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RESUMO

A mucosite € uma inflamacao que ocorre na mucosa de revestimento da cavidade oral,
resultante do efeito citotoxico ao tratamento com 5-Fluorouracil (5-FU). Ha estudos que
mostram que, por meio da administracdo da L-Cisteina, ocorre a producédo de Sulfeto de
Hidrogénio (H-S), tendo ac&o gastroprotetora, antiflamatdria e cicatricial. Tendo em vista
estas propriedades, o objetivo desta pesquisa foi investigar o efeito protetor da L-Cisteina
no modelo de mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters. Foram selecionados 30
hamsters divididos em 5 grupos (n=6) :( Normal, recebeu solucdo salina a 0,9%, i.p) ;(
Trauma Mecénico); (5-(FU)) ;( L-cisteina 10mg); (L-cisteina 40mg) e NaHs (27uQ)
(esses receberam doses de 60 e 40 mg/kg de 5-FU nos dias 1 e 2, e no 4° dia foi feito
escoriagbes nas mucosas jugais direitas dos animais, no 5° e 6° receberam por via
intraperitoneal a L-cisteina nas concentracdes de 10, 40, 27 mg; ug/Kg, respectivamente).
Para anélise dos dados foi feita avaliagdo macroscopica, histologica, sobrevida, ponderal,
espessura da derme, contagem de mastocitos, dosagem de MDA, GSH, MPO,
Nitrito/Nitrato, porcentagem de colageno, imunohistoquimica para Coxz e dosagem dos
niveis de H.S. Observou-se que a L-cisteina nas doses de 10 e 40 mg/Kg foram capazes
de prevenir e reverter as alteracbes promovidas por 5-FU. Por conseguinte a dose eletiva
de L-Cisteina foi a de 40 mg/kg pois apresentou aumento significativo na espessura da
derme, porcentagem de colageno, diminui os niveis de:MDA, GSH, MPO e aumentou 0s
niveis de GSH e H2S quando comparado ao grupo 5-FU (p<0,005). Quanto aos niveis de
Cox2 no grupo de L-Cisteina 40 mg/Kg, observou-se uma diminuicdo, estatisticamente
significativa, (p<0,005) na imunomarcacdo para Cox. quando comparado com o grupo 5-
FU, assim como a diminuicdo no numero de mastdcitos(p<0,005). Entdo, conclui-se que
a L-Cisteina na dose de 40 mg/kg teve efeito protetor aumentando a espessura na derme,
porcentagem de fibras de coladgeno, diminuindo os niveis de MDA, GSH, MPO,
Nitrito/Nitrato e imunomarcacgdo para Coxo. Assim, nossos resultados sugerem que a L-
cisteina pode ser provavelmente um substrato enzimatico, que aumenta a producdo
endogenamente do H>S que tem acdo anti-inflamatéria e antioxidante perante a lesdo por
5-FU.

Palavras-Chave: 5-Fluororacil, Mucosite oral, L-Cisteina, Inflamacéo.



ABSTRACT

Mucositis is an inflammation that occurs in the lining of the oral cavity resulting from
the cytotoxic effect of 5-Fluorouracil (5-FU) treatment. There are studies that show that,
through the administration of L-Cysteine, the production of Hydrogen Sulphide (H2S)
occurs, having gastroprotective, anti-inflammatory and cicatricial action. In view of
these properties, the objective of this research was to investigate the protective effect of
L-cysteine on the oral mucositis model induced by 5-FU in hamsters. We selected 30
hamsters divided into 5 groups (n = 6): (Normal, received 0.9% saline solution, i.p),
(Mechanical Trauma); (5- (FU)); (L-cysteine 10mg); (L-cysteine 40mg) and NaHs
(27ug) (these received doses of 60 and 40 mg / kg of 5-FU on days 1 and 2, and on the
4" day the right oral mucosa was excoriated in the 5" and 6" animals received L-
cysteine intraperitoneally at concentrations of 10, 40, 27 mg, pg / kg, respectively).
Macroscopic, histological, survival, weight, dermal thickness, mast cell counts, MDA,
GSH, MPO, Nitrite / Nitrate, collagen percentage, Cox. immunohistochemistry and H2S
levels were evaluated. It was observed that L-cysteine at doses of 10 and 40 mg / kg
were able to prevent and reverse the changes promoted by 5-FU. Therefore, the elective
L-cysteine dose was 40 mg / kg because it showed a significant increase in the thickness
of the dermis, collagen percentage, decreased levels of: MDA, GSH, MPO and increased
levels of GSH and H>S when compared to 5-FU group (p <0.005). Concerning Coxz
levels in the 40 mg / kg L-cysteine group, a statistically significant (p <0.005) decrease
in Cox2 immunolabeling was observed when compared to the 5-FU group, as well as
the decrease in the number of mast cells (p <0.005). Thus, our results suggest that L-
cysteine may probably be an enzymatic substrate, which increases the endogenous
production of H>S that has anti-inflammatory and antioxidant action against 5-FU
injury.

Keywords: 5-Fluororacil, Oral mucositis, L-cysteine, Inflammation.
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1.INTRODUCAO

O céancer é uma doenca cronico-degenerativa que ao longo dos anos vem
apresentando maior incidéncia. Representa a segunda causa de morte nos paises latinos e
caracteriza-se pelo crescimento anarquico das células, que da origem a tumores com capacidade
de propagacdo, principalmente através de rotas linfaticas e hematogenas (GOYRI et al.,2014).

Sendo considerado um dos maiores problemas de salde publica no pais,
particularmente por dois aspectos: o primeiro é o aumento da incidéncia e da mortalidade,
proporcional ao envelhecimento populacional, ao crescimento demografico e ao
desenvolvimento socioecondmico. Necessitando de grandes investimentos financeiros e
acarretando 6nus institucional e social para o pais (DE SOUZA et al., 2013). O segundo é a
dificuldade que o sistema de salde enfrenta para garantir o acesso efetivo e igualitario para
populacdo ao diagnostico e tratamento dessa doenca (DE AQUINO et al., 2015).

Onde o tratamento para estes pacientes oncoldgicos é a base de quimioterapicos,
que sdo comumente usados com o objetivo de inibir as metastases e melhorar a taxa de
sobrevivéncia destes individuos (DE PAULA; SAWADA, 2015). Dentre os quimioterapicos
utilizados nesta terapéutica, destaca-se o0 5-FU, que pertence a classe dos antimetabolitos e atua
principalmente nas células com alta proliferacdo celular, neste caso, no epitélio do trato
digestorio (DE SOUZA et al., 2013).

Este quimioterapico atua, adentrando na célula por meio de difusdo facilitada,
inibindo de forma irreversivel a enzima timidilato-sintase, que esta envolvida na replicacédo e
reparacdo do DNA (JONES et al., 2015), além de incorporar 0s seus metabolitos toxicos ao
DNA e RNA, levando ao bloqueio do ciclo celular e apoptose das células do trato digestorio
(TAKANO et al., 2015).

No entanto, esta estratégia medicamentosa provoca diversos efeitos colaterais
como: a mucosite, xerostomia, mielossupresséo, dores de cabeca, dermatite, fotofobia, diarreia
e cardiotoxicidade que alteram qualidade de vida dos pacientes (CHANG et al., 2015; PAIVA
et al., 2016). E influencia na conducdo e adesdo ao tratamento oncolégico (CICCHELLI et
al.,2017; DE PAULA; SAWADA, 2015; DE SOUZA et al., 2013).

Dentre os efeitos colaterais da terapia antineoplasica, o quadro da mucosite oral é
um dos efeitos colaterais mais observado no tratamento a base de quimioterapicos para diversas
neoplasias (TAKANO et al., 2015; GOODMAN et al., 2017; ZOU; WANG; ZHANG, 2017),
sendo detalnado na literatura, em quatro fases (inflamatoéria/vascular, epitelial,
ulcerativa/microbiolégica e cicatrizadora) (LEITAO et al., 2014; SHIMAMURA et al., 2018;
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RIBEIRO et al., 2017). Onde a fase ulcerativa é o periodo mais critico (LEITAO et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2016), desencadeada pela quimioterapia, que leva a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que por sua vez, ativa varias vias de sinalizagdo na submucosa e
epitélio, por meio do aumento na expressao de genes como, c-jun,c-fos e Erg-1,e pela ativacédo
de fatores de transcri¢cdo, como o fator nuclear-xB (YOSHINO et al., 2013; MANCHANDA,
IYENGAR; PATIL , 2016; SCULLY ; SONIS ; DIZ, 2006).

Alguns autores sugeriram que a geracdo destas ROS, resultante do uso de
quimioterapicos, resultantes da lesao celular, é pela via da Ciclooxigenase e Oxido Nitrico
(NOS), através Ciclooxigenase-2 (COXz), (LOGAN et al., 2007; SILVA et al., 2017), producéo
do Oxido Nitrico Induzido (iNOs), respectivamente, (BASTOS et al., 2015) desenvolvendo o
quadro de mucosite oral (LOGAN et al., 2007; MARCUSSEN et al., 2017).

Subsequentemente, a expressao de citocinas pré-inflamatorias, como o fator de
Necrose Tumoral o (TNF- a) e Interleucina-1B(IL-B), sdo aumentadas significativamente
(SONIS, 2009; SKEFF et al., 2014), potencializando os danos no epitélio basal da mucosa oral,
configurando o quadro da mucosite (MORAIS et al., 2014).Pois , a principal estratégia no
combate a este efeito colateral baseia-se apenas ,em alguns tratamentos paliativos como por
exemplo, o uso de suspens@es com magnésio e com hidroxido de aluminio , a utilizacdo de
laser de baixa potencia , crioterapia , uso de agentes antimicrobianos, geléia real, pastilhas L.
brevis, suplementacio de Zinco e Benzidamina (DAUGELAITE et al., 2019;SHARMA et al.,
2012;GAUTAM et al., 2012;VOKURKA et al., 2011). Sendo a assim, faz-se importante a
investigacdo destes mediadores inflamatorios e de provaveis substancias que sejam capazes de
inibir o desenvolvimento da mucosite oral.

Assim baseado em pesquisas anteriores, observou-se que a L-cisteina € um
aminoacido semiessencial, que participa principalmente do metabolismo de proteinas usado
rotineiramente como suplemento alimentar (SALMAN et al., 2013). Além disso, ha estudos
que descrevem outras finalidades ndo nutricionais como por exemplo, a gastroprotecéo (LEE
etal., 2013; KANIKARLA et al., 2014). Este aminoacido semiessencial pode ter como produto
da reacdo da transulfatacdo reversa e como resposta terapéutica, a liberacdo de Sulfeto de
hidrogénio (H.S) intracelularmente, ativagdo da Glutationa peroxidase (potente antioxidante) e
controle peroxidacdo lipidica, respectivamente (KABIL; BANERJEE, 2010; POWELL,;
DILLON; MATSON, 2017; HAMZA; EL-SHENAWY, 2017).

O H2S é considerado um importante mediador gasoso, com agéo antinflamatoria,
gue age inibindo a diapedese de leucécitos (GEMICI et al.,, 2015), atividade da

Mieloperoxidase, promovendo a apoptose e reduzindo citotoxidade neutrofilica (PALINKAS
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et al., 2015; DUFTON, et al.,2012). Além de modular a expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias como NF-xB, IL-1p (LOBB et al.,2015; CHEN; LIU, 2016).

Tendo em vista os produtos resultantes da transulfatacdo reversa da L-cisteina
exogena, neste caso, o sulfeto de hidrogénio que possui a¢do anti-inflamatéria em modelos de
lesdo gastrica, estudados pelo nosso grupo de pesquisa (MEDEIROS et al.,2013; SOUSA et
al.,2018; DE ARAUJO et al.,2018). E observando que com o desenvolvimento do quadro de
mucosite oral, resultante do esquema quimioterapico da terapia antineoplasica, 0s pacientes
desenvolvem além deste quadro inflamatorio, a caquexia e infeccdo, que interferi na qualidade
de vida dos pacientes e em ultimo caso, os levam a morte (INCA,2015). Além disso, tendo
apenas como terapéutica os cuidados paliativos, baseado em tais fatos, faz-se necessario
conduzir novos manejos para este efeito adverso, visando a acao antinflamatéria e melhora na
qualidade de vida dos pacientes oncoldgicos. Portanto, o alvo da nossa pesquisa foi estudar a

acdo anti-inflamatdria da L-cisteina exdgena como terapia na mucosite oral experimental.
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos Morfoldgicos da mucosa oral

A cavidade bucal é a parte inicial do sistema digestério. Localiza-se no terco
inferior da face e comunica-se com o exterior pela abertura oral, uma cavidade virtual que
contorna as arcadas dentérias e a gengiva, e com a parte oral da faringe (orofaringe) através de
uma abertura ampla denominada istmo da garganta (das fauces) (MOORE, PERSAUD, 2016;
JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2017). Onde é revestida por uma mucosa oral que serve como
protecdo e barreira contra varios estimulos externos, como microrganismo e tensdo de
cisalhamento. Sendo relacionada a algumas funcionalidades béasicas e essenciais para o bem-
estar do individuo como mastigacdo, fonacdo e degluticio (BERKOVITZ; HOLLAND;
MOXHAM, 2004; PAIVA et al., 2016).

Esta regido da cavidade bucal é revestida por epitélio estratificado escamoso nao
queratinizado em algumas areas como, mucosa labial e bucal, tais caracteristicas histoldgicas
podem ser observadas também no epitélio da mucosa jugal de hamsters (MOLINA et al., 2017;
SILVA et al.,, 2017) (Figura 1). Apresentando também outras regiGes com areas
queratinizadas como: gengiva, palato duro, regido dorsal e lateral da lingua (ASIKAINEN et
al., 2017).

Figura 1.Aspectos histoldgicos da mucosa.

MUCOSA
(EPITELIO)

SUBMUCOSA
(EPITELIO)

EPITELIO ESTRATIFICADO
PAVIMENTOSO NAO
QUERATINIZADO

TECIDO CONJUTIVO FROUXO

LAMINA PROPRIA

IBRAS MUSCULARES ESTRIADAS
ESQUELETICAS

Fonte :Elaborado pela autora.
Legenda: Caracteristicas do epitélio da mucosa jugal de hamsters. Coloragao Tricomio de Massom ,200x.
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Além destas caracteristicas histologicas, supracitadas, a cavidade bucal possui o seu
proprio mecanismo de defesa superficial, em conjunto com a saliva e seus componentes,
formando um complexo estrutural, que compreende a primeira linha de defesa para a cavidade
oral. Este complexo é altamente adaptado para proteger os tecidos mais profundos quando
ocorre diferentes danos, bloqueando a entrada de microrganismos e agentes toxicos
(ASIKAINEN et al., 2017). Assim quando ocorre a inativagdo deste complexo, como por
exemplo: na imunossupressao resultante da quimioterapia para o cancer, que pode levar a perda
desta barreira desenvolvendo o quadro de mucosite oral (BARKOKEBAS et al.,2015; LALLA
et al.,2014).

2.2 Principais estratégias terapéuticas utilizadas no tratamento do cancer

As principais estratégias terapéuticas para tratamento de pacientes oncoldgicos
basea-se no uso de quimioterapicos, que sdo comumente usados com o objetivo de inibir as
metéstases e melhorar a taxa de sobrevivéncia destes individuos (PAULA; SAWADA, 2015).

A quimioterapia é uma forma de tratamento paras as neoplasias de regido de cabeca
e pescoco, sendo considerada a modalidade mais comum no tratamento antineoplasico, e sua
acdo se da por meio da utilizagdo de compostos quimicos, chamados de quimioterapicos
(JESUS et al., 2016; ZANG et al., 2014). Cuja a finalidade é curar a doenca ou diminuir a
apoptose das células neoplasicas (TOJAL; PINTO-DE-SOUSA, 2014) e impedir a
disseminacdo da neoplasia antes ou apds a resseccdo da lesdo primaria (terapéutica
neoadjuvante e adjuvante) ou sendo utilizada como estratégia terapéutica paliativa (BREDA et
al., 2016; RONDINELLI et al., 2017;).Tais quimioterapicos podem ser classificados como
agentes alquilantes, esterdides , alcaldides e antimetabdlitos (MALHI et al., 2012;
MARTINEZ et al., 2017), que agem por meio da mediagcdo dos processos de crescimento e
divisdo celular(SINGLETERRY; SREEDHAR; ZHAO, 2014).

O mecanismo de acao, dos quimioterapicos classificados como agentes alquilantes,
como por exemplo, a cisplatina e a ciclofosfamida (GUERREIRO et al., 2014). Da-se por meio
da sua capacidade de ligagdo com as bases purinas no DNA das celulas cancerosas, interferindo
nos mecanismos de reparo, causando danos e, posteriormente, induzindo a apoptose destas
celulas malignas (DASARI; TCHOUNWOU, 2014).

Ja para terapia a base de esteroides, se da por meio da atuacdo desses esteroides

como agentes anti-proliferativos, inibindo uma determinada enzima e assim reduzindo a
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biossintese de hormdnios enddgenos, ou por atuarem como ligantes com maior afinidade para
o0 receptor em relagdo ao hormonio enddgeno, bloqueando a a¢éo deste horménio (MAMOUNI
et al., 2015). Dentro do grupo de esteroides inibidores enzimaticos pode-se citar: a sulfatase
(Lee et al., 2016), a aromatase (Kanomata et al., 2017) e a enzima 17B-hidroxiesteroide
desidrogenase (CASTRO et al., 2012).

Por outro lado, a estratégia terapéutica a base de alcaldides como os encontrados na
Vinca, que sdo isolados a partir dos fungos encontrados nas folhas da espécie Catharanthus
roseus (L.) G.Don. (Apocynaceae), vimblastina e vincristina (KUMAR et al., 2018). Da-se por
meio de sua ligagédo as B-tubulinas que inibem a polimerizagdo dos microtubulos durante a
mitose celular nas células, desencadeando a apoptose celular das células neopléasicas (PARKER
etal., 2018).

Além destas estratégias terapéuticas, pode-se destacar a terapia a base de agentes
antimetabolitos que tem forte semelhanca estrutural com o acido félico e as bases purina e
pirimidina envolvidas na sintese de DNA, RNA e de determinadas enzimas (OCHIAI et al.,
2014). Mudando apenas, quanto ao arranjo molecular do metabdlito correspondente, ao ponto
de atuarem como substratos falsos em reacdes bioquimicas (KODA et al., 2016), inibindo
etapas de sintese ou incorporando-se em moléculas e interferindo na funcdo ou replicacéo
celular (SASAKO et al., 2015). De modo exclusivo, estes agentes atuam principalmente durante
a fase S (sintese de DNA) no ciclo celular (YOSHIDA et al., 2014). Assim, interferindo no
crescimento das células de alta proliferacdo celular em todo o organismo como as células
germinativas e o epitélio que reveste o trato gastrointestinal (GUERREIRO et al., 2015;
FOCACCETTI et al., 2015).

Dentro dessa classe farmacéutica, os agentes antimetabdlitos, da-se énfase ao 5-
fluorouracil (5-FU), analogo a pirimidina que foi desenvolvido a partir da década de 50,
preparado a partir da substituicdo de um atomo de hidrogénio por outro mais estavel de FlGor
na posicao 5 da molécula de uracila (Figura 2). Com o objetivo de inibir processos essenciais,
como a incorporagdo de um fluoronucleotideo na molécula de DNA e/ou RNA, processo
essencial para a proliferacdo e metabolismo celular (RUTMAN; CANTAROW; PASCHKIS,
1954). Este farmaco € um analogo da pirimidina uracil que ocorre naturalmente, sendo assim,

metabolizado por meio das mesmas vias metabolicas do uracil (FOCACCETTI et al., 2015).
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Figura 2. Estrutura de Bases Nitrogenadas Pirimidinas.
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Uracila 5-fluororacil

Fonte: Adapatado de Focaccetti et al., 2015.

Este farmaco, rotineiramente prescito na clinica oncoldgica, é ativado
preferencialmente nos tumores onde a distribuicdo tecidual de enzimas, que sé&o chaves no
metabolismo, em particular a Timidina Fosforilase (TP) (STASHKEVYCH et al., 2014). O 5-
FU atua durante a fase S do ciclo celular inibindo a sintese de DNA e RNA reduzindo a
disponibilidade de timidilato. Isto acontece, devido a conversdo do 5-FU em 5-
fluorourodeoxiuridina (5-FUdR) pela acdo da timidina fosforilase (TP). O 5-FUdR é entéo
convertido pela timidina quinase (TK) em 5-fluorodeoxiuridina monofosfato (5-FAUMP). O 5-
FAUMP inibe a sintese de DNA competindo com o monofosfato de desoxiuridina (dUMP) pela
ligacdo a timidilato sintase (TS). O 5-FU inibe a sintese de RNA, por meio do metabolismo do
orotato fosforibosiltransferase (OPRT) para 5-fluorouridina monofosfato (5-FUMP) e
subsequente conversao para 5-fluorouridina trifosfato (5-FUTP) via 5-fluorouridina difosfato
(5-FUDP) (AKPINAR et al., 2015; FOCACCETTI et al., 2015).

O efeito inibidor deste quimioterapico ndo se limita somente as células
neoplésicas, ja que se ligam também em células normais, tendo importantes efeitos colaterais,
gue em determinadas situacOes predizem desde a reducdo do esquema terapéutico até a sua total
interrupcdo, assim, podendo trazer grande prejuizo na eficacia do tratamento oncoldgico
(JUSTINO et al., 2014). Tais efeitos adversos, variam consideravelmente de acordo com o
tratamento, dose utilizada e via de administracdo e sdo mais evidentes em células com grande
indice de mitoses, como tecidos de rapida proliferacdo (VANLANCKER et al., 2016).
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Figura 3. Metabolismo do 5-FU.

Fonte: Adaptado de FOCACCETTI et al.,2015.

Legenda: O 5-FU entra nas células por meio de transporte facilitado. No meio intracelular, é convertido em trés
metabdlitos ativos principais: (monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluorodeoxiuridina
(FAUTP) e trifosfato de fluorouridina (FUTP).

Como por exemplo , 0 5-FU devido a sua toxicidade desenvolve inimeros efeitos
adversos como a neurotoxicidade, através da reducdo da neurogénese e consequentemente
problemas cognitivos (ELBELTAGY et al., 2012), cardiotoxicidade, isquemia, infarto agudo
do miocardio, cardiomiopatia (FOCACCETTI et al., 2015), hepatotoxicidade, mielosupressédo
(KUMAR et al., 2010; KOBUCHI et al., 2017), alopecia, fadiga , reacdes cutaneas que incluem
eritema, bolhas, prurido, necrose (HADDOCK; COHEN, 2016), Na medula 6ssea resulta em
granulocitopenia e trombocitopenia além de disturbios gastrointestinais como lesdo da mucosa
intestinal e oral, faringite, esofagite e colite (KAWASHIMA et al., 2015).

2.3 Efeitos adversos no uso de terapia antineoplasica.

As modalidades de tratamento das neoplasias frequentemente utilizadas sdo trés:
cirurgia, radioterapia e quimioterapia (TERRA et al., 2016; CAMPOLINA et al., 2015;
ESPINOSA et al., 2015). A estratégia cirdrgica do cancer tem dois objetivos principais:
ressec¢cdo da massa cancerosa e de outros tecidos envolvidos, como os linfonodos e a remogéo
de 6rgdos enddcrinos que podem modificar a dissemina¢do da doenga, evitando metéstase

(TERRA et al., 2016). Diferentemente do tratamento cirirgico, a radioterapia e a quimioterapia
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ndo sdo especificos para o tecido neoplésico, atuando pela inibi¢do do crescimento de células
que se dividem rapidamente, interferindo na divisao celular (ESPINOSA et al., 2015).

O sucesso exponencial da quimioterapia antineoplasica pode ser atribuido ao uso
de terapias imunossupressoras, por meio da combinagdo de agentes quimioterapicos como:
Oxaliplatina, cisplatina, doxorrubicina e ifosfamida com 5-Fluorouracil (5-FU) (PANGENI et
al., 2016; CARDANI et al., 2014; ALENCAR et al., 2017).

Entretanto, como descrito anteriormente, 0s quimioterapicos ndo atuam apenas nas
células neoplasicas, que tem alta capacidade mitdtica, mas também atuam nas células normais
que também possuem essa caracteristica. Assim, esta terapéutica acaba desencadeando
toxicidade celular e efeitos colaterais como: a mucosite, xerostomia, disgeusia,
cardiotoxicidade, infeccbes flangicas, bacterianas, virais, as caries de radiacdo, trismo,
osteorradionecrose e a neurotoxicidade que alteram a sua qualidade de vida (YAYLALI et al.,
2016; YI-SHING et al., 2014; PAIVA et al., 2016).

Pois, sabe-se que a cada ano em todo o mundo, mais de 10 milhdes de pessoas
submetem-se a quimioterapia isolada ou combinada com radioterapia, para tratamento de
cancer. Infelizmente, este tipo de terapia € frequentemente complicado pois ha dano tdxico nas
mucosas do trato gastrintestinal, também conhecido como mucosite oral e intestinal (MORAIS
et al., 2014; YOSHIDA et al., 2014). Embora a mucosite possa ocorrer em todo o trato
digestivo, a mucosite na cavidade oral é particularmente angustiante e dolorosa (SONIS, 2013).

2.4 Mucosite :efeito adverso da terapia oncologica

A mucosite é um processo inflamatério que pode envolver as células epiteliais da
cavidade oral e do trato gastrointestinal (LALLA et al., 2014). Tal condi¢do € caracterizada pela
quebra da barreira mucosa, resultante do dano ao DNA nas celulas com alto turnover, como as
células da cavidade oral e gastrointestinal, decorrente da toxicidade celular (SEBILLE et al.,
2015; ARAUJO et al., 2015).

Esta toxicidade, que afeta o trato gastrintestinal € comum na terapia antineoplasica.
A lesdo da boca, mucosite oral (MO), esta entre um dos efeitos colaterais mais estudados da
terapia do cancer. As ulceragcfes associadas & MO resultam em dor significativa, que afeta a
capacidade do paciente de comer, impactando negativamente na qualidade de vida e reduzindo
a tolerabilidade do tratamento do cancer (BARKOKEBAS et al., 2015).

A mucosite pode, portanto, ter um efeito profundamente negativo sobre o estado
nutricional, ingestdo oral de alimentos e medicamentos e manutencdo da satde bucal em

pacientes. Clinicamente, a manifestacdo da MO afeta o epitélio de modo continuo, onde, em
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sua forma branda, apresenta-se como les@es atroficas eritematosas e, em sua forma grave, como
lesGes ulcerativas que penetram a submucosa (LAHEIJ; DE SOET, 2014). Assim como na
mucosite intestinal causando atrofia das vilosidades, dificultando a absorcdo de nutrientes
necessarios para o funcionamento normal do corpo associado aos quadros de émese e diarreia
(KARBELKAR; MAJUMDAR, 2016).

Além disso, a perca da integridade do epitélio oral e gastrointestinal aumenta a
predisposicdo a infeccbes por bactérias e agentes infecciosos para sistema circulatorio
(MENDONCA et al., 2015). Desse modo, com essa perda da histoarquitetura do trato
gastrointestinal propicia a invasdo de cepas bacterianas que estimulam a liberacdo de
citocinas pré inflamatérias, como TNF-a, IL-1p e IL-6, que ativam indiretamente genes pro-
apoptoticos, sobretudo NFxB, que amplificam os danos ja instaurados (VILLA, SONIS 2015;
MORAIS et al., 2014).

2.5 Fisiopatologia da Mucosite oral

A mucosite oral (MO) que é uma condicdo, resultante da inflamagdo da mucosa,
decorrente ao uso de radioquimioterapicos, que se manifesta por meio de eritema, ulceragéo,
hemorragia e edema associado na maioria dos casos ao quadro de dor. (RODRIGUEZ-
CABALLERO et al., 2012; SAIF et al., 2014). Este quadro inflamatorio pode ser estratificado
em cinco fases: fase de iniciacdo, resposta primaria ao dano, amplificacdo, ulceracdo e
cicatrizacdo (vide figura 4), dependendo da dose de radiacdo recebida, do tipo de droga

quimioterapica adotada e ao regime de administracdo (SONIS et al., 2004).
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Figura 4.Fases de estadiamento da mucosite oral.
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Fonte: Adaptado de Sonis 2004.

Na fase de iniciacdo (figura 4(Fase 1)), o DNA das células epiteliais basais é lesado
e, concomitantemente, ha formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO) que sdo mediadores
cruciais nos eventos bioldgicos subsequentes. Nessa fase ndo héa alteracdo visivel na camada
mucosa, porém ha o inicio de uma cascata de eventos na camada submucosa (SONIS et al.,
2004; MUHAMMAD; ELIOPOULOS; MUANZA, 2017).

Na fase seguinte, que é denominada de fase de resposta ao dano (figura 4 (fase 11)),
0 DNA lesado e as EROs iniciam uma cascata de eventos complexos ainda ndo compreendidos.
Porém sabe-se com clareza que o dano no DNA resulta na estimulagdo de varias vias de
transducdo que ativam fatores de transcricdo como p53 e fator de transcri¢ao nuclear kB
(NF«xB). Dentre os fatores transcripcionais que sao ativados pelas EROs, o NF«B ¢ considerado
um dos mais importantes pois, hd correlagdo entre a toxicidade e resisténcia a terapia
antitumoral (SONIS et al., 2004; GEORGIOU et al., 2012; VEENA et al., 2014).

O NF«B pode ser estimulado em resposta as EROs (SONIS et al., 2004; PEREIRA
et al., 2012; VEENA et al., 2014). Que por sua vez, causa a peroxidacdo da membrana celular
gerando produtos que suprarregulam genes de resposta imediata, como os codificados por C-
JUN e C-JUN kinase aminoterminal (JNK) (SUI et al., 2014). Nessa fase, ocorrem mudancas

em grande parte das células da mucosa, néo se limitando as células epiteliais da mucosa oral.
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Dentre 0s genes transcristos que sdo ativados pelas EROs, NFkB e ERG-1 com grande
relevancia clinica pois ha correlacdo destes transcritos com a resisténcia a terapia antitumoral
(SONIS, 2004; KANG et al., 2016).

A fase de amplificacdo (figura 4 (fase Ill)) ocorre como consequéncia da up-
regulation de fatores transcricionais. Onde h& uma grande quantidade de moléculas
biologicamente ativas que se acumula e atinge o tecido da submucosa. Algumas dessas, como
as citocinas pro-inflamatéria, TNF-a, ativam NF«kB, gerando um feedback positivo (WU et al.,
2017). Uma vez ativado, o0 NF-kB, aumenta a transcricdo de genes envolvidos na producéo de
citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a, IL-1p e IL-6.

Subsequentemente, essas citocinas promovem ativacdo da via da Ciclooxigenase 2,
angiogénese e aumento da transcricdo de moléculas de adesdo e desintegracdo de ceramidas
(SONIS et al., 2004; SMITH et al., 2014). Como a proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPK) levando a ativacdo de C-JUN quinase aminoterminal (JNK), que por sua vez regula a
ativacgdo transcripcional de AP-1, resultando na ativacdo de caspase-3 e morte celular (GAO et
al.,2016). Além disso, TNF-a e IL-1p induzem a ativagdo de MMP-1 e MMP-3 (HAVERMAN
et al., 2014; SETRERRAHMANE; XU, 2017). Esses eventos em conjunto contribuem para as
alteragBes na camada submucosa e no epitélio oral.

A fase ulcerativa normalmente é dolorosa e compromete a nutricdo e a qualidade
de vida do paciente, bem como aumenta o risco para o paciente desenvolver infecgéo local e
sistémica. A injuria e apoptose das células epiteliais basais resultam em perda da integridade
do epitelio. Observa-se um intenso infiltrado de células inflamatdrias, notadamente
polimorfonucleares. Adicionalmente, nessa fase é comum infeccdo secundéria, visto que a
Ulcera serve de foco para a colonizacdo de microrganismos (VILLA, SONIS, 2015; LIMA et
al., 2014).

Por altimo a fase de cicatrizagdo (figura 4. (Fase V) com o inicio de um sinal
advindo da matriz extracelular. O que leva a uma renovagdo do epitélio, diferenciagédo e
restabelecimento da microflora. Isto pode acontecer simultaneamente a recuperagéo da medula
Ossea com aumento de leucécitos. Apds esta fase de cicatrizacdo a mucosa oral parece se
normalizar (VILLA, SONIS, 2015).

Dentre as cinco fases da mucosite, a fase ulcerativa é considerada a mais
significante em pacientes e modelos experimentais(YAO et al., 2017;SHIMAMURA et al.,
2018).Pois, a perca da integridade da mucosa propicia a invasdo de produtos na parede celular
de bactérias que colonizaram a cavidade oral, os quais estimulam células mononucleares a

produzir e liberar citocinas pro-inflamatérias que promovem indiretamente a transcrigdo de
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genes pro-apoptoticos e potencializam os danos no epitélio basal (VILLA, SONIS , 2015;
MORAIS et al., 2014).

Isto €, a gravidade durante a fase ulcerativa € um dos quadros clinicos mais
descritos, por ser advindo da mielossupressao resultante da destruicdo da barreira epitelial
tornando assim, a cavidade oral uma importante porta de entrada para microrganismos
patogénicos (SONIS et al., 1990; VILLA, SONIS, 2015; FOCACCETTI et al., 2015). Os
agentes etiologicos mais associados a essa infec¢do sdo principalmente bactérias da prépria
microbiota oral como bactérias gram negativas, além de fungos como a Candida albicans
(GARDIZANI et al., 2017).

Ainda nesta fase, ha intensa migracdo de células inflamatdrias para a base da leséo
mediada por fatores quimiotaticos. Assim, o papel dos mediadores inflamatérios e o
desenvolvimento de farmacos que sejam capazes de inibir este efeito colateral, a mucosite oral,

sdo alvos de muitos estudos.

2.6 Mediadores Inflamatoérios na mucosite

Estudos apontam que durante os processos inflamatérios ocorre intensa
participacdo de citocinas pro-inflamatérias, dentre elas, fator de necrose tumoral alfa (TNF- a),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-1p (IL-1 PB) e citocinas anti-inflamatorias, tais como
Interleucina-10 (IL-10), as quais estdo envolvidas neste processo inflamatério (BARBOSA et
al., 2019; HARADA et al.,2018; SILVA et al.,2017).

O TNF- a produzido principalmente por macrofagos, é uma citocina pro-
inflamatoria que interage com uma variedade de sinais resultando em uma estimulacéo indireta
de inflamacdo e agindo em diferentes partes do corpo promovendo uma resposta imune e
inflamatoria por meio do recrutamento de neutréfilos e mondcitos para o local da infeccéo,
além de ativa-los (LIMA et al.,2005; GLASER et al., 2016). O TNF-a influencia a viabilidade
das células endoteliais alterando as moléculas reguladoras envolvidas na indugdo ou supressao
do apoptose (GUO et al., 2013). Como visto no estudo realizado por Zbinden e pesquisadores
(2015) onde obervou-se que com a presenca de bactérias como estreptococos viridans, que
induzem a producdo de TNF por macrofagos na mucosa oral. Além disso, esta citocina induz o
priming dos neutrdfilos, levando a um aumento da resposta inflamatoria dessas células e outros
mediadores como observado na saliva de pacientes oncoldgicos sob esquema quimioterapico,
desenvolvendo a mucosite oral (CHAUDHURI; NAIR; ASHOK, 2018).
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Para este quadro inflamatorio, mucosite oral, as interleucinas sdo citocinas
responsaveis pela amplificagdo da resposta imunoldgica a agentes infecciosas. No estudo
realizado por LEGERT e seus colaboradores (2015), notaram aumento significativo nos niveis
de IL-6 no fluido gengival pacientes com transplante alogénico de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH) com aumento da severidade da mucosite oral. A interleucina-1 (IL-
1B) ¢ um mediador pré-inflamatério presente na inflamagédo aguda e crénica e um poderoso
indutor da resposta imune inata. A IL-1pB ¢é produzida por células hematopoiéticas tais como
monocitos sanguineos, macrdfagos teciduais e células dendriticas em respostas aos diversos
estimulos (HENGARTNER, et al.,2015). A producdo de IL-1p pode ser estimulada por fatores
microbioldgicos e ndo microbioldgicos, tais como outras citocinas, irradiacdo e quimioterapia.
A mesma pode ainda induzir sua propria producdo e processamento, sendo este um passo
fundamental na patogénese de muitas doencas inflamatérias (KEYEL, 2014).

Como descrito na pesquisa realizada por SKEFF e demais pesquisadores (2014),
que observaram que houve aumento de interleucinas como IL-1B, IL-6, em hamsteres
submetidos a esquema quimioterapicos exacerbando o quadro da mucosite oral induzida por 5-
FU. A IL-1p ¢ TNF- a apresentam efeito sinérgico, causando inducdo de moléculas de adesédo
endotelial, tais como as I-CAMs (moléculas de adeséo intracelular) que séo essenciais nas fases
iniciais da resposta inflamat6ria, como na fase inicial da mucosite oral (Figura 4 (1))
(BARRACH et al.,2015; CASTILLA, MATEOS, MARTINEZ, 2000; LOGAN et al., 2009). A
up-regulation da IL-1pB apds dano ao DNA ¢ observada em pacientes com cancer com mucosite
e que o tratamento com anti-IL-1p pode melhorar a mucosite assim como os multiplos
disturbios associados a permeabilidade da barreira do trato gastrointestinal (KANAREK et al.,
2014).

Além disso, ha a ativacdo da transcricdo do gene NF-kB que é induzida por uma
variedade de agentes, incluindo bactérias, virus, citocinas, estresse oxidativo, além de radiacdo
ionizante e quimioterapia. Uma vez ativado, NF-kB regula positivamente cerca de 200 de genes,
muitos dos quais sdo potencialmente importantes em doencas e lesdes da mucosa, além de genes
associados a expressdo de citocinas pré-inflamatorias, fatores de crescimento, moléculas de
adesdo. (CURRA et al., 2015). Tanto o TNF-o, quanto a IL-1B, induzem vias de sinais que
levam a ativacdo de fator de transcricdo NF- kB € responsavel por controlar a expressao da IL-
1 B e do TNF-a em modelos inflamatorios (LIN et al., 2013).

Corroborando com tais informag0es, Pugazhenthi et al., (2013) por meio de um
ensaio in vitro observou que, através da analise de PCR real time, h&d uma sinergia entre IL-1p e

do TNF - a na indugéo da maioria dos genes inflamatorios por um mecanismo envolvendo NF-
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kB no modelo de alca intestinal. J& no modelo experimental de mucosite oral induzido por 5-
FU, realizado por Ribeiro et al., (2015) descreve que, com a diminuic¢ao dos niveis de TNF-a ¢
a IL-1p havia atenuagdo do quadro inflamatdrio na mucosa jugal dos hamsters por meio da
ativacdo da transcricdo do NF-kB.

Outra citocina bastante estudada é a IL-10 que é uma citocina com propriedades
anti-inflamatorias, por meio da inativacdo de macrofagos, que atua prevenindo os danos ao
tecido celular, ocasionados na mucosite oral. Esta citocina é ativada por meio da via das
MAPKSs e NF-kB (YANG et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015). Além disso, outros genes
também sdo ativados pela expressdo positiva de NF-kB como por exemplo, as cicloxigenases
(CASTRI et al., 2014). A Ciclooxigenase (COX) ou prostaglandina Ha sintetase € uma enzima
chave na biossintese das prostaglandinas (PGs). Existem 3 isoformas de COX, a tipo 1 (COX-
1), a tipo 2 (COX-2) e a COX -3(compartilha todas as caracteristicas cataliticas e estruturais
tanto da COX-1 como da COX-2) (GUNTER et al., 2016; BELLO et al., 2015).

Pois, acredita-se que a COX-2 esteja envolvida em processos inflamatdrios e
mitoticos sendo regulada positivamente em resposta a diferentes fatores de crescimentos,
promotores de tumor e citocinas (WOO et al., 2015). Além de resultar na persisténcia da
inflamacdo devido a prevencdo da sintese de prostanoides antinflamatérios (URBANSKA;
ZHANG,2015; RIBEIRO et al., 2015). Estudos indicam que a COX-2 tem um papel importante
na patogénese da mucosite. Descobriu-se que ao modular positivamente a COX-2 houve
desenvolvimento acentuado de mucosite ulcerativa, contribuindo com o aumento na duracao
do quadro inflamatério e/ou aumentando a gravidade das Ulceras formadas (SONIS et al., 2009).

Nos modelos de mucosite oral e intestinal por 5-FU e irinotecano apresentaram
forte marcacéo imunohistoquimica para COX-2 evidenciando severidade significativa no curso
da mucosite quando comparado ao grupo controle (RIBEIRO et al., 2015; WONG et al., 2015;
ALVARENGA et al., 2016; ALENCAR et al., 2017).

Assim, em resposta ao aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatorias, durante
o desenvolvimento da mucosite oral, ocorre a transcrigdo e ativagdo da enzima iNOs (Oxido
Nitrico Sintetase induzida) resultando em maior producgéo de 6xido nitrico (NO), sendo este um
dos mediadores toxicos durante a patogénese da mucosite (BASTOS et al.,2015).

O NO por sua vez, apresenta efeitos biologicos complexos, desempenhando papéis
benéficos ou prejudiciais dependendo do tecido. Os efeitos prejudiciais podem incluir uma acéo
citotoxica para tecidos hospedeiros adjacentes, resultando em dor e lesbes nos tecidos. A
producdo de grandes quantidades de NO pela iNOs foi evidenciada por desempenhar um papel

importante nas reacdes imunes e em muitos processos inflamatorios, incluindo a mucosite
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(SKEFF et al., 2014). Bastos et al., (2015) e Leitéo et al., (2007). Visto que, a iINOS ndo é
expressa em condi¢cdes normais, mas é induzido em niveis elevados durante processos
inflamatdrios, estimulados por citocinas (IL-1B ¢ TNF-a) e micro-organismos como Visto na
mucosite oral (KANAREK et al.,2014; BASTOS et al.,2015).

2.7 Biomarcadores na Mucosite

A mucosite oral (MO) é uma complicacdo inflamatdria comum entre pacientes com
cancer como efeito adverso da terapia a base quimioterapicos. Onde a inflamagdo é uma
resposta fisiolégica do corpo, especialmente dos tecidos vasculares, a estimulos nocivos,
incluindo infecgdes e lesbes teciduais. Como principal interface entre o corpo e o ambiente
externo, a pele fornece a primeira linha de defesa contra lesdes traumaticas e invasdo por
patdégenos microbianos (CHEN; LYGA, 2014). Por outro lado, para agentes quimicos e
microbiota oralmente digeridos, a mucosa oral é a primeira linha de defesa e, aproximadamente
em todos o0s casos, sofre lesbes histopatoldgicas e inflamatorias (TANIDEH et al., 2014).

Diversos sdo 0s biomarcadores capazes de quantificar e predizer sobre o sucesso
terapéutico de substancias na protecdo ou diminui¢do do quadro da mucosite oral. Pois, a
toxicidade causada por radicais livres de oxigénio contribui para a peroxidacéo lipidica, danos
no DNA, desnaturacdo de proteinas e lesdo oxidativo nos tecidos, como ferramenta de
investigacdo de novas drogas testadas no ambito cientifico (LIU et al., 2017). Para evidenciar
a eficicia terapéutica, rotineiramente quantifica-se niveis de malondialdeido (MDA),
mieloperoxidase (MPO), glutationa (GSH), nitrito/nitrato, superéxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) em modelos de experimentais inflamat6rios como na mucosite (SKEFF et al.,
2014; AHMED; SELIM; EL-SAYED,2017; DO NASCIMENTO et al.,2018;
MEDEIROS,2010).

O MDA é um dos mais importantes produtos da oxidacdo produzidos durante o
estresse oxidativo, sendo considerado um grande marcador de peroxidagdo lipidica e, portanto,
um marcador indireto de estresse oxidativo (ZEB; ULLAH, 2016).Além do aumento nos niveis
de MDA, pesquisas descrevem uma reducdo nos niveis plasmaticos de glutationa reduzida
(GSH) em células mononucleares e em amostras de tecidos da mucosa jugal no modelo de
mucosite oral induzida por 5-FU (BAGAN et al.,2014; LIMA et al., 2015). A diminuic¢éo dos
niveis intracelulares de GSH, que € uma importante enzima antioxidante endogena, associada
a quantificacdo de MDA, constitui um importante indicador do perfil oxidativo durante a
inflamacéo (TRAVERSO et al., 2013).
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Outro método de investigacdo de lesdes inflamatorias é por meio da expressao de
iNOs, assim como a dosagem de nitrito/nitrato, constituem métodos de verificacdo da producédo
e quantificacdo indireta de Oxido nitrico, respectivamente, o qual constitui um dos mais
importantes mediadores inflamatérios envolvidos no desenvolvimento da inflamacéo
(CASSINI-VIEIRA et al., 2015). Além desse, outro importante biomarcador também de
inflamacdo consiste no ensaio da avaliacdo da atividade da MPO, que é uma das enzimas
inflamatdrias mais abundantes presentes nos granulos azurofilicos de células de defesa
granulociticas encontrados na mucosa jugal de hamsters no modelo de mucosite induzido por
5-FU, sendo determinante para o entendimento dos efeitos da inflamagdo (ARAUJO et al.,
2015; PULLI et al., 2013).

Durante o processo inflamatorio instaurado nas mucosas (oral e intestinal),
mucosite, ha geracdo de EROS que por sua vez, desencadeiam uma cascata de eventos
bioldgicos, dentre eles, a ativacdo de NF-kB e expressdo de citocinas pré-inflamatorias. Este
processo potencializa o estresse oxidativo e os tecidos lesionados s&o estimulados a expressar
enzimas antioxidantes como CAT e SOD por exemplo, (KWON, 2016). Onde a CAT e 0 SOD
atuam na primeira linha de defesa como uma enzima antioxidante primaria, modulando a
expressdo e distribuicdo de fatores angiogénicos e mediadores inflamatérios, sendo capaz de
diminuir a fosforilacdo da proteina quinase C (PKC) e a expressdo de NF-KB, COX: e iNOS.
Além disso, bloqueia a diapedese neutrofilica (QUERE et al., 2014).

2.9 Aminoéacidos como terapia.

Aminoécidos sdo as unidades basicas da composicao de uma proteina. Em humanos
saudaveis, ha nove aminoécidos que sdo considerados essenciais (triptofano, valina,
fenilalanina, treonina, lising, isoleucina, leucina, histidina e metionina), uma vez que ndo podem
ser sintetizados endogenamente e, portanto, devem ser ingeridos por meio da dieta. Existem
ainda os aminoacidos essenciais ocasionais, o que significa que sdo produzidos por organismos
saudaveis, mas em determinadas situa¢fes, nosso corpo pode ndo produzi-los. Sdo eles:
cisteina, glicina, prolina e tirosina. (JUNIOR, 2013; ROGERO et al., 2008).

A Cisteina é um aminoacido semiessencial e esta presente principalmente na forma
de L- cistina no espago extracelular. Com a ajuda de um sistema de transporte,
a L- cistina extracelular atravessa a membrana plasmatica e é reduzida a L-cisteina dentro das
células pela tiorredoxina e pela glutationa reduzida (GSH). A L-

cisteina intracelular desempenha um papel importante na homeostase celular como um
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precursor para a sintese proteica e para a produgdo de GSH, sulfeto de hidrogénio (H > S) e
taurina (YIN et al., 2016).

Varios aminoacidos, como a L-cisteina e L-arginina, modulam varias vias de
sinalizacdo em in vitro e in vivo como aminoacidos essenciais, aléem de seus papéis como
componentes de peptideos / proteinas (SILVA et al., 2014; LEBEAUX et al., 2015; WANG,;
CHENG; ZHU, 2015). Por exemplo, a L-arginina é conhecida por regular a expressao genica e
a sinalizacdo intracelular da enzima precursora na sintese de oxido nitrico em modelos de lesdo
inflamatdria, tendo acdo antinflamatdria ,antioxidante e cicatricial assim como, a L-Cisteina
(JERONIMO etal., 2016; KANIKA; KHAN; JENA, 2015).

A L-Cisteina possui a¢do antioxidante, reduzindo os niveis de MDA, nitrito/nitrato
e aumentando os niveis de GSH no tecido pancreatico no modelo de diabetes (SALMAN et al.,
2013). Diminuindo a expressao de genes e proteinas pro apoptéticos dentre eles, a caspase-3 e
Citocromo C nas mitocondrias (CHOUDHARY; AL-HARBI; ALMASAN, 2015). Ativando a
sinalizacdo de AKT (Proteina Kinase Transportadora) responsavel pela proliferacdo celular e
diminuicdo de estresse oxidativo(TANIGUCHI et al., 2011).

Ha estudos que descrevem que a L-cisteina regula diretamente a sintese , funcao
Jligacdo e transporte de enxofre em proteinas .De modo indireto regula também as respostas
celulares quanto aos niveis de glutationa e formacdo sulfeto de hidrogénio (H.S)
(INGENBLEEK e KIMURA, 2013). Além disso, 0 H>S esta envolvido em inimeras fun¢des
fisioldgicas, como a resposta imune, inflamatdria, percepcdo e mediacdo da dor, sendo
produzido em muitos tecidos de mamiferos (POWELL; DILLON; MATSON, 2017). Os
principais compostos doadores de enxofre nos tecidos sdo a metionina, taurina e cisteina nas
celulas de mamiferos (VICENTE et al., 2016; ROSA et al., 2015).

Nessas celulas, a producdo endogena de H>S é realizada principalmente por meio
da reacdo de transulfatacdo reversa na L-cisteina que é catalisada, por duas enzimas
dependentes do co-fator piridoxal-5’-fosfato (Vitamina B6) (PLP): cistationina -sintase (CBS)
e cistationina vy-liase (CSE). Alternativamente, a L-cisteina pode ser convertida em 3-
mercaptopiruvato pela enzima cisteina amino-transferase (CAT), e em seguida, em H5S através

da enzima 3 mercaptopiruvato sulfurtransferase (3-MST) (DUNN et al., 2016) (vide Figura 5).
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Figura 5.Producéo de H2S nas células de mamiferos
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Fonte: Adaptado de Powell; Dillon; Matson,2017.

Legenda: A L-cisteina sendo catalisada, por duas enzimas dependentes do co-fator piridoxal-5’-fosfato (PLP):
cistationina B-sintase (CBS) e cistationina y-liase (CSE). Alternativamente, a L-cisteina pode ser convertida em 3-
mercaptopiruvato pela enzima cisteina amino-transferase (CAT), e em seguida, em H.,S através da enzima 3
mercaptopiruvato sulfurtransferase.

Assim como outros mediadores gasosos, 0 H2S é considerado uma potente molécula
anti-inflamatoria. Pesquisas mostram que o H2S é capaz de inibir o rolamento e adeséo firme
dos leucdcitos ao endotélio, assim como suprimir a expressdo de moléculas de adesdo nestas
células no modelo de colite (GEMICI et al., 2015).

No modelo de ulcera gastrica denotou que o H»S inibe a atividade da enzima
mieloperoxidase promovendo uma redugédo dos efeitos citotoxicos nos granulos azurofilicos
dos neutrofilos (PALINKAS et al., 2015). Ele também pode atenuar a inflamagéo gastrica
induzida por AINES diminuindo, a secrecdo de acido gastrico, a redugédo no fluxo sanguineo, e
aumento da adesdo de leucocitos ao endotélio vascular na microcirculagéo na fase inicial desse
processo inflamatério (WALLACE; WANG, 2015).

Além disso, 0 H2S promoveu a apoptose de neutrofilos e aumentou a fagocitose de
bactérias por macrofagos, fatores fundamentais na resolucéo do processo inflamatério (ZHAO

etal.,2017; DUFTON et al., 2012). Sua agdo antinflamatoria € decorrente da dow-regulation de
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citocinas pro-inflamatorias, como (TNF-a), interleucina-1p (IL-1, IL-8 e o interferon-y
(FIORUCCI et al., 2007). E a inibicdo da expressdo de citocinas pro-inflamatorias se da pela
inibicdo do gene que codifica o fator nuclear NFkB (CHEN; LIU, 2016; SEN et al., 2012).
Além de inibir também os genes para COX-1 e COX-2 tendo agédo gastroprotetora devido as
suas propriedades antioxidantes, por meio da expressdo da proteina antioxidante GPx-1 e do
restabelecimento microcirculagdo em neurdnios aferentes em modelo de isquemia gastrica
(MAGIEROWSKI et al.,2017a; 2018b).

Entretanto, sabe-se que os mecanismos e vias de sinaliza¢do do H.S, como alvo a
acdo antinflamatdria, ainda ndo estdo completamente compreendidos. Mas ja foram descritos
alguns mecanismos, dentre eles, a acdo seletiva do H»>S no canal de KATP, ativacdo dos canais
de célcio do tipo T, envolvidos nos estimulos nociceptivos viscerais e hiperalgesia somatica em
camundongos, por meio da estimulacdo dos receptores TRPV1 e TRPAL, sendo primordiais
nas investigaces nos processos inflamatérios (SCHICHO et al., 2006; MATSUNAMI et al.,
2011; SZABO et al., 2011; MIYAMOTO et al., 2011; GUO; CHENG; ZHU 2013).

Sendo observado pelo nosso grupo de pesquisa em estudos anteriores, como 0s
conduzidos por Medeiros e colaboradores (2013) a acdo gastroprotetora da L-cisteina e
doadores de HS na leséo gastrica induzido por etanol, por meio da ativacdo de canais KATP e
receptores TRPV1 em neurdnios aferentes. Ainda neste modelo, Aradjo e seus colaboradores
(2018), observaram o efeito protetor do HS através da ativacdo de AMPK (Proteina Quinase
Ativada) que estimula a producdo de outros mediadores gasosos como o 0xido nitrico (NO) e
monoxido de carbono (CO), sendo fundamentais no controle da secrecdo de muco, fluxo
sanguineo, defesa da mucosa e motilidade gastrica, (LUCETTI et al.,2017).

Embora, SOUSA e seus colaboradores (2018), notaram que, no modelo de secregéo
de fluido em alcas intestinais isoladas de camundongos tratados com a toxina da colera. O H,S
por meio da L-cisteina, apresentaram atividade protetora, tendo acdo antidiarreica,
independente da via AC/AMPc/PKA e AMPK.

Em outro modelo de lesdo inflamatoria, induzida por LPS (Escherichia coli) em
porcinos, investigou-se a a¢do da L-cisteina na via de sinalizacdo NF-xB (p65) e fator nuclear
eritréide 2 (Nrf2). Constatando sua acao antinflamatoria nos segmentos de jejuno ileo, atuando
na diminuicao da transcricdo de NF-«xB e (Nrf2) que desencadearam a down-regulation de TNF-
a, IL-6 e IL-8, aumentando os niveis de CAT, SOD, GSH (SONG et al., 2016).

Ja em pesquisas in vitro, viu-se que a L-cisteina atua na via AMPK / PPARY.
Diminuindo a producéo intracelular de EROS, aumentando os niveis PIP3 (Fosfatidilinositol-

3,4,5), regulando positivamente a fosforilagdo de AMPK e a expressdo de PPARy (Receptor



37

ativado por proliferadores de Peroxissoma Gama), reduzindo a fosforilagdo de NFKB, secregéo
de TNF-a, IL-8,IL-1B,durante o processo inflamatério (MANNA ;JAIN, 2013; SALVADO et
al., 2014) .

Noutro estudo in vitro, descreveu a relacdo da superexpressdo de CSE com a
diminuicdo da geracdo do fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e proteinas como a molécula de
adesdo intercelular-1 (ICAM-1), durante a peroxidacéo das lipoproteinas de baixa densidade
em macrofagos, levando ao blogueio da sinalizagdo JNK / NF-kB na via CSE/HzS, alvo
terapéutico para muitas doencas (WANG et al., 2013).

No estudo experimental, com modelo de lesdo gastrica por etanol, realizado por
Medeiros e seus pesquisadores (2013), observaram também este aumento da expressdo de CSE,
como mecanismo de defesa contra o dano gastrico por etanol, por meio da imunohistoquimica.

Conforme visto na literatura a L-Cisteina possui propriedades antinflamatorias
por ser um substrato para sintese de sulfeto de hidrogénio por meio de algumas vias. Sendo
assim, um possivel farmaco a ser usado como um provavel agente anti-inflamatério na mucosite
oral. Pois, o tratamento para a mucosite é apenas paliativo, e ndo ha estudos na literatura que
investiguem a acdo deste aminoacido no tratamento para a mucosite oral.Entdo faz-se
necessario conduzir estudos que descrevam a agdo da L-cisteina como tratamento no modelo

experimental de mucosite oral induzida por 5-FU.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antiinflamatdrio da L-cisteina exdgena no modelo de mucosite oral induzida

pelo 5-Fluororacil (5-FU) em hamsters Golden Syrian (Mesocricetus auratus).

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar os efeitos da L-cisteina sobre as alteracdes macroscopica e histopatoldgica
associados ao aumento da mucosite oral induzida por 5-FU,;

e Avaliar os efeitos da L-cisteina sobre o estresse oxidativo no modelo de mucosite oral
por meio da dosagem dos niveis de Glutationa (GSH), Malondialdeido (MDA),
Nitrito/Nitrato e MPO;

e Determinar os efeitos da L-cisteina sobre 0 nimero de mastocitos encontrados na
mucosa jugal no modelo de mucosite oral;

e Analisar a espessura das fibras de coldgeno no modelo de mucosite oral;

e Estudar o envolvimento do sulfeto de hidrogénio no modelo de mucosite oral por 5-FU;

e Investigar o feito da L-cisteina sobre os niveis de Ciclooxigenase 2;
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4. METODOLOGIA

Figura 6. Fluxograma do delineamento experimental.
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4.1.Drogas e Reagentes

L-cisteina, foi obtido a partir da Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA. O
quimioterapico 5-FU (FauldFluor®) foi obtido da Libbs, Brazil, e o Celecoxibe (Celebra®)
proveniente da Pfizer, Brazil. Todas as drogas foram dissolvidas em solugéo salina. Todos 0s
produtos quimicos e reagentes eram de grau analitico e obtidos a partir de fornecedores

comerciais padréo.

4.2 Animais

No presente trabalho foram utilizados no total 60 hamsters da linhagem Golden,
com peso variando entre 80 a 140g, que foram randomicamente distribuidos em grupos com
n=6, onde para cada set de experimento foram utilizados 30 hamsters, procedentes do Biotério
do Departamento de Patologia e Medicina Legal, da Universidade Federal do Ceara (UFC) —
Fortaleza. Os animais foram acondicionados numa sala especial (apenas para habitagédo dos
mesmos) em gaiolas metabolicas, em um ambiente com temperatura de 23 + 2°C num ciclo de

12h claro/12h escuro, com livre acesso a agua, racao padrdo e jerimum jacare.

4.2.1Consideracdes éticas

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram aprovados
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui
sob nimero 002/18.

4.3 Delineamento Experimental

4.3.1 Grupos Experimentais

Inicialmente, os hamsters foram divididos aleatoriamente em 5 grupos, sendo cada
grupo constituido por 6 animais, conforme descritos a seguir:
e Grupo Controle (Normal): animais que receberam apenas injecdes de salina (0,9%, i.p.)

no 1°, 2°, 3° e 5° dia do protocolo experimental
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e Grupo TM: animais submetidos ao trauma mecanico (TM) na mucosa jugal, no 4° dia e
receberam salina (0,9%, i.p.) no 1°, 2°, 3° e 5° dia do protocolo experimental

e Grupo 5-FU: animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do protocolo experimental,
tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma mecanico no 4° dia. Estes
receberam salina (0,9%, i.p.) no 3° e 5° dia do protocolo experimental.

e Grupo L-cis 10mg + 5-FU (Lcis10): animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do
protocolo experimental, tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma
mecanico no 4° dia. Estes receberam L-cisteina (10mg/kg, i.p.) no 3° e 5° dia do
protocolo experimental.

e Grupo L-cis 40mg + 5-FU(Lcis40): animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do
protocolo experimental, tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma
mecanico no 4° dia. Estes receberam L-cisteina (40mg/kg, i.p.) no 3° e 5° dia do
protocolo experimental. (Vide figura 6.item 1).

A dose inicial da L-CISTEINA utilizada neste estudo foi estabelecida com base na pesquisa

Magieroswski e colaboradores (2017) para 0 modelo de leséo de lesdo gastrica.

O protocolo experimental de inducéo da mucosite e tratamento com o L-cisteina encontra-

se ilustrado na figura 7.

4.3.2 Inducéo da Mucosite Oral por 5-Fluoracil (5-FU)

Foi utilizado o modelo desenvolvido por Sones et al.,1990), e reproduzido com
modificacdes no Laboratorio de Farmacologia da Inflamacdo e do Céancer (LAFICA) do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina — UFC, conforme
descrito anteriormente (LEITAO et al., 2007; LIMA et al., 2005)., onde o grupo TM ,5-FU
,Lcis10 e Lcis40 receberam as doses de 60 e 40 mg/kg de 5-FU no 1° e 2° dia e o grupo Controle
recebeu solucdo salina a 0,9% por via intraperitoneal (i.p),respectivamente. No 4°dia foram
feitas escoriacdes na mucosa jugal direita dos animais, previamente anestesiados com ketamina
(200 mg/kg, ip) e xilazina (10 mg/kg, ip), com auxilio de uma agulha com ponta romba como
fator potencializador para mucosite. As escoriagdes foram padronizadas sendo distribuidas em

namero de 4 no sentido horizontal e cruzadas por mais 4 nas faces das mucosas.
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Figura 7.Desenho esquematico do modelo de mucosite oral por 5-FU em hamsters.

l

Fonte: Adaptado de Sonis et al., (1990).

4.3.3 Tratamentos com L-cisteina

Nos grupos L-cisteina 10 e 40 foram administrados L-Cisteina (10 e 40 mg / kg, ip
respectivamente) e no grupo normal (solucéo salina a 0,9%) via intraperitoneal, no 3° e 5° dia
do experimento. No 10° dia do protocolo experimental, foi observado a mucosa julgal e
classificadas com base no grau da lesdo. No 10° dia, apds a aplica¢do da anestesia contendo
Ketamina (200 mg/kg, ip) e xilazina (10 mg/kg, ip) e verificando o seu efeito, os animais foram

eutanasiados com um sobredosagem de Pentobarbital sédico (150 mg/kg).
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4.4 Parametros Avaliados

4.4.1Analise da variacdo da Evolucéo Ponderal

Todos os grupos de animais tiveram suas massas corporais medida diariamente
durante os 10 dias do experimento. Os valores encontrados serdo expressos com a variagao de
massa corporea (g) em relacdo a massa inicial (Vide figura 6.item 2).

4.4.2 Avaliacao da taxa de sobrevida

Até 0 10°dia do protocolo experimental registrou-se a mortalidade dos animais para
avaliar a taxa de sobrevida dos hamsters submetidos ao modelo experimental. Os dados foram

expressos como percentual (%) de sobreviventes.

4.4.3 Analises macroscépica da mucosa jugal

No 10° dia, os hamsters foram eutanasiados, e suas mucosas jugais direitas foram
fotografadas e observadas. Para analise macroscopica foram considerados os aspectos como
presenca, intensidade e extensdo de eritema, vasodilatacdo, erosdo, hemorragia, Ulceras e
abscessos, classificados conforme escores padronizados por Sonis et al. (20004).

Tabela 1.Sistema de Escores Macroscopicos de Sonis et al., (2004).

Escores Caracteristicas

0 Mucosa Completamente saudavel,
Sem erosdo ou vasodilatacdo;

1 Presenca de eritema;
Sem erosdo ou vasodilatacdo;

2 Eritema severo;
Vasodilatagao e eroséo superficial;

3 Formagéo de Ulceras em uma ou mais faces mas, néo afetando mais
de 25% da area da superficie da mucosa;

4 Formacdo acumulativa de ulceras de cerca de 50% da é&rea da
superficie da mucosa;

5 Completa ulceragdo da mucosa, sendo impossivel a sua exposi¢éo;

Legenda: Adaptado de Sonis et al., (2004).
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4.4.4 Analises histopatolégica das mucosas jugais

O estudo histopatologico das mucosas jugais foi realizado em cortes seriados de
5um de espessura. No 10° dia do protocolo experimental, apds a observacdo das mucosas e
realizacdo das fotos, as mesmas foram removidas e fixadas em solugdo tamponada de
formaldeido a 10% por 24h. Decorridas 24 horas, os segmentos das mucosas jugais foram
retirados do formol e colocados em alcool 70% e posteriormente parafinizados. Na etapa
seguinte, 0s segmentos das mucosas jugais incluidos em parafina foram cortados em micrétomo
para obter cortes histolégicos de 5 um de espessura, as laminas contendo os cortes dos
segmentos de mucosa jugal foram adequadamente processadas e coradas em hematoxilina e
eosina (H&E).

Para analise microscopica foram avaliados presenca e intensidade do infiltrado
inflamatorio celular, reepitelizacdo, vacuolizacdo, dilatagdo e ingurgitamento vasculares,
hemorragia, edema, Ulceras e abscessos, classificados de acordo com escores padronizados de
0 a3 (LIMA et al., 2005), como visto na tabela 2.

Tabela 2.Sistema de Escores Microscopicos de Lima et al., (2005).

Escores Caracteristicas
0 Epitélio e conjuntivo sem vasodilatagdo; Infiltrado inflamatdrio
ausente ou discreto, auséncia de hemorragias e edema;
1 Ingurgitamento vascular discreto, areas de reepitelizagdo; infiltrado

celular discreto, as custas de leucdcitos monocelulares, auséncia de
hemorragia, de edema, de Ulceras ou de abscessos.

2 Ingurgitamento vascular moderado, degeneracéo hidropica epitelial
(vacuolizagdo); infiltrado celular moderado, com predominio de
leucdcitos polimorfonucleares; presenca de areas de hemorragia, de
edema e de eventuais Ulceras pequenas; auséncia de abscessos.

3 Ingurgitamento vascular acentuado; vasodilatacdo acentuado,
predominando  polimorfonucleares;  presenca de  areas
hemorrégicas, de edema, de abscessos e Ulceras extensas.

Legenda: Adaptado de Lima et al., (2005).
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4.4.5 Andlise Morfométrica das mucosas jugais
4.4.5.1Avaliacao da Colagénese

Foi realizado a analise da espessura da derme com quantificacdo do percentual de
fibras de coladgeno e densidade de colageno visando, avaliar o efeito reparatério da mucosa

oral ap6s a administracao da L-cisteina exdgena.
4.45.1.1 Espessuradaderme

A espessura da derme é uma forma segura de estimar a producdo de colageno
duramte a fase de reparacdo do processo inflamatério (Parapuram et al.,2011) .Desta forma
foram avaliadas Fotomicrografia no aumento de 200x da regido do subeptelio e tecido
conjuntivo da bolsa da mucosa jugal dos hamsters ,capturados pelo microscopio Leica
DMD1000 com camera Leica DFC 295(Leica,Wetzlar,Germany).A espessura da derme foi
mensurada através do programa LAS-(Leica Application Suite Leica,Wetzlar,Germany).Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de 10 mensuracgdes
derme no minimo 5 laminas por grupo.

Figura 8.Fotomicrografia representativa da medida na derme quanto as fibras de colageno da

mucosa jugal dos hamsters.

P 102 07 S
< SEoRaE
12667mm

-

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Coloragdo Tricomio de Massom, evidenciando o colageno pela cor azu claral.200x.
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4.4.5.1.2 Quantificacdo do percentual de coldgeno

Para a avaliacdo da densidade de coldgeno na derme do epitélio jugal foi usado o
protocolo adaptado de Andrade et al. (2011),onde foram feitas fotomicrografias no aumento de
100x com auxilio do microscépio Leica DM2000 com camera Leica DFC 295
(Leica,Wetzlar,Germany).Apds isto, as fotomicrografias foram editadas no programa
photoshop, versdo 12.1(Adobe Systems;Mountain View,CA)foi usada a op¢do “magnectic
lasso tool” para selecionar as demais camadas (estruturas anexas da mucosa) preenchendo essa
selegdo por cor branca utilizando a ferramenta “brush tool”,mantendo somente a camada de
colageno na derme do epitélio jugal em seu formato original (figura.9).Com a imagem isolada
da derme foi quantificada a distribuicdo da cor azul, que se refere a deposicdo de colageno ,por
meio do programa ImageJ 1.46r(National Institute Health,Bethesda ,Marvland,USA) com o
plugin “colour deconvolution”,que decompde a imagem nas cores do Tricomio de Massom,
neste caso somente a azul formada foi selecionada,as demais foram descartadas. Em seguida
foi utilizada a ferramenta “Thereshold”, que marca as areas em azul. O programa quantificou o
percentual do nimero de pixels azuis selecionados da fotomicrografias. Os resultados foram
expressos como mediax erro padrdo da média (E.P.M) da porcentagem dos pixels dessas fotos
de no minimo 5 laminas por grupo.

Figura 9.Fotomicrografia representativa da medida na camada de colageno na derme da
mucosa jugal dos hamsters (para quantificagdo do percentual).

Fonte: Elaborada pela autora.
Legenda: Imagem original(A); imagem apos a edi¢do pelo programa Photoshop (B). Coloragdo por Tricomio de
Massom, evidenciando o colageno pela cor azul.200x.
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4.5 Testes de Estresse Oxidativo

4.5.1 Dosagem de Malondialdeido (MDA)

O Malondialdeido (MDA) constitui um indicador de peroxidacdo lipidica, e sua
dosagem permite investigar o estresse oxidativo pelo método baseado na reacdo dessa
substancia com o acido tiobarbitdrico- TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances).
Nesta reacdo duas moléculas de TBARS reagem estequiometricamente com uma molécula de
MDA a fim de ser formado um cromoforo réseo (UCHIYAMA; MIHARA,1977). Inicialmente
foi preparado um homogenato a 10% do tecido macerado em cloreto de potassio (KCI) a 1,15%.
Deste homogenato, 62,5 pL foram adicionados em microtubo seguido de adigdo de 375uL de
acido fosférico (1%) e 125uL de acido tiobarbiturico (0,6%). Em seguida, as amostras foram
imersas em banho maria por 45 min a 100°C. Decorrido este tempo, adicionou-se a cada amostra
500 pL de n-butanol e a mistura foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos. Posteriormente,
200 pL da fase superior foram inseridas em placa de 96 pocos e a absorbancia foi medida em

um leitor de microplacas a 535nm.

4.5.2 Dosagem dos niveis de GSH

A glutationa é um antioxidante endgeno que é consumido na presenca de estresse
oxidativo, desta forma, reducédo dos seus niveis esta relacionada a presenca de estresse oxidativo
(QUARESMA, 2016).

A concentracdo de GSH no segmento da mucosa jugal foi realizada
de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Para determinacdo dos niveis
de grupos sulfidrilicos nao-protéicos (NP-SH), uma amostra de 50 a 100 mg da mucosa
jugal dos animais foi homogeneizada em 1ml de EDTA 0,02M para cada 100mg de tecido.
Aliquotas de 100pL do homogeneizado foram misturadas a 80uL de 4gua destilada e a 20uL
de acido tricloroacético (TCA) a 50% para precipitacdo de proteinas. Os tubos foram
centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm a 4°C. Um total de 100uL do sobrenadante foi
adicionado a 200uL de tampao Tris 0,4M (pH 8,9) ¢ 5 uL de acido 5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB, Sigma Aldrich, EUA) 0,01M. A mistura foi entdo agitada por 3 minutos
e a absorbancia lida a 412nm. As concentracfes de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram

expressas em ug de GSH/mg de tecido a partir da curva padrao.
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4.5.3 Dosagem dos niveis de MPO

Mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima encontrada predominantemente nos
granulosazurofilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da
infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatérios em varios tecidos, entre eles o trato
gastrintestinal.

A MPO, ao reagir com peroxido de hidrogénio (H202), forma radicais livres e
substancias oxidantes que causam processo inflamatério e lesdo tecidual (AVILA, 2013;
BASTOS, 2015; REINALDO, 2015; QUARESMA, 2016). A avaliacdo da atividade da MPO
procedeu-se da seguinte maneira,50-100 mg de tecido do segmento jugal foram
homogeneizados em 1ml de tampdo de potassio com 0,5% de brometo de
hexadecitrimetilaménio (HTAB) a cada 50mg de tecido, em seguida, centrifugado a 4.000 rpm
durante 7 minutos a 4°C. A atividade de MPO no sedimento ressuspenso foi analisada através
da medicao da alteracdo na absorbancia a450 nm utilizando dicloridrato de o-dianisidina e 1%
de perdxido de hidrogénio. Os resultadosforam registrados como unidades de MPO por mg de
tecido. A atividade da MPO por mg de tecido foi determinada atraves da técnica descrita por
Bradley, Christensen e Rothstein (1982).

4.5.4 Dosagem dos niveis de Nitrito/Nitrato

Para determinar os teores de nitrito/nitrato nos grupos experimentais foi utilizado 7 mg
de NaNO- que foram dissolvidos em 10 mL de agua bidestilada. Foram feitas diluicbes em
série, ficando 1mM, 100 mM, 10 mM, 5 mM, 2,5 mM, 1,25 mM, 0,625 mM, 0,312 mM. Em
seguida foi feita uma equacdo da reta para o calculo das concentraces (GREEN et al., 1981).

Em um tubo branco foi adicionado 500 pL do reagente mais 500 pL de agua destilada,
em outro tubo teste sera adicionado 500 pL do reagente mais 500 pl do homogenato a 10%
provenientes da mucosa jugal. A leitura foi feita em espectrofotbmetro a 560 nm. A
concentracdo de nitrito/nitrato sera determinada a partir de uma curva padrdo de nitrito

produzido usando NaNO: e os resultados foram expressos em pM.
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4.6 Teste do efeito anti-inflamatorio

4.6.1 Determinacao dos niveis de Sulfeto de hidrogénio no Tecido da Mucosa Oral.

Nesta segunda investigagdo, objetivou-se investigar se a L-cisteina aumenta 0s
niveis de Sulfeto de Hidrogénio na mucosite oral induzida por 5-FU hamsters, e avaliacdo do
envolvimento do seu efeito protetor (ja determinado na primeira parte da investigacédo) da L-
Cisteina(40mg/kg) na mucosite. Foi realizado o mesmo protocolo de indugdo a mucosite oral
mudando apenas alguns grupos experimentais (n=6).

e Grupo Controle (Normal): animais que receberam apenas injecdes de salina (0,9%, i.p.)
no 1°, 2°, 3° e 5° dia do protocolo experimental

e Grupo TM: animais submetidos ao trauma mecanico (TM) na mucosa jugal, no 4° dia e
receberam salina (0,9%, i.p.) no 1°, 2°, 3° e 5° dia do protocolo experimental

e Grupo 5-FU: animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do protocolo experimental,
tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma mecanico no 4° dia. Estes
receberam salina (0,9%, i.p.) no 3° e 5° dia do protocolo experimental.

e Grupo L-cis 40mg + 5-FU (Lcis40): animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do
protocolo experimental, tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma
mecanico no 4° dia. Estes receberam L-cisteina (40mg/kg, i.p.) no 3° e 5° dia do
protocolo experimental.

e Grupo NaHs+5-FU (NaHs): animais receberam previamente NaHs e apds 1 hora foi
administrado 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do protocolo experimental, tendo suas mucosas
jugais expostas e submetidas ao trauma mecanico no 4° dia. Estes receberam NaHs (27
HM/Kg, v.0) no 3° e 5° dia do protocolo experimental (Vide figura 6.item 4).

Amostras do tecido jugal foram obtidas por meio do procedimento previamente
descrito no item 4.33 e foram utilizadas para determinar os niveis de Hz2S de acordo com o
método descrito por Gu e colaboradores (2013). Este método permite quantificar indiretamente
0s niveis de HzS teciduais por meio da utilizacdo de um tampé&o antioxidante diluido na amostra
de interesse. Esse tampdo contém salicilato de sodio, acido ascérbico e NaOH, que convertem
todo 0 H2S no ion S2-, que é entdo mensurado por um microeletrodo de ion sulfeto.

Segundo esse protocolo, inicialmente, as amostras de tecido jugal foram pesadas e
homogeneizadas no tampdo antioxidante diluido para se obter um homogenato a 10%. No
homogenato de cada amostra foi entdo inserido o microelétrodo de ion sulfeto (Lazar Research

Laboratories, Los Angeles, CA, EUA) ligado a um medidor de pH modelo 6230M (Jenco
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Instruments), seguindo as especificacdes do fabricante. As solugdes padrdes para a curva de

calibracdo foram preparadas usando-se o0 NaHS como doador de sulfeto.

4.6.2 Avaliacao do papel cicloxigenase 2 (COX-2) na mucosite oral induzida por 5-FU.

Nesta terceira investigacao, objetivou-se observar o efeito da expressdo de COXz
por meio da via da cicloxigenase na mucosite oral induzida por 5-FU hamsters, avaliando se a
L-cisteina que tem acgdo protetora (j determinado na primeira parte da investigacdo) da L-
Cisteina(40mg/kg) na mucosite modulando a expressdo de COX,. Foi realizado o mesmo
protocolo de inducdo a mucosite oral mudando apenas alguns grupos experimentais (n=6).

e Grupo Controle (Normal): animais que receberam apenas injecdes de salina (0,9%, i.p.)
no 1°, 2°, 3° e 5° dia do protocolo experimental

e Grupo TM: animais submetidos ao trauma mecanico (TM) na mucosa jugal, no 4° dia e
receberam salina (0,9%, i.p.) no 1°, 2°, 3° e 5° dia do protocolo experimental

e Grupo 5-FU: animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do protocolo experimental,
tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma mecanico no 4° dia. Estes
receberam salina (0,9%, i.p.) no 3° e 5° dia do protocolo experimental.

e Grupo L-cis 40mg + 5-FU (Lcis40): animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do
protocolo experimental, tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma
mecanico no 4° dia. Estes receberam L-cisteina (40mg/kg, i.p.) no 3° e 5° dia do
protocolo experimental.

e Grupo Celecoxibe + 5-FU(CLX): animais receberam 1 hora antes CLX (7,5 mg/kg,s.c)
e apos 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do protocolo experimental, tendo suas mucosas jugais
expostas e submetidas ao trauma mecanico no 4° dia. Estes receberam CLX (7,5 mg/kg,

s. ¢.) em todos os dias do protocolo experimental (Vide figura 6.item 6).

4.6.2.1Analise da concentragdo de mastocitos

Para evidenciar a presenca e contagem de mastdcitos, os blocos de parafina com
amostras de mucosa jugal dos hamsters foram selecionados para a coloragdo com azul de
toluidina, segundo Michalany (2008). A coloracdo de azul de toluidina foi realizada apds a
desparafinizacdo da lamina com xilol, hidratacdo com alcool absoluto e uma serie de alcool a
90%, alcool a 80%, alcool a 70% em seguidas as laminas foram lavadas com agua destilada,

coradas com azul de toluidina por 8 minutos, em seguida foram lavadas com agua destilada e
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colocadas em estufa a 60° C por uma hora para secar. Apos a secagem as laminas clareadas
com uma série de xilol sdo montadas. Para a contagem de mastdcitos presentes nas laminas,
com o auxilio de um microscopio éptico ao sistema de aquisicao de imagens (LEICA), realizou-
se a captura das imagens digitais, para contagem posterior de no minimo 10 campos, com
auxilio de software ImageJ. Os resultados representam a média * erro padrdo da média (EPM)
de 10 campos de cada grupo (Vide figura 6.item 6).

4.6.2.2 Imunohistoquimica para detec¢cdo de COX-2

A imunohistoquimica para COX-2 foi realizada de acordo com o método
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). Para a realizacdo da
imunohistoquimica realizou-se cortes histol6gicos da mucosa jugal partir dos cassetes obtidos
no experimento de modulagdo da via da COX.

Os cortes (com espessura de 4 um) foram colocados em laminas recobertas com
poli-Llisina, apropriadas para a realizacdo da imunohistoquimica. Os cortes foram
desparafinizados com insercdo em estufa (60°C) e trés ciclos de imersdo em xilol por 5 minutos
cada. Em seguida, os cortes foram reidratados em alcool com concentracbes decrescente
(absoluto, 90, 80 e 70%). Os cortes histologicos foram entdo lavados com agua destilada por
10 minutos e realizados a recuperacdo antigénica em tampao citrato (DAKO, pH 7,0), por 20
minutos em Banho-Maria (95°C). Em seguida, aos cortes foram lavados com solucédo
tamponada de fosfato-salino (PBS) por 5 minutos em temperatura ambiente. Dando
continuidade ao protocolo, realizou-se o bloqueio da peroxidase endégena com solucéo de
peréxido de hidrogénio (H202) a 3% por 30 minutos. Os cortes foram entdo, incubados
“overnight” (4°C) com anticorpo primario goat anti-COX-2 (SantaCruz®), diluidos em 1:1000,
em PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA). Apos a lavagem em 3 ciclos com PBS,
realizou-se a incubacdo com o anticorpo secundario (de deteccdo) biotinilado anti-IgG de
coelho (GBI Labs®), diluido 1:400 em PBS-BSA, por 30 minutos. Depois de lavado com PBS,
0s cortes foram incubados com o complexo estreptoavidina peroxidase conjugada (complexo
ABC) por 30 minutos. Ap6s nova lavagem com PBS, seguiu-se a revelacdo por meio da
coloragdo com o cromogeno 3,3 diaminobenzidine-peroxido, o DAB (DAKO®, uma gota de
DAB para um pL de diluente), seguida por contra-coloragdo com hematoxilina (DAKO®) por
10 minutos. O DAB é um cromogeno que reage com a a peroxidase do antigeno alvo resultando
em coloracdo marrom. Por fim, realizou-se a desidratacdo dos cortes e montagem das laminas

com entelan. Controles negativos serdo processados simultaneamente como descrito acima,
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sendo que o anticorpo primario serd substituido por PBS-BSA 5%. Os procedimentos aqui
mencionados foram realizados de maneira automatizada com a Autostainer Plus (DAKO®).

As imagens da imunohistoquimica foram capturados por meio do microscopio de
luz acoplado a uma camera com sistema de aquisicdo (LEICA DMD1000 com camera DFC
295(Leica, Wetzlar, Germany).

Para quantificar a area imunomarcada para COX-2 presentes nas laminas, utilizou-
se 0 programa Adobe Photoshop 8.0 para obter a area total e a area imunomarcada. Em seguida,
para mensurar a porcentagem (%) de area marcada, efetuou-se o seguinte calculo:

% da area imunomarcada= Area Imunomarcada(pixels)x100

Area total (pixels)

4.7 Analise estatistica
Foi realizado teste de normalidade Shapiro Wilk foi observado que os resultados

obedeciam a uma distribuicdo normalmente, os mesmos, foram analisados pela Andlise de
Variancia (ANOVA) one way e pelo teste de Tukey como post hoc. Para os dados néo-
paramétricos utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s (comparagdes multiplas).
Para todas as anélises foi considerado significativo quando p < 0,05. Para analise estatistica da
curva de sobrevida e analise da evolucdo ponderal dos animais, foi utilizado o teste Two way.
Todos estes testes foram realizados através do programa GraphPad Prism versdo 5.0.
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5.RESULTADOS

5.1 Efeito das doses de 10 e 40 mg/kg da L-cisteina (L-cis) na taxa de sobrevida de
Hamsters submetidos @ mucosite oral induzida por 5-FU.

O primeiro passo dado no estudo do efeito protetor da L-Cisteina (L-cis) foi a
investigacdo quanto a sobrevida dos hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
Conforme apresentado na tabela 1, as doses de 10 e 40mg de L-cis aumentaram a sobrevida dos
hamsters para 74 e 90%, respectivamente. Como esperado para este modelo de les&o, no grupo
5-FU, houve uma diminuicdo na sobrevida (45%) dos hamsters quando comparado com a
estabilidade da sobrevivéncia no grupo normal (100%) e a constancia deste efeito nos animais
do grupo trauma mecanico.

Dentre as 2 doses supracitadas, notou-se também que nas doses de 10 e 40mg da L-
cis houve um aumento estatisticamente significativo, na sobrevida a partir do 4° dia (dia de
potencializagdo da mucosite oral com trauma mecéanico), quando comparado com 0 grupo 5-
FU (p<0,05), durante o protocolo experimental (figura 10), sendo mais expressivo este efeito
na dose de 40mg de L-cis (tabela 3).

Tabela 3- Taxa de sobrevivéncia de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por
5-FU e tratados com L-Cisteina nas doses de 10 e 40 mg.

Grupo Experimental Taxa de sobrevivéncia (%)
Normal 100
™ 100
5-FU 45%
L-Cisteina 10mg + 5-FU 74"
L-Cisteina 40mg+ 5-FU 90"

Legenda:P Onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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Figura 10.Efeito da L-cisteina nas doses de 10 e 40 mg na taxa de sobrevida de hamsters
submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Os pontos representam o percentual (%) de sobreviventes. Para andlise estatistica foi utilizado o teste two way para
curva de sobrevida. Onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.

5.1.2 Efeito das doses de 10 e 40mg/kg da L-cisteina (L-cis) sobre a evolucao ponderal na
mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.

Durante todo o periodo experimental, todos os animais foram pesados diariamente.
Com isso, foi observado a reverséo significativa da perca ponderal por meio da administracdo de
L-cis nas doses de 10 mg e 40mg, a partir do 6° dia do protocolo experimental quando comparados
com o grupo 5-FU.

Além disso, no grupo que foi submetido apenas ao trauma mecénico, houve também
perca de peso significativamente consideravel (p<0,05) no 4° e 5° dias de protocolo experimental,
guando comparado ao grupo controle (Figura 11). Assim como, foi observado também uma
diminuicéo expressiva da perca de peso no grupo 5-FU a partir do 3° dia de protocolo experimental
(p<0,05).
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Figura 11. Efeito da L-Cisteina nas doses de 10 e 40 mg sobre a evolucdo ponderal na
mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.
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Os pontos representam a média+ EPM do percentual de variacdo do peso inicial. Para analise estatistica foi utilizado
0 teste two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.

5.1.3 Efeito das doses de 10 e 40mg/kg da L-Cisteina (L-cis) nas altera¢fes macroscopicas
e microscopicas induzidas por 5-FU na mucosa oral de hamsters.

5.1.3.1Altera¢des Macroscopicas das doses de 10 e 40 mg/kg da L-Cisteina (L-cis)

Para a analise macroscépica da mucosa jugal, pdde-se observar que as mucosas
jugais do grupo normal e dos animais submetidos apenas ao trauma mecanico, encontravam-se
preservadas, com escores macroscopicos de 0 para ambos (figura 12A e 12B; tabela 4).
Observando-se o grupo 5-FU, verificou-se a formacdo de Ulceras extensas em uma ou mais
faces da mucosa jugal, afetando mais de 50% da area de superficie da bolsa. Além disto, foi
identificado, também, que o 5-FU levou ao desenvolvimento de abscessos, eritema acentuado,
hemorragia e edema, resultando nos escores macroscépicos de 5 (figura 12C; tabela 4).

Entretanto, para o tratamento dos animais submetidos a mucosite oral com a dose
de 10mg/Kg e 40 mg/Kg de L-Cisteina (figura 12.D, E, H), notou-se a prevencéo significativa
(p<0,05) dessas alteragdes macroscopicas induzidas por 5-FU, resultando no escore 1 para
ambos os grupos avaliados (tabela 4).
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Figura 12. Efeito das doses de 10 e 40 mg/kg da L-cisteina (L-cis) nas alteragdes
macroscopicas induzidas por 5-FU na mucosa oral de hamsters.

No 10° dia do protocolo experimental, os animas foram anestesiados e suas mucosas jugais foram expostas e
fotografadas para a analise das alteracbes macroscopicas. A mucosa jugal de animais normais (painel A) e a
mucosa jugal de animais submetidos apenas ao trauma mecanico (painel B) apresentam-se integras. O 5-FU induz
formacéo de Ulceras, abscessos(seta vermelha), edema, hemorragia e necrose da mucosa jugal (painel C ). O
tratamento com L-cis nas doses de 10 e 40mg/kg (painel D e F) protege a mucosa jugal da lesdo induzida por 5-
FU.
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5.1.3.2Alteracgdes Microscopicas das doses de 10e 40mg/kg da L-cisteina (L-cis).

Quanto a analise histolégica, no grupo normal, notou-se a integridade da mucosa
jugal dos hamsters, estando revestida por epitelio pavimentoso estratificado ndo queratinizado
sem presencga de sinais flogisticos, recebendo o escore 0 (Figura 13A; Tabela 4). Além disso,
no grupo trauma mecanico, notou-se a presenca de leve infiltrado celular que resultou no escore
e variacdo 1(0+1) ( figura 13B; tabela 4).

Ja para o grupo 5-FU, observou-se um aumento no infiltrado celular inflamatorio,
ingurgitamento vascular acentuado, abcessos e ulceras, resultando na perca da integridade do
epitelio jugal, e, consequentemente, no aumento estatisticamente significativo destes escores
microscopicos quando comparados ao grupo normal [2,5(2+3) vs 0 (0 £0), normal p<0,05)]
(Figura 13C; tabela 4).

Contudo, observou-se que a dose de 40mg/kg da L-cisteina preveniu a formacéo de
Ulceras, abcessos e reduziu o infiltrado de celulas inflamatérias identificadas no grupo 5-FU
[0,5(0£1) vs 2,5((2+3), 5-FU p=0,014)] (Figura 13F), enquanto que a dose de 10 /kg da L-
cisteina reduziu também todas as alteracdes histologicas induzidas no grupo 5-FU, porém, nédo
foi observado uma diferenca estatisticamente significativa [0,5(0£3) vs 2,5(2+3), Lcis 40
p<0,05, respectivamente](Figura 13D e E ; tabela 4 ).

Tabela 4 - Escores macroscopicos e microscopicos das mucosas jugais de hamsters
submetidos a mucosite oral experimental, tratados com L-cis.

Grupo Experimental N ™ 5FU
- LC10 LC 40
Escores Macroscopicos  0(0-0)  1(0-1) 5(4-5)*  1(1-1) 0,5(0-1)*

Escores Microscdpicos  0(0-0) 0,5(0-1)  25(2-3)  0,5(0-3) 0,5(0-3) *

Os dados foram representados mediatEPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste
de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pos teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs
grupo 5-FU.
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Figura 13. Efeito das doses de L-cisteina (L-cis) nas altera¢gdes microscopicas da mucosa
jugal de hamsters submetidos @ mucosite oral induzida por 5-FU.

Segmentos da mucosa jugal dos hamsters foram removidos e corados pelo metodo de H&E para analise
histopatologica .A mucosa normal (grupo controle painel (A)) € revestida por epitelio pavimentoso estratificado
ndo queratinizado que se encontra sob a lamina propria de tecido conjuntivo que esta em continuidade com o tecido
muscular estriado esqueletico.No grupo trauma (TM) ,ap6s realizacdo das escoriagdes,observou-se a presenca de
leve infiltrado de celulas inflamatérias (grupo TM painel(B)) O.5-FU induz formagdo de ulceras ,abcessos (seta
azul), infiltrado acentuado de celulas inflamatérias (seta vernelhas) e ingurgitamento vascular (seta azul clara).
Nas doses de Lcis 10mg  (painel D) observaram-se estas caracteristicas ndo prevenindo tais alteracdes
microscopicas. No entanto, na dose de Lcis 40 mg(painel E) diminuiu essas lesdes provocadas pelo 5-FU(painel
C) na mucosa jugal avaliada .Todos os paineis foram obtidos na escala de 100.



59

5.1.4. Efeito das doses de 10 e 40mg/kg da L-cisteina (L-cis) sobre a espessura da derme
na mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.

Com base nos aspectos histologicos, observou-se que a derme das mucosas jugais
nos animais no grupo normal encontraram-se preservadas e, no grupo trauma mecanico, foi
apresentada uma discreta diminuicdo na sua espessura, contudo, ndo foi observado uma
diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao grupo normal [(171,5+1,715) vs
(193,3+£2,724), (Normal p>0,05)]. No grupo 5-FU foi identificada uma diminuicdo
estatisticamente significativa na espessura da derme [(193,3+2,724) vs (126,6+ 3,876), (Normal
p<0,05)], em compara¢do com o grupo normal.

Contudo, quando observou-se o grupo tratado com a dose de 40 mg/kg de L-cis,
verificou-se que houve um aumento estatisticamente significativo na espessura da derme, em
resposta ao dano causado pelo 5-FU, quando comparado com o grupo 5-FU [(179,3 + 3,597)
vs (126,6+ 3,876), (5-FU, p=0,0022)]. Na dose de (10 mg/kg) houve este aumento na espessura,
entretanto, ndo foi observado uma diferenca estatisticamente significativa quando comparados
ao grupo 5-FU (p>0,05).

Figura 14. Efeito das doses de 10 e 40mg/kg da L-Cisteina (L-cis) sobre a espessura da

derme na  mucosite oral induzida por 5-FU em  hamsters.
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Os dados foram representados media+EPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste
de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pés teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e *** p<0,05
Vs grupo 5-FU.
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Figura 15. Efeito das doses de 10 e 40 mg/kg da L-Cisteina (L-cis) sobre a espessura da
derme na mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.

B C

Segmentos da mucosa jugal dos hamsters foram removidos e corados pelo metodo de Tricomio de Massom, para
analise da espessura da derme por meio do software LAS (Leica Application Suite
Leica,Wetzalar,Germany).Fotomicrografias representativas dos seguintes grupos : Controle (painel A);Trauma

Mecanico [(TM) ,painel B];5-FU (painel C); Lcis10mg (painel D);Lcis40mg(painel E). Todos os paineis foram
obtidos na escala de 100pm.

Figura 16. Efeito das doses de 10 e 40 mg/kg da L-cisteina (L-cis) sobre a sintese de
colageno na mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.

Segmentos da mucosa jugal dos hamsters foram removidos e corados pelo metodo Tricomio de Massom para
analise da quantificacdo da espessura de colageno por meio do software ImageJ.Fotomicrografias representativas
dos seguintes grupos : Controle (painel A);Trauma Mecanico [(TM) ,painel B];5-FU (painel C); Lcis10mg (painel

D);Lcis40mg(painel E). Todos os paineis foram obtidos na escala de 200.
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5.1.5. Efeito das doses de 10 e 40 mg/kg da L-cisteina (L-cis) sobre a porcentagem de
colageno na mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.

Com base nos aspectos histoldgicos observados na derme da mucosa jugal nos
grupos normal e trauma mecanico, observou-se que havia manutengdo da arquitetura tecidual
em ambos. Ja para o grupo 5-FU, notou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa, no
percentual das fibras de colageno, associada a destruicdo da arquitetura tecidual encontradas na
derme, quando comparado ao grupo normal [(33,50+21,29) vs (9,80+8,50), (Normal p<0,05)].

Entretanto, quando observou-se as doses de 10 e 40mg/kg de L-cis, notou-se o
restabelecimento da arquitetura tecidual, com aumento estatisticamente significativo na
porcentagem das fibras de colageno, somente, na dose de 40 mg/kg quando comparado com 0
grupo 5-FU [(120,6+11,74) vs ( 9,80£8,50), 5-FU (p=0,0159)] (figura 16 e 17F).

Figura 17. Efeito das doses de 10 e 40 mg/kg da L-cisteina (L-cis) sobre a porcentagem
colageno na mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.
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Os dados foram representados media+EPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste
de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pés teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e *** p<0,05
Vs grupo 5-FU.
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5.1.6 Efeito das doses de 10 e 40mg/kg da L-cisteina (L-cis) nos niveis teciduais de MDA
na mucosa oral de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU.

Durante o processo inflamatorio hd o aumento nos niveis de malondialdeido (MDA)
como produto final da peroxidacéo lipidica resultante do estresse oxidativo. Assim, de acordo
com a figura 18, observou-se que no grupo 5- FU houve um aumento estatisticamente
significativo nestes niveis de MDA na mucosa jugal quando comparado com o grupo normal
[(442,5+61,86) vs (165,8+11,03)), Normal (p=0,0119)].

No entanto, quando observou-se os niveis de MDA nas doses de 10 e 40mg/Kg de
L-cis, notou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa, somente, na dose de 40 mg/Kg
quando comparado ao grupo 5-FU[(442,5+61,86) vs (146,9£3,814), 5-FU (p=0,0022)]. Para a
dose de 10 mg/Kg observou-se, uma diminuicdo também embora, ndo havendo diferenca

estatisticamente significativa quando comparado ao grupo 5-FU (p>0,05).

Figura 18. Efeito das doses de 10 e 40 mg/kg da L-cisteina (L-cis) nos niveis teciduais de

MDA na mucosa oral de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Os valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de MDA expressos em pg/mg de tecido. Os dados
foram representados media+tEPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste de
Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pés teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e *** p<0,05 vs

grupo 5-FU.
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5.1.7 Efeito das doses de 10 e 40mg/kg da L-cisteina (L-cis) nos niveis teciduais de GSH
na mucosa oral de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU.

A enzima glutationa (GSH) é um antioxidante fisiologico, o qual é armazenado nas
células e consumido durante processos inflamatérios, devido a alta producdo de espécies
reativas de oxigénio, tendo o papel de neutralizar a acdo de tais agentes.

Sendo assim, de acordo com a figura 19, observou-se que no grupo 5- FU houve
uma diminuicdo estatisticamente significativo nestes niveis de GSH na mucosa jugal quando
comparado com o grupo normal [(340,8+32,38) vs (197,0£3,618)), Normal (p=0,0079)].

No entanto, quando observou-se os niveis de GSH nas doses de 10 e 40mg/Kg de
L-cis, notou-se um aumento estatisticamente significativo, somente, na dose de 40 mg/Kg
guando comparado ao grupo 5-FU[(227,3+9,009) vs (197,0£3,618)), 5-FU (p=0,0022)]. Para a
dose de 10 mg/Kg observou-se, um aumento também embora, ndo havendo diferenca

estatisticamente significativa quando comparado ao grupo 5-FU (p>0,05).

Figura 19. Efeito das doses de 10 e 40 mg/kg da L-cisteina (L-cis) nos niveis teciduais de

GSH na mucosa oral de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5FU.
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Os valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de GSH expressos em pg/mg de tecido. Os dados
foram representados mediatEPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste de
Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pos teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e *** p<0,05 vs
grupo 5-FU.
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5.1.8 Efeito das doses de 10 e 40mg/kg da L-cisteina (L-cis) nos niveis teciduais de MPO
na mucosa oral de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU.

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos granulos
azurofilos dos neutrdéfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo de
neutrofilos nos processos inflamatorios em varios tecidos, entre eles a mucosa oral.

Baseado nisto, como visto na figura 20, pode-se observar que no grupo 5-FU ha um
aumento expressivo dos niveis de MPO quando comparado com o grupo normal
[(9,543+0,8486) vs (0,1500+0,003251)), Normal (p=0,0001)].

No entanto, quando observou-se os niveis de MPO nas doses de 10 e 40mg/Kg de
L-cis, notou-se uma diminuicao estatisticamente significativo, paraas doses de 10 e 40 mg/Kg
quando comparado ao grupo 5-FU[(7,859+0,6199); (5,236+1,088), respectivamente, vs
(197,04£3,618)), 5-FU (p=0,0022)]. Observando assim, a possivel reversdo do processo
inflamatdrio, causado pelo 5-FU. Principalmente na dose de 40 mg/Kg, onde esta diminuicdo é

mais expressiva do que na dose de 10mg/Kg, como vista na figura 20.

Figura 20. Efeito das doses de 10 e 40 mg/kg da L-cisteina (L-cis) nos niveis teciduais de
MPO na mucosa oral de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5FU.
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Os valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de MPO expressos em pg/mg de tecido. Os dados
foram representados mediatEPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste de
Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pés teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e *** p<0,05 vs
grupo 5-FU.
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5.1.9 Efeito da dose de 40mg/kg da L-cisteina (L-cis) nos niveis teciduais de Nitrito/Nitrato
na mucosa oral de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU.

A rota metabolica do Oxido Nitrico (NO) é a oxidacao gradual para nitrito e nitrato.
Estes metabolitos do 6xido nitrico sdo moléculas homeostaticas centrais na biologia do NO.
Devido ao vinculo intrinseco entre o nitrito e NO, a detec¢do e quantifica¢do precisa do nitrito
em amostras bioldgicas tornou-se método confidvel para avaliacdo da atividade da NOS.Tendo
em vista, os resultados previamente descritos, para esta analise foi escolhida a dose de 40mg/Kg

de L-cisteina para avaliar a atividade da NOS.

Assim, conforme a figura 21, nota-se que ha um aumento estatisticamente
significativo no grupo 5-FU nos niveis de Nitrito/Nitrato, com o esperado, quando comparado
com o grupo Normal [(0,2026+0,03056) vs (0,09683+0,005067)), Normal (p=0,0002)]. No
entanto, quando observou-se os niveis de Nitrito/Nitrato na dose de 40mg/Kg de L-cis, notou-
se uma diminuicdo estatisticamente significativa, quando comparado ao grupo 5-FU[(0,09973
+ 0,001016), vs (0,2026+0,03056)), 5-FU (p=0,0002)]. Observando assim, a possivel
diminuicdo da ativadade da NOS no processo inflamatorio, por meio da administracdo de 40
mg/Kg de L-cisteina, causado pelo 5-FU.

Figura 21. Efeito da dose de 40 mg/kg da L-cisteina (L-cis) nos niveis teciduais de
Nitrito/Nitrato na mucosa oral de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5FU.
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Os valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de Nitrito/Nitrato expressos em pg/mg de tecido. Os
dados foram representados mediatEPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste de
Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pos teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e *** p<0,05 vs
grupo 5-FU.
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5.2 Avaliagéo dos niveis de Sulfeto de hidrogénio (H2S), na dose de 40 mg/kg da L-cisteina
(L-cis) na mucosa oral de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5FU.

A determinacdo dos niveis de Sulfeto de hidrogénio por meio da deteccao de grupos
sulfidricos ndo proteicos na mucosa oral de hamsters, visou avaliar o efeito antioxidante da L-
cisteina como provavel substrato, aumentando a producédo de Sulfeto de Hidrogénio (H2S), em
resposta ao dano causado pelo 5-FU, que tem acgdo antioxidante e anti-inflamatoria.

Baseado nisto, conforme a figura 22, nota-se que ha um aumento estatisticamente
significativo no grupo 5-FU, quanto aos niveis de H.S, quando comparado ao grupo Normal
[(2,990%2+2,059%2) vs (0,09683+0,005067)), Normal (p=0,0004)]. Pois, como o esperado, para
0 grupo 5-FU, hd um aumento do estresse oxidativo, resultante do processo inflamatorio,
provavelmente, em resposta disso, hd o aumento na producdo de H>S na mucosa oral de
Hamsters.

Além disso, como o esperado também, para grupo NaHs houve um aumento
estatisticamente significativo nos niveis de H.S quando comparado ao grupo 5-FU[(3,888% +
2,047%2), vs (4,4031%+2,0592)), 5-FU (p=0,0006)].Pois ,sabe-se que o NaHs é um agonista para
0 H>S , aumentando os niveis de H>S no organismo, em resposta a0 processo
inflamatorio,visando acéo anti-inflamatdria e antioxidante .

Assim, quando observou-se os niveis de H2S na dose de 40mg/Kg de L-cis, notou-
se, um aumento estatisticamente significativo para os niveis de H,S, quando comparado ao
grupo 5-FU [(9,392'2+ 2,391'?), vs (4,403'2+2,059'?)), 5-FU (p=0,0006)]. Podendo atuar,
provavelmente como um substrato, aumentando os niveis de H2S na mucosa oral em resposta a

lesdo causada pelo 5-FU.
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Figura 22.Avaliacao dos niveis de Sulfeto de hidrogénio (H2S), na dose de 40 mg/kg da L-
cisteina (L-cis) na mucosa oral de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5FU.
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Os valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de NPSH/g em pg/mg de tecido. Os dados foram
representados mediatEPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste de Kruskal—
Wallis (dados ndo paramétricos) e pos teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e *** p<0,05 vs grupo 5-
FU.

5.3 Efeito da dose de L-cisteina (L-cis40mg) e da Celecoxibe (CIx) 7,5 mg/kg nas
alteracbes macroscépicas e microscopicas induzidas por 5-FU na mucosa oral de
hamsters.

Pode-se notar que no grupo normal a mucosa jugal encontrou-se integra
configurando um escore e variacdes macro e micro 0 (vide tabela 5). Ja no grupo 5-FU notou-
se um aumento no infiltrado celular inflamatorio,ingurgitamento vascular acentuado,abcessos
e ulceras no epitelio jugal, observando o aumento estatisticamente significativo nos escores
macro e microscopicos, quando comparado com o grupo normal[5(4+5);2,5(2+3) vs 0 (0 £0),
(normal ,p<0,05),respectivamente)] (tabela 5).

Entretanto , quando observou-se a dose de 40 mg/kg de L-cisteina notou-se que
esta dose preveniu de forma significativa, os danos causados pelo 5-FU, por meio da
diminuicdo, estatiscamente significativa, nos escores macro e microscopicos ,quando
comparado com o grupo  5-FU[0,5(0+1);5(4£5) vs  2(2+3);0,5(0£3),(5-FU,
p=0,014,respectivamente)] ( tabela 5). Assim como, quando houve a associacgao entre a dose de
40 mg/kg com a Celecoxibe, observou-se também uma diminui¢do estatisticamente
significativa ,quando comparado com o grupo 5-FU [1(0£1);0,5(0£1) vs 5(4£5);2,5(2+3) ,(5-
FU,p=0,0109,respectivamente)].
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Tabela 5- Escores macroscéopicos e microscopicos das mucosas jugais de hamsters
submetidos a mucosite oral experimental, tratados com L-Cis e CLX.

Grupos Controle ™™ 5FU
Experimentais
-- LC 40 CLX
Escores Macroscépicos 0(0-0) 1(0-1) 5(4-5)* 0,5(0-1)* 1(1-1)
Escores Microscépicos 0(0-0) 0,5(0-1) 2,5(2-3)*% 0,5(0-3)* 0,5(0-1)

Os dados representam a mediana e as variagdes maximas e minimas dos escores macroscopicos em seis animais
por grupo (n=6). Os dados foram representados mediana£EPM e foram analisados por meio do One way ANOVA
seguido pelo teste de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pos teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo
controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.

5.3.1 Efeitos da L-cisteina (L-cis) na dose de 40mg/kg e da Celecoxibe (CIx) 7,5 mg/kg no
namero de mastdcitos encontrados na mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.

Os mastocitos sdo células encontradas, no infiltrado celular, na exarcebacédo do
processo inflamatério. Baseado nisto, pode-se observar que no grupo 5-FU houve um aumento
estatisticamente significativo, no nimero de mastdcitos encontrados na mucosa oral, quando
comparado com o grupo normal [(41,70+ 3,410) vs (13,20+1,909), Normal, (p=0,0022)].

Entretanto, quando administrou-se a dose de 40mg/kg de L-Cisteina, pode-se notar
uma diminuicao estatisticamente significativa, no nimero de mastdcitos encontrados na mucosa
oral, quando comparado com o grupo 5-FU [(41,70+ 3,410) vs (15,30+2,213), FU, (p=0,0022)]
(Figura 23 e 24).
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Figura 23. Efeito da L-cis (40mg/kg) associada a CIx(7,5mg/kg) no nimero de mastocitos
encontrados na mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.
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Os dados foram representados mediatEPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste
de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pés teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e *** p<0,05
Vs grupo 5-FU.

Figura 24. Efeito da L-cis (40mg/kg) associada a Clx(7,5mg/kg) no niumero de mastdcitos
encontrados na mucosite oral induzida por 5-FU e
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Segmentos da mucosa jugal dos hamsters foram removidos e corados pelo metodo Azul de Toluidina para
quantificacdo de mastocitos encontrados no tecido epitelial conjuntivo (seta vermelha).Fotomicrografias
representativas dos seguintes grupos : Controle (painel A);Trauma Mecanico [(TM) ,painel B];5-FU (painel C);

Lcis40mg (painel D);CLX(painel E).Todos os paineis foram obtidos na escala de 100.
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5.3.1.1 Avaliacdo do envolvimento da Cicloxigenase 2 (COX2) no efeito protetor da L-
cisteina no modelo de mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters.

Quando realizou-se a analise quantitativa da imunomarcacao de COX>, p6de-se
notar, de acordo com os dados apresentados na figura 24, que para o grupo 5-FU houve um
aumento estatisticamente significativo na expressdo de COX> quando comparado com grupo
normal [(2,15+0,163) vs (0,20+0,017), Normal(p=0,0001)], sendo observado também o
aumento estatisticamente significativo na expressdo de COXz no grupo Trauma Mecanico
quando comparado com grupo normal [(1,7+0.160) Vs (0,20+0,017)), Normal (p<0,05)].

Em contrapartida, observou-se que nas doses de 40mg/Kg de L-Cis e de CLX houve
uma reducéo estatisticamente significativa na expressdao de COX> quando comparadas com o
grupo 5-FU [(0,30+0,026); (0,50+0,064) vs (2,15+0,163),5-FU(p=0,0001), respectivamente],
(figura 25 e 26).

Figura 25. Aumento da area de expressdo para COX, no tecido da mucosa jugal de
hamisteres a mucosite oral por 5-FU.
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Os dados foram representados através da media+tEPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido
pelo teste de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pds teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e
*** n<0,05 vs grupo 5-FU.
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Figura 26. Imunomarcacéo de COX2 em amostras da mucosa jugal de hamsteres a mucosite oral por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal foram removidos e processados para a realizacdo de imunohistoquimica para Ciclooxigenase 2 (Cox), induzida e expressada predominantemente
durante o processo inflamatdrio (na biossintese de prostaglandinas) .Nota-se 0 aumento da imunomarcagdo para Cox, nos segmentos da mucosa jugal submetidos a mucosite
oral induzida por 5-FU (painel D) quando comparado ao grupo controle (painel B).Enquanto que no grupo Icis40mg(painel E) pode-se observar uma diminui¢do na

imunomarcacdo quando comparado com o grupo 5-FU (painel C).Nos demais grupos nota-se uma diminuicdo mais discreta na imunomarcacao para Coxz(painéis F).Todos 0s
0s paineis foram obtidos na escala de 200.
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6.DISCUSSAO

A cada ano, em todo o mundo, mais de 10 milhdes de pessoas submetem-se a
quimioterapia isolada ou combinada com radioterapia, para tratamento de cancer. Infelizmente,
este tipo de terapia é frequentemente complicado pelo dano tdxico provocado as mucosas, como
do trato gastrintestinal, também conhecido como mucosite (VAN DER VELDEN et al.,2014;
QUEIROZ et al 2018).

O sucesso exponencial desta terapéutica antineoplésica pode ser atribuido ao uso
de terapias imunossupressoras, como a quimioterapia, e a combinacdo de agentes
quimioterapicos com intensificacdo das doses utilizadas. No entanto, a toxicidade provocada
por esses medicamentos ainda representa um problema clinico significante, pois interfere no
equilibrio psicossomético e na qualidade de vida dos pacientes (Do DODD et al., 2001;
RIBEIRO,2015). Essa toxicidade é uma resposta dos tecidos as injdrias, que envolve uma
complexa gama de ativacdo de enzimas, liberacdo de mediadores, extravasamento de fluidos,
migracdo de celulas, destruicdo e reparo tecidual na mucosite (VIEIRA ,2006; MOURA ,2012).

Portanto na tentativa de diminuir este efeito citotoxico, esta pesquisa visou :estudar
provaveis efeitos de um aminoécido semiessencial denominado L-cisteina , que pode atuar
aumentando os niveis de sulfeto de hidrogénio (H.S), na mucosite oral induzida pelo
antineoplasico 5-FU.Com base em estudos prévios que demonstram que a L-cisteina, atua como
um substrato para sintese de H>S, esta envolvido em inumeras fungdes fisiologicas, como a
resposta imune, antioxidante , cicatricial ,inflamatoria, percepcdo e mediacdo da dor, sendo
produzido em muitos tecidos de mamiferos (FIORUCCI et al., 2006; JERONIMO et al., 2016;
KANIKA; KHAN; JENA, 2015).

Assim para verificar o efeito protetor da L-cisteina no modelo de mucosite oral
foram utilizados hamsters pela facilidade de observar as suas mucosas jugais e pela sua
tolerancia aos quimioterapicos que induzem a mucosite (SONIS et al., 1990). Este modelo de
mucosite oral por 5-FU em hamsteres foi idealizado por Sonis et al., (1990), posteriormente foi
modificado por Lima et al., (2005) e Leitdo et al., (2007). Onde 0 mesmo, consiste na aplicacao
de duas doses de 5-FU (60 e 40 mg/kg), aplicadas no 1° e 2° dia do protocolo experimental
seguido pela realizacdo do trauma mecénico, este potencializa o estabelecimento da lesdo oral,
além de se assemelhar com as alteragdes na fonacdo, mastigacao, degluticdo, perca ponderal

observados dentro da clinica.
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Por meio de pesquisas antecedentes de Lima et al., (2005), Leitdo et al., (2007),
Leitdo et al., (2008), Medeiros et al., (2010), Ribeiro et al., (2015) e Silva et al., (2017),
verificou-se que o auge do processo inflamatdrio neste modelo é no 10° dia de experimento,
por meio dos achados histoldgicos na coloragédo por HE. Por isso, 0 10° dia foi o escolhido, para
esta pesquisa, para coletar as amostras das mucosas. Os animais sujeitos ao modelo de mucosite
por 5-FU, na presente pesquisa, apresentaram processo inflamatério acentuado no 10° dia,
sobretudo no grupo 5-FU, com hiperemia, areas hemorragicas ulceras e abcessos. Estes achados
sdo evidentes no pico do processo inflamatorio de forma semelhante aos estudos anteriores
denotando o0 sucesso da reprodutibilidade deste modelo experimental nesta pesquisa
(TANIDEH, et al.2013 SILVA et al.,2017; SKEFF et al., 2014; YOSHINO et al., 2013).

Assim esta pesquisa teve como ponto de partida a escolha da(s) dose(s) de L-
Cisteina para investigar o efeito protetor desta substdncia no modelo aqui proposto,
fundamentadas na pesquisa realizada por Magieroswski e colaboradores (2017). Para isto,
verificou-se que nas doses de 10 e 40 mg/kg da L-Cisteina havia revertido a taxa de sobrevida
diminuida no grupo 5-FU. Quanto a perda ponderal constatou-se que as dose de 10 e 40 mg/kg
de L-Cisteina conseguiram reverter a perda de peso provocado pelo quimioterapico 5-FU.
Esses achados podem ser decorrentes da absorcéo da L-Cisteina que tem efeito gastroprotetor,
por meio da producdo de H»S, secretando muco, bicarbonato e mantendo fluxo sanguineo
gastrico (MAGIEROSWSKI et al., 2017), que restabelecem a integridade da mucosa
gastrointestinal lesionada pelo 5-FU.

A perda de peso € um importante efeito colateral presente em pacientes que estao
em esquema quimioterapico (MIRANDA et al., 2013), assim como também em modelos
experimentais de lesdo provocadas pelo uso de quimioterapicos (TANIDEH et al.,2014;
JUSTINO et al.,2014). Tal efeito pode ser consequéncia da reducdo significativa na ingestao de
alimentos decorrente: da lesdo na mucosa oral, da diminui¢do da absor¢do dos nutrientes pelo
epitélio intestinal devido a inflamagdo e rompimento dessa barreira epitelial, surgimento de
alteracdes no transito intestinal e diarreia (LOTICI et al.,2014) e também na sobrevida e analise
ponderal nos modelos de lesdo causados por quimioterapicos (TANIDEH et al.,2014; JUSTINO
et al.,2014).

Por conseguinte, neste estudo, foi visto de modo inédito que macroscopicamente,
as doses de L-cisteina 10mg e 40mg administradas no 3° e 5° dia de experimento protegeu a
mucosa jugal, em resposta aos danos causados pelo 5-FU. Entretanto, no aspecto microscépico

notou-se aumento do infiltrado celular, ingurgitamento vascular e abcesso na dose de 10mg de
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L-cisteina. Sendo assim, a dose de 40mg/Kg de L-Cisteina foi a escolhida para observar o efeito
protetor desta substancia no modelo estudado.

Seguindo a observacdo, pode-se inferir que a dose de L-Cisteina 40 mg/Kg no 4°
dia de tratamento, ap0s a leséo, ativou fibroblastos, que aumentaram a porcentagem de colageno
total e consequentemente a espessura da derme (conforme visto nas figuras 16 e 17), depositado
na area lesionada evidenciando sua acdo antinflamatoria. Pois, na fase de resolucéo do processo
inflamatdrio ,por meio da ativacdo de fibroblastos, acontece a deposicao de coldgeno que é um
passo chave nesta fase, para formar uma matriz extracelular transitéria ,dando estabilidade da
lesdo, que posteriormente é degrada (MCCARTY; PERCIVAL, 2013;GONZALO et
al.,2014; YATES et al., 2012; FRANCO, 2015).

Ainda durante este processo inflamatorio, pode-se constatar aumento de células
inflamatdrias que alteram a homeostase, produzindo radicais livres desencadeando efeitos
danosos (ARAUJO et al., 2015). O aumento desses radicais livres que reagem com fosfolipidios
da membrana, aumenta consequentemente a geracdo destes aldeidos toxicos dentre eles, o 3-
hidroxinonenal e MDA que sdo marcadores de peroxidacdo lipidica, resultantes da alteracdo na
funcdo da membrana e dano tecidual (CAROCHO; FERREIRA,2013). Tal efeito danoso é bem
descrito na literatra por meio do 5-FU que eleva a formacdo de MDA na mucosa oral de
hamsters (ARAUJO et al., 2015; KOOHI-HOSSEINABADI et al.,2015; MEDEIROS et al.,
2011).

Da mesma forma que foi mostrado na presente pesquisa , além disso, pela primeira
vez observou-se o efeito da L-Cisteina na reducédo desse marcador de peroxidacao lipidica neste
modelo de lesdo. Sendo observado este efeito apenas para dose de 40 mg de L-cisteina que
demonstrou ser a principal dose que medeia esse efeito na mucosa oral de hamsters submetidos
a mucosite oral induzida por 5-FU ( figura 18).

Na fase inicial de instauracdo da mucosite oral ocorre a liberacdo de vérios
mediadores inflamatorios e a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (SONIS et al.,
2004; ARIFA et al., 2014; AHMED; SELIM; EL-SAYED,2017). Elas desempenham papéis
importantes em varias doencas, incluindo cancer, hipertenséo e diabetes (SOUZA et al.,2017;
AVELAR et al.,2015). As ERO sdo compostas por um radical anion superéxido (O2°) e um
radical hidroxila (OH") e induzem estresse oxidativo por meio de varios mecanismos, incluindo
peroxidacao lipidica, apoptose e danos ao DNA (CHAPPLE, 1996). Um dos mecanismos
envolvidos no surgimento da mucosite oral por quimioterapia é a geragdo de ERO, que, por sua
vez, ativam varias vias de sinalizacdo (SIOMEK et al., 2006; SONIS et al., 2002).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4483770/#DEV121160C38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4483770/#DEV121160C64
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A geracdo excessiva de EROs no estégio inicial da mucosite oral induzida por 5-
FU ocasiona o consumo de grandes quantidades de antioxidantes da mucosa jugal (YOSHINO
et al., 2013). Esses achados estdo de acordo com 0s apresentados no presente estudo, onde se
mostrou que 5-FU reduziu os niveis de GSH na mucosa jugal. Estudos anteriores também
mostraram achados semelhantes (AHMED; SELIM; EL-SAYED,2017; SKEFF et al., 2014;
YOSHINO et al., 2013). A ingestdo exdgena de antioxidantes tem mostrado contribuir para a
eliminacdo de EROs pelo organismo (YOSHINO et al., 2013).Neste caso , na presente pesquisa,
guando administrou-se exogenamente a L-cisteina na dose de 40mg/Kg, observou-se o
aumento nos niveis de GSH .Isto, talvez, pode ser resultante da somatizacao das concentraces
de L-Cisteina (Figura 19). Visto que, a mesma, a nivel intracelular é importante para homestase
celular produzindo GSH (YIN et al.,2016) e diminuindo a producdo intracelular de EROS
(MANNA e JAIN,2013).

Além disso, observou-se também o recrutamento de neutrofilos por meio da da
avaliacdo da concentracdo de Mieloperoxidase (MPO). A MPO pode agir no endotélio vascular
promovendo a liberacdo de mediadores pré-inflamatdrios e expressdo de moléculas de adesao,
levando ao aumento da permeabilidade vascular e aumento da adesdo de neutréfilos
(FAURSCHOU, BORREGAARD; 2003). Estas carateristicas podem ser vistas no modelo de
mucosite por 5-FU (ARAUJO et al.,2015; AHMED; SELIM; EL-SAYED,2017).

Dessa forma, demonstrou-se que a L-cisteina nas doses de 10 e 40 mg/Kg reduziram
o0s niveis de MPO na mucosa oral de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-
FU,verificando assim, acdo antioxidante e anti-inflamatéria da L-cisteina exogena no modelo
de mucosite oral(vide figura 20) .Pois, sabe-se que o nivel de MPO reflete a quantidade de
neutrdfilos, e uma diminuicdo na sua atividade reflete em diminuicédo da inflamacéo do tecido
lesionado ( KRAWISZ; SHARON;STENSON ,W.F, 1984; MARCELINO et al., 2015).

Ainda analisando-se os parametros inflamatdrios observa-se de acordo com a figura
21, que a administracdo de 5-FU elevou os niveis de ions nitrito quando comparado ao grupo
normal, enquanto que a administracdo de L-cisteina na dose 40 mg/kg diminuiu tais niveis de
forma significativa. Este resultado corrobora com os achados pelos de JUSTINO e
colaboradores, (2015) e Medeiros (2011) onde encontraram niveis elevados de ions nitrito em
modelos de mucosite induzida por 5-FU. O ion nitrito esta entre as Espécies Reativas de
Nitrogénio mais frequentes, as quais intensificam o processo inflamatorio, sendo altamente
reativo no organismo atacando lipidios, proteinas e DNA (REIS et al., 2009). A dosagem desse
radical livre serve de marcador indireto para a acdo do mediador gasoso 6xido nitrico, o qual

encontra-se evidente em processos inflamatdrios, sendo que niveis elevados do mesmo
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encontra-se proporcional a atividade de iNOs (MEDEIROS et al.,2011). Assim, podemos
sugerir, que a L-cisteina administrada exogenamente diminui 0s niveis de oxido nitrico,
inibindo o processo inflamatorio resultante da lesdo pelo 5-FU no modelo de mucosite oral.

Ainda durante o processo inflamatorio acontece o aumento do infiltrado de
células inflamatdrias, dentre elas os mastocitos, 0s quais sdo 0s responsaveis, entre outras
atividades, pela defesa imunoldgica, estando envolvidos em reagdes como a de interagdo com
fibroblastos e sua contribuicdo para sintese de coldgeno em muitas condi¢des patoldgicas (DE
MATOS et al.,2014). Essas células sdo conhecidas por liberar uma variedade de fatores que
aumentam a angiogénese, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), factor de
crescimento de fibroblasto (FGFs), factor de crescimento transformante alfa (TGF-a), factor de
crescimento transformador beta (TGF-B) e interleucina 8 (IL-8) (KASHYAP; REDDY;
NALINI, 2012).Quando ativados desencadeiam o0 aumento do ndmero, tamanho e
granulosidade podendo levar a cronificagcdo do processo de cicatrizacdo tecidual (BARRETO
et al.,2013).

Nesta pesquisa podemos observar que no grupo 5-FU houve o aumento no nimero
de mastocitos. Ja no grupo tratado com a dose de 40mg/kg de L-Cisteina nota-se uma menor
quantidade de mastdcitos na area lesionada quando comparada com o grupo 5-FU. Pois, sabe-
se que 0s mastocitos sdo responsaveis na cascata inflamatoria por ativar fatores de crescimento,
como descrito anteriormente, sendo importante na fase inflamatoria (fase ulcerativa) (figura
24C) na mucosite oral. Isto pode ser observado no grupo 5-FU que apresentou aumento na
guantidade de mastdcitos levando a cronificacdo do processo inflamatério observado no 10° dia
de experimento. Assim quanto maior o controle na formacdo e desgranulacdo de mastdcitos,
mais rapido o desenvolvimento do reparo cicatricial. Este controle pode ser observado quando
administrou-se a dose de 40mg/kg de L-cisteina.

Além disso, Ao longo da reacdo inflamatoria ha diversos mediadores inflamatorios
liberados, dentre eles, destacam-se as prostaglandinas e citocinas que desempenham papeis
importantes na mucosite oral e intestinal (RIBEIRO et al.,2017; MOURA ,2012). A
ciclooxigenase (COX) ou prostaglandina Hz sintetase € uma enzima chave na biossintese das
prostaglandinas (PGs). Existem 3 isoformas de COX, a tipo 1 (COX-1), atipo 2 (COX-2)ea
COX -3(compartilha todas as caracteristicas cataliticas e estruturais tanto da COX-1 como da
COX-2) (SMITH et al.,1998;BELLO et al.,2015). E acredita-se que a COX-2 esteja envolvida
em processos inflamatdrios e mitéticos sendo regulada positivamente em resposta a diferentes
fatores de crescimentos, promotores de tumor e citocinas (BELL et al.,2014). Além de resultar

na persisténcia da inflamacéo devido a prevencdo da sintese de prostanoides antinflamatorios
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(WOO et al.,2015; URBANSKA; ZHANG,2015). No estudo realizado por Lalla et al., (2014)
sugeriu a hipdtese que a COX2 ndo conduz a mucosite, mas na verdade amplifica a toxidade
celular, provavelmente aumentando a duracdo ou a gravidade das ulceras formadas, ja que a
expressdo de Cox: é alta no 10° dia de experimento ao mesmo tempo que a mucosite oral.

Nesse contexto pode-se notar na pesquisa realizada que no grupo 5-FU houve
aumento da expressdo de COXz na andlise imunohistoquimica, e area de ulceras nas analises
macro e microscopicas evidenciando a participacdo da Ciclooxigenase neste modelo
corroborando com estudos prévios de Silva et al., (2017) e Lalla et al(2014).Sendo observado
também que houve a diminuicdo na expressdo da COXz no grupo que foi administrado a dose
de 40 mg/Kg de L-Cisteina .Isto talvez seja resultado da up-regulation dos prostanoides anti-
inflamatdrios por meio da L-Cisteina , ja que houve diminuicdo significativa na expressao da
Cox. Assim pode-se sugerir que a L-Cisteina atua diminuindo os niveis de expressao da
Ciclooxigenase 2.

Tendo em vista, estudos que descrevem que a L-cisteina pode atuar como
substrato enzimatico, aumentando os niveis de Sulfeto de Hidrogénio (H2S) que tem acéo antin-
inflamatdria (INGENBLEEK e KIMURA,2013).A presente pesquisa objetivou-se estudar se
ha aumento nos niveis de Sulfeto de Hidrogénio, por meio da administracdo exdgena da L-
Cisteina, no modelo de mucosite oral.Sendo observado, que no grupo 5-FU houve aumento
estatisticamente significativo, nos niveis de HsS quando comparado ao grupo normal (vide
figura 22).Pois, sabe-se que a L-cisteina intracelularmente é responsavel pela homeostase
celular produzindo niveis basais de H2>S. Em resposta ao dano causado, pode haver aumento da
producdo dos niveis de H.S, visando a acdo anti-inflamatéria local ,como visto no grupo 5-FU
(figura 12 e 13).Pode-se observar tambeém, que houve um aumento expressivo dos niveis H2S
no grupo que foi administrado L-cisteina, quando comparado ao grupo 5-FU , (figura 22) e
quando administrado NaHs ,doador direto de H.S, pode —se ver também o aumento destes niveis
em resposta ao dano causado pelo 5-FU, assim provavelmente ,pode-se fazer uma possivel
correlagéo entre o aumento dos niveis de H>S com a diminui¢do do processo inflamatério na
mucosite oral (figuras 12 e 13; tabela 4).J4 que 0 H>S é considerado uma potente molécula
anti-inflamatéria(GEMICI et al.,2015).Podendo ser produzida pela L-cisteina .

Em resumo nossos achados sugerem que a L-cisteina na dose de 40 mg tem efeito
protetor no modelo de mucosite oral induzido por 5-FU. Por meio das suas propriedades
antioxidantes, antinflamatdrias e cicatriciais demonstradas por meio da reducéo nos niveis de
MDA, MPO,Nitrito/Nitrato, no niamero de células inflamatorias, dentre elas os mastocitos, e na

expressao de COXz e aumento dos niveis de GSH e H»S. Além disso, por ativar fibroblastos,
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aumentar a espessura da derme e a concentracdo de coldgeno em resposta ao dano provocado
pelo 5-FU (figura 27).
Figura 27.Esquematizacéo do Efeito protetor da L-Cisteina no modelo de mucosite oral

induzido por 5-FU.
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Fonte: Autoria prépria.

Legenda: Neste esquema mostra o efeito protetor da L-Cisteina na mucosite oral induzida por 5-FU.A L-Cisteina
diminui o nimero de mastdcitos, diminui os niveis de MDA, MPO, Nitrito/Nitrato, expressdo de COX;. aumenta
os nivé s de de GSH e H,S.
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7.CONCLUSOES

e A L-Cisteina demonstrou ter efeito protetor, prevenindo os danos causados, no epitélio
da mucosa oral, pelo 5-FU e potencializado com o trauma mecanico, por meio da
ativacdo de fibroblastos, que aumentaram a densidade da derme e o percetual de fibras

colagenas e diminui¢do de mastdcitos;

e A L-Cisteina demonstrou ter efeito anti-inflamatério e anti-oxidante, diminuindo os
niveis de MDA, MPO, Nitrito/Nitrato e aumentando os niveis de GSH apos, a lesao
induzida pelo quimioterapico 5-FU;

e A L-Cisteina, pode ser um provavel substrato enzimatico, aumentando os niveis de H>S

para 0 modelo de Mucosite Oral;

e A L-Cisteina demonstrou ter efeito protetor na mucosite oral, talvez, por meio da

diminuicdo da expressao de COXo.
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