdxico (CTLA-4) — podem ser inativadas e reverter
esse estado disfuncional, revigorando as respostas imunes. A demonstragédo de que
a exaustao das células T € reversivel em vez de um destino terminal ou irreversivel,
fornece uma oportunidade clinica substancial para empregar a imunoterapia na

melhora da imunidade.

1.1.3 Bloqueando as vias de inibicdo das células T através da imunoterapia
Uma das principais armas das células tumorais contra o sistema imunoldgico
€ através do engajamento de moléculas inibidoras de células T que, normalmente,
atuam prevenindo a autoimunidade ou regulando a resposta imune contra
microrganismos. Evidéncias experimentais e clinicas mostraram que as respostas de
célula T a alguns tumores sao inibidas pelo envolvimento dos receptores PD-1 com

seus ligantes, porém essas interacbes podem ser bloqueadas por anticorpos ou



moduladas por formas recombinantes de ligantes ou receptores (PARDOLL, 2012;
RAMSAY, 2013; OSTRAND et al., 2014; PEDOEEM et al., 2014).

Estudos mostram que o bloqueio de PD-1 ou do seu ligante, pode melhorar a
atividade litica antitumoral e a producdo de anticorpos em pacientes oncologicos.
Além disso, a expressao de receptores PD-1 e CTLA-4 em células T regulatoérias e
células mieloides supressoras, regula positivamente a sua funcdo
imunossupressora. Uma vez que ocorre o bloqueio terapéutico destes receptores, a
atividade das células T regulatérias e células mieloides supressoras no
microambiente tumoral parece diminuir, promovendo o killing tumoral pelas células T
(FRANCISCO et al., 2009; LIU et al., 2009; RAMSAY, 2013; OSTRAND et al., 2014).

Os anticorpos séo considerados atualmente a terapia de primeira linha para
alguns tumores metastaticos. A terapia com anticorpos monoclonais anti-PD-1 tem
alcancado uma notoriedade clinica substancial, tendo como principal funcdo o
bloqueio da via de sinalizacdo do receptor PD-1 (PD-1/PDL-1). Com isso, ocorre a
melhora das respostas imunes uma vez que elimina essa manobra de protecdo das
células tumorais. Promovendo, assim, uma capacidade as proprias células T, antes
bloqueadas, imunoldgica antitumoral (CONITEC, 2019).

Dentre as imunoglobulinas, a IgG é a forma preferida para muitas indicacdes,
pois, segundo os estudos de AL-RUBEAI et al. (2011), ela possui elevada meia-vida
plasmatica, estabilidade molecular, adequacdo para uma purificacdo de afinidade
eficiente e funcdes imunoldgicas efetoras.

Nesse projeto sera abordado o OPDIVO® (ANEXO 1, pag.39), produzido pela
Bristol-Myers Squibb Farmacéutica LTDA e aprovado pelo Food and Drug
Administration desde 2014 (FDA, 2014) para ser usado em algumas terapias
antineoplasicas, como no tratamento do melanoma (avancado ou tratamento

adjuvante), do cancer de pulm&o de células ndo pequenas e do carcinoma de



células escamosas da cabeca e pescoc¢o. Sua substancia ativa € o Nivolumabe, um
anticorpo monoclonal pertencente a classe das imunoglobulinas IgG4. Ele provoca a
inibicdo do checkpoint imune por bloquear a interagéo entre PD-1 e PD-L1/PD-L2 ao
se ligar ao receptor PD-1. Uma vez que células cancerigenas podem produzir as
proteinas PD-L1 e PD-L2 e se ligarem a esse receptor desativando a atividade das
células T, o Nivolumabe, ao se ligar ao receptor PD-1, impede que PD-L1 e PD-L2
tumorais desativem as células T, aumentando a capacidade do sistema imunolégico

de eliminar células tumorais (EMA, 2021).

1.2 LESAO PERIRRADICULAR NO CENARIO ONCOLOGICO

1.2.1 Patogenia dalesao perirradicular

Segundo SIQUEIRA & ROCAS (2007), a leséo perirradicular € um grupo de
doencas inflamatorias causadas por microrganismos (principalmente bactérias) que
infectam o sistema de canais radiculares. O processo se inicia apdés a necrose
pulpar como resultado de carie, trauma ou procedimentos iatrogénicos, quando
bactérias invadem e colonizam o sistema de canais radiculares. As bactérias que
colonizam o canal radicular necrdtico entram em contato com o ligamento
periodontal via forames apicais ou laterais, induzindo danos a esses tecidos dando
origem as alteragdes inflamatorias. O sistema imune do hospedeiro, por sua vez,
pode eliminar as bactérias que saem do canal, porém séo incapazes de erradicar as
bactérias presentes no interior do canal radicular necrosado, que carece de uma

microcirculagdo ativa e, consequentemente, esta além do alcance do sistema imune.

1.2.2 Histopatologia da lesédo perirradicular



As lesbes perirradiculares foram descritas como barreiras que restringem 0s
microrganismos e impedem sua disseminacdo para os tecidos circundantes. As
células inflamatorias e ndo inflamatdrias do hospedeiro, na tentativa de eliminar e
conter as bactérias e seus produtos dos tecidos perirradiculares, liberam mediadores
quimicos, como citocinas e prostaglandinas, que estdo envolvidos na indugcdo da
reabsor¢cdo Ossea caracteristicamente observada na lesdo perirradicular crénica
(STASHENKO, 1990; NAIR, 1997; BATTAGLINO et al., 2002).

As citocinas pré-inflamatérias aumentam a proliferacdo e diferenciacdo de
precursores de osteoclastos promovendo a ativagcdo de osteoclastos maduros, ou
ambos, estimulando, assim, a reabsor¢cdo 6ssea sendo seguida pela substituicdo por
um tecido granulomatoso e uma parede densa de leucdcitos polimorfonucleares
(PMN). Nao tdo comum, ha um tampéo epitelial no forame apical para bloquear a
penetragdo de microrganismos nos tecidos extra radiculares, sendo essa a
caracteristica histologica do cisto perirradicular. Apenas um numero limitado de
patbgenos endodobnticos pode penetrar através dessas barreiras; entretanto,
produtos microbianos e toxinas sao capazes de penetrar essas barreiras para iniciar

e estabelecer a patologia perirradicular (NAIR, 1997; ROODMAN, 1993).

1.2.3 O papel darespostaimunoldgica na lesdo perirradicular

A resposta imune consiste em uma rede biologica elaborada que integra
processos complexos e interconectados de reconhecimento de patdogenos presentes
na imunidade inata e na imunidade adaptativa. Ela é protetora em sua inten¢do, mas
uma vez que se torna desregulada, inadequada, persistente ou excessiva, sua
natureza se torna destrutiva. Esta intrincada constelacdo de processos é flexivel,

dindmica e fortemente individual (YANAGISAWA, 1980; TERONEM et al., 1996).



De acordo com varios estudos, as principais células inflamatérias presentes
nos cistos e granulomas envolvem os linfécitos T CD4+ e CD8+, macrofagos,
plasmacitos e neutréfilos. Macrofagos desempenham um papel importante no
desenvolvimento de reacdes inflamatérias devido a sua capacidade de liberar
inUmeros mediadores quimicos que modulam a inflamacéo local (YANAGISAWA,
1980; DOHLSTEN et al., 1987; PIATTELLI et al.,, 1991; TERONEM et al., 1996;
SANDLER et al., 2007).

Em relacdo aos mediadores inflamatoérios, estudos verificaram diferentes
citocinas como as interleucinas IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17, o interferon
IFN-y, o fator de necrose tumoral (TNF-a), fator de crescimento transformante-3
(TGF-R) e fator estimulador de colénia de granulécitos e macréfagos (GM-CSF)
(KABASHIMA et al.,, 1998; COLIC et al., COLIC et al., 2007). Todos esses
mediadores foram detectados em quantidades variaveis em modelos experimentais

em animais e em lesdes perirradiculares humanas.

1.2.4 Associacao entre leséo perirradicular e condi¢cdes sistémicas

Com o avanco cientifico na area que abrange a inter-relacdo entre condicdes
patolégicas dos tecidos perirradiculares e condi¢cdes sistémicas, alguns estudos
foram conduzidos para investigar sobre as possiveis alteracfes sistémicas que
podem potencializar a patogénese da infec¢cdo endodéntica, bem como o potencial
da infec¢cdo endodbntica em desencadear e/ou potencializar danos sistémicos.

Dentre as condi¢fes sistémicas mais citadas na literatura, estdo o diabetes
mellitus, a aterosclerose e as doencas cardiovasculares, hepaticas e autoimunes. Os
estudos citam, dentre outros achados, os niveis de citocinas inflamatorias presentes
nessas inter-relagdes entre doenca sistémica e lesdo perirradicular, o potencial de

cura da lesdo perirradicular em pacientes sistémicos e a sua prevaléncia através de
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avaliacOes radiograficas (COTTI et al., 2011; CINTRA et al., 2014; CASTELLANOS
et al., 2013; CANTIGA et al., 2021; GUERRERO et al., 2021).

Em um estudo de modelo animal, COTTI et al. (2017) avaliaram a influéncia
do Adalimumabe, um medicamento inibidor do fator de necrose tumoral (Anti-TNF-a.)
utilizado no controle de doencas autoimunes como a psoriase, Doenca de Crohn e
pacientes reumaticos, na reparacdo da lesédo perirradicular e ficou evidenciado que
nem o uso sistémico do Adalimumabe nem seu uso local atrasaram a cicatrizacao
da lesdo perirradicular. Na verdade, os resultados desse estudo evidenciaram uma
reparacao tecidual perirradicular mais rapida no grupo que fez uso do medicamento

guando comparado ao grupo controle.

1.2.5 Checkpoints imunolégicos e a lesdo perirradicular

Recentemente, DELGADO et al. (2019) avaliaram a expressao da proteina 1
de morte programada (PD-1) e do ligante de morte programada 1 (PD-L1) em
leucdcitos da lesdo perirradicular crénica, bem como o0s niveis de citocinas nas
lesBes perirradiculares. Baseados na hipotese que a persisténcia bacteriana e a
infeccdo pulpar crbnica sao facilitadas pela exaustdo das células T que expressam o
receptor inibitério PD-1, os autores tiveram como objetivo analisar a participacao
potencial de PD-1 no desenvolvimento da lesdo perirradicular crénica humana. No
geral, 26 pacientes foram avaliados: 10 com lesdo perirradicular e 16 com tecido
gengival saudavel (usados como grupo controle). Através da citometria de fluxo, os
leucdcitos de ambos os grupos foram avaliados e o0s niveis de citocinas foram
avaliados por ensaio imunoenzimético. Em relacdo a caracterizacdo fenotipica de
leucdcitos no tecido gengival de pacientes com lesédo perirradicular cronica, o0s
autores detectaram um maior nimero de leucdcitos isolados nesse grupo do que no

grupo controle. Sendo 75,3% o fendtipo de T CD3+. Dentro do fenotipo CD3+, a
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proporcao de células T CD4+ foi maior no grupo com lesdo perirradicular do que no
grupo controle, assim como a frequéncia de células T CD4+ que expressam
CD45R0, CD25 e CTLA-4 foram significativamente maiores na leséo perirradicular
do que nas células das amostras de controle, sugerindo a prevaléncia de um
fendtipo com carater supressor e de memoéria dessas células T. Em relacdo as
células T CD8+, as frequéncias de CTLA-4 foram significativamente maiores nas
lesbes perirradiculares quando comparado com as células das amostras do grupo
controle. Curiosamente, a expressdo de CD28 foi menor em células T CD8+ na
lesdo perirradicular quando comparado ao grupo controle. Sendo o CD28 o
correceptor principal na ativacéo, proliferacdo e sobrevivéncia das células T, pode-
se sugerir que a presenca do fendtipo CD8+ CD28- na lesdo perirradicular
representaria uma menor diversidade do receptor de células T (TCR), menor
proliferacdo apds engajamento antigénico, maior citotoxicidade, carater supressor
dessas células T CD8+ e menor habilidade em secretar IL-2 e menor regulagdo na
ativacdo de células T. Somado a isso, 0s autores encontraram uma maior
quantidade de células T CD4+ ativas quando comparados ao tecido gengival
saudavel. Sobre a expressdo de PD-1, o tema principal do presente projeto,
DELGADO et al. (2019) observaram que em células T CD4+ a expressao de PD-1
foi significativamente maior do que em leucdcitos de tecido gengival saudavel, bem
como a porcentagem da expressao de PD-1 em células T CD8+. Quando os autores
analisaram a expresséo de PDL-1, os resultados mostram frequéncias mais altas de
células T e macréfagos que expressam essa proteina em amostras de leséo
perirradicular. Os macrofagos presentes na lesdo também apresentaram maior
expressdo de PDL-1 do que outras células imunes analisadas nesse estudo.

WANG et al. (2018) também avaliaram, através de imuno-histoquimica, a

expressdo de PD-1/LAG-3 em lesdes perirradiculares de humanos. O gene 3 de
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ativacao de linfécitos (LAG-3) € outra via de inibicdo do checkpoint imunolégico, uma
molécula expressa na superficie de células imunes, incluindo linfécito T CD4+,
Células T CD8+ e um subconjunto de células natural killer (NK). A analise foi feita
em 14 casos de granulomas e 13 casos de cistos perirradiculares em pacientes. Os
resultados mostraram que a resposta imune nas lesdes perriradiculares sao, de fato,
agressivas. Tanto na expressao de TNFa quanto na infiltracdo de CD4+/CD8+. Além
disso, os resultados desse estudo mostraram que as células T podem expressar PD-
1 e LAG-3 devido a inflamacgéo progressiva nas lesfes perirradiculares, sugerindo
ser uma maneira potencialmente nova de impedir a inflamagdo progressiva,
restringindo assim a destruicdo 0ssea grave causada pelo granuloma perirradicular.
Esses estudos tornam-se bases importantes para o presente projeto, sobre a
possivel interagdo do anticorpo monoclonal Nivolumabe e as células que expressam

PD-1 presentes na les&o perirradicular.
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2. JUSTIFICATIVA

Estudos sobre a contribuicio das moléculas coestimuladoras a
imunopatogénese da lesdo perirradicular, bem como os biomarcadores presentes
nos fenaotipos celulares na lesdo perirradicular crénica, sdo escassos na literatura.
Com as estimativas sobre a incidéncia de cancer no Brasil, fica clara a necessidade
de linhas de pesquisas direcionadas a esse grupo de pacientes, para que se
entenda melhor a resposta dos tecidos perirradiculares frente a infeccdo. Na
oncologia, 0os avan¢os nos tratamentos antineoplasicos se déo, principalmente, em
relacdo a Imunoterapia, por isso é de suma importancia compreender a inter-relacao
sistémica desse grupo de biofarmacos em todos os ambitos da saude, inclusive na
saude oral.

Dependendo do protocolo quimioterapico, pacientes oncoldgicos submetidos
a esse tipo de terapia antineoplasica, por volta do 10° ao 14° dia apds o inicio do
tratamento, sofrem uma queda na contagem das células sanguineas de forma
intensa. Este periodo € conhecido como NADIR de quimioterapia. A queda da
contagem das células brancas é a mais alarmante de todas e deve ser alvo de
grande atencdo. E muito comum que durante o periodo NADIR, os pacientes
passem por uma agudizacdo de um processo cronico na cavidade oral. Dentes com
lesBes perirradiculares podem sofrer um processo de agudizacdo, com sinais e
sintomas clinicos presentes. Com o advento da Imunoterapia, um dos efeitos
adversos em pacientes que fazem uso desses biofarmacos é a exacerbacdo da
reacdo imunoldgica. Seria correto afirmar que os sinais clinicos de uma agudizagéo
de lesdo perirradicular sao, na verdade, uma exacerbagédo imune local? No que se

refere especificamente ao Nivolumabe, ndo ha estudos na literatura avaliando o seu

efeito sobre a progresséao e severidade da leséo perirradicular.

12



3. OBJETIVOS

Esse estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do Nivolumabe no
desenvolvimento e na severidade da leséao perirradicular induzida em ratos. Dados

sistémicos dos animais também foram coletados e comparados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 PARECER ETICO

O projeto de pesquisa estd de acordo com Principios Eticos da
Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e
obteve aprovacdo da Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA), sob o

protocolo PEBIO/UNIG N° 001/23 (ANEXO 2, pag,41).

4.2 SELECAO DA AMOSTRA

Foram utilizados neste estudo 34 ratos machos adultos, com 10 semanas de
idade, da linhagem Wistar. Os animais foram mantidos em gaiolas sob temperatura
ambiente controlada (25°C), umidade constante, com ciclos de 12 horas/escuro e de
12 horas/claro (06:00-18:00 horas), com acesso livre a comida e agua. Apos o
periodo de aclimatacdo de dez dias, os animais foram divididos aleatoriamente em 2
grupos: o grupo controle sem o uso do Nivolumabe (n=16) e 0 grupo em que este

medicamento foi administrado (n=18).

4.3 O BLOQUEIO DA INTERACAO DE PD-1/PDL-1

Os animais do grupo experimental (n=18) foram divididos aleatoriamente em 2
subgrupos experimentais: grupo N1 (n=10), tratados com anticorpo monoclonal
imunoglobulina G4 (IgG4), que se liga ao receptor de morte programada 1 (PD-1), o
Nivolumabe, em sua forma comercial OPDIVO®, no intuito de averiguar uma
possivel inter-relacdo do Nivulomabe com a formacéo da lesdo perirradicular por um

periodo de 2 meses (totalizando 4 aplicacées) com administracdo intraperitoneal e o
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grupo N2 (n=8) que recebeu o medicamento 15 dias antes (1 aplicacdo) da inducéo
da leséo perirradicular (WEBER et al., 2015; ASCIERTO et al., 2019; EMA, 2022;).
Apds uma semana da indugdo da lesdo perirradicular, 0s animais dos grupos
experimentais N1 e N2 continuaram recebendo Nivolumabe por mais 40 dias,
totalizando 2 aplicagbes. O grupo controle foi subdividido da mesma forma que o
grupo experimental, C1 (n=8) e C2 (n=8), e receberam solugéo fisiolégica nos
mesmos periodos que seus respectivos grupos experimentais (WEBER et al., 2015;

ASCIERTO et al., 2019; EMA, 2022;).

4.4 ADMINISTRACAO DO NIVOLUMABE NA SUA FORMA COMERCIAL
OPDIVO®

A dosagem do OPDIVO® foi de acordo com as recomendacdes do fabricante
e da Food and Drug Administration (FDA), quando usado como mono droga para o
melanoma avancado sem tratamento prévio, que € de 3 mg/kg. O célculo foi feito
individualmente de acordo com o peso de cada animal e administrado por injecao
intraperitoneal (FDA, 2020; YANG et al., 2021; Bristol-Myers Squibb Farmacéutica

LTDA).

4.5 INDUCAO DA LESAO PERIRRADICULAR

Com quatro meses e meio de idade, todos os animais foram anestesiados
com Xilazina 2% e Quetamina 10% e Midazolam 5 mg (0,1 mL/100 g de peso
corporal). Em seguida, uma broca esférica no. 1/2 (KG Sorensen, Sdo Paulo, SP),
ativada por um motor de baixa velocidade (CS 421; Dentec, Rio de Janeiro, RJ), foi

usada para expor as polpas dos primeiros molares inferiores.
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4.6 ANALISE BIOMETRICA
A massa corporal dos animais foi verificada desde o inicio do experimento
até o dia do sacrificio. A pesagem foi realizada semanalmente com auxilio de uma

balanca digital (Meller Toledo 9094, SP, Brasil).

4.7 ANALISE BIOQUIMICA SANGUINEA

Quinze dias apos a ultima aplicacdo do Nivolumabe ao final do 40° dia, os
animais foram anestesiados com Xilazina 2% e Quetamina 10% e Midazolam 5 mg
(0,2 ml/100 g de peso corporal), eutanasiados por exsanguinagdo e o sangue foi
coletado através da punc¢do cardiaca para analise bioquimica.

O sangue foi avaliado para atividade leucocitaria global e diferencial, funcéo
hepatica através das taxas de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e func&o renal através do nitrogénio drico no sangue (BUN)
e creatinina (CR), para fins de comparagdo entre 0s grupos sobre os efeitos

sistémicos do Nivolumabe (YANG et al., 2021; TAGUCHI et al., 2022).

4.8 EXAME DE IMAGEM

As hemi-mandibulas esquerdas foram removidas, lavadas e imersas em
solucdo salina. Nas imagens obtidas, as areas das lesdes perirradiculares
associadas aos apices das raizes mesiais dos primeiros molares foram analisadas e
quantificadas em pixels por meio do software ImageJ (National Institute of Mental
Health, Bethesda, MD, EUA). As tomadas radiograficas foram realizadas em
aparelho Radiografico Digital (Modelo Digital Ml Fit T2- Micro Imagem, SP, Brasil) e
um observador externo e qualificado realizou as analises dos grupos e cada imagem

duas vezes.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram comparados entre os grupos controle e experimental por
meio dos testes ndo paramétricos de Mann Whitney, utilizando o software GraphPad

Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia foi

estabelecido em p<0.05.

17



5. RESULTADOS

5.1 AVALIAGAO BIOMETRICA
Os valores numéricos finais das médias da massa corporal podem ser
observados na Tabela 1. Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as

médias das massas finais dos animais do estudo.

Tabela 1. Médias da massa corporal final (g)

Média de peso final

N1 10 440,9 +£19,37
C1 8 416,2 £34,23 0,1375
N2 8 428,7 £34,23
Cc2 8 404,2 £28,75 0,2345

5.2 AVALIACAO BIOQUIMICA SANGUINEA

5.2.1 Analise de eritrécitos e plaguetas

A contagem de eritrocitos e os valores plaguetarios coletados ao final do
experimento podem ser observados nas Tabelas 2, 3 e 4. Nado foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos N1xC1, N1xN2, C1xC2
(p>0,05). Poréem, houve diferenca estatisticamente significativa entre N2xC2

(p=0,0207) nos valores do volume globular médio.
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N1

C1l

N2

C2

Tabela 2: Valores de Hemacias e Hemoglobina

Hemécia Hemoglobina

8,450,899 0,2743 15,04+0,898 0,7618
8,450,899 14,8+0,637

8,68+0,238 14,58+0,369

9,06+0,452 0,083 14,760,651 0,2345

N1

C1l

N2

C2

Tabela 3: Valores de Hematocritos e Volume globular médio

Hematocrito

42,9+4,152 03154 50,810,943 0,4598
44,71+2,806 50,480,898
44,580,911 51,36+0,824
45,581,956 0,1304 50,311,068 0,0207
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Tabela 4: Valores de Concentracdo de Hemoglobina Globular Média e Plaquetas

[\ Plaguetas

N1 10 35,444,484 0,2031 763,8+296,3 0,8884
C1 8 33,18+1,440 672,4+273,7
N2 8 32,69+0,533 768,4+101,0
C2 8 32,440,164 0,1949 724,3+125,6 0,1304

5.2.2 Analise do total de leucécitos e contagem diferencial de leucocitos

Os valores da série branca podem ser observados na Tabela 5 e 6. Nao
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos N1xN2 e
C1xC2 em relacao a contagem global de leucdcitos, linfécitos e mondcitos (p>0,05).
Porém, em relagdo aos segmentados (neutréfilos), foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos N1xC1 e N2xC2 (p=0,0499 e p=0,0059

respectivamente).
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Tabela 5: Contagem de Leucdcitos e Linfocitos

Linfocito

Leucécito

N1 10 8,563+4,290 0,9591 83,25+3,284 0,9591
C1 8 7,875%+1,994 83,13+3,603
N2 8 6,875+1,262 80,213,633
0,4418
Cc2 8 7,525+1,182 85,25+2,062 0,0635

Tabela 6: Contagem de Mondcitos e Segmentados

Monécito

Segmentado

N1 10 1,125+0,834 0,7984 16,38+2,722 0,0499
C1 8 1,375+1,188 13,753,240
N2 8 1,625+1,061 18,43+4,036
0,3969
Cc2 8 1,143+0,378 10,13+4,422 0,0059
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5.2.3 Em relagéo a funcéo renal

Os valores de nitrogénio arico no sangue (BUN) e da creatinina (CR)
presentes na corrente sanguinea podem ser verificados na Tabela 7. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos N1xC1l, N2xC2, N1xNZ2,
C1xC2 em relacdo ao BUN presente na corrente sanguinea. No entanto, em relacéo
a CR, foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre N1xC1 (p=

0,001).

Tabela 7: Valores do nivel de Ureia Nitrogenada e Creatinina

N1 10  51,5+5,099 0,9497 0,668+0,07180 0,0011
C1 8 50,17+10,76 0,5+0,06803

N2 8 49,14+3,436 0,637+0,04432

Cc2 8 52,17+5,529 0,4452 0,598+0,1315 1

5.2.3 Em relacdo a funcéo hepéatica

Os valores de alanina aminotransferase (ALT) e de aspartato
aminotransferase (AST) presentes na corrente sanguinea podem ser observados na
Tabela 8. N&do houve diferenca estatisticamente significante em relacdo aos valores
de AST entre os grupos N1xC1, N2xC2, N1xN2, C1xC2 (p>0,05). Ja em relacdo aos
valores de ALT, houve diferenca significativa em relacdo ao grupo N2xC2

(p=0,0002). Porém, nédo foi observada diferengca em relagdo aos outros grupos.
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Tabela 8: Valores de Alanina Aminotransferase e Aspartato Aminotransferase

N1 10 52,9+34,17 0,4082 115+67,14 0,7128
C1 8 40,13+14,78 85,17+11,70
N2 8 54,545,345 92,63+10,47
0,0002
C2 8 34,754,432 85,71+7,499 0,2319

5.4 AVALIACAO RADIOGRAFICA

Os valores numéricos das médias das areas das lesbes perirradiculares dos
grupos podem ser observados na Tabela 9. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantes entre 0os grupos N1xC1, N2xC2, N1xN2, C1xC2
(p>0,05).

Tabela 9: Areas das lesdes perirradiculares (pixel)

INCERE

Lesdo

N1 10 860,7+379,8 0,281
C1 8 589,9+314,7
N2 8 809,5+214,6

0,2345
Cc2 8 597,9+322,3

23



Figura 1: Radiografias das mandibulas. A: Grupo N1 aplicacdo do Nivolumabe
durante 2 meses antes da inducado da lesdo perirradicular; B: Grupo N2 aplicacao
do Nivolumabe 15 dias antes da inducdo da lesdo perirradicular; C: Grupo C1,
aplicacdo de solucdo salina durante 2 meses antes da inducdo da leséo
perirradicular; D: Grupo C2, aplicacdo de solucdo salina 15 dias antes da inducdo
da lesao perirradicular.
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6. DISCUSSAO

As lesOes perirradiculares representam complexas barreiras leucocitarias,
fundamentais para restringir a saida de microrganismos do interior do sistema de
canais radiculares para os tecidos perirradiculares, prevenindo, assim, sua
disseminacdo para 0 0SSO e outras regides organismo. Essa reacdo imune é
predominantemente mediada por células como linfécitos T CD4+ e CD8+,
macrofagos, plasmaécitos e neutrofilos, essenciais para o combate e contencao da
infeccdo (YANAGISAWA, 1980; DOHLSTEN et al., 1987; PIATTELLI et al., 1991;
TERONEM et al., 1996; SANDLER et al., 2007).

Referindo-se ao cancer e as infeccdes cronicas, WHERRY & KURACHI
(2015) destacaram que as células T, continuamente expostas a antigenos e sinais
inflamatorios, podem entrar em um estado de exaustdo, comprometendo a eficacia
da resposta imune. Porém, a inativacdo das vias de exaustdo, particularmente
através da modulacdo da proteina 1 de morte celular programada (PD-1), pode
revitalizar a funcionalidade das células T. Da mesma forma, em uma investigacao
sobre a expressdo de PD-1 e seu ligante PD-L1 em leucécitos associados a lesdes
perirradiculares crénicas em humanos, DELGADO et al. (2019) observaram uma
prevaléncia elevada de células T e macréfagos expressando essas proteinas,
sugerindo um ambiente imune altamente regulado nessas condicdes patologicas. Ja
WANG et al. (2018) avaliaram a superexpressao de PD-1 e LAG-3 em lesOes
perirradiculares em humanos, apontando para o significativo papel dos checkpoints
imunoldgicos na dinamica da perda éssea inflamatéria. No estudo de YANG et al.
(2021) a molécula abordada pelos autores foi o supressor de ativacédo de células T
de dominio V de imunoglobulina (VISTA), que compartilha homologias consideraveis

com PD-1 e PD-L1 em lesGes perirradiculares de camundongos. A relevancia da
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superexpressao de PD-1 e LAG-3 nas lesbes sugere um impacto significativo dos
checkpoints imunolégicos na progressado da perda éssea inflamatoria. Estes estudos
ampliam a compreensdo da dindmica imunoldgica envolvida nas lesbes
perirradiculares, destacando o papel das células T ativadas e de outros
componentes imunes na promoc¢ao da osteoclastogénese e o potencial moderador
exercido pelas células T regulatorias.

Nesse cenario, a inclusdo do Nivolumabe em nosso estudo buscou investigar
sua interagdo com o desenvolvimento da lesdo perirradicular. Apés a selecdo da
amostra, os grupos foram divididos em grupo experimental e grupo controle. O grupo
experimental foi dividido em dois subgrupos: N1 (uso do Nivolumabe a cada 2
semanas por 2 meses) e N2 (uso do Nivolumabe 15 dias antes da inducao da lesdo
perirradicular). Embora a literatura seja limitada sobre o tempo minimo para acéo do
Nivolumabe, ensaios clinicos em pacientes com melanoma avangado mostraram
que respostas objetivas ao tratamento com Nivolumabe ocorreram apés 8 a 12
semanas de tratamento (WEBER et al., 2015; ASCIERTO et al., 2019; EMA, 2022).

O modo de aplicacéo foi de forma intraperitoneal, similar a estudos anteriores
em modelos animais (WEBER et al., 2015; WANG et al., 2018; YANG et al.,2021).

A metodologia utilizada para a inducdo da lesédo perirradicular seguiu 0s
mesmos parametros de estudos anteriores (ARMADA et al.,, 2006; YANG et al.,
2009; LIU et al., 2009). A reabsorcdo Ossea perirradicular, induzida pela exposicao
pulpar, foi observada em todos 0s grupos experimentais através da analise
radiografica.

Aléem da avaliacdo do tecido 0sseo atraves de radiografia, também foram
realizadas avaliagbes biométricas e bioquimica para acompanhar 0s possiveis

efeitos sistémicos do Nivolumabe.
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No presente estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em
relacdo a massa corporal, o que corrobora com estudos anteriores (WANG et al.,
2018; YANG et al., 2021).

O Nivolumabe se caracteriza pela sua acdo na ativagdo da resposta
imunolégica por ser um inibidor do checkpoint imunoldgico. Neste estudo, a andlise
bioguimica sanguinea feita no final do experimento, demonstrou ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos sobre os valores da série vermelha e
plaguetaria. Da mesma forma, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
contagem global de leucdcitos, linfocitos e mondcitos concordando com estudos
clinicos anteriores onde efeitos adversos como leucocitose ou policitemia foram
classificas como raros (EMA, 2022). Contudo, na contagem de segmentados
(neutrdfilos), houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo N1 e C1
(p=0,0499) e entre os grupos N2 e C2 (p=0,0059) o que pode sugerir que 0
Nivolumabe, ao reativar células T exaustas e promover uma resposta imune
antitumoral, altera o equilibrio e a funcdo de outras células do sistema imune,
incluindo os neutréfilos. Isso pode levar a um aumento no recrutamento ou na
atividade dessas células, refletido por alteragcbes em seus niveis sanguineos.

A literatura elucida alguns efeitos adversos em relacéo a funcéo hepética e a
funcédo renal de pacientes que fazem uso do Nivolumabe como monoterapia para o
tratamento do melanoma avancado sem tratamento prévio. As doencas renais e
urinarias, por exemplo, sdo frequentes no que diz respeito as reacdes adversas ao
uso do Nivolumabe. Em nossos achados ndo houve diferenca estatisticamente
significativa em relacdo aos niveis de nitrogénio urico no sangue (BUN) entre os
grupos. Porém, houve diferenca estatisticamente significativa nos valores da
creatinina (CR) entre os grupos N1 e C1 (p=0,0011) sugerindo que, embora nao

configure uma condicéo patoldgica renal, a funcao renal do grupo N1 pode ter sido
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mais sensibilizada frente ao uso do Nivolumabe. E importante ressaltar que as

variacbes nos niveis de creatinina dentro dos limites normais podem ainda ser
clinicamente relevantes, especialmente se mostrarem tendéncias a longo prazo ou
se correlacionarem com outros indicadores clinicos e laboratoriais (EMA, 2022).

Em relacdo aos niveis de alanina aminotransferase (ALT), houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos N2 e C2, corroborando com estudos
anteriores que alertam sobre como os inibidores de checkpoint imunoldgico,
incluindo o Nivolumabe, podem causar hepatotoxicidade, manifestada por aumentos
dos biomarcadores de lesdo hepética, como o ALT. A hepatotoxicidade € um efeito
colateral conhecido, embora relativamente incomum, associado a essa classe de
medicamentos. O mecanismo subjacente pode envolver a ativacdo imunomediada
contra células hepaticas ou tecidos, desencadeada pela modulacdo da resposta
imune (EMA, 2022). J& em relacdo aos niveis de aspartato aminotransferase (AST),
nao houve diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos.

Como dito anteriormente, YANG et al. (2021) constataram em seus estudos,
que o bloqueio do supressor de ativacdo de células T de dominio V de
imunoglobulina (VISTA) com um anticorpo anti-VISTA em um modelo experimental
em ratos (n=40) exacerbou a perda Ossea periapical e aumentou a infiltracdo de
células imunes na leséo perirradicular. Mesmo que VISTA compartilhe homologias
consideraveis com PD-1 e PD-L1, esse biomarcador apresenta uma expressao mais
ampla, incluindo células mieloides e células T CD4+ e CD8+, e atua tanto como
receptor quanto ligante, o que amplia a possibilidade de acdo do anticorpo anti-
VISTA nas vias receptoras desse checkpoint imunolégico. Além disso, o estudo de
YANG et al. (2021) ndo avaliou a interagdo do anti-VISTA com o desenvolvimento da
lesdo perirradicular como o presente estudo, mas sim a sua interacd0 nos seus
diferentes  estagios de desenvolvimento, através da microtomografia
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computadorizada (Micro-CT) as andlises revelaram que, enquanto a area de lesao
nao apresentou mudancas significativas nos primeiros estagios (dias 7 e 14), houve
uma exacerbacdo notavel da perda 6ssea nos grupos tratados com o bloqueio de
VISTA nos dias 21 e 28. Isso sugere que o papel regulatorio negativo de VISTA na
periodontite apical torna-se mais decisivo a medida que a doenga progride para os
estagios mais avancgados.

Embora as lesdes perirradiculares nos grupos experimentais deste estudo
tenham se mostrado mais extensas nas analises realizadas com o software ImageJ,
as diferencas nao foram estatisticamente significativas, sugerindo que o bloqueio do
checkpoint imunolégico PD1/PDL-1 e PD-1/PDL-2 pode ndo ser relevante para o
desenvolvimento da lesédo perirradicular. A comparacdo das andlises de imagem
neste estudo e os resultados de YANG et al. (2021) ilustram a complexidade dos
mecanismos imunolégicos e suas manifestaces radiograficas.

A discrepancia observada pode ser explicada por uma série de fatores
metodoldgicos e bioldgicos importantes. Dentre eles, as diferencas fundamentais
nos modelos experimentais, incluindo o tipo de intervencdo, o tipo de anticorpo
monoclonal utilizado e sua dosagem, a duracdo do estudo e as caracteristicas
especificas dos animais, podem influenciar significativamente a resposta imune e,
consequentemente, o desenvolvimento das lesGes perirradiculares. Além disso, a
sensibilidade dos métodos de avaliagdo radiografica empregados pode variar, com
técnicas como a microtomografia computadorizada (Micro-CT) oferecendo uma
resolucdo mais alta e uma quantificacdo mais precisa da perda oOssea em
comparacdo a meétodos radiograficos convencionais. Isto abre perspectivas para

estudos futuros.
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7. CONCLUSOES

As analises radiograficas do presente estudo ndo demonstraram diferencas
estatisticamente significativas nos tamanhos das lesdes perirradiculares entre os
grupos. Outros estudos utilizando abordagens diagnosticas mais sensiveis para
avaliar os possiveis efeitos do inibidor de checkpoint imunolégico, Nivolumabe, no
desenvolvimento dessa patologia devem ser conduzidos para confirmar ou nao
estes achados. Entretanto, os achados bioquimicos do nosso estudo reforcam os

efeitos sistémicos do Nivolumabe.
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9. ANEXO(S)

ANEXO 1 — OPDIVO®- Bula: Ministério da Saude (2020)

o Tipo: anticorpo monoclonal de imunoglobulina G4 (IgG4) que se liga ao
receptor de morte programada 1 (PD-1) e bloqueia sua interacdo com PD-L1 e PD-
L2.

o Principio Ativo: NIVOLUMABE.

o Nome comercial: OPDIVO®.

o Apresentacdo: solucdo injetdvel para infusdo intravenosa na
concentracédo de 10 mg/mL em frascos de 4 mL (40 mg) e 10 mL (100 mg) de uso
anico.

. Detentor do registro: Bristol-Myers Squibb Farmacéutica LTDA.

o Fabricante: idem.

o Indicagédo aprovada na Anvisa: em monoterapia para o tratamento de
melanoma avancado (irressecavel ou metastético).

. Indicacdo proposta pelo demandante: idem.

. Posologia e Forma de Administracdo: a dose recomendada € 3 mg/kg,
administrada por via intravenosa durante 60 minutos a cada 2 semanas.

o O tratamento deve continuar enquanto um beneficio clinico for
observado ou até que o tratamento ndo seja mais tolerado pelo paciente.

o Contraindicagfes: hipersensibilidade a substancia ativa ou a quaisquer
dos excipientes.

o Precaugbes/eventos adversos: reacOes adversas resultantes de
atividade imunoldgica elevada (pneumonite grave ou doencga pulmonar intersticial,

colite ou diarreia grave, hepatite grave, nefrite grave e disfungdo renal,
39



endocrinopatias graves, incluindo hipotireoidismo, hipertireoidismo, insuficiéncia
adrenal, hipofisite, diabetes mellitus e cetoacidose diabética, pancreatite, uveite,
desmielinizacédo, neuropatia autoimune (incluindo paralisia do nervo abducente e
facial), sindrome de Guillain-Barré, hipopituitarismo, sindrome miasténica, encefalite,

gastrite, miosite, miocardite e rabdomidlise.

40
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