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RESUMO

A mucosite intestinal ¢ uma complica¢do frequente no tratamento do cancer com o agente
quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU). Até o momento ainda nao existe tratamento eficaz deste
agravo. Na busca de novas alternativas terapéuticas para a redugdo dos efeitos colaterais
oriundos do 5-FU no tratamento do cancer, varios produtos naturais tem sido testados. A goma
do cajueiro (GC) tem sido reportada, como um potente anti-inflamatério, bem como apresenta
atividade antibacteriana, antifiingica, antileishmaniose e antiulcerogénica. Diante disso, o
presente estudo objetivou avaliar o efeito da goma do cajueiro, um heteropolissacarideo
extraido do exsudato de Anacardium occidentale L., na mucosite intestinal induzida por 5-
fluorouracil em camundongos Swiss. Para isso, foram utilizados camundongos (25-30 g), os
quais foram divididos em 5 grupos (n=6): grupo salina, grupo 5-FU, e trés grupos tratados GC
nas doses de 30, 60 e 90 mg/g. Seguido os dias de tratamento, os animais foram eutanasiados,
e porcdes dos segmentos intestinais foram removidos para avaliagdo da mucosite, através dos
parametros analise ponderal, analise histopatolégica e morfométrica, leucograma,
malondialdeido (MDA), mieloperoxidase (MPO), Glutationa (GSH), contagem de mastdcitos,
imunohistoquimica para interleucina 1 beta (IL-1p) e cicloxigenase 2 (COX-2). O 5-FU causou
intensa perda ponderal, comprometimento da barreira epitelial, promovendo a redugdo da altura
das vilosidades, a perda da integridade do epitélio intestinal caracterizada por descontinuidade
do tecido, além de vacuolizacao das células da mucosa intestinal e intenso infiltrado de células
inflamatorias comparado ao grupo salina. Por outro lado, a GC 90 preveniu as alteragdes
histopatologicas promovidas por 5-FU; bem como diminuiu o estresse oxidativo, através da
atenuacdo dos niveis de MDA e aumento da concentragdo de GSH; diminuiu o processo
inflamatorio, através da diminuicdo de MPO, contagem de mastocitos teciduais, expressao de
IL-1B e COX-2. A GC 90 também reverteu a leucopenia provocada pelo tratamento com 5-FU,
mas nao foi capaz de reverter a perda ponderal. Conclui-se que a GC 90, reverteu os efeitos da
mucosite intestinal induzida pelo 5-FU, figurando-a com um agente protetor na mucosite
intestinal induzida por quimioterapico.

Palavras-chave: Antineoplésico. Anacardiaceae. Inflamacdo. Mucosa.



ABSTRACT

Intestinal mucositis is a common complication on treatment of cancer induced by the
chemotherapeutic agent 5-fluorouracil (5-FU). So far, there is no effective treatment for the
pathology. In the search for new therapeutic alternatives for reduction of 5-FU side effects,
several natural products have been tested. Cashew gum (GC) has been reported as a potent anti-
inflammatory, as well as showing antibacterial, antifungal, anti-leishmaniosis and anti-
ulcerogenic activity. Therefore, the present study aimed to evaluate the effect of cashew gum,
a heteropolysaccharide extracted from the exudate of Anacardium occidentale L., on intestinal
mucositis induced by 5-fluorouracil in Swiss mice. Mice (25-30 g) were divided into 5 groups
(n = 6): saline group, 5-FU group and three GC treated groups at doses of 30, 60 and 90 mg/kg.
Histopathological and morphometric analysis, leukogram, malondialdehyde (MDA),
myeloperoxidase (MPO), Glutathione (GSH), mast cell counts, immunohistochemistry for
interleukin 1 beta (IL-1B) and cyclooxygenase-2 (COX-2). 5-FU caused intense weight loss,
impairment of the epithelial barrier, promoting a reduction in villus height, a loss of integrity
of the intestinal epithelium characterized by discontinuity of the tissue, as well as vacuolization
of cells of the intestinal mucosa and intense infiltration of inflammatory cells compared to the
saline group. On the other hand, a GC 90 prevented histopathological changes promoted by 5-
FU, as well as decrease oxidative stress, through attenuation of MDA levels and increasing of
GSH concentration; decreased inflammatory process by decreasing MPO, tissue mast cell
counts, expression of IL-1p and COX-2. GC 90 also reversed the leucopenia caused by 5-FU
treatment, but was not able to reverse weight loss. It was concluded that GC 90, reversed the
effects of intestinal mucositis induced by 5-FU, acting as a protective agent on intestinal
mucositis induced by chemotherapy.

Keywords: Antineoplastic. Anacardiaceae. Inflammation. Mucosa.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga caraterizada por apresentar autossuficiéncia nos sinais de
crescimento, insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento, evasdao da morte celular,
potencial ilimitado de replicacdo, desenvolvimento de angiogénese sustentada, capacidade de
invadir e metastatizar, isto ¢, disseminar-se para outras partes do corpo. Trata-se de uma das
principais causas de morbidade e mortalidade nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(FERREIRA et al., 2012; KUMAR et al; 2013; WHO, 2015).

O tratamento antineoplasico e a busca de melhoria da qualidade de vida do paciente em
tratamento crescem de maneira concomitante a incidéncia de cancer na populagdo mundial. A
compreensdo sobre o comportamento do corpo humano no decorrer do tratamento do cancer,
prognostico e efeitos colaterais estdo no apice dos estudos (HUANG et al., 2013).

Os agentes quimioterapicos proporcionam a cura de diversos tumores avancados.
Atualmente, um dos principais quimioterapicos utilizados para o tratamento do cancer é o 5-
fluorouracil (5-FU). O 5-FU ¢ uma pirimidina fluoronada, detentora de atividade
antimetabolita, amplamente utilizada no tratamento de varios tipos de cancer e tumores solidos,
incluindo cancer gastrointestinal, cancer de mama e cancer de cabega e pescogo, cancer
colorretal, prostata, pancreas, carcinoma (BAYDAR et al., 2005; MIURA et al., 2010;
ELBELTAGY et al., 2012b; RAJINIKANTH; CHELLIAN, 2016). Entretanto, toxicidade
relacionada a quimioterapia antineoplasica com o 5-FU podem causar efeitos colaterais
(CHANG et al., 2012; UDOFOT et al., 2015; WILHELM et al., 2016).

Virios efeitos colaterais estdo relacionados ao uso do antineoplasico, como destaque
nausea, vomitos, diarreia, mielossupressado, cistite hemorragica e mucosite (KAWASHIMA et
al., 2015a; KAWASHIMA et al., 2015b; KOBUCHI et al., 2016). A mucosite surge a partir de
lesdes de células basais no trato gastrointestinal devido a quimioterapia ou radioterapia, o que
resulta em danos na mucosa, uma rea¢do inflamatdria intensa, e consequente ulceracdo. O
quadro de mucosite acomete em torno de 40% dos pacientes tratados com agentes
quimioterapicos (PETERSON et al., 2011; KIM et al., 2015).

Produtos naturais sdo precursores de grande parte de produtos farmacéuticos existente
no mercado. Os polissacarideos de origem vegetal emergiram como uma importante classe de
produtos naturais bioativos, apresentando atividades antitumorais, imunoestimulante e anti-

inflamatéria (LEODIDO et al., 2017).
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Do exsudato do cajueiro, como € conhecido Anacardium occidentale L., planta bastante
cultivada no estado do Piaui de grande valor medicinal, ¢ obtida um polimero de alto peso
molecular, resultantes da condensag¢ao de um grande nimero de moléculas de aldoses e cetoses,
ou seja, um heteropolissacarideo complexo extraido do exsudato de A. occidentale L.
(OFORI-KWAKYE et al., 2012; OLUSOLA et al., 2014). Reportado bastante como Goma do
Cajueiro (GC), este heteropolissacarideo tem sido citado em diversos estudos, como um potente
anti-inflamatério, bem como detentor de atividade antimicrobiana, antiulcerogénica e
antidiarreica (SCHIRATO et al., 2006, KUMAR et al., 2012; QUELEMES et al., 2013;
ARAUJO et al.; 2015b).

Devido as dificuldade de ferramentas terapéuticas para tratamento da mucosite ¢ na
busca de novas alternativas terapéuticas para a reducao dos efeitos colaterais oriundos do 5-FU
no tratamento do céancer, o presente estudo, objetivou avaliar o efeito da Goma do Cajueiro

(GC) em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil.
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2 JUSTIFICATIVA

Mucosite intestinal, grande percalgo no manejo da terapia oncologica, ¢ uma
complicagdao comum durante a quimioterapia. Trata-se de uma inflamag¢ao da mucosa oral e/ou
gastrintestinal devido a complica¢des na terapia do cancer com o uso de medicamentos
antineoplésicos, entre eles o 5-Fluorouracil (PEREIRA, 2013; MERCADANTE et al., 2015;
ARAUIJO et al., 2015a).

O Uunico tratamento aprovado para mucosite oral, at¢ o momento, ¢ a Palifermina
(Kepivance), contudo sua aplicacdo esta limitada a mucosite em pacientes submetidos ao
transplante de células tronco hematopoiéticas (CHEN et al., 2016), o que evidencia inexisténcia,
atualmente, de um tratamento padrdo e definitivo para a mucosite (BASTOS, 2014; ARAUJO;
BARROS, 2015).

Grande parte dos produtos farmacéuticos sdo desenvolvidos a partir dos produtos
naturais. Os polissacarideos de origem vegetal emergiram como uma importante classe de
produtos naturais bioativos, apresentando atividades antitumorais, imunoestimulante ¢ anti-
inflamatéria (LEODIDO et al., 2017).

A goma do Anacardium occidentale L., planta de grande valor medicinal e bastante
cultivada no estado do Piaui, vem sendo utilizada em diversas pesquisas e tem apresentado
resultados terapéuticos satisfatorios, em estudos no processo de cicatrizagdo de lesdes cutaneas
em camundongos; reportando seu potencial anti-inflamatério, bem como atividade
antibacteriana, antiflingica, anti-leishmaniose e antiulcerogénica (TORQUATO et al., 2004;
SCHIRATO etal., 2006; KUMAR et al., 2012; QUELEMES et al., 2013; SILVA et al., 2013Db;
BITTENCOURT et al., 2016). Contudo, nao hé estudos na literatura que demonstrem o efeito

da Goma do Cajueiro como agente eficaz na mucosite intestinal.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer: Epidemiologia e Terapéutica

Neoplasia literalmente significa “novo crescimento”. O Cancer, portanto, ¢ uma doenca
caraterizada por apresentar autossuficiéncia nos sinais de crescimento, insensibilidade aos
sinais inibidores de crescimento, evasdo da morte celular, potencial ilimitado de replicagao,
desenvolvimento de angiogénese sustentada, capacidade de invadir e metastatizar, isto &,
disseminar-se para outras partes do corpo (Figura 01) (FERREIRA et al., 2012; KUMAR et al;
2013; WHO, 2015).

Figura 01. Caracteristicas da neoplasia.

Autossuficiéncia
nos ginais
de crescimento

Insensibilidade
aos sinais
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Angiogenese Invasao tecidual
sustentada e metastase

Potencial
replicative ilimitado

Fonte: Adaptado de KUMAR et al; 2013

Cancer ¢ u nome genérico atribuido a um conjunto de mais de 100 doencas, que
apresentam ao menos, duas caracteristicas essenciais (crescimento descontrolado e capacidade
de metastatizar-se), este agravo ¢ considerado uma condi¢@o cronico-degenerativa grave. Trata-
se de uma das principais causas de morbidade e mortalidade nos paises desenvolvidos e, em

desenvolvimento, o que deixa as doengas neopldsicas malignas num cenario preocupante de
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saiude publica. Tal apreensdo, justifica-se pelos indices de morbi-mortalidade referente ao
cancer nos ultimos anos (KUMAR et al; 2013; ALVES et al. 2017; BENITES et al., 2017).

Em 2012 foram diagnosticados cerca de 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de
mortes relacionadas ao cancer, além disso, a Organizacao Mundial da Saude tem estimado que
o numero de novos casos aumente por volta de 70% nos proximos 20 anos. A estimativa para
o Brasil, para o bié€nio 2016-2017, foi cerca de 600 mil casos novos de cancer (INCA, 2015).
Para o ano de 2030, estima-se 21,4 milhdes de casos novos e 13,2 milhdes de mortes por cancer
em todo o mundo, decorrentes do crescimento ¢ do envelhecimento populacional (ALVES et
al. 2017).

A medida que a incidéncia de cancer na populagdo mundial cresce, o tratamento
antineoplasico e a busca de melhoria da qualidade de vida do paciente em tratamento também
se encontram em grande expansdo. Dentre os tratamentos do céncer, a quimioterapia tem
ocupado um papel de destaque, como um dos principais métodos para o tratamento de diversos
tipos de cancer (HUANG et al., 2013). E a op¢io utilizada principalmente para tratamento de
tumores ndo curaveis por radioterapia e/ou cirurgia, € tem como objetivo principal a destruicao
das células cancerigenas e preservagcdo das células normais (CHABNER, 2012; BASTOS,
2014).

Atualmente, estdo a disposi¢cdo no mercado diversos tipos de agentes quimioterapicos,
capaz de promover erradicagdo das células cancerigenas por diversos mecanismos de agdo, a
exemplo, os alquilantes, antimetabolitos, inibidores da topoisomerase (Tabela 01). E apesar
dos efeitos dos agentes quimioterdpicos para o cancer serem exercidos principalmente na
populagdo de células malignas, quase todos os esquemas quimioterapicos empregados hoje
também exercem efeitos profundos sobre os tecidos normais. Devido o indice terapé€utico e
toxico, na maioria dos quimioterapicos, ser muito estreito ou inexistente, todo efeito colateral
do tratamento deve ser pesado contra os beneficios potenciais esperados. Com frequéncia, a
toxicidade relacionada ao tratamento antineoplasico € capaz de causar efeitos colaterais piores
que a propria doencga, gerando impacto negativo na qualidade de vida do paciente oncoldgico

(CHABNER, 2012; LONGO et al., 2013).
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Tabela 01. Efeitos toxicos dos quimioterapicos no cancer.

o Mecanismo de acio Toxicidades
Agentes alquilantes Acrescenta grupos alquila ao N-7 Nauseas, vOmitos, mielos-
ou 0-6 da Guanina supressdo,esterilidade, alopecia,
leucemia aguda.
Antimetabolitos Inibem a sintese de DNA ou RNA  Nauseas, vOmitos, mielos-
supressdo, ulceragao  oral,
hepatotoxicidade, alopecia,
sintomas neurologicos
Venenos da tubulina Bloqueiam a polimerizacao tubular Nauseas, vOmitos, mielos-
ou despolimerizagao supressao, efeito vesicante, ileo
paralitico, reagoes de
hipersensibilidade, neuropatia
periférica.
Inibidores da topoisome- Interferemno desenrolar/reparodo Néuseas, vOmitos, mielos-
rase DNA supressao, insuficiéncia
cardiaca
Compostos de platina Interrompem o reparo do DNA Néuseas, vOmitos, mielos-
supressdo, toxicidade renal,
neurotoxicidade

Fonte: Adaptado de LONGO et al., 2013.

3.2 5-Fluorouracil (5-FU)

Medicamentos cuja finalidade ¢ tratamento do céncer sdo denominados de
antineoplasico, ¢ atuam por meio da inibicdo da proliferacdo de células cancerosas e, deste
modo, atuam, por conseguinte, na inibicdo de crescimento celular ou por matar células
cancerosas através de suas interagdes funcionais do DNA e sinalizacdo celular (ELERSEK et
al., 2016). Baseado em seu mecanismo de agdo, os antineoplasicos podem ser classificados em
agentes alquilantes, complexos de platina, inibidores do fuso mitotico, inibidores da
topoisomerase e antimetabolitos (CHABNER, 2012).

Drogas antimetabolicas desempenham suas fungdes através da inibi¢do da biossintese
de processos essenciais, ou pela sua incorporagao a macromoléculas, tais como DNA e RNA,
inibindo a sua fun¢do normal (LONGLEY et al., 2003), ou seja, sdo drogas que interferem nos
processos metabolicos normais dentro das células. Descobertos por Farber, em 1948, os
antimetabolitos tem sido utilizados ha pelo menos 50 anos no tratamento do cancer (KAYE,
1998).

A fluoropirimidina, 5-fluorouracil (5-FU), um farmaco antimetabdlito andlogo de
nucleosideo, tem sido utilizado ha vérias décadas na terapia antineoplasica e, ¢ considerado o
agente quimioterapico mais utilizado no mundo (WILHELM et al., 2016). O 5-FU ¢ um
composto organico aromatico heterociclico com uma estrutura semelhante a das moléculas de

pirimidina de DNA e RNA (ZHANG et al., 2008); trata-se de um analogo de uracila com um
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atomo de flior na posi¢do C-5 (Figura 02), em vez de hidrogénio (KUMAR et al., 2010).
Devido a sua estrutura, o 5-FU interfere com o metabolismo de nucleotideo e pode ser
incorporada no RNA e DNA (THOMAS et al., 2015), levando a morte celular e citotoxicidade
(ZHANG et al., 2008; UDOFOT et al., 2015).

Figura 02. Estrutural de Bases Nitrogenadas Pirimidinas.
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Fonte: Adaptado de PIZZORNO et al., 2003. A: 5-Flourouracil; B: Uracila.

Comumente o 5-FU ¢ administrado por inje¢do intravenosa (THOMAS et al., 2015),
entretanto, a depender do cancer, o 5-FU pode ser administrado por outras vias, como oral
(PANGENTI et al., 2016) e topica (RAJINIKANTH; CHELLIAN, 2016). Além da possibilidade
de novas formulagdes com sistema de liberacdo controlada e continuada do 5-FU no tecido alvo
(MINHAS et al., 2016; UDOFOT et al., 2015; WENANDE et al., 2016), bem como da
combinagdo do 5-FU com outros agentes antineoplasicos, por meio de administracao
concomitante das drogas, melhorando o efeito da quimioterapia contra as células cancerigenas,
e reduzindo a toxicidade nas células normais (KOBUCHI et al., 2014; ITO et al., 2016;
SUZUKI et al., 2016; GAO et al., 2017).

O 5-FU pode ser administrado na forma direta ou na forma de pré-droga, como exemplo
a Capecitabina (N4-pentiloxicarbonil-5'-desoxi-5-fluorocitidina), uma solucdo administrada
oralmente de fluoropirimidina carbamato 5-FU. A pro-droga € convertida em 5-FU através de
uma cascata enzimatica envolvendo trés enzimas chaves, entre elas a timidina fosforilase (TP),
culminando ao final, na liberagdo de 5-FU (FOCACCETTI et al., 2015; DERISSEN et al.,
2016).

Intracelularmente, o 5-FU ¢ convertido em varios metabolitos ativos: o Trifosfato
fluorouridina (FUTP), que ¢ incorporada no RNA em vez de trifosfato de uridina (UTP); o

Trifosfato fluorodesoxiuridina (FAUTP), que ¢ incorporado no DNA em vez de desoxitimidina-
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trifosfato (dTTP); e o monofosfato fluorodesoxiuridina (FAUMP), que forma um complexo
estavel com a timidilato sintase (TS), inibindo a produ¢do de monofosfato de desoxitimidina
(dTMP) (KUMAR et al., 2010). A dTMP ¢ essencial para a replicagdo e reparagdo do DNA, e
sua deplegdo, por conseguinte, causa citotoxicidade. Estes metabolitos ativos perturbam a
sintese de RNA, bem como a inibi¢do e a¢do da TS, tal inibi¢do ¢ considerado principal
mecanismo de agdo do 5-FU (PETERS et al., 2002; NOORDHUIS et al., 2004; HOSKINS;
BUTLER, 2007). Com isso, a FUTP provoca alteragdes no processamento e fungao do RNA,
jaa FAUTP e a FAUMP causam danos ao DNA (LONGLEY et al., 2003; MIURA et al., 2010).

O limiar de concentragao e atividade do 5-FU ¢ avaliado pela velocidade da catabolismo
da dihidropirimidina desidrogenase (DPD) no figado, que ¢é responsavel pela conversao do 5-
FU (80% do total) em dihidrofluorouracil (DHFU), um metabolito inativo (Figura 03) (THORN
et al., 2011). Aproximadamente 15-20% ¢ eliminado na urina e apenas uma pequena fragao,
estimada em apenas 3% da dose original de 5-FU, permanece disponivel para exercer sua acao
antitumoral, mediando efeitos citotoxicos em células tumorais e tecidos normais (MIURA et

al., 2010; FOCACCETTI et al., 2015).

Figura 03. Mecanismo de Acdo do 5-FU.
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FUMP: Monofosfato fluorouridina; FUDP: Difosfato fluorouridina; FUTP: Trifosfato fluorouridina;
FAUMP: monofosfato fluorodesoxiuridina; FAUDP: difosfato fluorodesoxiuridina; FAUTP: trifosfato
fluorodesoxiuridina; TS: timidilato sintase; DPD: dihidropirimidina desidrogenase, DHFU:
dihidrofluorouracil.

A pirimidina fluorada, 5-fluorouracil (5-FU), ¢ o farmaco de quimioterapia mais

utilizados na pratica clinica oncoldgica, onde desde a sua introducdo, o 5-FU tem sido
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amplamente utilizado para o tratamento de varios tipos de cancer e tumores solidos, incluindo
cancer gastrointestinal, ginecologico, cancer de mama e cancer de cabeca e pescogo, cancer
colorretal avangado, prostata, pancreas, pele e queratose actinica (AK) e carcinoma (BAYDAR
et al., 2005; MIURA et al.,, 2010; CHANG et al., 2012; ELBELTAGY et al., 2012b;
RAJINIKANTH; CHELLIAN, 2016; WENANDE et al., 2016; LIU et al., 2016).

O mecanismo de citotoxicidade de 5-FU se da através da inibi¢do competitiva de
timidilato sintetase e consequentemente deficiéncia de timidina, resultando na inibi¢ao da
sintese de acido desoxirribonucleico (ELBELTAGY et al., 2012a). Além disso, a incorporagao
no acido ribonucleico (RNA) interfere com o processamento e¢ fungdo do RNA e, tem sido
associada com toxicidade (MCCARTHY et al., 1998).

Virios sdo os efeitos adversos no tratamento quimioterapico com o 5-FU, devido sua
toxicidade, destacam-se neurotoxicidade, através da reducdo da neurogénese e
consequentemente problemas cognitivos (ELBELTAGY et al., 2012b), cardiotoxicidade,
culminando em isquemia, infarto agudo do miocardio, cardiomiopatia (FOCACCETTI et al.,
2015), hepatotoxicidade, mielosupressdao (KUMAR et al., 2010; KOBUCHI et al., 2016), perda
de cabelo, fadiga (MINHAS et al., 2016), reacdes cutdneas que incluem eritema, bolhas,
prurido, necrose, erosdo e exacerbagdo da rosdcea (HADDOCK; COHEN, 2016), além de
distarbios gastrointestinais como lesao da mucosa intestinal (KAWASHIMA et al., 2015a;
KAWASHIMA et al., 2015b).

O 5-FU pode levar a mucosite intestinal, atrofia das vilosidades da cripta, e necrose
como um resultado de danos no tecido da mucosa, devido a célula inflamatoéria infiltragao,
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias e edema (ARAUJO et al., 2015a). A mucosite
intestinal, induzida pelo 5-FU, ¢ uma das principais complicagdes que ocorre em entre 50- 80%
dos pacientes submetidos a quimioterapia com este antimetabodlito e resulta em ulceragao,
sangramento, inchago abdominal, bem como vOmitos, diarreia e desidratacdo (CHANG et al.,
2012; KIM et al., 2015).

A prevaléncia de mucosite em pacientes submetidos a quimioterapia de dose padrado ¢
de cerca de 40%, e essa propor¢do ¢ superior a 50% em protocolos de quimioterapia de alta

dose (BAYDAR et al., 2005; PETERSON et al., 2011).

3.3 Histologia do Intestino Delgado
O intestino delgado ¢ sitio terminal de digestdo dos alimentos, absor¢ao de nutrientes e

secrecdo endocrina. Compreendendo a por¢do mais longa do trato gastrointestinal, com 35
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centimetros em camundongos e cerca de 7 metros em humanos, sua extensdo encontra-se
dividida em segmentos denominados duodeno, jejuno e ileo (TREUTING; VALASEK, 2012).
O intestino delgado desempenha a absor¢ao de nutrientes através das células epiteliais de
revestimento presentes na camada mucosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O epitélio da mucosa intestinal ¢ de natureza colunar, em que uma camada simples de
células cilindricas altas, que separa o limen intestinal das camadas mais profundas da parede
do intestino, bem como atua como barreira intestinal de permeabilidade seletiva. Abaixo do
epitélio encontra-se uma membrana basal, que reveste uma camada de tecido conectivo frouxo,
conhecida como lamina propria, tal camada contém terminagdes nervosas e vasos sanguineos,
bem como uma rica variedade de células imunoldgicas e inflamatdrias. A unido epitélio e a
lamina propria designa-se de mucosa (Figura 04). A mucosa também contém uma fina camada
de musculo liso, conhecida como muscular da mucosa, que pode ser importante ao proporcionar
o movimento das vilosidades (DUNCAN; GRANT, 2003; BARRETT, 2015; ARAUJO;
BARROS, 2015).

— —_—

Figura 04. Organiza¢do da mucosa intestinal.
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Fonte: Autoria propria.

A area de superficie do epitélio intestinal ¢ amplificada por seu arranjo em estruturas,
criptas e vilosidades (Figura 05). As vilosidades intestinais ou vilos sdo projecdes digitiformes,
que fazem protrusdo no limen intestinal, enquanto as criptas ou glandulas de Lieberkiihn sao
glandulas tubulares simples, localizadas entre os vilos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008;
BARRETT, 2015).
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Figura 05. Morfologia do epitélio do intestino delgado: arranjos dos vilos e das criptas.

Luamen Intestinal

Fonte: Adaptado de BARRETT, 2015.

O epitélio intestinal como um todo € auto-renovante, com capacidade de renovagdo que
varia de 3 a 7 dias. Esse padrao de proliferagao celular apresenta efeito paradoxal, ao passo que
pode prevenir o acimulo de mutagdes genéticas no compartimento epitelial produzidas por
toxinas luminais, também pode deixa a mucosa extremamente vulneravel a fontes de irritagao,
traumatismos ou lesao celular, como a causada pelos efeitos citotoxicos do tratamento do cancer
(DUNCAN; GRANT, 2003; PINHO et al., 2010). O resultado deste processo de lesdo a mucosa

intestinal recebe o nome de mucosite.

3.4 Mucosite

Dentre os efeitos colaterais relacionados ao uso do antineoplasico, destacam-se nausea,
vomitos, diarréia, mielossupressdo, cistite hemorragica e mucosite (ELBELTAGY et al.,
2012a).

A mucosite figura a mais comum das complica¢des relacionados ao tratamento com
quimioterapicos (PINHO et al., 2010) e, ¢ definida como inflamatdria e/ou lesdes ulcerativas
do trato oral e/ou gastrointestinal (PETERSON et al., 2011); podendo afetar todas as superficies
cobertas de membrana mucosa da boca até o reto (HARRIS et al., 2006). Quando a lesao
epitelial ¢ restrita a cavidade oral, a mesma ¢ definida como mucosite oral; no caso de injuria
tecidual de envolve o intestino denomina-se de mucosite intestinal, e para o termo mucosite
alimentar a lesdo tecidual deve envolver o trato orodigestivo (KEEFE et al., 2007; PEREIRA,
2013).

Com uma patogénese complexa, sabe-se que a mucosite intestinal surge a partir de

lesdes de células basais no trato gastrointestinal devido a quimioterapia e/ou radioterapia, o que
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resulta em danos na mucosa, reacdo inflamatéria intensa, e consequente ulceracdo
(MERCADANTE et al., 2015). Apesar de serem escassos os estudos epidemioldgicos
prospectivos em torno da mucosite intestinal, pesquisas demonstram que susceptibilidade dos
pacientes a lesdo da mucosa e incluem multiplos fatores associados ao paciente e ao tratamento
(ANTHONY et al., 2006), dessa forma tem-se ciéncia que o aumento da incidéncia dessa
desordem nao esta relacionado somente com os tipos de farmacos utilizados, mas também com
o numero de ciclos de quimioterapia, dose, cronograma, sequenciamento de drogas, idade,
género e estado nutricional do paciente (D’HONDT et al., 2006; KEEFE, 2007).

O quadro de mucosite acomete em torno de 40% dos pacientes tratados submetidos a
quimioterapia padrdo, podendo chegar em até 100% de pacientes submetidos a doses elevadas
de quimioterapia (PICO, 1998; RUBENSTEIN et al., 2004; KIM et al., 2015). ELTING et al.
(2003) ao avaliar 590 pacientes com receberam quimioterapia para tumores solidos ou linfoma
cerca de 50% dos pacientes desenvolveram mucosite oral e/ou GI. Metade dos pacientes
também tém que modificar seu tratamento ou requerem analgesia parenteral, para alivio da dor
e com isso prejudica seriamente a saude de os pacientes (ZUO et al., 2015). Estes dados
evidenciam como um marcador de dose-limite de toxicidade frente ao tratamento tanto
quimioterapico quanto radioterapico (SONIS, 1998; HARRIS et al., 2006).

Acometendo cerca de 500.000 pacientes em todo o mundo, anualmente, de alguma
forma dessa desordem debilitante (DUNCAN; GRANT, 2003), a mucosite tem impacto
negativo tanto na qualidade de vida quanto no custo econdmico (MERCADANTE et al., 2015).
Pacientes que receberam quimioterapia para tumores solidos ou linfoma, representam um custo
estimado de hospitalizacdo de US$ 3.893,00 por ciclo de quimioterapia sem mucosite, €, gastos
de USS$ 6.277,00 ¢ USS$ 9.132,00 por ciclo com mucosite oral ¢ intestinal, respectivamente
(LALLA et al., 2008); nos EUA, estima-se que gastos com mucosite varia entre US$ 3.000,00
+ 1.000,00 por paciente (MEIROVITZ et al., 2010).

Para os pacientes tratados com quimioterapia, a mucosite ¢ geralmente um evento
agudo, e sua forma grave pode ocorrer a qualquer momento entre a segunda e sexta semana do
tratamento (MEIROVITZ et al., 2010). Quando comparado a mucosite oral da m. intestinal em
relag@o ao surgimento das primeiras lesdes, danos @ mucosa oral sdo visualizados cerca de uma
semana apés a administragdo da terapia antineopldsica, em contraste, os danos intestinais sao
vistos dentro de 2 dias. De modo geral, os primeiros sintomas comecam cerca de 3-5 dias apos
infusdo da droga, a ulceragdo ¢ notado alguns dias depois, e tem auto-resolucdo dentro de 2

semanas (SONIS, 2004; SONIS, 2009). Mucosites ndo resolvidas ou ndo tratada pode levar a
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infeccdes secundarias, bacteremia e sepse (CHEN et al., 2016), bem como comprometimento
do estado nutricional, e outras complicagdes que podem aumentar a morbidade, e impactar
portanto, diretamente, na sobrevivéncia e na qualidade de vida do paciente (AL-ASMARI et
al., 2015).

A sintomatologia ¢ dividida em duas categorias: dor e inflamagdo. Os sintomas de dor
incluem inapeténcia e eventual anorexia, enquanto da inflamacao incluem diarréia, vomito, e
redugdo na absor¢ao de nutrientes (HARRIS et al., 2006; REINKE et al., 2015; ARAUJO;
BARROS, 2015; ZUO et al., 2015; KISSOW, 2015). A fisiopatologia destes sintomas ¢ de
grande complexidade e variabilidade ao longo do curso da doenga e multiplos mecanismos
podem sobrepor-se (MERCADANTE et al., 2015).

A exata fisiopatologia da mucosite ndo esta totalmente elucidada. Estudos recentes
indicaram que os mecanismos fundamentais envolvidos na patogénese da mucosite sdo muito
mais complexos do que somente danos direto ao epitélio, sugere-se que tal condi¢do representa
uma interacdo sequencial de eventos e passos que incluem geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), citocinas pro-inflamatorias, mediadores de apoptose, acarretando, em ultima
instancia, danos e ruptura da barreira epitelial. De acordo com evidéncias, a patogénese da
mucosite segue modelo de cinco estagios basicos: Iniciagdo, Resposta Inicial ao dano,
Amplificacdo, Ulceracao e, Cura; contudo, ndo € obrigatorio a presenca de todas as fases para
o estabelecimento da doenga (Figura 06) (PETERSON, 2005; D’HONDT et al., 2006; LALLA
et al., 2008; GUABIRABA et al., 2014; ARAUJO; BARROS, 2015; VASCONCELOS et al.,
2016; CHEN et al., 2016).
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Figura 06. Fisiopatologia da Mucosite em cinco fases.
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Fonte: Adaptado de SONIS, 2004. ERO: Espécies Reativas de Oxigénio; iNOS: 6xido nitrico sintase induzida; COX-2: Ciclooxigenase-2; NF-kB: fator nuclear
da familia kappa-B; TNF-a: factor de necrose tumoral-a; IL-1f: Interleucina 1 Beta; IL-6: Interleucina 6; IL-10: Interleucina 10; SOD: Superoxido Dismutase;
MDA: Malondialdeido; MPO: Mieloperoxidase; GSH: Glutationa reduzida.
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O primeiro estagio da mucosite denomina-se Iniciacdo e, caracteriza-se pelo dano
celular da mucosa e submucosa induzida pela quimioterapia e/ou radioterapia. Lesao das células
epiteliais da mucosa e vasos sanguineos da submucosa ¢ resultado de eventos como inibi¢ao da
sintese de DNA e agressdao ao DNA através da inibicao da topoisomerase e sintese de timidilato,
bem como alteracdes no RNA, que por sua vez leva a formacdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) e elevacao do estresse oxidativo, culminando na diminui¢do da renovagdo
celular. Além da morte celular e perda de integridade epitelial, ocorre também a ativagao da
resposta imune inata nesta primeira etapa da mucosite (TRUCCI et al., 2009; SONIS, 2009;
AVILA, 2013; BASTOS, 2014; ARAUJO; BARROS, 2015; KIM et al, 2015;
VASCONCELOS et al., 2016). Apesar do dano tecidual, contudo, apenas uma pequena
proporcao de células morre rapidamente (DUNCAN; GRANT, 2003; SONIS, 2004). Este
insulto inicial desencadeia uma cascata de eventos a serem desenvolvidos na segunda fase da
mucosite (D’HONDT et al., 2006).

O estagio Resposta Inicial ao dano, também conhecido como sinalizacdo ou fase de
regulacdo positiva e geragdo de sinais mensageiros, compreende a segunda fase da cascata de
eventos na mucosite, onde multiplos eventos ocorrem simultaneamente, ¢ a referida etapa inicia
a partir do estimulo gerado na primeira fase, com a lesao tecidual propriamente dita e producao
das ERO. A presenca de ERO promove a regulacao positiva de fatores de crescimentos, fatores
de transcri¢dao, como o fator nuclear da familia kappa-B (NF-kB), p53, moléculas de adesao,
genes que codificam citocinas pro-inflamatoérias (factor de necrose tumoral-a, interleucinas-1p3,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) e regulagdo de proteinas envolvidas na apoptose, como a Bcl-2 (“B-
cell lymphoma protein 2”’) que vai ser inibida e, a ativagao da esfingomielinase acida que
desempenha papel importante na transdugdo de sinal de morte celular apoptotica. A produgdo
dessas citocinas e enzimas que dardo inicio as lesdes teciduais e a morte celular por apoptose
(SONIS et al., 2004; HARRIS, 2006; D’HONDT et al., 2006; CESCATO, 2010; AVILA, 2013;
BASTOS, 2014; ARAUJO; BARROS, 2015; KIM et al., 2015).

Na sinalizacdo (Figura 07), sabe-se que radio e/ou quimioterapia podem ativar
diretamente o NF-kB, fator de transcricdo pré-inflamatério chave génese da processo
inflamatorio, e indiretamente, ele pode ser ativado por ERO os segundos mensageiros que
transmitem sinais de receptores na superficie celular para o ambiente celular interno, levando a
regulagdo positiva. De maneira orquestrada e subsequente, a ativagdo do NF-xkB promove a
expressao de varios genes associados com vias inflamatorias, como consequéncia, as principais

citocinas pro-inflamatoérias (exemplo, TNF-a, IL -1B, e IL-6), e a via da ceramida sdo ativadas.
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Macréfagos sdo ativados subsequentemente, levando as metaloproteinases de matriz (MMP) a
causarem entdo degradacdo celular e extracelular diretamente, ou conduzindo a uma maior
producao de TNF-a, gerando uma retroalimentacao positiva do dano tecidual e morte celular
por apoptose (LALLA et al., 2008; SANTOS et al., 2009; TRUCCI et al., 2009). Nesta fase
ocorre também a regulacdo positiva da expressao génica para expressao de moléculas de adesao
e subsequente ativagdo da via Ciclooxigenase-2 (COX-2), o6xido nitrico sintase (iNOs) e
Superoxido Dismutase (SOD) o que resulta em angiogénese ¢ influxo da inflamacao (SONIS
et al., 2004; SONIS, 2009). E importante salientar que tais eventos ocorrem a nivel molecular,
e por esse motivo, o dano celular e tecidual representado é observado antes que o paciente seja
sintomatico e antes que haja qualquer manifestagdo clinica de lesdo tecidual (SONIS, 2009;

VASCONCELOS et al., 2016).

Figura 07. Segunda fase da fisiopatologia da mucosite.

. Macréfage
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Fonte: Adaptado de SONIS et al., 2004. Corresponde a Regulagdo Positiva e Geragdo de mensagens, ao
final desta etapa, lesdo tecidual e apoptose. RT: radioterapia; CT: quimioterapia; ERO: espécies reativas
de oxigénio.

Na amplificagdo ocorre a regulacdo positiva de citocinas pro-inflamatorias, tais como
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-1pB, produzida principalmente por macrofagos,
causando lesdo de mucosas células, e também ativacdo das vias moleculares que amplificam a
injuria no epitélio, endotélio e fibroblastos. A producdo dessas proteinas tem dois efeitos, um
direcionado para causar lesdo a cé€lula-alvo e o outro dirigido a sinaliza¢cdo e a amplificacao do
processo. O TNF-a, por exemplo, além de ser um mediador eficaz lesdo celular e tecidual, atua
numa série de sinaliza¢do e amplifica¢do de sinais, através da ativagdo de feedback positivo por
meio do NF-xB para amplificar a sua resposta. O epitélio entdo, comeca a perder integridade,

0 que ¢ exacerbado na proxima fase, conhecida como ulceracio (SONIS et al., 2004;
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D’HONDT et al., 2006; LALLA et al., 2008; SANTOS et al., 2009; SONIS, 2009; TRUCCI et
al., 2009; AVILA, 2013; BASTOS, 2014; ARAUJO; BARROS, 2015; KIM et al., 2015).

Ulceragao, estagio na qual a integridade do epitélio ¢ destruida, compreende a fase mais
associada, consistentemente, com a mucosite. A lesdo e morte das células-tronco epiteliais
basais resultante das fases anteriores acarretam em alteracdes atroficas que culminam na
verdade deterioracdo e a discriminacdo da mucosa. A ulcera serve como um foco para a
colonizagdo bacteriana, ¢ na presenca de granulocitopenia, bactérias inteiras podem invadir
vasos da submucosa para causar bacteremia ou sepse (SONIS, 2004; GUABIRABA et al., 2014;
KIM et al., 2015).

O estagio final da patobiologia da mucosite € o processo de cicatrizagdo e cura. Nesta
fase, os sintomas comec¢am a diminuir, ¢ € caracterizada pela proliferagao epitelial, bem como
diferenciagdo celular e do tecido, restaurando a integridade do epitélio. Infelizmente, em sua
maioria, mesmo apos a reposicao completa do epitélio, a estrutura da submucosa reconstituida
difere do seu estado de antes da realizagdo do tratamento quimio-radioterapico. O processo de
restauragdo da integridade epitelial ocorre de maneira concomitante com o retorno da contagem
de glébulos brancos aos valores normais (PETERSON, 2005; D’HONDT et al., 2006; LALLA
et al., 2008; AVILA, 2013; MONEIM et al., 2017).

A mucosite € um agravo clinico grave, geralmente associado a pacientes em tratamento
do cancer, e ainda sem tratamento eficaz (BASTOS, 2014). O medicamentos citotoxicos mais
frequentemente associada a mucosite incluem bleomicina, citarabina, doxorrubicina, etoposido,
5-fluorouracil, ifosfamida, mercaptopurina, metotrexato, paclitaxel, vinblastina, vincristina, e
vinorelbina (HARRIS et al., 20006).

Apesar da importancia clinica, ndo existe tratamento curativo para mucosite. Uma vez
instalada, o tratamento da mucosite ¢ apenas sintomatico e dependeré do seu grau de gravidade,
objetivando tdo somente o alivio dos sintomas, como dor e diarreia, por exemplo (ARAUJ 0;
BARROS, 2015; KISSOW, 2015).

Agentes terapéuticos em busca de tratamento efetivo da mucosite estdo em alta demanda
e recebem atencdo crescente. Estudos recentes concentraram-se na utilizagdo de bioativos,
fatores de crescimento, hormodnios ou interleucinas para modificar o metabolismo epitelial e
reduzir a susceptibilidade do trato a mucosite (DUNCAN; GRANT, 2003).

A palifermina, um fator crescimento de crescimento de queratindcitos, figura entre os
medicamentos atualmente disponiveis no tratamento da mucosite. Ela tanto protege o epitélio

da mucosa de danos quanto estimula a reparacdo apos quimioterapia e/ou radioterapia. Esta
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droga atua por meio da inibi¢do da apoptose e danos no DNA, além da regulagdo negativa de
citocinas pro-inflamatdrias e aumento da migragdo, proliferacdo e diferenciacdo de células
epiteliais. Entretanto, a utilizagao da Palifermina € restrita a neoplasias malignas hematologicas
(KEEFE, 2007; SANTOS et al., 2009).

Glucagon-like peptide-2 (GLP-2) tem sido sugerido como potencial agente terapéutico
da mucosite. Secretado juntamente com o hormoénio antidiabético Glucagon-like peptide-1
(GLP-1) pelas células enteroendocrinas L na lesdo do intestino delgado induzida por
quimioterapia (KISSOW, 2015).

A Solugao de clorexidina diminuiu a mucosite e a ulceragdo nos pacientes que passaram
por quimioterapia, porém, apresentou pouco efeito naqueles que receberam radiacdo em altas
doses. Analgésicos de uso interno sdo quase sempre administrados. A associacdo com opidides

dependera da escala da dor na qual o paciente se encontra (PETERSON et al., 2011).

3.5 Mediadores inflamatorios e biomarcadores na Mucosite

Sabe-se que em grande parte dos pacientes em tratamento de neoplasias por meio de
quimioterapia e/ou radioterapia desenvolvem processo inflamatorio nas mucosas do trato
gastrointestinal (SABUNCUOGLU et al., 2012). Varios s3o os mediadores da inflamacao,
assim como diversos s3o 0s meios para avaliar a progressao ou nao da inflamacao. No ambito
cientifico, usualmente tém-se utilizado o malondialdeido (MDA), mieloperoxodase (MPO),
glutationa (GSH), superdxido dismutase (SOD), catalase como possiveis biomarcadores
capazes de mensurar a inflamagdo e predizer sobre a eficacia de produtos e/ou métodos de
terapéutica as novas drogas que tem se avaliado no tratamento nas doencas inflamatdrias do

TGI, em especial na mucosite.

3.5.1 Mieloperoxidase (MPO)

A medida que o antineoplésico 5-FU apresenta citotoxicidade inespecifica para células
com alta taxa de replicagcdo, o mesmo inibe a proliferacao do cancer e das células normais, como
o revestimento de enterdcitos no trato digestivo. Por conseguinte, este processo acarreta em
inflamacdo aguda das mucosas, a mucosite, caracterizada por ulceragdo, encurtamento de vilos
e diminuicdo da relagdo vilo/cripta, e infiltragdo leucocitaria, em especial de neutrofilos
(CARVALHO et al., 2017).

Os neutrofilos sdo globulos brancos altamente moveis e de curta duragdo, densamente

preenchidos com granulos de secrecdo, que sdo sintetizados na medula o6ssea (MO),
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amadurecem e, emigram da MO para o sangue e tecidos. No sangue periférico de individuos
saudaveis, os neutrofilos constituem a maioria das células brancas (40-80%) (LACY, 2006). Os
neutrdfilos sdo a primeira linha de defesa celular do inato sistema imunologico, apresentando
papel importante na defesa contra micro-organismos patogénicos por fagocitose, e mediando
cicatriza¢do de feridas no tecido. No entanto, a acumulacdo e superativacdo dos neutréfilos
exacerba processo inflamatdrio e, acarreta efeitos prejudiciais ao tecido. O processo lesivo da
ativacdo neutrofilica se deve a liberagdo de mediadores, em geral proteinas, derivados dos
granulos citoplasmaticos dos neutréfilos (MONTESEIRiN et al.,, 2001; LACY, 2006;
PAPAYANNOPOULOS et al., 2010; JOHNSON et al., 2011; RYMASZEWSKI et al., 2014).

Os neutrofilos contém pelo menos quatro tipos diferentes de granulos: granulos
primdrios, também chamados de granulos azurofilicos; granulos secundarios, conhecido
também como granulos especificos; granulos tercidrios; e vesiculas secretoras (Figura 09). Os
granulos primarios sdo os principais locais de armazenamento do mediadores toxicos,
denominados de armadilhas extracelulares dos neutrofilos (NET), que incluem elastase,
catepsinas, defensinas e mieloperoxidase (MPO) (LACY, 2006; PAPAYANNOPOULOS et al.,
2010).

Expressa e secretada pelos neutrofilos, a MPO chega a constituir 5% da proteina celular
total do neutrofilo. Trata-se de uma enzima hemo-peroxidase altamente cationica de peso 144
kDa capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) como
mecanismo de remocao de patdgenos. A partir da ativagao de neutrofilos, os granulos primarios
contendo MPO podem se fundir com a membrana plasmatica para secretar o contetido no meio
extracelular (Figura 08). Durante a explosao respiratoria, a MPO utiliza H,O» para produzir em
conjunto com halogenetos (geralmente o Cl-) compostos oxidantes como o acido hipocloroso
(HCI10), que por sua vez, reage com proteinas, dcidos gordos insaturados e qualquer grupo
oxidavel, e, dessa maneira, induz mutacdes genéticas, alteragdo na sintese proteica e influencia
no caminhos de sinalizagdo. Desta maneira, os neutrofilos ao mesmo tempo, liberar espécies
reativas de oxigénio e citocinas pro-inflamatorias, além de recrutar leucocitos adicionais para a
regido da inflamacgao (MONTESEIRfN et al., 2001; KINDZELSKII et al., 2006; LACY, 2006;
RYMASZEWSKI et al., 2014). Para que ocorra a desgranulacdo de neutrofilos e por
conseguinte a liberacdo das NETs extracelularmente, uma ampla gama de mediadores, como
interleucina-8 (IL-8) e Lipopolisacarideo (LPS) bacteriano, ativam os neutr6filos através de
receptores de membrana, como receptores tipo Toll (TLRs) e citocinas inflamatérias (LACY,

2006; JOHNSON et al., 2011).
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Figura 08. Liberagdao de mieloperoxidase pelos neutrofilos.
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Fonte: Autoria propria. 1: Neutrofilo em estado basal evidenciados os quatros de tipos de granulos
presentes no interior da célula; 2: Ativacdo dos neutrofilos por meio da ligagio de mediadores
inflamatérios aos receptores de membrana do neutrdfilo; 3: translocacdo e adesdo dos granulos a
membrana seguida pela desgranulacdo das armadilhas extracelulares dos neutrofilos (NET) como
exemplo a mieloperoxidase (MPOQ); 4: Formagdo das espécies reativas de oxigénio € compostos
oxidantes capazes de exacerbar o processo inflamatorio.

A atividade da enzima MPO, estritamente produzida por neutroéfilos, permite estimar
o influxo celular na lamina propria intestinal. Com isso, 0 MPO tem sido utilizado como um
marcador bioquimico de estresse oxidativo, inflamacao e infiltragdo de granulocitos em varios
tecidos, incluindo o trato gastrointestinal. A extensdao do acimulo de neutr6filos na mucosa
intestinal pode ser quantificada por meio da avaliagdo da atividade de MPO, que pode ser
medida em sangue e tecidos por ensaios espectrofotométricos utilizando perdxido de hidrogénio
e dicloridrato de odianisidina como substratos (LORIA et al., 2008; JUSTINO et al., 2014;
KREMSEROVA et al., 2016; CARVALHO et al., 2017).

3.5.2 Malondialdeido (MDA)
Nos locais da inflamacdo, a atividade em conjunto da ativagdo de neutrofilos e
fagocitose por macrdéfagos envolvem fendmenos de explosdes respiratdrias e desacoplamento

da variedade de sistemas redox celular (VYAS et al., 2016). A producdo de radicais livres
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denominados de espécies reativas derivadas do oxigénio (EROs) e do nitrogénio (ERN) pode
ser observada durante o metabolismo humano em diversas reagdes fisiologicas, € 0 organismo
dispoe de um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar tais reagdes. As EROs mais
importantes envolvidas nos processos patologicos sdao hidroxila (OH-), superoxido (O27) e
peroxido de hidrogénio (H203), e entre as ERNs, o 6xido nitrico (NO-), nitritos (NO2"), nitratos
(NO3") e peroxinitritos (ONOO-) (GROTTO et al., 2009; ELIAS et al., 2010).

Os radicais livres sao essenciais para processos bioldgicos, contudo, a superproducao e
constante agao dos radicais livre sobre o organismos humano, aliada a ineficiente neutralizagao
de sua agdo, gera um desequilibrio entre os sistemas pro- e antioxidantes denominado estresse
oxidativo, este, por sua vez, culmina em danos estruturais e/ou funcionais (KHALILI,
BILOKLYTSKA, 2008). Enquanto alguns deles podem ser altamente prejudiciais ao
organismo, lesionando membranas dos eritrécitos, proteinas, DNA e danificando células e
tecidos, outros reagem apenas com os lipideos, produzindo peroxidagao lipidica. A degradagao
dos lipideos de membrana e os produtos finais da peroxidacao lipidica, como malondialdeido
(MDA) e outros aldeidos, sdo especialmente danosos (ELIAS et al., 2010; HEBER, 2014).

A peroxidacao lipidica (PL), também denominada de lipoperoxida¢ao, ¢ uma cadeia de
reacdes mediada por radicais livres que, uma vez iniciada, desencadeando a deterioragao
oxidativa dos lipidios poli-insaturados de membrana. O alvo de espécies reativas € a ligacao
covalentes carbono-carbono e carbono-hidrogénio dos acidos graxos poli-insaturados, na qual,
quando enfraquecida, permite a abstra¢do do hidrogénio pelo radical livre com facilidade. Uma
vez iniciado o processo (Figura 09), as espécies reativas desencadeia uma série de reagdes
oxidativas sucessivas que levam a formacao de hidroperdxido lipidico, tal composto € instavel
e, sua fragmentacgao resulta na formagao de aldeidos altamente reativos toxicos, tal como N-
(epsilon)-(2-propenal) [malondialdeido (MDA)] (GROTTO et al., 2009; RAGHAVAN et al.,
2012). Considerado um dos produtos finais da PL, o MDA ¢ um aldeido de baixo peso
molecular de trés carbonos e, atua como segundos mensageiros toxicos que potencializam a
lesdo e morte celular ja iniciada pelos radicais livres, além de promover mutagdes e danos ao
DNA (GROTTO et al., 2009; KULKARNI et al., 2011; RAGHAVAN et al., 2012; VYAS et
al., 2016).
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Figura 09. Formag¢ao do malondialdeido pela peroxidacao lipidica.
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Fonte: Adaptado de GROTTO et al., 2009.

O MDA ¢, de longe, o indicador mais importante biomarcador de peroxidagao lipidica
(SULISTYOWATI et al., 2014; VYAS et al., 2016) e, pode ser utilizada como marcador de
lesdo da membrana celular. Nos ultimos 20 anos, a quantificagdo de MDA tem sido amplamente
utilizada em estudos, que se ddo na maioria das vezes pela reacdo de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS) em amostras bioldgicas, através de ensaios de espectrofotometro

ou deteccao fluorescente (KHALILI; BILOKLYTSKA, 2008; GROTTO et al., 2009).

3.5.3 Glutationa Reduzida (GSH)

O trato gastrointestinal (GI) ¢ uma fonte crucial na produ¢do radicais livre. Apesar da
barreira protetora proporcionada pela camada epitelial, materiais ingeridos e agentes
patogénicos podem causar inflamagao do epitélio, ativagdo dos neutréfilos polimorfonucleares
(PMNs) e os macrofagos e, estes aumentar a inflamagdo por meio de citocinas e outros
mediadores que contribuem aumento dos radicais livres nas formas de ROS e RNS, que sao
subprodutos do metabolismo celular normal. Em baixas e moderadas quantidades, esses
compostos detém efeitos benéficos em varios processos fisioldgicos, incluindo a morte de
agentes patdgenos invasores, cicatrizagao de feridas e processos de reparacdo tecidual, além de

atuar como moléculas de essenciais de sinalizagcdo (BHATTACHARYYA et al., 2014).
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No tratamento do cancer por agentes quimioterapéuticos e radioterapias depende em
grande parte formacdo de ROS e/ou RNS para destruir células malignas por apoptose. No
entanto, o desequilibrio entre a geragdo radicais livres e a capacidade antioxidante representa
um grave problema para a homeostase corporal, conhecido como estresse oxidativo
(ALDEMIR et al., 2015).

Para diminuir o estresse oxidativo e defender as células contra os efeitos nocivos da
ROS e/ou RNS, o corpo esta equipado com agentes antioxidantes, coletivamente chamado de
sistema de defesa antioxidante. Antioxidantes removem os radicais livres, limitam os efeitos
adversos dos ROS/RNS e inibem a oxidagdo por meio da redox. O sistema de defesa
antioxidante engloba mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos. Dentre os antioxidantes
enzimdticos endogenos, destacam-se o superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GSH-Px), glutationa-redutase (GSH-Rd), catalase e superdxido redutases; ja entre os
antioxidantes ndo-enzimaticos endogenos, os principais sdo Tioredoxina, Melatonina e
Glutationa reduzida (GSH) (BHATTACHARYYA et al., 2014; KART et al., 2016).

Considerado o mais importante antioxidante nao enzimatico, a Glutationa, ¢ encontrada
das células eucariodticas, em geral na sua forma reduzida, GSH (y-L-glutamil-L-cisteinil-
glicina). Trata-se de tripeptideo tiol (sulfidrilo) e tem como precursor os aminoacidos cisteina,
glicina e acido glutamico (glutamato). Embora expresso de forma ubiqua, a biossintese da GSH
ocorre, predominantemente, no figado e conta com a agdo consecutiva de duas enzimas (Figura
10). Na primeira reagdo, ¢ formada uma ligacdo peptidica entre os aminodcidos glutamato e
cisteina, catalisada pela enzima y-glutamilcisteina sintetase (y-GCS), levando a y-L-glutamil-
L-cisteina. Este dipeptideo ¢ entdo ligado a glicina pela acao da glutationa sintetase (GS). Em
geral, a atividade da y-GCS determina a taxa de sintese de glutationa, e a mesma sofre regulacao
pela GSH através de um feedback negativo, o que previne a produgdo excessiva de GSH ou o
acimulo do intermedidrio y-glutamilcisteina (SIDO et al., 1998; RAHMAN; MACNEE, 2000;
HUBER; ALMEIDA, 2008; GAURAV et al., 2012; BHATTACHARYYA et al., 2014,
CHENG et al., 2017).
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Figura 10. Sintese de GSH e ciclo catalitico.
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Fonte: Adaptado de HUBER; ALMEIDA, 2008. 1: y-L-glutamil-L-cisteina; 2: GSH; 3: GSSG. Glu:
Glutamato; Cys: Cisteina; Gly: Glicina; GS: Glutationa sintetase; GSH: Glutationa reduzida ou y-L-
glutamil-L-cisteinil-glicina; GPx: Glutationa Peroxidase; GO: Glutationa oxidase; GR: Glutationa
redutase; GSSG: Glutationa dissulfeto.

Para o desenvolvimento da atividade protetora da glutationa expressa pela reducdo de
espécies oxidantes, e consequente oxida¢do da GSH a glutationa dissulfeto (GSSG) seja
mantida, a GSH precisa ser regenerada através do ciclo catalitico, que se da pela atividade de
trés grupos de enzimas: a glutationa peroxidase (GSH-Px ou GPX), a glutationa oxidase (GSH-
O ou GO) e a glutationa redutase (GSH-Rd ou GR) que formam o sistema de glutationa. As
duas primeiras enzimas, GO e GSH-Px, catalisam a oxidacdo de GSH a GSSG e a tltima, GR,
¢ responsavel pela regeneracao de GSH, a partir de GSSG, na presenca de NADPH. Sabe-se
que a GSH-Px além de oxidar o GSH, pode também reduzir hidroperoxidos, como H>O> a H,O
e hidroperoxidos de lipideos (ROOH) para alcoois estaveis correspondentes (HUBER;
ALMEIDA, 2008; CHENG et al., 2017).

O estado redox intracelular (niveis GSH/GSSG) da célula ¢ frequentemente usado como
um marcador da capacidade antioxidante das células. A manutengdo de uma alta relagdo
intracelular GSH/GSSG (> 90%) minimiza a acumulac¢do de dissulfetos e fornece um ambiente
redutor dentro da célula. Por conseguinte, o sistema redox GSH torna-se crucial para

manutengdo da homeostase intracelular e processos fisioldgicos celulares normais e, representa
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um dos mais importantes sistemas de defesa antioxidante para as células epiteliais e
inflamatérias. Em muitas doencas inflamatérias no trato gastrointestinal, o esgotamento dos
niveis de GSH intracelular ou aumento dos niveis de GSSG esté presente em concomitante com
a inducao de mediadores inflamatdrios e citocinas pré-inflamatérias (RAHMAN; MACNEE,
2000; GAURAYV et al., 2012; SCHMITT et al., 2015).

A avaliag@o dos niveis de GSH intracelular ilustra um breve panorama da capacidade
antioxidante frente a um processo inflamatorio. Onde niveis elevados de GSH sugere
capacidade protetora ao estresse oxidativo, inflamac¢do e apoptose, enquanto que a diminuigao
dos niveis de GSH sugere baixo efeito antioxidante e/ou exacerbacdo do estresse
oxidativo/inflamac¢do (CHENG et al., 2017).

Para quantificacio do GSH, ou seus precursores € metabdlitos, nas varias matrizes
bioldgicas, tem-se a disposicdo uma vasta coletanea métodos analiticos, que se dividem em
cromatograficos e ndo cromatograficos. Dentre os métodos ndo-cromatograficos, podemos citar
a espectrofotometria, espectrofluorimetria e amperometria, que permitem a analise de GSH e
derivados. Para determinag@o da concentracdo de glutationa, pelo ensaio espectrofotométrico,
tem como base uma reacdo cinética de oxidagdo da GSH a GSSG, promovida pelo 4cido 5,5-
ditio-bis-(2-nitrobenzoico), ou simplesmente, DTNB, ou reagente de Elmann (HUBER;
ALMEIDA, 2008).

3.5.4 Superoxido dismutase (SOD)

O processo inflamatdrio instaurado na mucosa intestinal, a mucosite, ¢ uma resposta
complexa aos estimulos nocivos, como dano ao DNA e geragdo de EROs e ERNSs, e por sua
vez desencadeiam uma série de eventos bioldgicos interativos, dentre eles, ativacao de fatores
de transcri¢do como NF-kB e expressdo de citocinas pro-inflamatorias (a exemplo IL-1p, IL-6,
TNF-a). Todo esse processo gera e exacerba o estresse oxidativo, e os tecidos lesados sdo
estimulado a expressar antioxidantes enzimaticos como glutationa peroxidase (GPX),
glutationa-redutase (GR), catalase, superdxido redutases e superoxido dismutases (SOD) no
combate dos radiais livres e consequentemente, prevengdo de danos acidentais, sobrevivéncia
organizacional e integridade estrutural dos tecidos. Véarios estudos demonstram a relevancia das
enzimas antioxidantes na regulacdo da inflamacao (GAO et al., 2008; KWON et al., 2012;
KWON, 2016).

Superdxido dismutases (SOD) sdo enzimas que requerem cofatores de ions metalicos

como Cu, Zn, Mn, Ni, Fe para catalisar a dismutacao de superoxido (O27) em O e peroxido de
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hidrogénio (H20z). Com base nisso existem pelo cinco isoformas de SOD: enzima citosolica e
nuclear contendo cobre e zinco (Cu-Zn-SOD ou SOD-1), enzima mitocondrial contendo
manganés (Mn-SOD ou SOD-2), enzima extracelular contendo cobre e zinco (EC-SOD ou
SOD-3), enzima contendo ferro (Fe-SOD ou SOD-4) e enzima contendo niquel (Ni-SOD ou
SOD-5). Além dos requisitos de cofatores metalicos, as SOD apresentam diferencas na estrutura
proteica e compartimentacao celular. Em relacdo a sua localizagdo, as enzimas SOD-1, SOD-2
e SOD-3 estao presentes em humanos (Figura 11), ja a Fe-SOD esta presente em bactérias e
plantas, e a Ni-SOD esta presente apenas nos procariotas. Cerca de 99 % SOD-3 encontra-se
na matriz extracelular e glicocalice de superficies celulares, onde estd ancoradas sulfato de
heparina de proteoglicanos e, tem ampla destrui¢do no corpo humano, em especial pulmao,
vasos sanguineos, rins e coracdo. Em relacdo ao tamanho, SOD-3 ¢ a maior SOD presente nos
mamiferos, a mesma apresenta na forma de um homotetramero de 135 kDa, seguido pela SOD-
2 (homotetramero de 96 kDa) e, por ultimo SOD-1, que se apresenta na forma de homodimero

de 32 kDa (KWON et al., 2012; BHATTACHARYYA et al., 2014).
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Figura 11. Distribui¢do celular das isoformas de SOD e Mecanismo de agao.
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A posicao na célula explica a atividade e funcionalidade de cada uma das SOD, apesar
de todas possuirem a papel crucial na eliminacdo de anions superdxidos. A localizagdo sub-
celular distinta das isoformas de SOD podem ser particularmente importantes para sinalizagao
redox nos mais variados compartimentados do corpo. A SOD-3 devido suas altas concentragdes
ao nivel no espago intersticial dos tecidos e fluidos extracelulares, a referida enzima apresenta
grande atividade de SOD no plasma, linfa e fluido sinovial. A dismutagado do radical superoxido
ao perdxido de hidrogénio e oxigé€nio nos espagos intersticiais dos tecidos e em fluidos
extracelulares, representando assim uma parte crucial do mecanismo de defesa antioxidante
celular ¢ na prevengdo da degradagdo oxidativa dos componentes da matriz extracelular
(LUBRANO et al., 2006; GAO et al., 2008). A SOD-2 por estar localizada no interior das
mitocondrias, além de ter como principal funcdo a prote¢do das mitocondrias do dano de ROS,
ela ¢ uma das primeiras enzimas da cadeia a mediar a ROS gerado pela redug¢ao parcial de O,
sua atividade tem sido implicado em uma série de fatores relacionados ao estresse oxidativo
(MURPHY et al., 2008; LI; ZHOU; 2011). A SOD-1 ¢ uma enzima chave na dismutagdo de
superoxido radicais resultantes do metabolismo oxidativo celular em perdxido de hidrogénio.
Em contraste, a inibicdo da SOD-1 diminui essa capacidade, resultando em inibi¢ao da resposta
imune (MARIKOVSKY et al., 2003).

De modo geral, a SOD ¢ definido como a primeira linha de defesa antioxidante do corpo,
conhecida como antioxidante primario. A SOD exibe um catalisador muito alto taxa de reag¢ao
e estd constantemente se renovando, na qual o SOD converte o superoxido extremamente
reativo (O27) em peroxido de hidrogénio (H202) (figura 10), que por sua vez, ¢ convertido em
H>O pela catalase ou glutationa peroxidases (GPx). Ao dissolver O>~, a SOD impede a liberag¢ao
de ions de ferro livres e, assim, a formagao de ROS prejudiciais como OH-. Ao mesmo tempo,
a SOD protege a sinaliza¢do vascular de NO-, impedindo sua rea¢do com O>~ e a formacao de
peroxinitrito (ONOO-), uma espécie reativa de nitrogénio (ERNs) prejudicial (MAYBAUER
et al., 2006; KWON et al., 2012; QUERE et al., 2014). A SOD ainda apresenta mecanismo de
acdo contra a inflamagdo, por meio da modulacdo da expressdo e distribuicdo de fatores
angiogénicos e mediadores inflamatdrios. A SOD ¢ capaz tanto de diminuir a fosforilagdo da
proteina quinase C (PKC) e quanto a expressdo de NF-kB. Por conseguinte, devido a
dependéncia da expressao de NF-kB, enzimas pro-inflamatorias, como COX-2 ¢ iNOS também
decairiam. E a SOD também atua na resposta imune através do bloqueio da infiltracao de células
imunes, como neutrofilos nos locais de inflamagdao (YASUI; BABA, 2006; QUERE et al.,
2014).
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3.5.5 Oxido nitrico (NO) e Nitrito

O o6xido nitrico (NO) ¢ um mediador gasoso ubiquo capaz de difundir-se rapidamente
pelas membranas celulares e regular uma variedade de processos fisiologicos e fisiopatoldgicos
de natureza cardiovascular, inflamatério e neuronal. O NO, juntamente, com Sulfeto de
Hidrogénio (H2S) e Mono6xido de Carbono (CO), compreende os gasotransmissores cujas as
propriedades fisio-farmacoldgicas tem sido melhor categorizadas e estudadas nas Ultimas
décadas (RANG et al., 2012; KATZUNG, 2014).

NO foi a primeira de uma nova classe de moléculas de sinalizacao (LUCETTI et al.,
2017). O conhecimento acerca do NO atmosférico perduram ha séculos, este observado pela
primeira vez em 1774 por Joseph Priestly, e suas as propriedades vasoativas foram relatadas
somente em 1859 por Frederick Guthrie (ALLAIN et al., 2011). Descrito no inicio dos anos 80,
como "Fator relaxante derivado endotelial" (EDRF), somente a partir do inicio da metade dos
anos 1990, evidenciou-se avangos no conhecimento da biologia NO, e a descoberta de sua
producdo endégena em mamiferos conferiu o Prémio Nobel de Medicina a Murad, Furchgott e
Ignarro em 1998 (ALDERTON et al., 2001; PAVANELLI; SILVA, 2010; BURGER; FENG,
2011). No decorrer de quase 30 anos, o 6xido nitrico foi conhecido por ser um determinante
critico do tom vascular, e concomitante a isso, inimeros estudos buscando elucidar os diversos
papéis fisioldgicos de uma das moléculas mais versateis em animais € humanos (BATH et al.,
2017).

O 6xido nitrico ou monoxido de nitrogénio ¢ um intermediario metabdlico sintetizado
durante a reacdo de oxidagdo complexa do nitrogénio, a partir de L-Arginina, Oxigénio (O2) e
Cofatores em L-Citrulina, NO e 4gua (ARZUMANIAN et al., 2003; CHOKSHI et al., 2008).
Este processo € catalisado pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e por fim, o NO reage
ativamente com radicais O; e superoxido, tidis, metais de enzimas e € oxidado para ions inativos
de nitrato (NO3") e nitrito (NO2") (Figura 12) (CORREA-ARAGUNDE et al., 2013). Existem
ao menos seis cofatores que participam na sintese de NO: fosfato de dinucleotideo de
nicotinamida adenina (NADPH), nucleotideo de flavanina adenina (FAD), mononucleotideo de
flavina (FMN), tetrahidrobiopterina (BH4), célcio (Ca*"), calmodulina (CaM) e protoporfirina
de ferro IX (heme). A NOS ¢ expressa em quase todas as células do corpo humano, contudo, a
depender da localizagdo e expressao génica podem ser classificados em trés isoformas distintas:
NOS endotelial (eNOS ou NOS3), NOS neuronal (nNOS ou NOS1) e NOS induzivel (iNOS
ou NOS2). Todas catalisam a mesma reagdo que culmina a sintese de NO a partir do substrato

L-arginina, oxigénio molecular e fosfato de nicotinamida-adenina-nucleotideo reduzido
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(NADPH) e requerem ligacao de varios co-fatores (GAUTAM; JAIN, 2007; BURGER; FENG,
2011; MATTILA; THOMAS, 2014; BATH et al., 2017).

Figura 12. Metabolismo do 6xido nitrico: sintese, reacdes e inativa¢ao do 6xido nitrico.
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As isoformas de NOS sdo flavoproteinas homodimeras produzidas em diferentes genes
e apresentam composi¢do e tamanho varidvel (Tabela 02) (GAUTAM; JAIN, 2007;
CAMPBELL et al., 2014). Em humanos, o gene da nNOS esta localizado na regiao 12q24.2 do
cromossomo 12, consistindo em 29 éxons e 28 introns, a proteina expressa detém 1434
aminoacidos. O gene da iNOS encontra-se na regido 17ql11.2-q12 do cromossomo 17,
consistindo em 26 éxons e 25 introns e a isoforma da NOS expressa possui 1153 aminoécidos;
ja o gene da eNOS localiza-se na regido 7q35-36 do cromossomo 7, contém 26 éxons e 25
introns e a proteina expressa possui 1203 aminoacidos. Sabe-se que cada NOS detém estrutural
propria e especificidade funcional, com isso, as isoformas podem ser classificadas como
constitutivas (cNOS) e induziveis (iNOS) (WANG; MARSDEN, 1995; THAMEEM et al.,
2008; NATH et al., 2009; SILVEIRA, 2015; ZENG et al., 2016).

A eNOS e nNOS sdo tidas como isoformas constitutivas, devido ao fato se serem
expressos constitutivamente em niveis baixos, ou seja, em condi¢cdes de homeostase, estas
enzimas produzem concentragdes picomolares de NO. eNOS e nNOS contém um dominio de

ligacdo a calmodulina e sdo ativados pela calmodulina de forma dependente do calcio. A
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producdo de NO pelas formas constitutivas ¢ transitoria com duracdo variavel de segundos a
minutos. A terceira isoforma, iNOS, ¢ independente do célcio, uma vez que se liga a
calmodulina com alta afinidade por condigdes fisioldgicas repletas de célcio. Em contraste,
iINOS nado ¢ expressa em condi¢des normais, mas ¢ induzido em niveis elevados durante
processos inflamatorios, estimulados por citocinas (IL-1 e TNF-a)) e micro-organismos. Uma
vez que a iNOS ¢ expressa, a mesma produz NO nas concentragcdes nanomolar a micromolar e
tem longa duragdo, perdurando horas ou dias (KOLIOS et a., 2004; CHOKSHI et al., 2008;
LIMA JUNIOR et al., 2011; FORSTERMANN; SESSA, 2012; MATTILA; THOMAS, 2014;
CAMPBELL et al., 2014; MONTESINOS et al., 2016; LUCETTI et al., 2017).

Tabela 02. Propriedades das isoformas de 0xido nitrico sintase (NOS)

Isoformas
Propriedades NOS neuronal NOS induzivel NOS endotelial
Sinénimos nNOS, NOS-1 iNOS, NOS-2, NOS eNOS, NOS-3
macrofagal
Localizagdo do gene 12q24.2 17q11.2-q12 7935-36
Tamanho da proteinas 1434 a.a 1153 a.a 1203 a.a
Tecidos Neuronios, m. Macrofagos, células Células  endoteliais,
esquelético, musculares lisas neuronios, epitélio
plaquetas, pulmao respiratorio e plaquetas
Expressao Constitutiva Inducdo transcricional ~ Constitutiva
Regulagdo por Calcio Sim Nao Sim
Niveis de NO Baixo Alto Baixo

a.a: Aminoacidos

A nNOS ¢ encontrada primeiramente (e predominante) no tecido neuronal, mas também
nos trombocitos, células beta do pancreas, musculo, pulmao, células epiteliais do estomago,
utero e células endoteliais de arteriolas aferentes e eferentes. A outra forma constitutiva, eNOS,
ndo ¢ restrita apenas células endoteliais vasculares, fazendo-se presente também em midcitos
cardiacos, osteoblastos e osteoclastos, epitélio respiratdrio, e em pequenas quantidades nas
plaquetas. E a iNOS esta presente em uma ampla gama de células e tecidos, sofrendo grande
estimulagdo dos macrofagos (razdo de também ser chamada NOS macrofagal), neutrofilos,
células de kupffer, fibroblastos, microglia e células musculares lisas. Independente da célula,
essas trés isoformas estdo presentes no citoplasma, ja a outra NOS, denominada de NOS
mitocondrial (mtNOS) esta presente exclusivamente nas mitocondrias (GAUTAM; JAIN,
2007; RANG et al., 2012; BATH et al., 2017).

Com a sintese do NO pela agcdo das NOS, este gas por sua vez, apresenta alta

difusibilidade em 4gua e lipidios, e € rapidamente absorvido pelas membranas biologicas. Além
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do mais, o NO apresenta um elétron ndo pareado em sua estrutura quimica, o que o torna um
radical livre muito reativo e, de meia-vida muita curta, cerca de 5 segundos. /n vivo, o NO ¢
instavel capaz reagir com diversos metais, tidis e espécies de oxigénio e, desse modo, modificar
proteinas, DNA e lipideos, estabelecendo basicamente duas vias principais: via GMPc-
dependente (caminho NO-sGC-GMPc) e a via independente do GMPc (BRYAN; GRISHAM,
2007; LEITAO et al., 2011; FORSTERMANN; SESSA, 2012; RANG et al., 2012; CORREA-
ARAGUNDE et al., 2013; KATZUNG, 2014).

O NO reage muito rapidamente com anion superdxido (O;”) para produzir anion
peroxinitrito (ONOO"), um forte agente oxidativo e nitrosativo, e € responsavel por alguns de
seus efeitos toxicos, como morte celular apoptética e necrotica através da peroxidacao lipidica
(ALLAIN et al., 2011; VANNINI et al., 2015). O heme possui uma afinidade pelo NO mais de
10.000 vezes maior do que pelo oxigénio, razdo pela qual o NO tem como principal alvo, o
ferro do heme das metaloproteinas, a exemplo, guanililciclase soluvel (sGC), uma enzima que
contém grupo e heme e, ao se ligar com NO, sofre ativagcdo enzimatica e acarreta em aumento
dos niveis intracelulares de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), que por sua vez culmina
em relaxamento do musculo liso e diminui¢do da agregagao plaquetaria. O NO também reage
com tiois, compostos que contém o grupo SH, para formar nitrosotiois. Este processo de
modificagdo pos-traducional que proteinas detentoras de grupos tiol sofrem ¢ denominado de
S-nitrosilacao do residuo cisteina, e promovem perda de funcao e estabilidade da proteina em
questdo. O NO ¢ inativado pela combinagdo com o heme e hemoproteinas, como hemoglobina
e oxiemoglobina, que oxida NO em nitrato ou nitrito. O NO também pode ser inativado pela
reacdo com oxigénio molecular (Oy) para formar didxido de nitrogénio (BRYAN; GRISHAM,
2007; LEITAO et al., 2011; FORSTERMANN; SESSA, 2012; RANG et al., 2012; CORREA-
ARAGUNDE et al., 2013; KATZUNG, 2014).

A rota metabdlica do NO ¢ a oxidagdo gradual para nitrito e nitrato. Estes metabolitos
do 6xido nitrico sdo moléculas homeostaticas centrais na biologia do NO. Devido ao vinculo
intrinseco nitrito € NO, a detec¢do e quantificacao precisa do nitrito em amostras biologicas
tornou-se método confidvel para avaliagdo da atividade da NOS, além da aquisicdo de
informagdes sobre a origem do estimulo da sintese da NOS e com isso compreender os efeitos
do NO, usando pra isso o nitrito como marcador indireto dos niveis de NO em sangue e tecidos.
Ao contrario do "ensaio L-citrulina", o "ensaio de nitrito/nitrato" ¢ geralmente aplicavel e
permite quantificacdo completa e irrestrita de NO in vivo, ja que a detec¢dao de NO propriamente

dita, torna-se inviavel devido sua meia-vida muito curta, instabilidade por ser um radical livre.
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Das varias abordagens e métodos analiticos disponiveis até agora para a quantifica¢do de nitrito
e nitrato, os métodos baseados em cromatografia gasosa/espectrometria de massa (GC-MS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrofotometria dentro de suas vantagens
e limitagdes, sdo os métodos de maior utilizagdo para este fim (YAO et al., 2004; TSIKAS,
2004; BRYAN; GRISHAM, 2007; BELLAVIA et al., 2015).

Por meio da espectrofotometria, ensaios baseados nas alteracdes de cor causada pelo
NO em solugdes SULF/NEDD (sulfanilamida)/(cloridrato de N-(l-naftil)etilenodiamina),
conhecido como reagdo de Griess, durante mais de um século vem sendo utilizado para
quantificar nitrito em uma variedade de situagcdes (BELLAVIA et al., 2015). O método ¢ uma
reacdo de diazotagao da sulfanilamida e uma condensag¢ao adicional da produgdo sal de diazénio
com cloridrato de naftil-etilenodiamina, ou seja, o nitrito da amostra reage com a sulfanilamida
(SULF) em meio 4cido, entdo um ion de diazonio formado reage com o cloridrato de N-(I-
naftil)etilenodiamina (NED), gerando um cromo6foro vermelho com uma forte absorbancia a

540 nm (YAO et al., 2004; RAMOS et al., 2006; BRYAN; GRISHAM, 2007).

3.6 Gomas e Polissacarideos Naturais

Gomas podem ser definidas genericamente como substincias poliméricas que, em
solvente ou agente de inchamento apropriado e mesmo a baixas concentragdes, sdo capazes de
formar dispersdes ou solugdes altamente viscosas ou até mesmo geis. Com esta definicao, o
termo aplica-se a uma vasta variedade de substancias, incluindo hidrocarbonetos de alto peso
molecular, borrachas, proteinas, polissacarideos. No entanto, o termo goma, ¢ mais especifico,
e esta associado a polissacarideos e seus derivados (RODRIGUES et al., 1993).

As gomas polissacaridicas sdo de natureza hidrofilica e pode ser classificada como
natural, semi-sintética ou sintética e modificados. As gomas naturais sdo descritas substancias
pegajosas produzidas por certas plantas (VITORINO-FILHO, 2011; ANDRADE et al., 2013).
Uma notavel familias de plantas produzem gomas, sdo: Anacardiaceae, Combretaceae,
Meliaceae, Rosaceae e Rutaceae. Varias sdo as razoes para a produgao de gomas por parte das
plantas, incluindo: mecanismo de prote¢do contra um condi¢do patologica que aflige a planta;
como uma lesdo mecanica (OLUSOLA et al., 2014) ou como consequéncia da infeccdo de uma
planta por microrganismos (OFORI-KWAKYE et al., 2010).

A familia Anacardiaceae figura como uma das familias produtoras de gomas naturais,
tendo como representantes a Lannea coromandelica e Anacardium occidentale Linn.

(CHOUDHARY; PAWAR, 2014). Presente em muitos paises tropicais e subtropicais e,
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conhecida tradicionalmente como cajueiro, a Anacardium occidentale L. (Fig. 13-A), produz
um exsudado a partir da casca do seu caule (OFORI-KWAKYE et al., 2012).

O exsudato de cajueiro tem sido usado desde os tempos antigos pelos habitantes locais
para fins multiplos, como desordens gastrintestinais (Fig. 13-B, C) (ARAUJO et al., 2015b).
Atualmente tem sido estudada extensivamente como potencial farmacéutico e aplicagdes
biomédicas; devendo-se ao fato de sua ocorréncia natural nas plantas, ou seja, ampla
disponibilidade, e, em geral, por suas caracteristicas de baixa toxicidade, flexibilidade para
modificacdo, carater hidrofilico, baixo custo, biocompatibilidade e biodegradabilidade
(OFORI-KWAKYE et al., 2010; CHOUDHARY; PAWAR, 2014; NGWULUKA et al., 2014;
GOSWAMI; NAIK, 2014; PAWAR et al., 2015).

Figura 13. Cajueiro (4dnacardium occidentale L.) e seus derivados.

Fonte: Adaptado de VITORINO-FILHO, 2011; SILVA, 2013. A: Planta in natura; B ¢ C: Exsudato; D:
Polissacarideo do cajueiro purificado.

Grande parte da composicao da goma do cajueiro (GC) corresponde a carboidratos
(98,25%), seguido de proteinas (0,90%), lipidios (0,01%) e cinza (0,84%) (PORTO et al.,
2015). A fragdo de carboidratos, corresponde a polissacarideo, especificamente, um

heteropolissacarideo complexo, ou seja; ¢ formado por diferentes monossacarideos (dois ou
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mais) que se unem por meio de ligagdes glicosidicas para originar tal polimero; ramificado e
de alto peso molecular extraido do exsudado da cajueiro (Fig. 13-D). O heteropolissacarideo ¢
composto quimicamente (% em peso) de galactose (72-73%), glicose (11-14%), arabinose (4,6-
5%), ramnose (3,2-4%) e acido glicurdnico (4,7-6,3%), além de outros residuos de agticar como
manose, xilose e acido metilglicurénico (SILVA et al., 2009b; OLUSOLA et al., 2014). Tal
porcentagem dos monossacarideos varia de acordo com a regido geografica (SILVA et al.,
2006; QUELEMES et al., 2013). A cadeia principal possui unidades de galactose B-(1—3) e -
(1—06) substituidas por cadeias laterais de a-L-Raminose, B-D-Glicose, -D-Galactose e a-L-
Arabinose (Figura 14) (CUNHA et al., 2007; CHOUDHARY; PAWAR, 2014). A GC na forma
bruta contém ainda, Ca*", Mg?*, Fe? " e Zn’>" e quantidades vestigiais de K" e Na* como cations
neutralizados, cujo nivel reduz-se apds purificagdo (COSTA et al., 1996; OFORI-KWAKYE et
al., 2012).

Figura 14. Representacio esquematica de um fragmento da Goma do Cajueiro (GC).
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Fonte: CUNHA et al., 2007. gal: Galactose; glu: Glicose; glu a: Acido Glucurdnico; R: D-Mannose, L-
Ramnose, L-Arabinose.

A goma do cajueiro, um heteropolissacarideo proveniente da Anacardium occidentale

L., vem sendo utilizado em diversas pesquisas e tem apresentado resultados terapéuticos



53

satisfatorios, revelando diversos efeitos farmacoldgico de GC. Propriedade depurativas e
expectorantes da goma ja foram relatadas por Chaves et al. (2010). Mostrou-se também uma
boa atividade hipoglicemiante, em experimentos realizados com ratos wistar normais
(normoglicémicos) e diabéticos tratados com a GC, bem como atividade antibacteriana,
antifungica, anti-leishmaniose (TORQUATO et al., 2004; KUMAR et al., 2012; QUELEMES
etal., 2013; SILVA et al., 2013b; BITTENCOURT et al., 2016).

A GC tem sido relatada com atividade antitumoral, em sarcoma de camundongos
(KUMAR et al., 2012). Aragjo et al. (2015b) em experimentos realizados em roedores,
demonstrou que o GC possui atividade antidiarreico, sendo eficaz na diarreia aguda,
inflamatoria, secretora. E em estudos no processo de cicatrizacdo de lesdes cutidneas em
camundongos a GC foi eficaz recuperagdo da lesdo (SCHIRATO et al., 2006). Entretanto, ndo
ha estudos na literatura sobre o efeito da goma do cajueiro em processos inflamatorios no trato
gastrointestinal, dentre eles a mucosite, apesar de ja relatado seu efeito benéfico em algumas
desordens intestinais.

O estudo de polissacarideos na prevencao e cura da mucosite t€ém sido promissores.
Estudos demonstram que o polissacarideos extraidos da Ganoderma lucidum promovem a
proliferacdo e migragdo celular epitelial e reduzem a lesdo intestinal que ¢ induzida por
farmacos na quimioterapia (CHEN et al., 2011). Zhao et al. (2014), indicou que polissacarideos
extraidos Lycium barbarum e Astragalus membranaceus podem proteger contra a colite
ulcerativa experimental promovendo a recuperagdo da barreira intestinal. E Zuo et al., (2015)
determinou evidenciou que polissacarideos da Acaudina molpadioides podem proteger contra
as alteracOes intestinais induzidas pela quimioterapia. Este dados evidencia o potencial

farmacologico dos polissacarideos naturais contra a inflamacao no trato gastrointestinal.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito da Goma do Cajueiro, extraido do exsudato de Anacardium occidentale

L., na mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil em camundongos Swiss.

4.2 Objetivos Especificos

e Reproduzir o modelo de mucosite intestinal experimental induzida por 5-FU em
camundongos Swiss.

e Avaliar o efeito da goma do cajueiro (GC) sobre a perda ponderal de camundongos no
modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU;

e Identificar os efeitos da GC sobre as alteracdes histopatoldgicas em vilosidades e criptas
induzidas por 5-FU na mucosa intestinal;

e Analisar o efeito da GC sobre a contagem de leucdcitos totais sanguineos apds a inducdo
da mucosite intestinal por 5-FU.

e [Estudar o efeito da GC no estresse oxidativo induzidos por 5-FU na mucosite intestinal,
por meio da mensuracao dos niveis de MDA e GSH.

e Determinar o efeito da GC na inflamag¢ao induzidos por 5-FU na mucosite intestinal,
por meio da mensuracao dos niveis de MPO.

e Mensurar o efeito da GC na contagem de mastocitos teciduais induzidos por 5-FU na
mucosite intestinal.

e Investigar o envolvimento do 6xido nitrico (NO) no efeito protetor da GC na mucosite
intestinal induzida por 5-FU, por meio da analise histopatolégica.

e Verificar o envolvimento da via cicloxigenase-2 (COX-2) no efeito protetor da GC na
mucosite intestinal induzida por 5-FU, por meio da analise histopatologica e da

imunohistoquimica para COX-2 e IL-1.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta de Material Vegetal

Amostras brutas do polissacarideo provenientes do exsudato foram coletadas em 2013
pelo Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia - BIOTEC, Brasil, a partir do
tronco de cajueiros nativos (4. occidentale L.), no municipio de Ilha Grande, Piaui, Brasil
(Latitude, graus decimais S -2,8242; longitude, graus decimais W -41,7331). A arvore foi
identificada pela Profa. Dra. Ivanilza Moreira de Andrade, Departamento de Biologia, da
Universidade Federal do Piaui e uma amostra de voucher do espécime, numero de voucher 52,

foi depositado no herbario HDELTA (Universidade Federal do Piaui, Parnaiba, Piaui, Brasil).

5.2 Isolamento e Purificacio da Goma do Cajueiro (GC)

A goma do cajueiro (GC) foi purificada como um sal de sédio utilizando método
descrito anteriormente (DE PAULA et al., 2001). Nodulos livres da casca foram selecionados
e dissolvidos em agua destilada a temperatura ambiente a fim de se obter uma solugdo a 5%
(p/v). O pH da solucdo foi ajustado para aproximadamente 7,0 por adicdo de NaOH aquoso
diluido. A solucdo clara obtida no processo foi sucessivamente filtrada através de vidro

sinterizado e o heteropolissacarideo precipitado com etanol, possuindo rendimento superior a

90% (SILVA et al., 2006; 2009).

5.3 Animais

No protocolo experimental, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos,
com massa corporea entre 25 a 30g, que foram randomicamente distribuidos em grupos de n=6,
procedentes do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos
no Biotério Setorial do Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Ceara (UFC)
— Fortaleza, Ceara.

Os camundongos foram acondicionados em gaiolas de polipropileno, forradas com
maravalha, trocadas duas vezes por semana. Durante todo o experimento, os animais estavam
em um ambiente com temperatura de 23 + 2°C num ciclo de 12h claro/12h escuro, com livre

acesso a dgua e ragao padrao.



56

5.4 Consideracgoes éticas

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui sob
numero 208/16.

5.5 Drogas e Reagentes

As drogas L-NAME e L-Arginina foram obtidas 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. Todos os produtos quimicos e reagentes eram de grau

analitico e obtidos a partir de fornecedores comerciais padrao.

5.6 Efeito da Goma de Cajueiro (GC) na mucosite induzida por 5-FU

5.6.1 Induciao da Mucosite

Utilizou-se o modelo de mucosite intestinal experimental em Camundongos Swiss
descrito por Soares et al. (2008). Foi administrado o antineopléasico 5-Fluorouracil (5-FU) na
concentragdo de 450 mg/kg por via intraperitoneal (i.p), em dose Unica, no primeiro dia do
protocolo experimental, e os camundongos foram eutanasiados por xilazina (10 mg/kg) e
cetamina (70 mg/kg) por via intramuscular trés dias apds a administragdo do quimioterapico.
Este periodo, de acordo com o modelo proposto, ¢ capaz de mimetizar os efeitos inflamatorios

e funcionais que ocorrem no intestino de humanos ocasionados pelo uso desse quimioterapico.

5.6.2 Tratamento com a GC

Os animais foram pré-tratados com a Goma de Cajueiro (GC) extraido do exsudato do
Anacardium occidentale L., nas doses de 30, 60, 90 mg/kg, via oral (v.0.), durante 3 dias
consecutivos, apos administragdo do 5-FU, para a avaliagdo do efeito de GC na mucosa
intestinal e determinagdo da concentracdo do GC eficaz no tratamento da mucosite. No dia
seguinte, os animais foram, entdo, eutanasiados, de modo a se proceder a obten¢do de amostras
biologicas para andlises dos parametros indicadores sobre o referido modelo de mucosite
intestinal. Amostras do duodeno, jejuno e ileo foram retiradas para andlise histologica.
Amostras de sangue também foram coletadas para determinagdo da contagem total de

leucocitos.
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5.6.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos, inicialmente, em 5 grupos, sendo cada grupo composto por

6 animais:

Grupo Salina: os animais deste grupo foram tratados apenas com soro fisioldgico
(NaCl a 9%), por via oral (v.0) e intraperitoneal (i.p), para mimetizar a condi¢do de
estresse submetido aos demais grupos.

Grupo 5-FU: os animais receberam, no primeiro dia do protocolo experimental, dose
unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e soro fisiologico
por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram administrados
apenas soro fisioldgico por via oral.

Grupo GC 30: os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental, dose
unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, ¢ Goma de
Cajueiro (30 mg/kg de peso do animal) por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo
experimental foram administrados apenas goma do cajueiro (30 mg/kg) por via oral.
Grupo GC 60: os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental, dose
unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, ¢ Goma de
Cajueiro (60 mg/kg de peso do animal) por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo
experimental foram administrados apenas goma de cajueiro (60 mg/kg) por via oral.
Grupo GC 90: os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental, dose
unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, ¢ Goma de
Cajueiro (90 mg/kg de peso do animal) por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo
experimental foram administrados apenas goma de cajueiro (90 mg/kg) por via oral.

As doses de Goma de Cajueiro (GC) utilizadas neste estudo foram estabelecidas com

intuito de determina¢do da concentragdo eficaz no tratamento da mucosite intestinal e, em

conformidade com resultados estabelecidos em Aratjo, et al. (2015b). Durante todo o

experimento, os animais foram monitorados peso corporal. O protocolo experimental de

indugdo da mucosite e tratamento com o GC encontra-se ilustrado na figura 15.
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Figura 15. Esquema da inducdo e tratamento da mucosite intestinal.
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O 1° dia compreende o dia da indugdo da mucosite induzida pelo 5-FU e, inicio do tratamento da
mucosite com Goma de Cajueiro (GC) ou Salina (soro fisiologico), a depender do grupo em questio.
Dias 2 e 3 compreendem os dias de continuidade do tratamento mucosite com GC ou (soro fisiologico);
4° dia corresponde ao dia da eutanasia dos animais com cetamina ¢ xilazina. Em todos os dias do
protocolo experimental o peso corporal dos animais foram mensurados. 5-FU: 5-FU na concentragdo de
450 mg/kg; Salina: Soro fisiologico (NaCl a 9%); GC 30: Goma de Cajueiro na concentragio de 30
mg/kg; GC 60: Goma de Cajueiro na concentragdo de 60 mg/kg; GC 90: Goma de Cajueiro na
concentracdo de 90 mg/kg; Xilazina: xilazina na concentragdo de 30mg/kg; Cetamina: Cetamina na
concentragdo de 70 mg/kg; i.p: intraperitoneal; v.o: via oral.

5.6.4 Parametros avaliados

Apds a inducdo da mucosite, o delineamento dos procedimentos experimentais se deu
por meio da realizacdo da eutandsia, apds os dias de tratamento com o GC, avalicdo dos
parametros: andlise histopatologica e morfométrica, analise ponderal e taxa de mortalidade,
Leucograma, dosagem de Malondialdeido (MDA), andlise da concentracdo de Glutationa
(GSH), ensaio de Mieloperoxidase (MPO) e contagem de mastdcitos teciduais de acordo com

a figura 16, item 1 e 2.
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Figura 16. Fluxograma do delineamento experimental.
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Fonte: Autoria prépria. 5-FU: antiﬁéoplésico 5- Fluorouracil; GC: Goma do Cajueiro; MPO: Mieloperoxidase;
GSH: Glutationa reduzida; MDA: Malondialdeido.
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5.6.4.1 Analise ponderal

Durante todo o periodo experimental, a massa dos camundongos foi aferida em balanca
antes da administracdo de quaisquer dos compostos (Salina 9%, 5-FU e GC), de modo a se
acompanhar o processo de perda de massa corpérea induzida pelo 5-FU, bem como avaliar a
suposta acdo protetora dos tratamentos da GC sobre o processo de perda de massa (Figura 16,

item 2).

5.6.4.2 Analise Histopatologica e Morfométrica

Para a andlise Histopatologica e Morfométrica, apds a eutanasia dos animais por
combinac¢do de anestésicos foram obtidas amostras de tecido dos trés segmentos do intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo). Considerou-se como duodeno, o segmento que corresponde a
porcdo anterior a 3 cm do ligamento de Treitz; jejuno, a por¢do anterior a 10 cm do ligamento
de Treitz; e ileo, a por¢do anterior a 6 cm da valvula ileo-cecal (CARNEIRO-FILHO et al.,
2004). Tais amostras, apds fixacdo por 24h em formol a 10% e conservagao em alcool a 70%,
foram submetidas a processamento (série de desidratacdo e emblocamento em parafina) para a
realizacdo de cortes histologicos em microtomo, de modo a se obter as laminas a serem
avaliadas, coradas com H&E (Hemotoxilina-Eosina) (Figura 16, item 2).

Na analise histopatologica foi realizado um estudo-cego e randomizado, por um
histopatologista experiente, de forma a avaliar a severidade da mucosite, por meio dos aspectos
relativos a arquitetura tecidual, com enfoque nos vilos e criptas, e ocorréncia de infiltrados
celulares (em especial a infiltragdo neutrofilica), tipicos de processo inflamatorio. Os niveis de
intensidade da mucosite foram, entdo, definidos por um sistema de escores (Macpherson e
Pfeiffer, 1978), conforme segue: 0 - auséncia de lesdo (achados histologicos normais); 1 - vilos
encurtados, perda de arquitetura das criptas, infiltrado de células inflamatdrias, vacuolizagdo e
edema na camada mucosa e camada muscular normal; 2 - vilos encurtados com células
vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado de células inflamatorias, vacuolizagdo e
edema na camada mucosa e camada muscular normal; 3 - vilos encurtados com células
vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado de células inflamatoérias, vacuolizacdo e
edema na camada mucosa ¢ camada muscular com edema, vacuoliza¢ao e infiltrado de

neutrofilos (figura 17).
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Figura 17. Sistema de escores de Macpherson e Pfeiffer (1978).
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Fonte: Adaptado de Macpherson; Pfeiffer, 1978.

Para as analises morfométricas, com o auxilio de um microscopio Optico ao sistema de
aquisi¢dao de imagens (LEICA), foram medidas a altura dos vilos (topo a jung¢do vilo-cripta) e
profundidade das criptas intestinais para a correlagdo com a capacidade absortiva (razao altura
dos vilos/profundidade das criptas). A razdo entre o comprimento dos vilos e criptas foi
calculada utilizando-se o software ImagelJ, por meio da aferi¢do da altura de 10 vilosidades e a
10 profundidade das criptas intestinais, ambas em pm, sendo a analise feita por campo,
totalizando 6 campos. A conversao das medidas obtidas, dos vilos e das criptas, em pixels foram
convertidas em micrometro (um), por meio da razdo 200 um = 4.710.096 pixels.

Com a realizagdo da andlise dos parametros (analise ponderal, histopatolédgica,
morfométrica) foi entdo determinada a concentragdo efetiva de Goma do Cajueiro (GC) no
tratamento da mucosite intestinal (Figura 16, item 3), e partindo da melhor dose do GC, deu-se

continuidade a avaliagdo dos demais parametros (Figura 16, item 4).

5.6.4.3 Leucograma

O leucograma, foi realizado previamente ao sacrificio, os animais foram anestesiados
com combinacdo de anestésicos (xilazina 10 mg/kg e cetamina 70 mg/kg), no qual foram
obtidas amostras de sangue periférico da artéria ocular ou diretamente do coragdo, que foram

diluidas em liquido de Turk a uma proporcao de 20 puL de sangue para 380 pL de solucdo. Apos
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isso, foi realizada a contagem do niimero total de leucocitos em cdmara de Neubauer (MOURA
et al, 1998), com resultados expressos na forma de numero total de leucdcitos por/mm?> de

sangue (Figura 16, item 4).

5.6.4.4 Dosagem dos niveis de Malondialdeido (MDA)

Malondialdeido (MDA) ¢ um aldeido formado pela decomposi¢ao dos hidroperdxidos
lipidico. Sua concentragdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidagao lipidica
que consiste na a¢ao de radicais livres nos fosfolipidios da membrana celular, causando ruptura
da membrana celular, mutagdes no DNA e ativag¢ao da via do acido araquidonico (formagao de
prostaglandinas) (REINALDO, 2015).

Considerado o mais importante indicador de estresse oxidativo tecidual, a
determinagdo de MDA, usando o teste do &cido tiobarbitirico — TBARS (Thiobarbituric Acid
Reactive Substances), foi utilizada como estimativa para a taxa de lipoperoxida¢do da mucosa
intestinal. Para este procedimento, as mucosas das por¢des do duodeno, jejuno e ileo foram
lavados com salina gelada para minimizar a interferéncia da hemoglobina com radicais livres e
remover o sangue aderido a mucosa. As mucosas dos tecidos macerados foram homogeneizados
a 10% com cloreto de potassio (KCI) a 1,15%. Deste homogenato, 62,5 puL foram adicionados
em microtubo seguido de adi¢do de 375 uL de 4cido fosférico (1%) e 125 pL de acido
tiobarbituarico (0,6%). Nesta rea¢dao, duas moléculas de TBARS reagem estequiometricamente
com uma molécula de MDA a fim de ser formado um cromdéforo roseo. Em seguida, as amostras
foram imersas em banho-maria por 45 min a 100°C. Decorrido este tempo, adiciona-se a cada
amostra 500 pL de n-butanol e a mistura foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, 200 uLL do sobrenadante foi inserido na placa de 96 pocos e a absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas a 535 nm (MIHARA; UCHYAMA, 1978). Os resultados

foram expressos como nmol de MDA/mg de proteina (Figura 16, item 4).

5.6.4.5 Analise da Concentracao de Glutationa (GSH)

A glutationa ¢ um antioxidante endogeno que ¢ consumido na presenca de estresse
oxidativo, desta forma, reducdo dos seus niveis esté4 relacionada a presenca de estresse oxidativo
(QUARESMA, 2016).

A concentracao de GSH nos segmentos intestinais (duodeno, jejuno e ileo) 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
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intestinal dos animais foi homogeneizada em 1ml de EDTA 0,02M para cada 100mg de tecido.
Aliquotas de 100uL do homogeneizado foram misturadas a 80uL de 4gua destilada e a 20uL
de 4acido 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) e 5 pL de &cido 5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB, Sigma Aldrich, EUA) 0,01 M. A mistura foi entdo agitada por 3 minutos
e a absorbancia lida a 412nm. As concentragdes de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram

expressas em ug de GSH/mg de tecido a partir da curva padrao (Figura 16, item 4).

5.6.4.6 Ensaio de Mieloperoxidase (MPO)

Mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima encontrada predominantemente nos granulos
azurodfilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltragao de
neutréfilos nos processos inflamatdrios 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 inflamatoério e lesao tecidual (AVILA, 2013; BASTOS, 2014;
REINALDO, 2015; QUARESMA, 2016).

A avaliagdo da atividade da MPO foi determinada (Figura 16, item 4), resumidamente,
50-100 mg de tecido do segmento duodenal do intestino delgado foram homogeneizados em 1
ml de tampao de potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilamonio (HTAB) a cada 50
mg 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 medi¢ao da alteragdo na absorbancia a
450 nm utilizando dicloridrato de o-dianisidina e 1% de peroxido de hidrogénio. Os resultados
foram registrados como unidades de MPO por mg de tecido. A atividade da MPO por mg de

tecido foi determinada através da técnica descrita por Bradley, Christensen e Rothstein (1982).

5.6.4.7 Analise da concentracdo de mastocitos

Para evidenciar a presenga e contagem de mastocitos (Figura 16, item 4), os blocos de
parafina com amostras de mucosa intestinal do segmento duodeno foram selecionados para a
coloracdo com azul de toluidina, segundo Michalany (2008). A coloragdo de azul de toluidina
foi realizada apods a desparafinizacdo da lamina com xilol, hidratagdo com élcool absoluto e
uma série 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 colocadas em estufa a 60° C por uma hora para secar. Apds a secagem as
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laminas clareadas com uma série de xilol sdo montadas. Para a contagem de mastocitos
presentes nas laminas, com o auxilio de um microscopio Optico ao sistema de aquisi¢cdo de
imagens (LEICA), realizou-se a captura da imagens digitais, para contagem posterior de no
minimo 10 campos, com auxilio de software ImageJ. Os resultados representam a média de 10

campos de cada grupo.

5.7 Avaliaciao do papel do 6xido nitrico (NO) na mucosite intestinal induzida por 5-FU e
o seu envolvimento no efeito protetor da GC na mucosite intestinal em camundongos.

Na segunda investigacdo objetivou-se avaliar o efeito do papel do 6xido nitrico na
mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos, ¢ avaliagdo do envolvimento deste
gasotransmissor no efeito protetor (ja determinado na primeira parte da investigacdo) da Goma
do Cajueiro (GC) na mucosite. Foi realizado o mesmo protocolo de indugdo da mucosite
intestinal, contudo utilizou-se os seguintes grupos experimentais (n=6 animais):

¢ Grupo Salina: os animais deste grupo foram tratados apenas com soro fisiologico
(NaCl a 9%), por via oral (v.0) e intraperitoneal (i.p), para mimetizar a condi¢do de
estresse submetido aos demais grupos.

e Grupo 5-FU: os animais receberam, no primeiro dia do protocolo experimental, dose
unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e soro fisiologico
por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram administrados
apenas soro fisioldgico por via oral.

e Grupo L-NAME: os animais receberam, no primeiro dia do protocolo experimental,
dose tnica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e L-NAME
(20 mg/kg 1.p). Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram administrados
apenas L-NAME (20 mg/kg 1.p).

e  Grupo GC 90: os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental, dose
unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e Goma de
Cajueiro (90 mg/kg de peso do animal) por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo
experimental foram administrados apenas goma do cajueiro (90 mg/kg) por via oral.

e Grupo L-Arginina e GC 90: os animais receberam no primeiro dia do protocolo
experimental, dose tunica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via
intraperitoneal, Goma de Cajueiro (90 mg/kg de peso do animal) por via oral (v.0) e L-
Arginina (300 mg/kg i.p). Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram

administrados apenas GC (90 mg/kg) por via oral (v.0) e L-Arginina (300 mg/kg i.p).
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e Grupo L-NAME e GC 90: os animais receberam no primeiro dia do protocolo
experimental, dose unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via
intraperitoneal, Goma de Cajueiro (90 mg/kg de peso do animal) por via oral e L-NAME
(20 mg/kg i.p). Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram administrados

apenas GC (90 mg/kg) por via oral e L-NAME (20 mg/kg i.p).

Pretendeu-se com a administragdo da L-Arginina, um substrato verdadeiro da NOS, a
insercao de grande quantidade de NO nos animais e, assim avaliar a atuagdo do NO na mucosite
e sua interacdo com a Goma do Cajueiro (GC). Por meio da administragdo do N(w)-nitro-L-
arginine methyl ester, L-NAME, um inibidor ndo especifico da oxido nitrico sintase (NOS),
pretendeu-se avaliar como o bloqueio da sintese de NO, influenciaria na mucosite,
positivamente ou ndo na evolucdo do tratamento da mucosite intestinal com a GC.

Posterior ao protocolo de indu¢ao da mucosite intestinal foi realizado a eutanasia e
retiradas das amostras do segmento duodenal, para avaliagdo da mucosite, efeitos dos
bloqueadores e ativadores do NO bem como interacdo com a GC, através das analises

histopatologicas e morfométricas pelo método de coloracdo H&E.

5.7.1 Analise morfométrica e histopatologica

Ap0s a eutanasia dos animais por combinagdo de anestésicos foram obtidas amostras
de tecido do segmento duodenal do intestino delgado. Tais amostras, apds fixagao por 24h em
formol a 10% e conservagdo em alcool a 70%, foram submetidas a processamento (série de
desidratagdo e emblocamento em parafina) para a realizacdo de cortes histologicos em
microtomo, de modo a se obter as laminas a serem avaliadas, coradas com H&E
(Hemotoxilina-Eosina).

Para as anélises morfométricas, com o auxilio de um microscopio optico ao sistema de
aquisi¢ao de imagens (LEICA), foram medidas a altura dos vilos (topo a base) e profundidade
das criptas intestinais para a correlacdo com a capacidade absortiva (razdo altura dos
vilos/profundidade das criptas). A razao entre o comprimento dos vilos e criptas foi calculada
utilizando-se o software ImagelJ, por meio da afericio da altura de 10 vilosidades e a
profundidade das criptas intestinais, ambas em pm, sendo a andlise feita por campo. Os valores
foram expressos como médias + erro padrdo da média (epm) das alturas das vilosidades e
profundidade das criptas. Na analise histopatologica foi realizado a avaliacao da severidade da

mucosite, por meio dos aspectos relativos a arquitetura tecidual, com enfoque nos vilos e
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criptas, e ocorréncia de infiltrados celulares (em especial a infiltragdo neutrofilica), tipicos de

processo inflamatorio.

5.8 Avaliacao do papel cicloxigenase 2 (COX-2) na mucosite intestinal induzida por 5-FU
e 0 seu envolvimento no efeito protetor da GC na mucosite intestinal em camundongos.

Na terceira investigagdo objetivou-se investigar o efeito do papel da via da

cicloxigenase na mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos, e avaliagdo do

envolvimento desta via no efeito protetor (ja determinado na primeira parte da investigagcdo) da

Goma do Cajueiro (GC) na mucosite. Foi realizado o mesmo protocolo de indu¢do a mucosite

intestinal, contudo utilizou-se os seguintes grupos experimentais (n=6 animais):

Grupo Salina: os animais deste grupo foram tratados apenas com soro fisioldgico
(NaCl a 9%), por via oral (v.0) e intraperitoneal (i.p), para mimetizar a condi¢do de
estresse submetido aos demais grupos.

Grupo 5-FU: os animais receberam, no primeiro dia do protocolo experimental, dose
unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e soro fisiologico
por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram administrados
apenas soro fisioldgico por via oral.

Grupo GC 90: os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental, dose
unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e Goma de
Cajueiro (90 mg/kg de peso do animal) por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo
experimental foram administrados apenas goma do cajueiro (90 mg/kg) por via oral.
Grupo Celecoxibe: os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental,
dose tnica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal e Celecoxibe
(7,5 mg/kg, i.p). Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram administrados
apenas Celecoxibe (7,5 mg/kg, 1.p).

Grupo Celecoxibe e GC 90: os animais receberam no primeiro dia do protocolo
experimental, dose tunica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via
intraperitoneal, Goma de Cajueiro (90 mg/kg de peso do animal) por via oral e
Celecoxibe (7,5 mg/kg, i.p). Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram

administrados apenas GC (90 mg/kg) por via oral e Celecoxibe (7,5 mg/kg, i.p).

Pretendeu-se com a administracdo da Celecoxibe, um bloqueador da cicloxigenase-2

(COX-2), avaliar como o bloqueio da sintese de prostanodides, atuaria na fisiopatologia da
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mucosite e como sua interacdo com a GC influenciaria no efeito protetor da mesma no
tratamento da mucosite intestinal.

Posterior ao protocolo de indu¢do da mucosite intestinal foi realizado a eutanasia e
retiradas das amostras do segmento duodenal, para avaliagao da mucosite, efeito do bloqueador
da COX, bem como sua interacdo com a GC, através das analises histopatologicas e
morfométricas pelo método de coloracdo H&E, Imunohistoquimica para detecgdo de COX-2 e

IL-1P.

5.8.1 Analise morfométrica e histopatologica

Ap0s a eutanasia dos animais por combinagdo de anestésicos foram obtidas amostras de
tecido do segmento duodenal do intestino delgado. Tais amostras, ap6ds fixacdo por 24h em
formol a 10% e conservacdo em alcool a 70%, foram submetidas a processamento (série de
desidratacdo e emblocamento em parafina) para a realizagdo de cortes histologicos em
microtomo, de modo a se obter as laminas a serem avaliadas, coradas com H&E
(Hemotoxilina-Eosina).

Para as analises morfométricas, com o auxilio de um microscépio Optico ao sistema de
aquisi¢ao de imagens (LEICA), foram medidas a altura dos vilos (topo a base) e profundidade
das criptas intestinais para a correlacdo com a capacidade absortiva (razdo altura dos
vilos/profundidade das criptas). A razdo entre o comprimento dos vilos e criptas foi calculada
utilizando-se o software Imagel, por meio da afericdo da altura de 10 vilosidades e a
profundidade das criptas intestinais, ambas em pm, sendo a andlise feita por campo. Os valores
foram expressos como médias + erro padrao da média (epm) das alturas das vilosidades e
profundidade das criptas. Na andlise histopatoldgica foi realizado a avaliagdo da severidade da
mucosite, por meio dos aspectos relativos a arquitetura tecidual, com enfoque nos vilos e
criptas, e ocorréncia de infiltrados celulares (em especial a infiltragdo neutrofilica), tipicos de

processo inflamatorio.

5.8.2 Imunohistoquimica para deteccio de IL-1p e COX-2

A imunohistoquimica para IL-1p, e COX-2 foi realizada de acordo com o método
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). Para a realizacdo da
imunohistoquimica realizou-se cortes histologicos dos segmento intestinal duodeno a partir dos

cassetes obtidos no experimento de modulagao da via da COX, conforme o item 5.8. Os cortes
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(com espessura de 4 pum) foram colocados em laminas recobertas com poli-Llisina, apropriadas
para a realiza¢do da imunohistoquimica.

Os cortes foram desparafinizados com inser¢ao em estufa (60°C) e trés ciclos de imersao
em xilol por 5 minutos cada. Em seguida, os cortes foram reidratados em dalcool com
concentragdes 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 solug¢dao tamponada de fosfato-salino (PBS) por 5 minutos em temperatura
ambiente. Dando continuidade ao protocolo, realizou-se o bloqueio da peroxidase endégena
com solugdo de perdxido de hidrogénio (H202) a 3% por 30 minutos. Os cortes foram entdo,
incubados “overnight” (4°C) com anticorpo primario goat anti-COX-2 (SantaCruz®), e por 60
minutos em cAmara imida com o anticorpo rabbit anti-IL-1B (SantaCruz®) diluidos em 1:1000
e 1:100, respectivamente, em PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA). Apos a
lavagem em 3 ciclos com PBS, realizou-se a incubagdo com o anticorpo secundario (de
detecgdo) biotinilado anti-IgG de coelho (GBI Labs®), diluido 1:400 em PBS-BSA, por 30
minutos. Depois de lavado com PBS, os cortes serdo incubados com o complexo
estreptoavidina peroxidase conjugada (complexo ABC) por 30 minutos. Apds nova lavagem
com PBS, seguiu-se a revelagdio por meio da coloragio com o cromogeno
3,3 diaminobenzidine-peroxido, o DAB (DAKO®, uma gota de DAB para um pL de diluente),
seguida por contra-coloracio com hematoxilina (DAKO®) por 10 minutos. O DAB ¢ um
cromégeno que reage com a a peroxidase do antigeno alvo resultando em coloracdo marrom.
Por fim, realizou-se a desidratacdao dos cortes € montagem das ldminas com entelan. Controles
negativos serdo processados simultaneamente como descrito acima, sendo que o anticorpo
primario sera substituido por PBS-BSA 5%. Os procedimentos aqui mencionados foram
realizados de maneira automatizada com a Autostainer Plus (DAKO®).

Para a quantificacdo da imunomarcagdo por COX-2 e IL-1p presentes nas laminas,
imagens da imunohistoquimica foram capturadas com o auxilio de um microscopio 6ptico ao
sistema de aquisi¢ao de imagens (LEICA).

Para a imagens com imunomarcag¢ao para COX-2 realizou-se a quantificacdo por células
imunomarcadas com auxilio do com auxilio de software Image J. E para as imagens com
imunomarcag¢ao com IL-1p, realizou-se a quantificagdo através da mensuragdo da % de area

imunomarcada com o auxilio do Adobe Phtoshop 10.
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5.9 Analises Estatisticas

Os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padrao da média (EPM)
e, para os dados qualitativos como os escores histologicos foram expressos pela mediana +
minimo € maximo.

Os resultados que obedecerem a uma distribuicdo paramétrica foram analisados pela
Anadlise de Variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey como post hoc teste através do programa
GraphPad Prism versao 5.0. Os dados obtidos a partir da analise histoldgica foram analisados
por estatistica ndo-paramétrica utilizando teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s

(comparagdes multiplas). Para todas as andlises foi considerado significativo quando p < 0,05.



70

6 RESULTADOS

6.1 Efeito do tratamento com GC sobre a perda ponderal em camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU.

A perda de peso no decorrer da quimioterapia ¢ um dos efeitos adversos comuns no
tratamento com o 5-FU. Diante do exposto, a avaliagdo ponderal ¢ um dos parametros
avaliados, no decorrer de quatros dias consecutivos, para confirmar o modelo de mucosite
intestinal induzida por 5-FU.

Conforme o esperado, observado na figura 18, todos animais submetidos & mucosite
intestinal induzida por 5-FU apresentaram perda de peso progressiva, a partir do segundo dia
apos a indug¢do de mucosite intestinal, com diferencas estatisticamente significativas quando
comparada com o grupo salina (p<0,05). Observa-se que apenas a GC 60 preveniu a perda de

peso induzida pelo 5-FU (p<0,05).
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Figura 18. Efeito do tratamento com GC sobre a perda ponderal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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do peso inicial, de um minimo de 6 animais por grupo. Para a analise estatistica foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste Bonferroni,
onde o # P<0,05 comparados com o grupo salina e, * P<0,05 comparados com o grupo 5-FU.
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6.2 Efeito do tratamento com GC nas alteracdes histopatologicas de camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU.

A visualizacdo microscopica dos segmentos intestinais corados em hematoxilina e
eosina ¢ uma peca-chave na analise da arquitetura tecidual e suas alteragdes histologicas
promovidas pelo 5-FU.

Em condig¢des fisioldgicas, conforme demonstrado neste estudo pelo grupo salina, a
morfologia e altura das vilosidades e das criptas no epitélio de revestimento intestinal apresenta-
se integro, além de auséncia de infiltragdao de células inflamatorias no tecido (duodeno, figura
19A; jejuno, 19B; ileo 19C). A administragdo de 5-FU induziu alteracdes da mucosa intestinal,
evidenciado pela redugdo da altura das vilosidades e do comprimento das criptas, vacuolizagao
das células da mucosa intestinal e intenso infiltrado de células inflamatoérias (duodeno, figura
19D; jejuno, figura 19E; ileo, figura 19F). Evidenciou-se que o tratamento com o GC promoveu
a diminuigao do infiltrado inflamatorio, reducao do encurtamento das vilosidades ¢ do aumento
da profundidade das criptas, nos grupos GC 60 (duodeno, figura 19J; jejuno, figura 19K; ileo,
figura 19L) e GC 90 (duodeno, figura 19M; jejuno, figura 19N; ileo, figura 190). GC 30 nao
preveniu as alteracdes histoldgicos induzidas pelo 5-FU, os animais deste grupo apresentaram
diminui¢do da altura das vilosidades, aumento da profundidade das criptas, vacuolizagdo das

células da mucosa intestinal (duodeno, figura 19G; jejuno, figura 19H; ileo, figura 191).
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Figura 19. Efeito do tratamento com GC nas alteracdes histopatoldgicas de camundongos com

mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Duodeno Jejuno ileo

A, B, C correspondem aos trés segmentos intestinais (duodeno, jeuno e ileo, respectivamente) do grupo
salina, neste grupo observa-se integridade em relacdo morfologia e altura das vilosidades e das criptas
e auséncia de infiltracdo de células inflamatorias. D, E e F correspondem aos trés segmentos intestinais
(duodeno, jeuno e ileo, respectivamente) do grupo 5-FU, o 5-FU induziu infiltrado de células
inflamatoérias, diminuicdo nas vilosidades intestinais, perda de arquitetura das criptas intestinais,
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vacuolizagdo de células epiteliais. Os grupos em tratamento com a Goma do Cajueiro (GC) nas doses
30, 60 e 90 mg/kg, sdo representados pelas letras G, H e I para o grupo GC 30; J, K e L para o grupo
GC60e,M, Ne O parao grupo GC 90. Observa-se ao menos em GC 60 e GC 90, em seus trés segmentos
intestinais, diminui¢do do infiltrado inflamatdrio, preven¢do do encurtamento das vilosidades e do
aumento da profundidade das criptas, com maior reversao do efeito do 5-FU no grupo GC 90. Todos os
painéis foram obtidos na escala de 100 um (X10).
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6.3 Efeito do tratamento com GC nos escores histopatologico de camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU.

A andlise dos escores histopatologicos, apresentados na tabela 03, o grupo salina
apresentou achados histoldgicos normais, evidenciados pelas vilosidades e criptas normais e
auséncia de células inflamatorias, que lhe conferiu escore 0 nas trés segmentos intestinais
(duodeno, jejuno e ileo). A administracdo de 5-FU induziu altera¢cdes da mucosa intestinal,
evidenciado pela redugao da altura das vilosidades, aprofundamento das criptas, vacuolizagao
das cé¢lulas da mucosa intestinal e intenso infiltrado de células inflamatorias, que resultou em
aumento significativo dos escores microscopicos em comparagdo ao grupo salina (p<0,05). Dos
animais tratados com a Goma do Cajueiro, apenas a GC 90, apresentaram redugdo significativa
dos escores microscopicos em comparagdo ao grupo 5-FU (p<0,05), no segmento duodenal.
Entretanto, GC 30 e GC 60 ndo foram capaz de reduzir os escores microscopicos em

comparacao ao grupo 5-FU (p>0,05).
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Tabela 03. Efeito do tratamento com GC nos escores histopatologico de camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Segmentos Intestinais

Duodeno
Jejuno
Ileo

Grupos Experimentais

Salina 5-FU GC (mg/kg)

30 60 90
0 (0-0) 2 (1-3)" 3(3-3) 1(1-2) 1 (0-1)*
0 (0-0) 3 (3-3)" 3(2-3) 2(1-3) 1,5 (1-3)
0 (0-1) 3 (2-3)" 2(1-3) 2,5(1-3) 2 (2-3)

O 5-FU aumenta de forma significativa os escores histopatoldgicos quando comparado ao grupo salina
(salina a 0,9% v.0). O GC 90 na porcao duodenal, diminui os escores histopatologicos de maneira
estatisticamente significativa em comparagdo ao grupo lesivo 5-FU(p<0,05). Os dados foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Dunns. Os valores foram
expressos como mediana, onde # p<0,05 vs salina e *p0,05 vs 5-FU (n=6/grupo).
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6.4 Efeito do tratamento com GC nas alteracoes morfométricas na altura das vilosidades
dos segmentos intestinais de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
Ao mensurar a altura das vilosidades no segmento do duodeno, conforme a figura 20A,
observou-se que 5-FU promoveu a redugdo (121,7 £ 6,7 um) de maneira estatisticamente
significante da altura das vilosidades quando comparado ao grupo salina (276,7 = 7,2 um). Ao
passo que o GC 30 (162,4 + 7,4 um), GC 60 (201,6 = 8,1 um) e GC 90 (189,7 £ 7,4 um)
aumentou a altura das vilosidades quando comparado ao grupo lesivo 5-FU (p<0,05).
Conforme a figura 20B, no jejuno, o 5-FU promoveu a redugdo (86,7 £ 4,5 um) de
maneira estatisticamente significante da altura das vilosidades quando comparado ao grupo
salina (237,2 £ 12,2 pm). Os grupos GC 30 (75,81 + 6,3 um), GC 60 (79,8 £ 6,2 um) e GC 90
(100,1 + 12,6 um) ndo apresentaram-se diferenga estatistica quando comparado ao grupo 5-FU
(p<0,05). Dados similares foram observados para o ileo, conforme visualizado na figura 20C,
0 5-FU promoveu reducdo (81,1 + 8,1 um) de maneira estatisticamente significante da altura
das vilosidades quando comparado com o grupo salina (152,3 + 4,8 um). Os grupos GC 30
(99,15 = 9,1 pm), GC 60 (100,7 = 6,4 um) e GC 90 (92,9 + 3,9 um) ndo apresentaram

apresentaram-se diferenga estatistica quando comparado ao grupo 5-FU (p<0,05).
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Figura 20.Efeito do tratamento com GC nas alteracdes morfométricas da altura das vilosidades dos segmentos intestinais de camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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O 5-FU diminuiu de forma significativa a altura dos vilos no segmentos duodeno, jejuno e ileo quando comparado ao grupo Salina. Apenas no segmento do
duodeno, GC nas concentragdes 30, 60 ¢ 90 mg/kg reverteram de forma significativa o encurtamento dos vilos quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. A:

Altura da vilosidade do duodeno; B: Altura da vilosidade do jejuno; C: altura da vilosidade do ileo. Os valores foram expressos como média + EPM da alturas
vilosidades em pm. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Tukey, onde o #p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.5 Efeito do tratamento com GC nas alteracdes morfométricas na profundidade das
criptas dos segmentos intestinais de camundongos com mucosite intestinal induzida
por 5-FU.

Ao mensurar profundidade das criptas no segmento do duodeno, conforme a figura 21A,
observou-se que 5-FU promoveu aumento na profundidade das criptas (157,5 = 5,6 um) de
maneira estatisticamente significante quando comparado ao grupo salina (87,5 + 3,4 um). Ao
passo que GC 30 (126,1 9,2 um) GC 60 (114,9 £ 5,6 um) e GC 90 (92,1 £ 5,0 um) reverteu
o aprofundamento das criptas em comparagdo ao grupo 5-FU de maneira estatisticamente
significativa (p<0,05).

Conforme a figura 21B, no jejuno, o 5-FU promoveu o aprofundamento das criptas
(118,6 £ 4,8 um) de maneira estatisticamente significante quando comparado ao grupo salina
(42,6 = 5,6 um). GC 30 (99,9 = 4,2 um), GC 60 (118,7 = 11,3 um) ndo reverteram o
aprofundamento das criptas de maneira estatisticamente significativa quando comparado ao
grupo 5-FU. GC 90 (74,7 £ 4,5 um) revertou o aumentou da profundidade das criptas de
maneira significativa quando comparado ao grupo 5-FU (p<0,05).

No ileo, conforme visualizado na figura 21C, o grupo 5-FU ndo apresentou
aprofundamento das criptas (47,9 £ 3,1 pm), contudo, apresentou diferenca estatistica
significante em rela¢dao ao grupo salina (81,8 £ 5,1 um). GC 30 (48,6 = 5,0 um), GC 60 (43,3
+5,3 um) e GC 90 (48,2 £+ 3,6 um) ndo apresentaram-se diferenga estatistica quando comparado

ao grupo 5-FU (p<0,05).
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Figura 21. Efeito do tratamento com GC nas alteracdes morfométricas da profundidade das criptas dos segmentos intestinais de camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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O 5-FU promoveu o aprofundamento das criptas de maneira estatisticamente significativa nos segmentos duodeno, jejuno e ileo quando comparado ao grupo
salina. No segmento do duodeno, o GC 30, GC 60e e GC 90 reverteram de forma significativa o aprofundamento das criptas quando comparado ao grupo lesivo
5-FU. No jejuno, apenas o GC 90 reverteu o aprofundamento das criptas em relagdo ao grupo 5-FU. A: Profundidade das criptas no duodeno; B: Profundidade
das criptas no jejuno; C: Profundidade das criptas no ileo. Os valores foram expressos como média + EPM da profundidade das criptas em um. Para analise
estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Tukey, onde o #p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.6 Efeito do tratamento com GC na relagdo vilo/cripta dos segmentos intestinais de
camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Ao avaliar a relacao vilo/cripta no segmento do duodeno, conforme a figura 22A,
observou-se que grupo 5-FU promoveu reducdo da relacao vilo/cripta (0,7 = 0,04 um) de
maneira estatisticamente significante quando comparado ao grupo salina (3,2 + 0,13 pm). GC
30(1,44£0,15 pm), GC 60 (1,82 £ 0,11 pm) e GC 90 (2,12 £ 0,10 pm) apresentaram aumento
da relagdo vilo/cripta estatisticamente significativa quando comparado ao grupo lesivo 5-FU

(p<0,05).

Conforme a figura 22B, no jejuno, o 5-FU (0,77 £ 0,06 um) apresentou diminui¢do da
relacdo vilo/cripta de maneira estatisticamente significativa quando comparado ao grupo salina
(4,5 £ 0,73 pm). Ao passo que o GC 30 (0,77 £ 0,07 um), GC 60 (0,72 += 0,06 um) e GC 90
(1,3 + 0,18 pm) ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa da rela¢do vilo/cripta
quando comparado ao grupo lesivo 5-FU (p<0,05). Dados similares foram observados para o
ileo, conforme visualizado na figura 22C, o 5-FU (1,74 + 0,16 pum) ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante quando comparado ao grupo salina (1,78 £ 0,09 um). O GC 30
(1,85+£0,18 um), GC 60 (2,13 £ 0,21 pm) e GC 90 (2,12 + 0,20 pm) ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa quando em comparagao ao grupo 5-FU (p<0,05).
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Figura 22. Efeito do tratamento com GC na relacdo vilo/cripta dos segmentos intestinais de camundongos com mucosite intestinal induzida por
5-FU.
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O 5-FU promoveu a diminui¢do de forma significativa da relacdo vilo/cripta das criptas apenas nos segmento duodeno e jejuno, em relagdo ao grupo salina.
Contudo, apenas na por¢ao duodenal, a GC, nas trés concentragdes testadas, conseguiu aumentar a relagdo vilo/cripta de maneira estatisticamente significativa
quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. A: Relagédo vilo/cripta no duodeno; B: Relagdo vilo/cripta no jejuno; C: Relagdo vilo/cripta no ileo. Os valores foram
expressos como média = EPM da relagdo vilo/cripta em um. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOV A seguido de Tukey, onde o #p<0,05
vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.7 Efeito do tratamento com GC na contagem total de leucdcitos sanguineos de

camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

A mucosite e mielossupressdao sao dois dos principais efeitos adversos no tratamento
quimioterapico com o 5-FU (KUMAR et al., 2010; KAWASHIMA et al., 2015a; KOBUCHI
etal., 2016).

Dessa forma, na figura 23, demonstrou-se que o grupo tratado apenas com 5-FU,
apresentou significativa diminui¢ao (p<0,05) do nimero de leucécitos totais (2,4 + 0,1) em
comparag¢do ao grupo salina (5,1 £0,2). Ja o grupo tratado com GC 90 apresentou significativa
reversdo da diminui¢do da contagem de leucocitos totais (3,1 = 0,1) quando comparado com o

grupo 5-FU (p<0,05).
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Figura 23. Efeito do tratamento com GC na contagem de leucdcitos na mucosite intestinal
induzida pelo 5-FU.
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O sangue da artéria ocular foi coletado para mensurar a contagem total de leucocitos plasmaticos,
como parametro para a avaliar a mielossupressdo na mucosite intestinal. O 5-FU diminuiu a
contagem de leucdcitos totais quando comparados com grupo salina. GC 90 reverteu a diminui¢ao
da contagem de leucoécitos causadas pelo 5-FU. Os valores foram apresentados como média + EPM
do niimero de leucocitos por mm?. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido de Teste de Tukey, onde # p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.8 Efeito do tratamento com GC nos nives teciduais de MDA do segmento duodenal de
camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

O malondialdeido (MDA) ¢ um produto da peroxidagao lipidica e, encontra-se em altos
niveis, quando presente condi¢des de estresse oxidativo.

De acordo com a figura 24, observou-se que o 5-FU (2373 + 166,6) elevou de forma
estatisticamente significativa os niveis de MDA no duodeno quando comparado ao grupo salina
(1585 £20,02). GC 90 (1880 + 44,72) foi capaz de diminuir de maneira significativa os niveis
de MDA em compara¢do com o grupo 5-FU (p<0,05).
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Figura 24. Efeito do tratamento com GC nos nives teciduais de MDA no segmento duodenal
de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Segmentos duodenais foram coletados para mensuras os niveis de MDA, um produto da peroxidagdo
lipidica. O 5-FU aumenta os niveis de MDA no duodeno quando comparados com grupo salina. GC 90
reduziu os niveis de MDA no duodeno. Os valores foram apresentados como média + EPM dos niveis
de MDA expressos em nmol/g de tecido. Para a analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido de Teste de Tukey, onde # p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.9 Efeito do tratamento com GC na concentracio de glutationa (GSH) no segmento

intestinal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Devido sua atividade antioxidante em processos inflamatdrios, a avaliagdo dos niveis
de GSH intracelular ilustra um breve panorama da capacidade antioxidante frente a um processo
inflamatério. Os niveis elevados de GSH sugere capacidade protetora ao estresse oxidativo,
inflamacao e apoptose, enquanto que a diminuicao dos niveis de GSH sugere baixo efeito
antioxidante e/ou exacerbagdo do estresse oxidativo/inflama¢ao (SCHMITT et al., 2015;
CHENG et al., 2017).

Conforme representado na figura 25, animais submetidos ao tratamento com 5-FU (36,1
+ 11,4) apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,05) dos niveis de GSH
(ng/g de tecido do segmento duodenal), em comparacdo com o grupo salina (141,8 £21,8). Ja
0s animais que receberam o tratamento com a Goma do Cajueiro (GC) na concentragao de 90
mg/kg, ou seja GC 90, tiveram aumento dos niveis de GSH (100,2 + 20,3), quando comparado
com grupo 5-FU (p<0,05).
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Figura 25. Efeito do tratamento com GC na concentragdo de glutationa (GSH) no segmento
intestinal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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O segmentos duodenal foi coletado para mensurar a concentragdo de glutationa (GSH), um antioxidante
intracelular. O 5-FU diminuiu a concentracdo de GSH no duodeno quando comparados com grupo
salina. GC 90 reverteu a diminui¢do da concentracio de GSH no duodeno. Os valores foram
apresentados como média + EPM da concentracdo de GSH expressos em pg/g de tecido. Para a analise
estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Newman-Keuls, onde # p<0,05 vs grupo
salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.10 Efeito do tratamento com GC na atividade da mieloperoxidase (MPO) no segmento

intestinal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Expressa e secretada pelos neutréfilos, a enzima mieloperoxidase (MPO) tem sido
utilizado como um marcador bioquimico de infiltragdo granulocitica. A avaliagdo da atividade
de MPO permite a estimar (quantificar) a extensdo do acimulo de neutréfilos.

De acordo com a figura 26, o grupo 5-FU apresentou aumento estatisticamente
significativo (p<0,05) dos niveis de MPO por mg de tecido do segmento duodenal (5,29 +0,71)
em comparagdo com o grupo salina (1,25 £ 0,31). O grupo tratado com a GC de 90mg/kg (2,60
+ 0,27) apresentou diminuigao significativa dos niveis de MPO em comparagdo ao grupo 5-FU

(p<0,05) e, por conseguinte, diminui¢do do infiltrado de polimorfonucleares.
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Figura 26. Efeito do tratamento com GC na atividade da mieloperoxidase (MPO) no
segmento intestinal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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O segmentos duodenal foi coletado para mensurar a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), um
marcador bioquimico de infiltragdo granulocitica. O 5-FU aumentou os niveis de MPO no duodeno
quando comparados com grupo salina. GC 90 reverteu o aumento dos niveis de MPO no duodeno. Os
valores foram apresentados como média + EPM da atividade de MPO expressos em Unidade (U) de
MPO/mg de tecido. Para a analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Teste de
Tukey, onde # p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.11 Efeito do tratamento com GC na contagem de mastdcitos no segmento duodenal de
camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Os mastocitos desempenham um papel critico na regulacdo imune e inflamacgao, na
mucosite 0os mastocitos protegem contra lesdes provocadas pela radiacdo intestinal precoce
(LOPES JUNIOR, 2016).

De acordo com a figura 27 e 28, observou-se que 5-FU estimulou de forma
estatisticamente significativa o aumento do nimero de mastdcitos por campo no segmento
duodeno, quando comparado ao grupo salina (p<0,05), obtendo médias, respectivamente de
108,0 £ 6,5 e 38,2 + 3,1 para os grupos 5-FU e grupo salina. Ja o grupo GC 90 apresentou
diminui¢ao significativa do nimero de mastdcitos quando comparado com o grupo lesivo 5-FU

(48,3 +3,3).
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Figura 27. Efeito do tratamento com GC na contagem de mastocitos no segmento duodenal
de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Na contagem de mastocitos no segmento duodenal, o 5-FU promoveu aumento da contagem de
mastocitos quando comparados com grupo salina. GC 90 reverteu o aumento da contagem de mastocitos
casusadas pelo 5-FU. Os valores foram apresentados como média + EPM do niimero de mastocitos por
campo. Para a analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOV A seguido de Teste de Tukey, onde
# p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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Figura 28. GC reduz o niimero de mastocitos na mucosite intestinal induzida pelo 5-FU.

Na contagem de masctocitos no segmento duodenal, o 5-FU (B) promoveu aumento da contagem de
mastocitos quando comparados com grupo salina (A). GC 90 (C) reverteu o aumento da contagem de
mastocitos causadas pelo 5-FU. Os valores foram apresentados como média £+ EPM do ntimero de
mastocitos por campo. Para a andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Teste
de Tukey, onde # p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.12 Avaliacdo do envolvimento do NO no efeito protetor da GC sobre as alteracdes
morfométricas e histopatologicas observadas em camundongos submetidos 4 mucosite
intestinal induzida por 5-FU.

A anélise histopatologica do segmento duodeno, demonstrou no grupo salina (Fig.
30A), achados histoloégicos normais, evidenciados pelas vilosidades e criptas normais e
auséncia de células inflamatorias. A administragdo de 5-FU induziu alteracdes da mucosa
intestinal, evidenciado pela reducdo da altura das vilosidades, aprofundamento e destrui¢do das
criptas, vacuolizagdo das células da mucosa intestinal, intenso infiltrado de células
inflamatoérias e perda da arquitetura celular (Fig. 30B). Os animais tratados com GC 90 (Fig.
30C), apresentaram aumento significativo da altura das vilosidades, diminuicdo da
vacuolizacdo das células da mucosa intestinal e do intenso infiltrado de células inflamatorias
em comparag¢do ao grupo 5-FU. O tratamento da mucosite com a GC 90, em associacdo com L-
NAME (Fig. 30D) ou tratamento somente com L-NAME (Fig. 30F), foram capazes de reverter
as alteracdes histopatologicas evidenciados no grupo lesivo 5-FU. O grupo tratado com GC 90
em associacao com L-Arginina (Fig. 30E), também foi capaz de reverter a redugdo dos vilos,
infiltracdo de células inflamatdrias e perda da arquitetra celular quando comparado ao grupo

lesivo 5-FU, entratanto, de maneira parcial.

Ao mensurar a altura das vilosidades no segmento do duodeno, conforme a figura 29A,
observou-se que 5-FU promoveu a redugdo (113,6 £ 6,5 pm) de maneira significativa (p<0,05)
da altura das vilosidades quando comparado ao grupo salina (278,1 + 8,1 pm). Ao passo que o
GC 90 (300,2 + 17,8 um) promoveu o aumento da altura das vilosidades quando comparado ao
grupo lesivo 5-FU (p<0,05). O tratamento com L-NAME, um inibidor ndo especifico da NOS,
também preveniu o encurtamento das vilosidades de formaa significativa (p<0,05) quando
comparado ao grupo lesivo 5-FU. L-NAME associado com a GC 90 (274,7 = 9,5 pm) também
preveniu o encurtamento encurtamento dos vilos, quando comparado ao grupo 5-FU (p<0,05).
J& o tratamento da GC 90 com L-Arginina, um substrato verdadeiro da NOS (218,4 + 9,5 um),
apesar de prevenir o encurtamento das vilosidades de forma significativa (p<0,05), quando
comparado ao grupo lesivo 5-FU, apresentou efeito significativamente menor (p<0,05) que a
reversao do encurtamento dos vilos visto nos grupos tratados somente com CG 90 ou tratados
com GC 90 em associagao com L-NAME. Determinou-se que o tratamento somente de GC 90,
assim como o tratamento L-NAME com GC 90, na prevencao do encurtamento das vilosidades

foram mais efetivos que o tratamento combinado de GC 90 e L-Arginina (p<0,05),
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evidenciando que a liberagdo de grandes quantidades de NO promove comprometimento na

integridade da mucosa intestinal.

Ao mensurar a profundidade das criptas no segmento do duodeno, conforme a figura
29B, observou-se que 5-FU promoveu intensa necrose das criptas, contudo foi observado uma
diminui¢ado significativa (p<0,05) da profundidade das criptas (82,4 + 4,1 um) em rela¢do ao
grupo salina (104,8 + 4,4 um). Ao passo que o tratamento com L-NAME (83,9 + 4,9 um), GC
90 (79,7 £ 4,2 um), L-NAME e GC 90 (79,8 + 4,3 um) e L-Arginina e GC 90 (81,7 + 3,4 um)
ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao aprofundamento das criptas

em comparacao ao grupo 5-FU.

Ao avaliar a relagdo vilo/cripta no segmento do duodeno, conforme a figura 29C,
observou-se que grupo 5-FU apresentou reducdo da relagdo vilo/cripta (1,4 = 0,1 um) de
maneira estatisticamente significante quando comparado ao grupo salina (2,7 = 0,1 um). Os
grupos tratados com L-NAME (3,5 £ 0,2 um), GC 90 (3,8 £ 0,1 um), L-NAME e GC 90 (3,6
+ 0,2 um) apresentaram aumento da relacdo vilo/cripta significativa quando comparado ao
grupo lesivo 5-FU (p<0,05). Aumento da relacdo vilo/cripta também foi evidenciado no grupo
tratado com L-Arginina ¢ GC 90 (2,8 = 0,2 um) quando comparado ao grupo lesivo 5-FU
(p<0,05). Contudo, evidenciou-se diferenca significativa entre os animais tratados com GC 90
ou GC 90 associado a L-NAME em comparacdo ao grupo tratado com GC 90 e L-Arginina, o
que evidencia novamente o efeito lesivo do NO nas alteracdes histopatoldgicas na mucosite

intestinal.
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Figura 29. Avaliagdo do envolvimento do NO no efeito protetor da GC sobre as alteragdes morfométricas e histopatoldgicas observadas em camundongos
submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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A mucosite intestinal foi induzida por dose tnica (i.p.) de 450 mg/kg de 5-FU, no 1° dia da indugdo da mucosite. Os animais receberam, de acordo com o grupo e protocolo
de modulagado da via do NO, salina 0,9% (i.p.), GC 90 (90 mg/kg, v.0), substrato verdadeiro da NOS, a L-Arginina (300 mg/kg i.p.), inibidor ndo especifico da NOS, o L-
NAME (20 mg/kg, i.p.) diariamente, até o sacrificio, no 4° dia. Segmentos do duodeno foram removidos e processados para coloracdo pelo método de H&E para analise
morfométrica e histopatologica. A: Altura das vilosidades; B: Profundidade das criptas; C: Relagao vilo/cripta; LN: L-NAME; LA: L-Arginina. Os valores foram expressos
como média + EPM para altura das vilosidades, profundidade das criptas e relagdo vilo/cripta em pm. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido
de Tukey, onde o #p<0,05 vs grupo salina, *p<0,05 vs grupo 5-FU, $< vs grupo GC 90 e k<0,05 vs grupo L-NAME e GC 90.
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Figura 30. Fotomicrografias pelo método de Hematoxilina & Eosina do segmento duodeno de camundongos na avaliagdo do envolvimento do NO
no efeito protetor da GC sobre as alteragdes morfométricas e histopatologicas na mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Os animais receberam, de acordo com o grupo e protocolo de modulagdo da via do NO, além do 5-FU (450 mg/kg; i.p) dose unica, Salina 0,9% (i.p.), GC 90 (90 mg/kg, v.0),
L-Arginina (300 mg/kg i.p.), L-NAME (20 mg/kg, i.p.) diariamente, até o sacrificio, no 4° dia. Segmentos do duodeno foram removidos e processados para coloragéo pelo
método de H&E. A: Grupo Salina; B: Grupo 5-FU; C: Grupo GC 90; D: Grupo L-Arginina e GC 90; E: Grupo L-NAME e GC 90; F: Grupo L-NAME.
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6.13 Avaliacio do envolvimento da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da GC na
mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos.

6.13.1 Avaliacdo da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da GC sobre as alteragdes
morfométricas e histopatoldgicas observadas em camundongos submetidos a mucosite
intestinal induzida por 5-FU.

A andlise histopatoldgica dos segmento duodeno, evidenciou no grupo salina (Fig.
32A), como previsto, achados histologicos normais, evidenciados pelas vilosidades e criptas
normais e auséncia de células inflamatorias. A administracdo de 5-FU induziu alteragdes da
mucosa intestinal, evidenciado pela redugdo da altura das vilosidades, aprofundamento das
criptas, vacuolizacdo das células da mucosa intestinal e intenso infiltrado de células
inflamatorias (Fig. 32B). Os animais tratados com GC 90 (Fig. 32D), apresentaram aumento
significativo da altura das vilosidades, diminuicdo da vacuolizacdo das células da mucosa
intestinal e do intenso infiltrado de células inflamatorias em comparag¢do ao grupo 5-FU. O
tratamento com o bloqueador da cicloxigenase-2 (COX-2), o Celecoxibe (Fig. 32C), assim
como o tratamento combinado do Celecoxibe e GC 90 (Fig. 32E), foram capazes de prevenir,
de forma significativa (p<0,05), a destrui¢do das criptas, encurtamento das vilosidades com
vacuolizacdo celular, infiltrado de células inflamatdrias e edema, além da prevencdo da perda
da arquitetura celular.

Ao mensurar a altura das vilosidades no segmento do duodeno, conforme a figura 31A,
observou-se que 5-FU promoveu a redugdo (113,6 + 6,5 pm) de maneira significativa (p<0,05)
da altura das vilosidades quando comparado ao grupo salina (278,1 = 8,1 um). Ao passo que o
GC 90 (300,2 + 17,8 um) promoveu o aumento da altura das vilosidades quando comparado ao
grupo lesivo 5-FU (p<0,05). O tratamento com o bloqueador da cicloxigenase-2 (COX-2), o
Celecoxibe (226,3 £ 7,8 um), também preveniu o encurtamento das vilosidades de forma
significativa (p<0,05), quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. Evidenciou-se também que o
tratamento da GC 90 com o Celecoxibe (364,6 = 10,6 um) foi capaz de prevenir efetivamente o
encurtamento das vilosidades de forma significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo
lesivo 5-FU. Observou-se também que os animais tratados a GC 90 apresentaram maior eficacia
na reversdo do encurtamento da vilosidades, promovido pelo5-FU, que os animais tratados
somente com o Celecoxibe (p<0,05). Contudo, ao realizar o tratamento com a administracao de
GC 90 e Celecoxibe, obtem-se maior reversao do encurtamento das vilosidades que o grupo

GC 90 ou Celecoxibe sozinhos (p<0,05).
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Ao mensurar a profundidade das criptas no segmento do duodeno, conforme a figura
31B, observou-se que 5-FU promoveu intensa necrose das criptas, contudo foi observado uma
diminui¢do significativa (p<0,05) da profundidade das criptas (82,4 £ 4,1 um) em relagdo ao
grupo salina (104,8 = 4,4 um). Ao passo que o tratamento com GC 90 (79,7 £ 4,2 um),
Celecoxibe (88,1 4,6 um) e, GC 90 e Celecoxibe (89,9 = 4,2 um) ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) em rela¢do ao aprofundamento das criptas em comparacio ao grupo 5-
FU.

Ao avaliar a relagdo vilo/cripta no segmento do duodeno, conforme a figura 31C,
observou-se que grupo 5-FU promoveu reducao da relagao vilo/cripta (1,4 + 0,1 pm) de maneira
estatisticamente significante quando comparado ao grupo salina (2,7 £ 0,1 pm). Os grupos
tratados com GC 90 (3,8 + 0,1 um), Celecoxibe (2,7 = 0,1 um), GC 90 e Celecoxibe (4,3 £0,3
um) apresentaram aumento da relacdo vilo/cripta significativa quando comparado ao grupo
lesivo 5-FU (p<0,05). Evidenciou-se também os animais tratados com a GC 90 apresentaram
maior relagdo vilo/cripta quando comparados com os animais tratados com o Celecoxibe
(p<0,05). Assim como também observou-se que animais tratados com a combinagdo de GC 90
e Celecoxibe apresentaram maior relagdo vilo/cripta que os animais tratados apenas com o

Celecoxibe (p<0,05).
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Figura 31. Avaliagdo da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da GC sobre as alteragdes morfométricas e histopatoldgicas observadas em
camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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A mucosite intestinal foi induzida por dose tnica (i.p.) de 450 mg/kg de 5-FU, no 1° dia da indug@o da mucosite. Os animais receberam, de acordo com o grupo
e protocolo de modulagdo da via da Cicloxigenase (COX-2), salina 0,9% (i.p.), GC 90 (90 mg/kg, v.0), bloqueador da cicloxigenase, o Celecoxibe (7,5 mg/kg,
1.p.), diariamente, até o sacrificio, no 4° dia. Segmentos do duodeno foram removidos e processados para coloragdo pelo método de H&E para andlise
morfométrica e histopatologica. A: Altura das vilosidades; B: Profundidade das criptas; C: Relagao vilo/cripta; CLX: Celecoxibe. Os valores foram expressos
como média + EPM para altura das vilosidades, profundidade das criptas e relagdo vilo/cripta em pm. Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way
ANOVA seguido de Tukey, onde o #p<0,05 vs grupo salina, *p<0,05 vs grupo 5-FU, $< vs grupo CLX.
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Figura 32. Fotomicrografias pelo método de Hematoxilina & Eosina do segmento duodeno de
camundongos na avaliacdo do envolvimento da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da

GC sobre as alteragdes morfométricas e histopatologicas na mucosite intestinal induzida por 5-
FU.

A mucosite intestinal foi induzida por dose tnica (i.p.) de 450 mg/kg de 5-FU, no 1° dia da indugao da
mucosite. Os animais receberam, de acordo com o grupo e protocolo de modulagdo da via da
Cicloxigenase (COX-2), salina 0,9% (i.p.), GC 90 (90 mg/kg, v.0), bloqueador da cicloxigenase, o
Celecoxibe (7,5 mg/kg, i.p.), diariamente, até o sacrificio, no 4° dia. Segmentos do duodeno foram
removidos e processados para coloracdo pelo método de H&E para andlise morfométrica e
histopatologica. A: Grupo Salina; B: Grupo 5-FU; C: Grupo CLX; D: Grupo GC 90; E: CLX e GC 90.
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6.13.2 Avaliacdo da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da GC sobre a imunomarcagao
para COX-2 em camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Para analisar a importancia da via da COX-2 na mucosite intestinal, bem como atuagao
da GC nesta via e seu efeito protetor na mucosite intestinal foi avaliada a imunomarcagao das
células para COX-2 de maneira quantitativa conforme a figura 34.

Na figura 33B, pode-se observar que os animais tratados apenas com salina
apresentaram imunomarcacao sutil para COX-2, quando comparado ao grupo lesivo 5-FU
(p<0,05), na qual observa-se intensa e generalizada imunomarcagao para COX-2 (Fig. 33C).
Na figura 33D, que corresponde ao grupo de animais tratados com GC 90 observa-se
diminui¢do da imunomarca¢do quando comparado ao grupo lesivo 5-FU (p<0,05).
Imunomarcagdo sutis também sdo visualizadas no grupo de animais tratados apenas com o
Celecoxibe (Fig. 33E) e, grupo tratados pela combinagdo de GC 90 e Celecoxibe (Fig. 33F),
ambos comparados ao grupo lesivo 5-FU (p<0,05). E ao compararmos o padrio de
imunomarcagdo bem como a quantidade de células imunomarcadas para COX-2 entre o grupo
que recebeu GC 90 e Celecoxibe e o grupo em que foi administrado apenas a GC 90, percebe-
se que primeiro grupo apresentou menor quantidade de células imunomarcadas que o grupo
tratatado com GC 90 (p<0,05). A figura 33A corresponde ao controle negativo, na qual
representa uma amostra duodenal onde o anticorpo priméario € substituido pelo PBS-BSA 5% e

nao mostra marcacao pra COX-2.
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Figura 33. Fotomicrografias de Imunohistoquimica para COX-2 do segmento duodeno de
camundongos submetidos & mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Segmentos do duodeno foram removidos e processados para realizacdo da imunohistoquimica para
COX-2. A: Controle Negativo; B: Grupo Salina; C: Grupo 5-FU; D: Grupo GC 90; E: Grupo
Celecoxibe; F: Grupo Celecoxibe e GC 90. O Controle negativo representa uma amostra duodenal onde
0 anticorpo primario € substituido pelo PBS-BSA 5% e ndao mostra marcag@o pra COX. Nota-se aumento
da imunomarcag¢do para COX-2 nos animais submetidos a mucosite por 5-FU (painel C) quando
comparado aos animais tratados apenas com salina (painel B). Animais tratados somente com a GC 90
(painel D) ou Celecoxibe (painel E) apresentaram dimunui¢do da imunomarcacdo para COX-2 quando
comparado com grupo 5-FU (painel C). Animais tratados com a combinag@o de GC 90 e Celecoxibe
(painel F) apresentaram diminui¢@o da imunomarcagdo para COX-2 quando comparado com grupo GC
90 (painel D).
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Figura 34. Avaliagdo da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da GC sobre a
imunomarcag¢do para COX-2 em camundongos submetidos @ mucosite intestinal induzida por
5-FU.
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Segmentos do duodeno foram removidos e processados para realizagdo da imunohistoquimica para
COX-2. CN: Controle Negativo, representa uma amostra duodenal onde o anticorpo primario ¢
substituido pelo PBS-BSA 5% e ndo mostra marcacdo pra COX. CLX: Celecoxibe. Nota-se aumento
da imunomarcagao para COX-2 nos animais submetidos a mucosite por 5-FU quando comparado aos
animais tratados apenas com salina. Animais tratados somente com a GC 90 ou Celecoxibe apresentaram
dimunuicdo da imunomarcacdo para COX-2 quando comparado com grupo 5-FU. Animais tratados com
a combinag@o de GC 90 e Celecoxibe apresentaram diminui¢do da imunomarcag@o para COX-2 quando
comparado com grupo GC 90. Os valores foram expressos como média + EPM da quantidade de células
imunomarcadas para COX-2. Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de
Tukey, onde o #p<0,05 vs grupo salina, *p<0,05 vs grupo 5-FU, $< vs grupo GC 90.
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6.13.3 Avaliacdo da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da GC sobre a imunomarcagao
para IL-1p em camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Citocinas pro-inflamatorias como a Interleucina 1 beta (IL-1f) sao hiperexpressas em
processos inflamatorios como na mucosite intestinal. A quantificacdo da imunomarg¢ao para IL-
1B figura como um importante parametros devido sua modificacdo ao uso de antileucotrienos
e, partir dai avaliacdo da via da COX-2 na mucosite intestinal, bem como atuagdo da GC nesta
via e seu efeito protetor na mucosite intestinal, conforme demonstrado na figura 36.

Na figura 35B, pode-se observar que os animais tratados apenas com salina
apresentaram imunomarcagdo sutil para IL-1B, quando comparado ao grupo lesivo 5-FU
(p<0,05), na qual observa-se intensa e generalizada imunomarcagao para IL-1p (Fig. 35C). Na
figura 35D, que corresponde ao grupo de animais tratados com GC 90 observa-se diminui¢ao
da imunomarcac¢do quando comparado ao grupo lesivo 5-FU (p<0,05). Imunomarcagdo sutis
também sdo visualizadas no grupo de animais tratados apenas com o Celecoxibe (Fig. 35E) e,
grupo tratados pela combinagdo de GC 90 e Celecoxibe (Fig. 35F), ambos comparados ao grupo
lesivo 5-FU (p<0,05). A figura 35A corresponde ao controle negativo, na qual representa uma
amostra duodenal onde o anticorpo primério ¢ substituido pelo PBS-BSA 5% e ndo mostra

marcacao pra COX-2.
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Figura 35. Fotomicrografias de Imunohistoquimica para IL-1p do segmento duodeno de
camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Segmentos do duodeno foram removidos e processados para realizagdo da imunohistoquimica para IL-
1B. A: Controle Negativo; B: Grupo Salina; C: Grupo 5-FU; D: Grupo GC 90; E: Grupo Celecoxibe;
F: Grupo Celecoxibe e GC 90. O Controle negativo representa uma amostra duodenal onde o anticorpo
primario ¢ substituido pelo PBS-BSA 5% e ndo mostra marcagdo pra IL-1B. Nota-se aumento da
imunomarcagdo para IL-1f nos animais submetidos a mucosite por 5-FU (painel C) quando comparado
aos animais tratados apenas com salina (painel B). Animais tratados somente com a GC 90 (painel D),
Celecoxibe (painel E) ou GC 90 e Celecoxibe combinados (painel F) apresentaram dimunui¢do da
imunomarcagdo para IL-1f quando comparado com grupo 5-FU (painel C).
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Figura 36. Avaliacdo da cicloxigenase (COX-2) no efeito protetor da GC sobre a
imunomarcagao para IL-1p em camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-
FU.
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Segmentos do duodeno foram removidos e processados para realizacdo da imunohistoquimica para
COX-2. CN: Controle Negativo, representa uma amostra duodenal onde o anticorpo primario ¢
substituido pelo PBS-BSA 5% e ndo mostra marcacdo pra IL-1B. CLX: Celecoxibe. Nota-se aumento
da imunomarcagédo para IL-1P nos animais submetidos a mucosite por 5-FU quando comparado aos
animais tratados apenas com salina. Animais tratados somente com a GC 90, Celecoxibe ou GC e
Celecoxibe apresentaram dimunui¢do da imunomarcacao para IL-1 quando comparado com grupo 5-
FU. Os valores foram expressos como média + EPM do percentual da area imunomarcadas para IL-1p.
Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Tukey, onde o #p<0,05 vs
grupo salina, *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram o efeito lesivo do quimioterdpico 5-FU na
mucosa intestinal de camundongos, podendo ser evidenciado nestes animais a fisiopatologia da
mucosite. Por meio dos achados histopatoldgicos, como diminuicdo e vacuolizagdo das
vilosidades intestinais, aprofundamento e necrose das criptas, intenso infiltrado de células
inflamatorias, perda da arquitetura celular, diminuicdo da relagdo vilo/cripta; bem como
aumento do estresse oxidativo, através da peroxidacao lipidica (medido pelos niveis de MDA)
e infiltracdo neutrofilica (avaliado pela atividade de MPO); depleg¢dao de antioxidantes como
GSH, e leucopenia através da contagem total de leucdcitos sanguineos, pode-se evidenciar o
quadro de mucosite intestinal induzida por 5-FU.

No presente estudo determinou-se também o efeito protetor da Goma do Cajueiro (GC)
na mucosite intestinal, sendo a mesma capaz reverter as alteracdes histopatoldgicas causadas
pelo quimioterapico. A GC também mostrou-se eficiente na reversao na elevagdo do estresse
oxidativo, deplecdo do antioxidante, reversdo da leucopenia, aumento da concentracdo de
mastocitos teciduais. Esses achados também foram acompanhados com diminuigdo a
imunomarcag¢do para IL-1p e COX-2.

Nesse estudo utilizou-se o modelo de mucosite intestinal induzido por 5-FU descrito por
Soares et al. (2008). Trata-se de um modelo experimental por meio do qual realiza-se
administragdo unica de 450 mg/kg de 5-FU em camundongos Swiss. Segundo dados na
literatura, esta dose vem sendo amplamente utilizada devido sua capacidade de mimetizar a
fisiopatologia da mucosite, com os achados clinicos observados em pacientes em tratamento
pelo quimioterapico, como diarréia, perda de peso, mielossupressdo, inflamagao e ulceracao da
mucosa intestinal. Entretanto o protocolo experimental de inducdo bem com a dose a ser
utilizada varia a depender do animal e sua linhagem. Para camundongos, além de trabalhos que
corroboram com nosso estudo (AZEVEDO, et al., 2012; ARAUJO et al., 2015a; LU et al.,
2015; COSTA, 2016; QUARESMA, 2016), também foi observado estudos em que se
trabalharam com protocolos de indugdo da mucosite com 5-FU em concentragdes distintas da
que realizamos e também obtiveram éxito na mimetiza¢do da mucosite intestinal (SANTOS,
2011; KIM et al., 2015; AVILA et al., 2015; CARVALHO et al., 2017).

A principio, demonstrou-se no presente estudo, através dos achados histopatoldgicos,
que o 5-FU promoveu diminuicao e vacuolizacdo das vilosidades intestinais, necrose das
criptas, infiltragdo de células inflamatdrias, perda da arquitetura celular, diminui¢do da relagao

vilo/cripta. Observou-se também que o tratamento com a Goma de Cajueiro na concentracao
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de 90 mg/kg (GC 90) foi capaz de reverter os efeitos lesivos promovidos pelo 5-FU, como por
exemplo, a GC 90 preveniu o encurtamento dos vilos, diminuiu a vacuolizagao das vilosidades,
diminuiu a necrose das criptas, bem como diminuiu a infiltragao neutrofilica e a relagao vilo-
cripta. O efeito anti-inflamatério, ao menos em lesdes cutaneas, da GC ja foi relatado por
Schirato et al. (2006), e Araujo et al. (2015a) relatou que a GC na concentracdo de 90mg/kg,
assim como 60 mg/kg, foi eficaz no tratamento da diarréia aguda e inflamatorio, o que corrobora
com nossos resultados, onde a concentracdo de 90 mg/kg, foi a melhor concentracdo no
tratamento das alteragdes histopatologicas na mucosite intestinal.

A mucosite juntamente com mielossupressao sdo dois dos principais efeitos adversos
no tratamento quimioterapico com o 5-FU (KUMAR et al., 2010; KAWASHIMA et al., 2015a;
KOBUCHI et al., 2016). Em nosso estudo pode-se observar que o 5-FU provocou a diminui¢ao
do numero de leucocitos totais, culminado no quadro conhecido como leucopenia, a GC 90 foi
capaz de reverter a diminui¢do do numero de leucdcitos. Soares et al. (2008) também
evidenciou o quadro de leucopenia em camundongos tanto na administragdo unica de 150
mg/kg quanto na de 450 mg/kg. Quaresma (2016) ao avaliar o efeito dos probidtios na mucosite
intestinal também evidenciou o quadro de leucopenia quando administrado 5-FU para induzir
a mucosite intestinal em camundongos. Sabe-se que a fase ulcerativa da mucosite, ¢ descrita
pela perda de integridade epitelial da mucosa, tornando-a foco para coloniza¢do bacteriana,
assim como sabe-se que aliado a leucopenia, bactérias podem invadir vasos da mucosa e causar
bacteremia ou sepse (SONIS, 2004; GUABIRABA et al., 2014; KIM et al., 2015); diante disso,
pode-se inferir que a GC figura como um importante agente na reversao da leucopenia, e
consequentemente, fundamental para evitar possiveis infecgdes bacterianas generalizada no
quadro de mucosite intestinal.

Nos processos inflamatérios, como exemplo a mucosite intestinal, instala-se um
desequilibrio entre os sistemas pro- e antioxidantes denominado estresse oxidativo, gerado na
grande maioria das vezes, pela superproducao de radicais livres e constante acdo dos mesmo
sobre o organismo, além da ineficiente neutralizacao de sua agdo, este desequilibrio culmina
em danos estruturais e/ou funcionais (KHALILI; BILOKLYTSKA, 2008). Dentre os prejuizos
a homeostase corpdrea, pode-se relacionar a lesdo das membranas eritrocitdrias, proteinas,
DNA, além da capacidade de reatividade com os lipideos, produzindo peroxidagao lipidica. A
degradacao dos lipideos de membrana e os produtos finais da peroxidagdo lipidica, como
malondialdeido (MDA) e outros aldeidos, sdo especialmente danosos (ELIAS et al., 2010;
HEBER, 2014). O MDA ¢ considerado segundo mensageiro toxico devido sua capacidade de
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induzir a expressdo génica de citocinas pro-inflamatorias e ativagdo de varias vias de
sinalizacdo, incluindo NF-kB, um fator de transcri¢do fundamental na génese do processo
inflamatoério, incluindo a mucosite (RAGHAVAN et al., 2012; AL-ASMARI et al., 2016).

Com base nisso, ao mensurar os niveis de MDA no segmento intestinal (duodeno) de
camundongos com mucosite por 5-FU, evidenciou-se que a GC 90 reverteu o aumento dos
niveis dos niveis de MDA, promovidos pelo tratamento com o antineoplésico 5-FU, e com isso,
diminui o estresse oxidativo evidenciado na mucosite intestinal. Estes dados demonstram o
efeito antioxidante da GC frente a mucosite intestinal, realizando supressao do dano celular e
tecidual promovido pelo MDA. Estudos tem demonstrado o efeito antioxidante de formulagdes
de plantas e ervas através da diminui¢ao dos niveis de MDA (HEBER, 2014). Santos Filho et
al. (2016) e Avila et al. (2015) obtiveram, assim como no presente estudo, redu¢do dos niveis
de MDA em intestino de camundongos ao trata-los da mucosite induzida por 5-FU com extratos
de plantas da familia Zingiberaceae ¢ Asteraceae, respectivamente.

O sucesso no tratamento do cancer por agentes quimioterapéuticos depende em grande
parte formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou de nitrogénio (RNS) para destruir
células malignas por apoptose. No entanto, o desequilibrio entre a geragdo radicais livres e a
capacidade antioxidante representa um grave problema para a homeostase corporal, conhecido
como estresse oxidativo (ALDEMIR et al., 2015). O sistema de defesa antioxidante entra e
defesa para diminuir o estresse oxidativo e defender as células contra os efeitos nocivos dos
radicais livres. Dentre os antioxidantes ndo-enzimaticos enddgenos, destaca-se a Glutationa
reduzida (GSH) (BHATTACHARYYA et al., 2014; KART et al., 2016).

No presente estudo evidenciou-se que a GC 90 aumentou o poder antioxidante por meio
da prevenc¢do do consumo de GSH em animais que receberam a GC 90, quando comprado com
os animais que receberam apenas 5-FU. Devido sua atividade antioxidante em processos
inflamatorios, a avaliagdo dos niveis de GSH intracelular ilustra um breve panorama da
capacidade antioxidante da GC frente a mucosite. Estes dados complementam a observagao
relatadas nos achados histopatoldgicos, ja que mesmo inseridos em um processo inflamatoério,
os animais tratados com GC, apresentaram quadro inflamatdrio relativamente menor quando
comparado ao grupo 5-FU, no qual a diminui¢cdo dos niveis de GSH sugerem baixo efeito
antioxidante e/ou exacerbagdo do estresse oxidativo/inflamag¢ao (SCHMITT et al., 2015;
CHENG et al., 2017).

Os neutrofilos sdo a primeira linha de defesa celular do inato sistema imunolégico,

apresentando papel importante na defensa contra micro-organismos patogénicos por fagocitose.
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No entanto, a acumulag@o e superativagdo dos neutrdfilos exacerba processo inflamatoério e,
acarreta efeitos prejudiciais ao tecido. O processo lesivo da ativacdo neutrofilica se deve a
liberacdo de mediadores, em geral proteinas, derivados dos granulos citoplasmaticos dos
neutrofilos (MONTESEIRIN et al., 2001; LACY, 2006; PAPAYANNOPOULOS et al., 2010;
JOHNSON et al., 2011; RYMASZEWSKI et al., 2014). Nos granulos primarios dos neutréfilos
estdo localizados e armazenamento alguns dos principais mediadores toxicos, denominados de
armadilhas extracelulares dos neutréfilos (NET), que incluem elastase, catepsinas, defensinas
e mieloperoxidase (MPO) (LACY, 2006; PAPAY ANNOPOULOS et al., 2010).

A MPO trata-se de uma enzima hemo-peroxidase altamente catidnica de peso 144 kDa,
que a partir da ativacdo de neutréfilos, ¢ capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) e
de nitrogénio (RNS) como mecanismo de remocao de patogenos. A MPO utiliza H,O» para
produzir em conjunto com halogenetos (geralmente o Cl-) compostos oxidantes como o &cido
hipocloroso (HCIO), que por sua vez, reage com grupo organicos ¢ podem influenciar nos
caminhos de sinaliza¢do celular, desta maneira, além da liberacdo de espécies reativas de
oxigénio e citocinas pro-inflamatorias, a MPO pode recrutar leucdcitos adicionais para a regido
da inflamacao (MONTESEIRfN et al., 2001; KINDZELSKII et al., 2006; LACY, 2006;
RYMASZEWSKI et al., 2014).

Os resultados da avaliagdao da atividade da MPO na mucosite intestinal, evidenciaram
que a GC 90 reverteu o aumento os niveis de MPO causados por 5-FU, e que foram observados
elevados no grupo que recebeu apenas o quimioterapico. Sabe-se que a MPO tem sido utilizada
como um marcador quantitativo da infiltragdo de neutr6filos nos processos inflamatorios em
varios tecidos, entre eles o trato gastrintestinal. Com isso, ao mensurar a atividade da MPO na
mucosite intestinal, evidenciou diminui¢ao da infiltragdo neutrofilica no intestino, devido a¢ao
da GC 90, ja nos animais tratados apenas com o 5-FU observou-se elevacdo da infiltracao
neutrofilica, o que permite sugerir que a GC 90 além de reverter a infiltracdo e superativacao
dos neutréfilos, atue como anti-inflamatério e antioxidante. Assim como no presente estudo,
Bastos (2014), Justino et al.(2014), Avila et al. (2015), Al-Asmari et al. (2015b) e Carvalho et
al. (2017), evidenciaram elevacdo da atividade de MPO apo6s a indu¢dao da mucosite intestinal
por 5-FU, seguido da reversao dos niveis de MPO com administracdo dos seus respectivos seus

produtos farmacologicos que foram testados no enfretamento da mucosite intestinal.

Mastoécitos sdo células provenientes de células progenitoras hematopoiéticas mieloides
pluripotentes da medula 6ssea, de onde circulam no fluxo sanguineo e migram para os tecidos

periféricos, como epitélio das mucosas. Na lamina propria do trato gastrointestinal normal, os
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mastocitos compreendem 2-5% das células mononucleares. Os mastocitos contém granulos
citoplasmaticos abundantes preenchidos por mediadores biologicamente ativos, ¢ quando
estimulados, os mastocitos liberam dos granulos quimiocinas, proteases, fatores de
crescimento, fatores de agregacao plaquetaria (PAF), leucotrienos, serotonina, heparina e
citocinas, incluindo TNF-q, IL-1B, IL-6, além de histamina que por sua vez desencadeiam o
processo inflamatdrio. Dessa forma, os mastocitos desempenham um papel critico na regulagao
da imunidade inata ou adquirida, reposta a infec¢des bacterianas e parasitarias, bem como
modulagdo da inflamacdao. Na mucosite protegem contra lesdes provocadas pela radiagao
intestinal precoce (WALLACE, 2005; RAMSAY et al., 2010; DE WINTER et al., 2012;
AMIN, 2012; PILLAI et al., 2015).

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciaram que a GC reverteu a mastocitose
(aumento na contagem do nimero de mastdcitos) nos segmentos intestinais dos animais com
mucosite intestinal quando comparado com os segmentos de animais que receberam apenas o
5-FU. Também foi evidenciado que os animais do grupo salina ndo apresentavam infiltracao
de mastocitos no intestino como foi visto no grupo 5-FU. Os dados obtidos no presentes estudo
corrobora com os resultados obtidos em outros estudos, quando administrados quimioterapicos
para induzir a mucosite em camundongos (AL-ASMARI et al., 2015b; NOGUEIRA et al.,
2017) e reafirmam a natureza anti-inflamatoria da GC.

Como visto na literatura, o papel dos mastocitos no trato gastrintestinal ¢ paradoxal,
variando sua funcdo a depender também da natureza dos seus receptores de superficie e
mediadores envolvidos. Sabe-se que os mastocitos contribuem para a homeostase intestinal, por
meio da protecdo imune, regulagdo da arquitetura e permeabilidade da barreira epitelial e,
remodelagdo do tecido mucoso, por meio da estimulacdo de crescimento de fibroblastos
(HAMILTON et al., 2014), contudo, sdo considerados criticos na patogénese de processos
inflamatorios como a mucosite, devido sua superexpressao e, consequentemente amplificagao
da resposta inflamatoria, que se deve da liberacao seletiva de mediadores (DE WINTER et al.,
2012; THEOHARIDES et al, 2012).

Além da exacerbagdo da inflamagao, hé relatos que a mastocitose no TGI culminam em
mudangas arquitetonicas, como a alargamento das vilosidades e mudangas no tamanho da cripta
no intestino delgado (RAMSAY et al., 2010).

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ um mediador gasoso ubiquo capaz de difundir-se rapidamente
pelas membranas celulares e regular uma variedade de processos fisiologicos e fisiopatologicos

de natureza cardiovascular, inflamatorio ¢ neuronal (RANG et al., 2012; KATZUNG, 2014).
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Este intermediario metabolico ¢ sintetizado durante a reagdo de oxidagdo complexa do
nitrogénio, a partir de L-Arginina, Oxigénio (O2) e Cofatores em L-Citrulina, NO e agua
(ARZUMANIAN et al., 2003; CHOKSHI et al., 2008). Este processo ¢ catalisado pela enzima
oxido nitrico sintase (NOS) e por fim, o NO reage ativamente com radicais O» e superdxido,
tidis, metais de enzimas e ¢ oxidado para ions inativos de nitrato (NOj3") e nitrito (NO2")
(CORREA-ARAGUNDE et al., 2013).

A NOS ¢ expressa em quase todas as células do corpo humano, contudo, a depender da
localizagdao e expressao gé€nica podem ser classificados em trés isoformas distintas: NOS
endotelial (eNOS ou NOS3), NOS neuronal (nNOS ou NOS1) e NOS induzivel (iNOS ou
NOS?2). Todas catalisam a mesma reagao que culmina a sintese de NO a partir do substrato L-
arginina, oxigénio molecular e fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzido
(NADPH) e requerem ligacao de varios co-fatores (GAUTAM; JAIN, 2007; BURGER; FENG,
2011; MATTILA; THOMAS, 2014; BATH et al., 2017). A isoforma induzida, a iNOS, ndo ¢
expressa em condi¢cdes normais, mas € induzida em niveis elevados durante processos
inflamatoérios, estimulados por citocinas (IL-1p ¢ TNF-a); a mesma produz elevadas
concentragdes de NO, que perduram horas ou dias (KOLIOS et a., 2004; CHOKSHI et al.,
2008; LIMA JUNIOR et al., 2011; FORSTERMANN; SESSA, 2012; MATTILA; THOMAS,
2014; CAMPBELL et al., 2014; MONTESINOS et al., 2016; LUCETTI et al., 2016).

O NO reage muito rapidamente com anion superoxido (O2) para produzir anion
peroxinitrito (ONOO"), um forte agente oxidativo e nitrosativo, e € responsavel por alguns de
seus efeitos toxicos, como morte celular apoptotica e necrdtica através da peroxidagao lipidica
(ALLAIN et al., 2011; VANNINI et al., 2015).

Devido a importancia fisiolégica do NO em diversos sistemas, varias estratégias
terapéuticas tem sido propostas através da suplementagdo de NO por meio da administracdo de
NO, NO doadores ou precursores; aprimoramento de atividade de NOS para modular ou
aumentar a producao endogena de NO; e inibigdo direta ou indireta de NOS (BATH et al.,
2017). Nesse contexto, a L-arginina, um doador de NO, tem sido bastante relatado na literatura
(BRITO et al., 2013; LEOCADIO et al., 2015), assim como o N(w)-nitro-L-arginine methyl
ester, L-NAME, um inibidor competitivo e ndo seletivo da NOS (REIS et al., 2009; LEITAO
etal., 2011; LIMA JUNIOR et al., 2012; LUCETTI et al., 2016).

No presente estudo, ao avaliar a possivel envolvimento do 6xido nitrico (NO) no efeito
protetor da GC na mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos, através das

alteragcdes morfométricas e histopatologicas, pode-se evidenciar que a L-Arginina interferiu no
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efeito protetor da GC frente a mucosite intestinal induzida por 5-FU, através da diminuigdo da
altura do vilos e da relagdo vilo/cripta e, da necrose das criptas para o grupo que recebeu
tratamento da mucosite com a administragdo L-Arginina ¢ GC, quando comparado ao grupo
tratado apenas com GC. Adicionalmente, ao tratar os animais que sofrem indugdo da mucosite
com L-NAME e GC percebeu-se melhora na reversdo dos efeitos da mucosite intestinal.
Todavia, o tratamento da mucosite com o L-NAME apresentou-se mais efetivo que o tratamento
com a GC, quando administrado em conjunto com a L-Arginina.

Estes resultados permitem inferir que a GC ¢ eficaz no tratamento da mucosite, € que o
oxido nitrico (NO) interfere no tratamento da mucosite pela GC, devido ao fato dele exacerbar
efeito lesivo/inflamatério evidenciado na mucosite. Como previsto o L-NAME bloqueou os
efeitos do NO, por meio da inibi¢do ndo especifica da NOS e, consequentemente atuou
sinergicamente com a GC para tratar a mucosite intestinal.

O papel do NO em doengas intestinais inflamatorias ¢ controverso, uma vez que ha
evidéncias bem definida das func¢des protetoras dessa molécula no trato gastrointestinal,
existem também estudos afirmando que quando superproduzida, como no caso da ativa¢ao do
iNOS, os resultados podem ser patogénicos (LANAS, 2008; MAGIEROWSKI et al., 2015).

Leocadio et al. (2015) ao avaliar o efeito da L-Arginina na mucosite intestinal induzida
por 5-FU em camundongos, evidenciou que a L-Arginina promoveu, de forma intermediaria,
melhora do processo inflamatorio, da arquitetura da mucosa, contudo na avaliagdo do estresse
oxidativo pela peroxidagao lipidica (MDA) e avaliacdo da infiltracdo neutrofilica (MPO) nao
observou-se melhoria significativa, ou seja, diferenca estatistica do grupo 5-FU com o grupo
tratado com L-Arginina. Leitdo et al. (2011) determinou em seu estudo que inibidores de NOS,
L-NAME e Aminoguanidina, preveniram o dano intestinal observado na mucosite intestinal
por quimioterdpicos e, sugerindo com isso, o papel nocivo do NO, através do iNOS induzivel.
Lima Junior et al. (2012) também evidenciou o papel lesivo do 6xido nitrico na patogénese da
mucosite intestinal, onde os efeitos da mucosite podem ser revertidos pela inibi¢ao do 6xido
nitrico sintase induzivel, a iNOS. Bastos Moura et al. (2015) sugeriu em seu trabalho que
inibidores seletivos de iNOS podem ter papel fundamental no tratamento da mucosite oral. Ja
Kochar et al. (2011) afirma que em quantidade nanomolares, o NO demonstra propriedades
gastroprotetoras contra diferentes tipos de agentes agressivos. No entanto, auséncia de NO
resulta num aumento da susceptibilidade do trato GI a lesdes, assim como em concentragoes

elevadas de NO estdo relacionados com varios processos patologicos da TGI.
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Muito tem-se escrito sobre papel multifacetado do NO nas reagdes inflamatorias no
intestino, o que sugere fortemente uma relacdo de dependéncia entre a expressdo de NO
(concentragao, local, tempo de administragdo, via de administracao e isoforma de NOS) ¢ a
biologica resposta. Este fenomeno ¢ bem aceito na farmacologia (TRIPATHI et al., 2007;
VANNINI et al., 2015; WALLACE et al., 2015).

A cinética do desenvolvimento da mucosite intestinal sugere que muito de sua
fisiopatologia deve-se a uma série de eventos provocados por mediadores celulares que
desempenham papel crucial na inflamagao. Citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1p), interleucina-6 (IL-6), fator nuclear kappa-B
(NF-kB), moléculas de adesdo e subsequente ativacdo da via ciclooxigenase-2 (COX-2)
conduzem a tecido lesdo, apoptose e angiogénese e, tem sido associado a fase de sinalizacdo e
amplificacao da mucosite intestinal (SONIS, 2004; SONIS et al., 2004; SONIS, 2009; LEE et
al., 2014; AL-ASMARI et al., 2015). Por esta razdo, sdo identificados como excelentes
marcadores da resposta inflamatdria induzida por quimioterapia (AL-DASOOQI et al., 2013).

Cicloxigenases (COX) sdo um grupo de enzimas que catalisam o metabolismo do acido
araquidonico em prostaglandinas (PGs) e tromboxano. Duas isoformas COX ja foram
identificadas, referidas como COX-1 e COX-2. Estas enzimas regulam muitas respostas
fisiologicas e patologicas, incluindo a toxicidade de agentes quimioterapéuticos (ISHIHARA
etal., 2010; RIBEIRO et al., 2016). A COX-1 ¢ predominantemente uma forma constitutiva da
enzima que ¢ expressa em todo o corpo e fornece varias fungdes homeostaticas, como manter
a mucosa gastrintestinal normal, facilitar o fluxo sanguineo renal e auxiliar na coagulagdo do
sangue. Em contraste, a COX-2 ¢ uma forma indutivel da enzima e € expressa principalmente
em resposta a estimulos inflamatorios e medeia a produgdo de prostaglandinas que apoiam o
processo inflamatorio, evidenciado pelo aumento da permeabilidade dos vasos, dor e febre. A
expressdo de COX-2 ¢ estimulada por citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina-1 e o
fator de necrose tumoral alfa em muitas células, incluindo células endoteliais, macréfagos e
fibroblastos. A COX-2 ¢ inibida por glicocorticoides e por alguns inibidores seletivos de COX-
2 de nova geragdao (KOEHNE; DUBOIS, 2004; KESKEK et al., 2006; MAGIEROWSKI et al.,
2015).

A introducdo de inibidores seletivos da COX-2, como o celecoxibe, rofecoxibe e
nimesulida, forneceu uma nova classe de farmacos com abordagem promissora para a
prevengdo e o possivel tratamento de varias doengas inflamatorias, inclusive gastrintestinais

(JAVLE et al., 2007; ISHIHARA et al., 2010; SHORT et al., 2013; LEE et al., 2014).
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No presente estudo também avaliou-se o envolvimento da GC na via COX-2 sobre seu
efeito protetor na mucosite intestinal nas alteragdes morfométricas e histopatoldgicas
observadas em camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU, bem como
o seu apos com GC 90, Celecoxibe, e a combinagdo de GC e Celecoxibe.

Evidenciou-se neste estudo que o 5-FU causou diminuig¢ao das vilosidades, necrose das
criptas, intenso infiltrado de células inflamatoérias e perda de arquitetura celular, demonstrando
o efeito lesivo do 5-FU na mucosa intestinal. O tratamento com GC, assim como seu tratamento
em associacao com celecoxibe, promoveu reversao dos efeitos lesivos na mucosa intestinal
citados pela administracdo de 5-FU. Todavia, o tratamento da mucosite com a combinagao de
GC e celecoxibe foi melhor, na reversdo dos efeitos histopatoldgicos, do que o tratamento
somente com o celecoxibe, um medicamento anti-inflamatério ndo esteroidal (AINEs)
disponivel no mercado e, que atua como inibidor seletivo da COX-2.

Os resultados obtidos da imunomarcagdo para COX-2, realizados no presente estudo,
também evidenciaram que tanto o tratamento com GC como com o celecoxibe diminui a
imunomarca¢do de COX-2 nas por¢des duodenais de camundongos que sofreram indu¢do de
mucosite por 5-FU; ao passo que os animais que receberam apenas 5-FU apresentaram elevada
imunomarcagdo de COX-2 no intestino delgado. Determinou-se também que o tratamento da
mucosite com a associagdo da GC com celecoxibe diminui a expressao de COX-2, inclusive
mais que no tratamento da mucosite somente com GC.

A avaliacdo da COX-2 e modulacdes farmacoldgicas baseadas em sua via de ativacao,
objetivando melhor compreensdo do papel da COX-2 na mucosite intestinal, tem aumentado
no decorrer dos anos. Al-Asmari et al. (2016) ao evidenciar o efeito protetor da vitamina E na
mucosite intestinal induzida por 5-FU, pontuou que muito dos efeitos anti-inflamatérios da vit.
E deve-se a sua capacidade de inibir a expressdo de COX-2, iNOS e NF-kB. Alvarenga et al.
(2016) ao avaliar o papel do carvacrol na mucosite intestinal induzida por irinotecano (CPT-
11) reforcou o papel lesivo da COX-2 na mucosite e, provou que a diminui¢ao da expressao de
NF-kB e COX-2, promovida pelo carvacrol, € capaz de induzir os efeitos anti-inflamatorios do
carvacrol, através da redug¢do da produgcdo de PGE2. Freitas et al. (2012) definiu como
promissora o papel da proteina de latex (LP) de Calotropis procera, no tratamento da mucosite
oral induzida por 5-FU, ao observar que a LP diminuiu significativamente a imunomarcagao
para IL-1p e COX-2 em comparagao ao grupo lesivo 5-FU.

Corroborando com os resultados obtidos no presente, Short et al. (2013) sugeriu que

baixas doses de celecoxibe, inibidor seletivo de COX-2, podem ser utilizadas terapeuticamente



117

na protec@o da barreira intestinal em pacientes com distarbios inflamatorios intestinais, devido
a capacidade de reducdo da expressao da COX-2 pelo celecoxibe, o que pode indicar que este
medicamento interrompe uma regulagao por feedback positivo do gene COX-2 pelo seu produto
final, PGE2. Arslan et al. (2016) ao avaliar o efeito da nimesulida, um inibidor seletivo pra
COX-2, no tratamento de mucosite intestinal induzida pelo quimioterapico metotrexato (MTX),
evidenciou equilibrio entre os sistemas oxidante/antioxidante no tecido do intestino delgado de
ratos, bem como restauracdo em grande parte os distirbios histopatologicos no intestino
delgado causados pelo MTX. Javle et al. (2007) determinou que a combinagao de irinotecano
(CPT-11) e celecoxibe resultou em um efeito antitumoral com melhoria na diarréia induzida
pelo irinotecano e diminui¢do da letalidade devido a altas doses deste quimioterapico.

Keskek et al. (2006) descreveu que ao tratar lesoes intestinais induzidas por radioterapia
em ratos, com administracdo de rofecoxibe, um inibidor seletivo da COX-2, obteve-se alivio a
lesdo apds a fase aguda do processo inflamatoério, contudo, dados sobre a utilidade dos
inibidores da COX-2 em outros processos inflamatorios, ainda sao conflitantes. O que sugere-
se, maior avaliacdo do papel dos inibidores seletivos da COX-2 na reducdo das complicacdes
intestinais induzidas por agentes quimio e/ou radioterapicos.

Para a imunomarcacdo pra IL-1p, uma citocina pro-inflamatodria relatada na literatura
devido sua hiper-expressdo nas doencas inflamatdrias intestinais, como exemplo a mucosite,
observou-se que os animais tratados com GC e/ou celecoxibe apresentaram diminui¢do da
imunomarcagdo quando comparada ao grupo lesivo 5-FU. O resultado imunomarcacao para IL-
1B, obtida neste estudo, corrobora com o resultado da imunomarcacdo para COX-2, e ndo
poderia se esperar o contrario, ja que se sabe que a IL-1p, quando produzida por macrofagos,
mondcitos e células glias, por sua vez induzem a expressao de mediadores inflamatorios, como
por exemplo a COX-2 e a subsequente libertacdo de seus produtos, prostaglandinas e inicio do
dano primaria tecidual e progressdao do mesmo (VERRI et al., 2006; AL-AZRI et al., 2015;
RIBEIRO et al., 2016).

A IL-1B ¢ uma citocina multifuncional que tem um efeito sobre uma grande variedade
de tipos de células e multiplos efeitos biologicos. Comumente, IL-1f € descrita na patogénese
de uma série de doengas inflamatérias, como doenca inflamatodria intestinal (IBD), artrite
reumatodide, septicemia, € mais importante, na mucosite. As formas ativas de IL-1p tem sido
associadas ao aumento do fluxo de neutréfilos, inducao de moléculas de adesao endotelial, além

de estar relacionada com a viabilidade celular, migragdo e proliferacdo. Esta citocina em
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conjunto com o TNF-a estd envolvida na ativacdo da via NF-kB (LOGAN et al., 2007;
SULTANTI et al., 2012; BASSO et al., 2015).

Silva (2017) ao avaliar a imunomarcagdo para COX-2 e IL-1B, em modelo
experimentais de mucosite oral induzida por trauma mecanico e 5-FU, evidenciou diminui¢ado
da imunomarcagdo para COX-2 e IL-1P nos animais que receberam tratamento da mucosite
com celocoxibe, demonstrando a inducdo do processo inflamatoério da mucosite por 5-FU, e,
posteriormente, a acdo protetora do celecoxibe da inflamacdo com o bloqueio da COX-2 e
inibicao da IL-1p. Esses dados, notoriamente, corroboram com os resultados da imunomarcagao
por COX-2 e IL-1p, obtidos no estudo em questao.

Reafirmando os resultados obtidos no presente estudo, Justino et al. (2014), ao avaliar
o efeito do tratamento de Saccharomyces boulardii na mucosite intestinal induzida por 5-FU
em camundongos, sugeriu que efeitos benéficos do S. boulardii baseava-se na prevengao e
diminuic¢ao da apoptose das criptas intestinais, que muita das vezes esta associada a elevagao
da expressao de citocinas pro-inflamatérias, como o TNF- a e IL-1p. Al-Dasooqi et al. (2013)
afirmou que a expressdo génica e os niveis de teciduais de TNF-a e IL-1P estdo estreitamente
correlacionados com a lesdo da mucosa intestinal nos casos de mucosite induzida por
quimioterapia. Chang et al. (2012) ao mensurar os niveis de IL-1f e TNF-a pela
imunomarca¢ao nos tecidos intestinais por imunohistoquimica, mostrou que o 5-FU induziu a
imunomarcagdo para IL-1p ¢ TNF-o nos tecidos, enquanto o Acido 5-aminosalicilico (5-ASA),
um inibidor ndo seletivo da COX e NF-kB, suprimiu a produgdo de IL-1p e TNF-a nos tecidos
pela indugdo por 5-FU. Esses dados sugeriram que 5-FU induziu mucosite intestinal via NF-
kB/ TNF-a / IL-1pB, e a inibi¢do desta via melhora o dano da mucosa causada por 5-FU no
intestino delgado.

A mucosite € caracterizada por multiplos sinais e sintomas, que incluem inapeténcia e
eventual anorexia, diarréia, vomito, dor abdominal e reducdo na absor¢ao de nutrientes
(HARRIS et al., 2006; REINKE et al., 2015; ARAUJO; BARROS, 2015; ZUO et al., 2015;
KISSOW, 2015; PEREIRA et al., 2016). A fisiopatologia destes sintomas ¢ de grande
complexidade e variabilidade ao longo do curso da doenga e multiplos mecanismos podem
sobrepor-se (MERCADANTE et al., 2015). Contudo, complicagdes como comprometimento
do estado nutricional, diarréia e perda de peso podem aumentar a morbidade, e impactar
portanto, diretamente, na sobrevivéncia e na qualidade de vida do paciente (AL-ASMARI et

al., 2015). Dessa forma, o peso corporal ¢ um parametro sempre avaliado na mucosite
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experimental, independente da finalidade experimental, seja no desenvolvimento de novo
modelo seja na reproducdo de modelos ja relatados na literatura.

No presente estudo, observou-se que o 5-FU, quando comparado com o grupo salina,
promoveu perda de peso no decorrer do periodo de inducao da mucosite, dia apos dia, até o
ultimo dia de averiguagdo do peso corporeo dos animais, que culminou na eutanasia. O
tratamento apenas na concentra¢dao de 60 mg/kg, GC 60, foi capaz de reverter a perda de peso
induzida pelo 5-FU. Ademais, em relacao a mortalidade, ndo evidenciou-se morte em nenhum
dos grupos de animais no protocolo de indu¢ao da mucosite e seu tratamento com a GG.

Yeung et al. (2015) ao avaliar o efeito de dois tipos de probidticos na mucosite oral
induzida por 5-FU, observou que grupos de ratos que receberam somente 5-FU apresentaram
maior perda de peso corporal do que aqueles em grupos salinos. Entretanto, o peso corporal do
animais que receberam além de 5-FU, um dos probidticos, foram significativamente menores
do que aqueles que receberam somente 5-FU. Carvalho et al. (2017) ao estudar o efeito protetor
de LL-PAP, uma proteina associada a pancreatite (PAP) por Lactococcus lactis (LL), na
mucosite experimental induzida por 5-FU em camundongos, mostrou que o 5-FU diminuiu
significativamente o peso corporal em comparagdo ao de grupos salinas, mas o tratamento com
LL-PAP nao melhorou o peso corporal dos camundongos dos animais que perderam peso, ao
receberam 5-FU. Li et al. (2017) ao mensurar o peso corporal de camundongos tratados com 5-
FU, observou que os mesmos, diminuiram dramaticamente do dia 2° ao dia 7° ap0s o tratamento
com 5-FU, em comparagdo com os animais do grupo controle. Todos estes dados demonstram
que os resultados obtidos em nosso estudo, encontram-se em consonancia com os dados ja
relatados na literatura cientifica acerca da diminuicdo do peso corporal dos animais apos
induc¢do da mucosite por 5-FU.

No presente estudo, avaliamos os efeitos de um produto natural, especificamente, a
goma do cajueiro (GC), um heteropolissacarideo obtido do exsudato da caule do cajueiro, na
mucosite intestinal induzida pelo quimioterapico 5-Fluorouracil. Contudo, o interesse na
descoberta de produtos naturais com efeitos farmacologicos nao € algo inédito, sabe-se que uso
de plantas medicinais para prevencao e tratamento de diferentes patologias estd em expansao
continua em todo o mundo. No Brasil, um grande nimero de extratos de ervas sao utilizados
na medicina popular para tratar uma variedade de disturbios digestivos, e varios estudos
documentaram os beneficios de plantas brasileiras na prevengdo tratamento de lesdes

gastrintestinais (ALRASHDI et al., 2012; BONACORSI et al., 2013).
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Neste contexto, cabe destaque a familia Anacardiaceae, onde estudos com extrato de S.
pinnata, indicaram que esta formulacdo foi capaz de diminuir os escores de gravidade
histoldgica, a inflamagao intestinal e alterar a arquitetura da mucosa apos a quimioterapia,
apontando esta espécie como importante agente farmacoldgico na promogao da cicatrizagao do
intestino danificado apds a quimioterapia (REDDY et al., 2015). Para o cajueiro, Anacardium
occidentale L. tem se relatado na literatura um diversidade de propriedades farmacoldgicas, e
evidenciando que a casca, as folhas e o Oleo da casca sdao usados em preparacdes
medicamentosas como anti-inflamatorios e astringentes, objetivando o tratamento da diarreia
(CHIKEZIE, 2011). Em estudos com extratos da casca do caule do cajueiro tem-se relatado
efeito hipoglicemiante (OKPASHI et al., 2014; JAISWAL et al., 2016), antioxidante e anti-
inflamatéria (CHAVES et al., 2010; SOUZA et al., 2017), atividade antimicrobiana (SILVA et
al., 2007), anti-hipertensiva (TCHIKAYA et al., 2011); j4 para a casca e o fruto do cajueiro ha
relatos de eficacia sobre no tratamento da gastrite, diarreia e feridas (OKPASHI et al., 2014;
PALHETA et al. 2017), além de atividade anticancerigena (OKONKWO et al., 2010). E para
a castanha do caju foram relatadas atividades anti-inflamatorias e potencial cicatrizante de
feridas (VASCONCELOS et al., 2015).

Estudos acerca da goma de caju (GC), um biopolimero natural e versatil, tem
demonstrado aplicagdes crescentes na industria farmac€utica e biotecnoldgica. Dentre as
aplicagdes farmacologicas da GC, destacam-se atividade antitumoral, hipoglicemiante,
antimicrobiana (KUMAR et al 2012; QUELEMES, et al., 2013). Carvalho et al. (2015) ao
avaliar a acdo da GC nas gastrite induzida por AINEs, evidenciou que a CG possui efeito
gastroprotetor contra o dano induzido por naproxeno, e que esta propriedade, muito se deve a
sua atividade antioxidante, através da diminui¢do da producao de radicais livres e a peroxidagao
lipidica. Estes dados sugerem que a GC possa figurar como uma nova e atraente estratégia de
tratamento e prevencao de lesdes no trato gastrintestinal. Ainda para a GC, ha relatos que este
heteropolissacarideo atue como um bom excipiente farmacéutico, podendo ser utilizada em
sistema de liberagdo controlada ou como aglutinante para capsulas e pilulas (KUMAR et al
2012; RAMALHO, 2014; NGWULUKA et al., 2014).

Além da GC, outros polissacarideos naturais tem sido sugeridos com atividades
imunomoduladoras e anti-inflamatorias, que podem estar ligadas aos mecanismos de protecao
gastrica e intestinal, visto que apresentam potencial cicatrizante de feridas e atividade

antiulcerogénica (LEODIDO et al., 2017). Zuo et al. (2015) demonstrou que a ingestio de SC-
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FUC, um polissacarideo obtido do Acaudina molpadioides, pode proteger contra a mucosite
intestinal induzida por quimioterapia.

Aliado a essas informacgodes, estudos também afirmam que o uso de gomas naturais para
aplicagcdes farmacéuticas ¢ atraente devido ao cardter econdmico, ja que encontram-se
prontamente disponiveis, ndo toxicos, capazes de modificagdes quimicas, potencialmente
biodegradaveis e, com poucas excegdes, também biocompativeis (CHOUDHARY; PAWAR,
2014). As gomas possuem uma estrutura polimérica complexa e ramificada por causa da qual
exibem altas propriedades coesivas e adesivas, tais propriedades utilizadas na preparagdo
farmacéutica (GOSWAMI; NAIK, 2014). O estudo ¢ a utilizagdo de polissacarideos naturais
em patologias inflamatdrias intestinais, em especial a mucosite, ¢ uma realidade atual, e
promessa futura para a adi¢ao no mercado de medicamentos efetivos no tratamento da mucosite
intestinal induzida por 5-FU. Para o efeito da GC na mucosite intestinal induzida por 5-FU em

camundongos realizou-se o modelo hipotético de acdo da GC apresentado na figura 38.
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Figura 38. Modelo hipotético da agdo farmacologica da GC na mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Mucosite Intestinal

Epitélio Normal

Epitélio

Lumen intestinal ‘\‘
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Limina prépria

No modelo hipotético de ag¢do farmacologica da Goma do Cajueiro (GC) na mucosite intestinal induzida por 5-FU, pode-se evidenciar que a GC reverteu a
inflamacdo intestinal por meio inibicdo de MDA, MPO, IL-1B, COX-2, ERO, mastocitose e inibiu a leucopenia. A GC também estimulou aumento das
vilosidades e aumento dos niveis de GSH, um antioxidante. ERO: Espécies Reativas de Oxigénio; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral alfa; NF-kB: Fator de
transcri¢do nucelar kappa b; IL-1f: Interleucina 1 beta; COX-2: Ciclooxigenase 2; MDA: Malondialdeio; MPO: Mieloperoxidase; GSH: Glutattiona reduzida.
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8 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no modelo experimental de mucosite intestinal

induzida por 5-FU pode-se concluir que:

e A Goma do Cajueiro (GC) na concentracdo de 90 mg/kg, desempenha efeito protetor no
segmento duodenal mucosa intestinal, ap6s indugao de lesdo por quimioterapico.

e A GC reverte a diminuigdo das vilosidades, relacao vilo/cripta, necrose das criptas e perda
de arquitetura celular promovida pelo 5-FU.

e A GC reverte a leucopenia promovida pelo 5-FU na mucosite intestinal.

e A GC diminui o estresse oxidativo, através da reversdo do aumento do MDA e da
diminui¢ao dos niveis de GSH, na mucosite intestinal promovida por 5-FU.

e A GC atenua o processo inflamatorio, por meio da diminui¢do dos niveis de MPO e da
contagem de mastdcitos teciduais, na mucosite intestinal induzida por 5-FU.

e A GC protege a mucosa intestinal (ap6s a inducdo da mucosite por 5-FU) através da
inibicdo da COX-2, sendo evidenciado pela diminui¢do da imunomarcag¢ao da COX-2 e
pelas alteragdes histopatoldgicas.

e A GC promove diminuiu da imunomarcagdo da IL-1P, citocina pro-inflamatoria,

evidenciando prote¢do contra a mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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