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RESUMO

Estudo dos efeitos do a-bisabolol na mucosite intestinal experimental
induzida por 5-Fluorouracil em camundongos

A mucosite intestinal € um dos efeitos colaterais mais debilitantes do tratamento
com 5-Fluorouracil e esta associada a dor, bacteremia e desnutricdo. A
destruicdo da mucosa intestinal leva a reducédo da absorcdo de nutrientes e
maior vulnerabilidade a infec¢do. Na atualidade ndo ha uma terapéutica eficiente
para o tratamento dessa afeccdo.Sendo assim algumas estratégias terapéuticas
vém sendo testadas com o intuito de melhorar o quadro desses pacientes.
Pesquisas apontam que o0 a-bisabolol, um &lcool sesquiterpeno natural
monociclico encontrado nos Oleos essenciais de camomila (Matricaria
chamomilla), Vanillosmopsis erythropappa e outras plantas vem apresentando
atividades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antinociceptivas e cicatrizante.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do a-bisabolol na mucosite
intestinal experimental induzida por 5-FU. Para isso camundongos Swiss
machos receberam 5-Fluorouracil (450 mg/Kg, i.p. dose Unica). Apos a inducéo
da mucosite os animais receberam por via orogastrica durante 3 dias a-bisabolol
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg e o grupo controle recebeu DMSO 2%. Quatro
horas apds o ultimo dia de tratamento realizou-se o sacrificio dos animais para
retirada dos segmentos intestinais de jejuno e ileo para a andlise dos seguintes
parametros: alteracbes histologicas, morfometria, dosagem dos niveis de
nitrito/nitrato, GSH, mieloperoxidase,imunohistoquimica para INOs e
esvaziamento gastrico. Durante todo o experimento os animais foram pesados
diariamente. Os resultados mostram que o 5-FU induziu comprometimento da
barreira epitelial funcional com encurtamento das vilosidades intestinais, necrose
parcial de criptas, vacuolizacdo de células, presenca de infiltrado neutrofilico e
consumo de GSH. Animais tratados com a-bisabolol mostraram melhora na
arquitetura intestinal com recuperacao na altura das vilosidades e diminui¢cdo na
profundidade das criptas em segmentos de jejuno e ileo, diminuicdo no infiltrado
neutrofilico , aumento nos niveis de GSH e reverteu de forma significativa a
mastocitose e leucopenia induzida por 5-FU, além de diminuir os niveis de nitrito.
O a-bisabolol na dose de 100 mg/kg diminuiu a expressao de iNOs e o tempo de
retencdo gastrica. Em conclusdo, nossos resultados evidenciam que a
administracdo de a-bisabolol atenuou os danos inflamatérios através da
diminuicdo de MPO e expressao de iNOs , além de reduzir o estresse oxidativo
com diminuicdo de ions nitrito e aumento de GSH. O composto ainda diminuiu o
encurtamento dos vilos e a profundidade das criptas.

Palavras-chave: 5-Fluorouracil, Mucosite, a-bisabolol, Transito gastrointestinal,
Inflamacéao.



ABSTRACT

Study of the effects of a-bisabolol on experimental intestinal mucositis
induced by 5-Fluorouracil in mice

Intestinal mucositis is one of the most debilitating side effects of 5-Fluorouracil
treatment and is associated with pain, bacteremia and malnutrition. The
destruction of the intestinal mucosa leads to reduced absorption of nutrients and
greater vulnerability to infection. At present there is no effective treatment for this
condition.Therefore, some therapeutic strategies have been tested with the aim
of improving the clinical picture of these patients.Research has shown that a-
bisabolol, a monocyclic natural sesquiterpene alcohol found in the essential oils
of Chamomile (Matricaria chamomilla), Vanillosmopsis erythropappa and other
plants has been shown to have antioxidant, anti-inflammatory, antinociceptive
and cicatrizant activities.Thus, the objective of this work was to avaluate the
effects of a-bisabolol on experimental intestinal mucositis induced by 5-FU. For
this, male Swiss mice received 5-Fluorouracil (450 mg/ kg, i.p. single dose). After
induction of mucositis the animals received orogastric route for 3 days a-bisabolol
at doses of 50, 100 and 200 mg / kg and the control group received DMSO 2%.
Four hours after the last day of treatment the animals were sacrificed to remove
the intestinal segments of jejunum and ileum for analysis of the following
parameters: histological changes, morphometry, nitrite / nitrate levels, GSH,
myeloperoxidase, immunohistochemistry for INOs and gastric emptying.
Throughout the experiment the animals were weighed daily. The results that 5-
FU induced impairment of the functional epithelial barrier with intestinal villi
shortening, partial cryptic necrosis, cell vacuolization, presence of neutrophil
infiltrate and GSH consumption. Animals treated with a-bisabolol showed
improvement in intestinal architecture with recovery at villus height and decrease
in crypt depth in segments of jejunum and ileum, decrease in neutrophil infiltrate,
increase in GSH levels and significantly reversed mastocytosis and induced
leukopenia By 5-FU, in addition to reducing nitrite levels. a -bisabolol at the dose
of 100 mg / kg decreased iINOs expression and gastric retention time. In
conclusion, our results evidence that the administration of a-bisabolol attenuated
the inflammatory damage through the reduction of MPO and iNOs expression,
besides reducing the oxidative stress with decrease of nitrite ions and increase
of GSH. The compound further decreased the shortening of the villi and the depth
of the crypts.

Keywords: 5-Fluorouracil. Mucositis. o—bisabolol. Gastrointestinal tract.
Inflammation.
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1. INTRODUCAO

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém
em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e
orgaos. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas
e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores malignos, que podem
espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2016).

Apesar do tratamento farmacologico do cancer ter tido significativo avanco
a partir de 1950, infelizmente mais de 50% de todos 0s pacientes ndo respondem
a terapia inicial. Além disso, estes agentes farmacolégicos ndo séo especificos
apenas para as células tumorais e, portanto, atingem todas as células gerando
efeitos citotoxicos (CHEN et al., 2016).

Tais efeitos colaterais sdo bastante comuns em pacientes portadores de
cancer submetidos a tratamento com agentes quimioterapicos diversos, em
especial, os antimetabdlitos, como por exemplo, o metrotrexato e 5-fluorouracil,
além de outros agentes como cisplatina, doxorrubicina e ifosfamida (CARDANI
et al., 2014; ALENCAR et al., 2016). O quimioterapico antimetabolito
5-fluorouracil (5-FU) é uma das drogas mais prescritas no tratamento de diversos
tipos de céancer, incluindo mama, pancreas, cabeca, pescoco e gastrointestinal
(CARDANI et al., 2014; ABDELRAHMAN et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

O 5-Fluorouracil (5-FU) é um analogo da pirimidina, tendo seu uso como
terapia de cancer realizado pela primeira vez em 1960. A droga atua inibindo de
forma irreversivel a enzima timidilato-sintase, que esta envolvida na replicacao
e reparacdo do DNA (JONES et al., 2015), além de incorporar oS seus
metabolitos toxicos ao DNA e RNA, levando ao bloqueio do ciclo celular e
apoptose (TUNG et al., 2011).

Os principais efeitos colaterais do 5-FU incluem mielossupresséao,
diarreia, cardiotoxicidade, dermatite, mucosites oral e intestinal, sendo esta
relatada em aproximadamente 80% dos pacientes que receberam o tratamento
com 5-FU, além de gerar variagbes na morfologia intestinal, podendo perturbar
barreiras fisicas e favorecer a translocacdo de microorganismos, aumentando a
possibilidade de sepse (YAMAMOTO et al., 2013; YASUDA et al., 2013;
YOSHIDA et al., 2014).


http://www.hindawi.com/24936563/
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A mucosite é um processo complexo, multifatorial que afeta todas as
camadas do trato gastrointestinal sendo caracterizada por apoptose, redugao na
proliferacdo de células epiteliais, diminuigcdo nas criptas intestinais, atrofia das
vilosidades e deposicao de colageno (WONG et al., 2015). O quadro inclui ainda
sintomas como dor, nauseas, vomitos, ulceracao, diarreia, sangramento retal,
formacao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e aumento na secrecao de
citocinas proé-inflamatérias (LIU et al.,, 2013). Estes sintomas podem levar a
condicBes sistémicas graves e associam-se com menor consumo de alimentos,
perda de peso e estado nutricional diminuido (MAIOLI et al., 2014).

Tais manifestagcbes podem impedir a efichcia dos protocolos de
tratamento quando em alguns casos ha a necessidade de interrupcdo da
quimioterapia, reducdo na dose de medicamento ou mudanca para outras
drogas antitumorais gerando em alguns casos ineficacia no tratamento
(CARDANI et al., 2014).

Sendo assim, uma variedade de estratégias tém sido pesquisadas
objetivando diminuir os efeitos da mucosite, dentre as quais encontram-se
medicamentos com atividade antiapoptoticas, antioxidantes, protetoras de
mucosas, antimicrobianas, anti-inflamatorias e crioterapia (CALLAGHAN et al.,
2013; ARAS et al., 2013; YEUNG et al., 2015).

O a-bisabolol (BISA) € um alcool sesquiterpeno extraido a partir do 6leo
essencial de uma variedade de plantas, arbustos e arvores. Foi isolado pela
primeira vez em 1951 do 6leo essencial de Matricaria chamomilla (Asteraceae),
popularmente conhecido como Camomila, que contém até 50% de a-bisabolol
(SAMPAIO et al., 2016). O composto vem apresentando diversas atividades tais
como antiapoptéticas (UNO MASARONI et al., 2016), antinociceptivas e anti-
inflamatdrias (NURULAIN et al., 2015), e antileishmania (CORPAS-LOPEZ
et al., 2015).

KIM e colaboradores (2011) ao estudar os efeitos do BISA sobre os
parametros inflamatérios induzidos por LPS observaram diminuicdo na
expressao dos niveis de COX-2, PGE-2 e INOS, sendo tal mecanismo sugestivo
de sua atividade anti-inflamatéria. O composto foi capaz de reduzir lesdes
gastricas associadas a administracdo de etanol diminuindo o influxo de células
inflamatorias, além de reduzir o estresse oxidativo (ROCHA et al., 2011). A
atividade anti-inflamatoria de BISA é reforgada ainda por BARRETO et al., (2016)
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mostrando deplecdo nos niveis de TNF-a e IL-1B em modelos de dor e
inflamacdo. A diminuicAo de mediadores inflamatérios € sugestivo para o
possivel mecanismo de a¢do do alfa-bisabolol. Soma-se ainda a seguranca do
composto, sendo apontado na literatura que 0 mesmo nao apresenta sinais de
toxicidade através da administracdo oral até a dose de 5g/kg (BATHIA et al.,
2008).

Nesse contexto, as diversas propriedades farmacolégicas do composto
somadas a sua larga janela terapéutica, o colocam como possivel agente
terapéutico podendo vir a ser utilizado no controle da mucosite intestinal, tendo
caracteristicas que o possibilitam tornar-se um medicamento disponivel no
mercado.

E importante salientar que na atualidade ndo existe um farmaco padréo
para o tratamento da mucosite intestinal e varios pacientes em uso de
quimioterapicos apresentam esse efeito colateral. Assim, ha a necessidade de
uma terapéutica alternativa, eficaz, segura e acessivel que possa minimizar as
manifestacbes no curso desse efeito colateral que limita o tratamento de
pacientes oncolégicos e causa aumento de custos, incluindo risco de morte aos
pacientes.

Assim, a realizac&o desse trabalho consiste no estudo da acao protetora
do composto alfa-bisabolol na mucosite intestinal experimental induzida por
5-FU.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer e quimioterapia

Atualmente, a definicao cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia,
especificamente aos tumores malignos, como sendo uma doenca caracterizada
pelo crescimento descontrolado de células transformadas determinando a
formacao de tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regides do
corpo (INCA, 2016; SIEGEL et al., 2016).

O céancer é considerado um dos maiores problemas de saude publica na
atualidade, sendo a segunda causa de morte em regidées mais desenvolvidas
(INCA, 2016). H& uma projecdo de 27 milhdes de novos casos para 0 ano de
2030 em todo o mundo, e 17 milhdes de mortes pela doenca. Dentre 0s tipos
mais incidentes estdo os de pele ndo melanoma, préstata, mama, colorretal,
pulméo e estdmago (RIBEIRO, VALENCA, BONAN, 2015).

O cancer promove diversas consequéncias na vida dos pacientes e de
seus familiares, os quais tém suas vidas alteradas nas diferentes fases de
combate a doenca, com perdas significativas na qualidade de vida, causado pela
propria doenca ou pelos efeitos colaterais do tratamento por meio da
quimioterapia, sendo esta uma das principais formas de tratamento do cancer, a
qual envolve a administracdo de uma ou mais drogas para eliminar células
tumorais as quais em alguns casos nao sao alcadas por cirurgia ou estdo além
dos limites da radioterapia (RODRIGUES, PINHO, MANCERA, 2012; BOING et
al., 2016).

A quimioterapia constitui uma das modalidades de maior escolha para
produzir cura, controle e paliacédo, envolvendo o uso de substancias citotéxicas,
administradas principalmente por via sistémica (endovenosa) e pode ser
classificada de acordo com a sua finalidade: quimioterapia adjuvante,
guimioterapia neoadjuvante, quimioterapia primaria, quimioterapia paliativa,
monoquimioterapia e poliquimioterapia (DE SOUZA RODRIGUES, 2012;
NICOLUSSI et al., 2014). A maior parte dos agentes antineoplasicos atuam

sobre o DNA, impedindo a duplicacéo celular, atuando em todas as fases do
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ciclo, em uma fase especifica ou em células que nao estdo no ciclo celular
(FUCHS, WANNMACHER, 2014).
A ilustracdo abaixo apresenta 0s principais mecanismos de acdo dos

antineoplasicos.

Figura 1.Classificacdo de agentes antineoplasicos de Calabresi e Chabner.
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Fonte: ALMEIDA et al., 2005

Por suas atividades antiproliferativas, os agentes antineoplasicos
danificam o DNA e, portanto, desencadeiam o processo de apoptose. Além
disso, afetam rapidamente as células normais em rapida divisdo, produzindo
entdo, em maior ou menor grau, 0s conhecidos efeitos colaterais de uma
quimioterapia. Dentre tais células afetadas encontram-se as do sistema
hematopoiético, mucosa do trato gastrointestinal, foliculos capilares, medula
0ssea, levando a inumeros efeitos, tais como comprometimento no processo de
cicatrizagdo, causar esterilidade, queda dos cabelos, mucosite e
teratogenicidade (SUSPIRO, PRISTA, 2012; BERNARDI, JACQUES-SILVA,

LENZ; 2013).Essa inespecificidade e a interagdo com tecidos com alta taxa
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mitotica acarreta uma seérie de efeitos secundarios, os quais podem apresentar-

se de forma precoce ou tardia.

A Tabela 1 retrata os principais efeitos secundarios oriundos do uso de

antineoplasicos.

Tabela 1. Principais efeitos toxicos oriundos do uso dos antineoplasicos

Precoces (0a 3
dias)

Imediatos (7 a 21
dias)

Tardio (meses)

Ultra-tardio
(meses ou anos

Nauseas Mielossupressédo Cardiomiopatia Infertilidade

Vomitos Mucosite Alopecia Carcinogénese

Adinamia Cistite Pneumonite Disturbios do

hemorragica crescimento

Artralgia Imunossupressdo Neurotoxicidade  Sequelas no
Sistema Nervoso
Central

Exantema Anemia Nefrotoxicidade Fibrose

Flebite Granulocitopenia Cirrose hepatica

Fonte: Autoria prépria, adaptado de INCA, 2016

2.2 5-Fluorouracil

O 5-Fluorouracil (figura 2a) é uma droga classificada como antimetabdélito
desenvolvida em 1957 como tratamento potencial para canceres avanc¢ados,
sendo um dos agentes anti-neoplasicos mais eficazes no tratamento de diversos
tipos de cancer, tais como: colo-retal, cabeca, pescoc¢o, gastrointestinal,
ginecoldgico,

ELBELTAGY et al., 2012; WENANDE et al., 2016).). Apresenta-se como uma

prostata, péncreas, pele e carcinoma (KIM et al.,2015;

pirimidina fluorada, preparado a partir da substituicdo de um atomo de hidrogénio

por outro mais estavel de Fluor na posi¢cédo 5 da molécula de uracila (figura 2b).
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Figura 2. Estrutura de Bases Nitrogenadas Pirimidinas. A: 5-Flourouracil; B:
Uracila. (Fonte: Adaptado de PIZZORNO et al., 2003).
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A acdo desse quimioterdpico ndo se limita somente as células
neoplasicas, com isso, essas drogas podem atuar em células normais tendo
como resultado importantes efeitos colaterais que em determinadas situacfes
podem determinar desde a reducdo do esquema terapéutico como a sua total
interrupcdo, assim, podendo trazer grande prejuizo na eficicia do tratamento
oncologico (JUSTINO et al, 2011). Seus efeitos adversos variam
consideravelmente de acordo com o tratamento, dose utilizada e via de
administracdo e sdo mais evidentes em células com grande indice de mitoses,
como tecidos de rapida proliferacdo (VANLANCKER et al., 2016).

Devido sua toxicidade, o 5-FU gera inUmeros efeitos adverso, tais como:
neurotoxicidade, através da reducdo da neurogénese e consequentemente
problemas cognitivos (ELBELTAGY et al., 2012), cardiotoxicidade, isquemia,
infarto agudo do miocéardio, cardiomiopatia (FOCACCETTI et al., 2015),
hepatotoxicidade, mielosupressédo (KUMAR et al., 2010; KOBUCHI et al., 2016),
alopecia, fadiga (MINHAS et al., 2016), reagdes cutaneas que incluem eritema,
bolhas, prurido, necrose (HADDOCK; COHEN, 2016), Na medula 6ssea resulta
em granulocitopenia e trombocitopenia além de distdrbios gastrointestinais como
lesdo da mucosa intestinal e oral, faringite, esofagite e colite (KAWASHIMA et
al., 2015).

Na regido intestinal, o 5-FU pode levar a atrofia das vilosidades e necrose
das criptas como resultado de danos no tecido da mucosa, devido a infiltracéo

de células inflamatdrias, liberacdo de citocina proé-inflamatéria e formacgéo de
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edema. Aumento da apoptose de células epiteliais e parada da divisdo celular
nas criptas intestinais podem levar a um colapso da barreira epitelial intestinal e
translocacéo bacteriana luminal continua (ARAUJO et al., 2015).

Comumente o 5-FU é administrado por injecdo intravenosa (THOMAS et
al., 2015), entretanto, a depender do cancer, o 5-FU pode ser administrado por
outras vias, como oral (PANGENI et al., 2016) e topica (RAJINIKANTH;
CHELLIAN, 2016). Além da possibilidade de novas formula¢des com sistema de
liberacdo controlada e continuada do 5-FU no tecido alvo (MINHAS et al., 2014;
UDOFOT et al., 2015; WENANDE et al., 2016), bem como da combinac¢é&o 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; GAO et al., 2016; ITO et al., 2016; SUZUKI et al., 2016).

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

5-FU é convertido em véarios metabolitos ativos: o Trifosfato fluorouridina
(FUTP), que é incorporada no RNA em vez de trifosfato de uridina (UTP); o
Trifosfato fluorodesoxiuridina (FAUTP), que é incorporado no DNA ao invés de
desoxitimidina-trifosfato (dTTP); e o monofosfato fluorodesoxiuridina (FAUMP),
que forma um complexo estavel com a timidilato sintase (TS), inibindo a
produgcéo de monofosfato de desoxitimidina (dTMP) (KUMAR et al., 2010). A
dTMP é essencial para a replicacédo e reparacao do DNA, e sua deplecéo, por
conseguinte, causa citotoxicidade (NOORDHUIS et al., 2004; HOSKINS;
BUTLER, 2007; MIURA et al., 2010).
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Figura 3.Mecanismo hepatico do 5-FU
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Fonte: Adaptado de LONGLEY, D. B.; HARKIN, D. P. JOHNSTON, 2003. O 5-FU entra nas
células por meio de transporte facilitado. No meio intracelular, é convertido em trés metabdlitos
ativos principais: (monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluorodeoxiuridina
(FAUTP) e trifosfato de fluorouridina (FUTP).

2.3 Intestino

O intestino é um dos érgaos mais complexos do corpo humano, tanto do
ponto de vista anatdmico quanto funcional. A funcdo epitelial é realizada por
quatro tipos de células: os enterdcitos responsaveis pela absorcao, e trés tipos
de células secretoras (células caliciformes produtoras de muco, células de
Paneth produtoras de substancias antibacterianas e por células
enteroenddcrinas que regulam saciedade, absorcdo intestinal e secrecdo de
horménios (MORAIS, 2016).

O epitélio intestinal, ocupa uma superficie de cerca de 400 m? com uma
camada de células organizadas em criptas e vilosidades. Esse epitélio atua com
uma barreira, prevenindo a perda de agua e eletrolitos, aléem da entrada de

antigenos e microorganismos para dentro do corpo (BISCHOFF et al., 2014).
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Esta superficie € continuamente renovada por células epiteliais intestinais
pluripotentes que residem na base das criptas (PETERSON, ARTIS; 2014).

A camada mucosa de mamiferos, em geral apresenta uma alta
capacidade de renovacédo, ocorrendo uma troca completa dos tipos celulares de
revestimento a cada 24 a 96 hs. Desta forma, o perfeito equilibrio entre a perda
celular e a capacidade proliferativa permite que haja preservacao estrutural e
integridade funcional da superficie epitelial celular, processo este que faz-se
importante em processos que levam a uma lesdo da mucosa (BARKER, 2014).

A funcdo da barreira intestinal € altamente susceptivel aos efeitos
causados pelas drogas antineoplasicas devido a sua rapida taxa de renovacgao
celular, de cerca de trés a quatro dias, e essas drogas podem afeta-la de
diferentes formas, como rompimento da barreira epitelial, reacdes inflamatérias
da mucosa e translocacéo bacteriana (DUNCAN; GRANT, 2003; BOWEN et al.,
2006). Estima-se que a contagem de células total de bactérias em nosso corpo
excede dez vezes o numero total de células humanas, com mais de um milh&o
de espécies alojadas no trato gastrintestinal (MICHIELAN, D’'INCA; 2015).

A perda da barreira epitelial pode ocorrer como resultado de danos em
células epiteliais direta ou através de altera¢cdes mais sutis na permeabilidade.
Estas formas de perda de barreira intestinal, quando desreguladas, contribuem
para a iniciacdo e propagacdo de doencas inflamatorias do intestino (DIIs),
doenca de Crohn e colite ulcerativa (NALLE, TURNER; 2015)
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Figura. 4. Representacdo esquematica das partes que compdem a porcéo
intestinal animal.
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Fonte: SANTOS-FILHO adaptado de MISADOR, 2004

2.4. Mucosite intestinal

A mucosa que reveste o trato gastrintestinal (TGI) forma uma barreira
seletiva entre 0 meio interno e externo. Da boca ao reto, a terapia citotdxica para
o cancer (radiacdo e quimioterapia) pode levar a disfuncdo e ruptura deste
revestimento mucoso com uma fisiopatologia envolvendo morte celular epitelial
e endotelial, bem como a ativacdo do sistema imune da mucosa (CIORBA, 2017)

A mucosite induzida por antineoplasicos é um fator limitante na terapia
anticancer. Mucosite € um termo clinico utilizado para caracterizar ulceracdes da
mucosa de todo o trato digestivo, e sintomas pertinentes (SONIS, 2004; LALLA
et al.,, 2014; TANG et al., 2016). Mucosite constitui-se uma das complicacdes
mais comuns da quimioterapia, em especial com as drogas que afetam a sintese
de DNA (agentes especificos da fase S, tais como fluorouracil, metotrexato e
citarabina). Ocorre em 40% dos pacientes apos a quimioterapia de dose padréo,
e em 100% dos pacientes submetidos a quimioterapia de dose elevada e
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transplante de células estaminais ou medula éssea e ndo s6 contribui para a
morbidade do tratamento, mas também ao seu custo (SUKHOTNIK et al., 2014).

A mucosite intestinal conduz a atrofia das vilosidades, dificultando a
absorcao de nutrientes necessarios para o funcionamento normal do corpo que
conduz a ma absorcédo de nutrientes (KARBELKAR et al., 2016).

Figura 5. Fases da mucosite

Iniciagdo Resposta a danos primarios Ulceragao Cicatrizagdo
e Amplificagao de sinais
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Fonte: SONIS, 2014

A patogénese da mucosite induzida por quimioterapia gastrointestinal
inclui cinco fases (figura. 5): iniciacdo pela quimioterapia, a sobre-regulacao e
geracdo de sinais de mensageiro, a sinalizacao por citocinas pré-inflamatérias e
amplificagéo de lesdo da mucosa, ulceragdo da mucosa e, finalmente, a cura
(SONIS, 2014; BASTOS et al., 2016).

De inicio, a aplicacdo de radiacdo e/ou quimioterapia danifica diretamente
o DNA e causa quebras nas fitas, resultando em morte das células basais
epiteliais. Dano ainda mais significativo a nivel tecidual é a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) com o aumento nos niveis de citocinas
pré-inflamatérias, os quais atuam como um marcador para células do sistema
imunoldgico (SUKHOTNIK et al., 2014; SONIS, 2009).
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O excesso de espécies reativas de oxigénio geradas nas fases iniciais e
de inducdo da mucosite e, consequentemente o0 consumo de grandes
quantidades de antioxidantes gera um desequilibrio no estado redox com
instalacdo do estresse oxidativo (MONDIN et al., 2016; YOSHINO et al., 2016).
Arifa e colaboradores (2016) em estudo realizado relatam presenca de estresse
oxidativo em mucosite intestinal induzida por irinotecano.

Na segunda fase, denominada resposta a danos primarios, ocorrem
diversos eventos simultaneos (figura 5). Os danos causados ao DNA pelo
quimioterapico, EROs e espécies reativas de nitrogénio promovem ativacao de
fatores de transcricdo como p53 relacionado a regulagdo do ciclo celular e
apoptose e NF-kB envolvido na regulacdo da expressdo de citocinas
inflamatdrias e moléculas de adesao (SONIS et al., 2010; BOWEN et al., 2006;
MAEDA et al., 2010).

O acumulo de sucessivas altera¢des bioldgicas induzidas por radiacao
e/ou quimioterapia resulta em uma cascata de eventos que culmina com a
destruicdo da mucosa intacta. No decorrer da fase de sinalizacdo e amplificacéo,
muitas das moléculas induzidas pela resposta primaria podem (através de
feedback positivo ou negativo) alterar a resposta do tecido local (SONIS et al.,
2007; SONIS, 2010). Produtos de parede celular, como lipopolissacarideos,
acido lipoteicoico, antigenos de parede celular penetram na submucosa rica em
macrofagos para estimular as células a continuar secretando citocinas proé-
inflamatdrias (SONIS, 2009; SONIS, 2010).

A fase ulcerativa € o maior evento associado com mucosite. Sua evolucéo
se da como consequéncia direta ou indireta dos mecanismos acima
citados, causando danos e alteracdes apoptéticas ao epitélio da mucosa. As
ulceragdes provenientes da mucosite s&o profundas e rapidamente colonizadas
por bactérias (SONIS, 2011; LEOCADIO, 2013).

Apos a fase ulcerativa ocorre a fase de cicatriza¢do, onde a mesma ocorre
espontaneamente. A cura das ulceragdes € o resultado de um processo biolégico
ativo em que sinalizadores da matriz extracelular da submucosa guiam a
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo do epitélio ao redor da ulcera (DOS
SANTOS FILHO et al., 2016).
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2.5 Mediadores inflamatérios na mucosite intestinal

Evidéncias crescentes sugerem que nos processos inflamatorios ocorre
intensa participacdo de citocinas proé-inflamatérias, que incluem interleucina-6
(IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), interleucina-18 e citocinas anti-
inflamatdrias, tais como Interleucina-10 (IL-10), as quais estédo envolvidas neste
processo (MONDIN et al., 2016).

O TNF- a, produzido principalmente por macrofagos, é uma citocina
pré-inflamatéria que interage com uma variedade de sinais resultando em uma
estimulacdo indireta de inflamag&do e agindo em diferentes partes do corpo
promovendo uma resposta imune e inflamatoria por meio do recrutamento de
neutréfilos e mondcitos para o local da infeccdo, além de ativa-los (VITALLE,
RIBEIRO, 2007; HAAGEN et al., 2009). O TNF- a é o principal fator presente no
processo de regulacdo da funcdo da barreira intestinal sobre os processos
inflamatorios, sendo uma citocina evidente na doenca inflamatéria intestinal
(KANAREK et al., 2014)

Alvarenga e colaboradores, (2016) encontraram niveis aumentados de
TNF- a em segmentos intestinais de animais tratados com antineoplasico
irinotecano. De Araujo Junior et al., (2014) encontraram niveis elevados de
TNF- a em modelos de mucosite intestinal decorrente do uso de metotrexato.
Freitas e colaboradores (2011) estudando modelos de mucosite oral em
hamster tratados com 5-FU mostraram por imunohistoquimica um aumento na
expressdo de TNF- a. Junto com TNF- q, IL-13 é uma citocina importante que
esta envolvida na ativacdo da via de NF-kB.

A interleucina-1 (IL-1B) € um mediador pro-inflamatério presente na
inflamag&o aguda e cronica e um poderoso indutor da resposta imune inata.
A IL-1B8 é produzida por células hematopoiéticas tais como mondcitos
sanguineos, macréfagos teciduais e células dendriticas em respostas a diversos
estimulos. A producéo de IL-1B pode ser estimulada por fatores microbiologicos
e ndo microbioldgicos, tais como outras citocinas e irradiacdo. A mesma pode
ainda induzir sua propria producédo e processamento, sendo este um passo
fundamental na patogénese de muitas doencas inflamatorias. A IL-18 é
conhecida por desempenhar um papel chave na inflamacéo e tem relevancia

especifica na inflamacéo intestinal, podendo estar envolvida no processo de
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apoptose das células de criptas produzindo perda na arquitetura do intestino
(CHANG et al., 2012; GARLANDA, DINARELLO, MANTOVANI, 2013; VAN
TASSELL et al., 2013).

IL-18 e TNF- a apresentam efeito sinérgico, por exemplo causando
inducéo de moléculas de adesao endotelial, tais como as I-CAMs (moléculas de
adesdo intracelular) que sao essenciais nas fases iniciais da resposta
inflamatéria (MATEOS, MARTINEZ, CASTILLA, 2000; LOGAN et al., 2007). A
regulacéo positiva da IL-13 apds dano ao DNA é observada em pacientes com
cancer com mucosite e que o tratamento com anti-IL-1B pode melhorar a
mucosite assim como os multiplos disturbios associados a permeabilidade da
barreira (KANAREK et al., 2014). Aumento nos niveis de IL-13 foram
encontrados em linhagens de células tratadas com metotrexato (OLSEN,
SPURLOCK, AUNE; 2014).

Ativacdo de NF-kB é induzida por uma variedade de agentes, incluindo
bactérias, virus, citocinas, estresse oxidativo, além de radiacdo ionizante e
quimioterapia. Uma vez ativado, NF-kB regula positivamente uma quantidade
elevada de genes, muitos dos quais sdo potencialmente importantes em
doencas e lesdes da mucosa, além de genes associados a expressado de
citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento, moléculas de adesédo. NF-kB
também tem como alvo uma variedade de genes relacionado a apoptose
(CURRA et al., 2015). Outros genes 0s quais sdo ativados pela expressao
positiva de NF-kB s&o os da cicloxigenase.

A COX-2 é uma forma indutivel da enzima cicloxigenase e é expressa
principalmente em resposta a estimulos inflamatérios e medeia a producao de
prostaglandinas que intensificam o processo inflamatorio. A expressdo de
COX-2 é estimulada por citocinas proé-inflamatérias, tais como interleucina-1
e TNF- alfa em muitas células, incluindo células endoteliais, macréfagos e
fibroblastos. Recentemente, observou-se aumento da expressdo de COX-2 em
fibrose de alguns tecidos, como figado, mucosa oral e coracdo (GUNTER et al.,
2006).

Estudos indicam que a COX-2 tem um papel importante na patogénese
da mucosite. Descobriu-se que 0 aumento na expressdo de COX-2
apresentou-se paralelo ao desenvolvimento de mucosite ulcerativa, contribuindo

com o aumento na duracéo do quadro inflamatoério e/ou aumentando a gravidade
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das ulceras formadas (SONIS et al., 2009). Mucosite oral em hamster que
receberam 5-FU apresentaram forte marcacédo imunohistoquimica para COX-2
evidenciando severidade significativa no curso da mucosite quando comparado
ao grupo controle (FREITAS et al., 2011). Tratamento com irinotecano aumenta
a expressao de COX-2 em segmentos intestinais de camundongos (WONG et
al., 2015; ALVARENGA et al., 2016; ALENCAR et al., 2016).

Em resposta ao aumento na expressdo de citocinas pro-inflamatérias
ocorre durante o processo a nivel transcricional elevacao na atividade da enzima
oxido nitrico sintase indutivel resultando em maior producédo de 6xido nitrico,
sendo este um dos mediadores toxicos durante a patogénese da mucosite
(LEITAO et al., 2011).

O NO apresenta efeitos biolégicos complexos, desempenhando papéis
benéficos e prejudiciais. Os efeitos prejudiciais podem incluir uma acéo citotoxica
para tecidos hospedeiros adjacentes, resultando em dor e lesdes nos tecidos. A
producdo de grandes quantidades de NO pela iINOS foi evidenciada por
desempenhar um papel importante nas rea¢des imunes e em muitos processos
inflamatérios, incluindo a mucosite (SKEFF et al., 2014). Bastos Moura et al.,
(2015) em modelos de mucosite oral por radioterapia evidencia aumento na
expresséo de iNOs.

Pesquisas mostram que o quadro de mucosite induzida por
antineoplasicos pode ser modulado negativamente pela inibicdo da o6xido nitrico
sintase induzivel, sugerindo um papel prejudicial do 6xido nitrico na patogénese
(MEDEIROS et al., 2011; LIMA JUNIOR et al., 2012; LIMA JUNIOR et al., 2014).

2.6. Produtos Naturais

Durante os ultimos 20 anos, observou-se um notavel desenvolvimento no
estudo e pesquisa de produtos naturais. Isto esta ligado a uma nova tendéncia
do mercado para a ecologia e também devido as novas regulamentacgdes.
Geralmente, no campo do sabor e da fragrancia, a criatividade foi impulsionada
pela chegada de novas moléculas sintéticas (LAVOINE-HANNEGUELLE et al.,
2014).
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Os primeiros registros sobre a utilizacdo de plantas medicinais € datado
de 500 a. C., no texto Chinés que relata nomes, doses e indica¢cdes de uso de
plantas para tratamento de doencas. Outros registros foram encontrados no
manuscrito Egipicio “Ebers Papirus”, de 1.500 a. C., em que continham
informacdes sobre 811 prescricdes e 700 drogas, sendo que algumas dessas
plantas ainda séo utilizadas na atualidade como Ginseng (Panax spp.), Ephedra
spp., Cassia spp. e Rheum palmatum L., inclusive como fontes para industrias
farmacéuticas (COSTA, 2015).

Devido ao intenso uso das plantas na medicina popular, desde as épocas
mais remotas, estas tém sido valorizadas como produtos naturais importantes
para a manutencdo da salude humana, especialmente na ultima década, com a
realizacdo de muitos estudos sobre terapias naturais (ATANASOV et al., 2015).

No Brasil, a primeira descricdo sobre o uso de plantas com finalidade
terapéutica foi feita por Gabriel Soares de Souza, autor do Tratado Descritivo do
Brasil, de 1587. Esse tratado descrevia os produtos medicinais utilizados pelos
indios de “as arvores e ervas da virtude”. Diante da escassez, na colbnia, de
remédios empregados na Europa, o0s primeiros meédicos portugueses
perceberam a importancia das plantas utilizadas pelos indigenas como
medicamento (ARGENTA et al., 2011).

O BRASIL possui uma farmacopeia popular muito diversa baseada em
plantas medicinais, resultando de uma miscigenacdo cultural envolvendo
africanos, europeus e indigenas, com introducdo de espécies exobticas pelos
colonizadores e escravos. Como consequéncia da grande difusdo e utilizacao
das plantas medicinais, as industrias vém produzindo produtos a base de
espécies vegetais, de diversas formas farmacéuticas, que tém sido
comercializadas em farmécias, supermercados e casas de produtos naturais
(OLIVEIRA, 2011)

Diversos metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas possuem
funcbes de defesa contra herbivoros, pragas e patégenos (BENNETT,;
WALLSGROVE, 1994). Moléculas complexas como terpendides, alcaldides e
compostos fendlicos sao sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas
e sdo de grande importancia nas relacdes ecoldgica planta/planta, planta/animal
e, inclusive, planta/microrganismo fitopatogénico. Tais substancias sao

consideradas como produtos naturais e representam uma fonte alternativa quase
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inesgotavel de novas moléculas, com potencial para serem utilizados no controle
quimico de doencas (DOMINGUES et al., 2011).

Terpenoides, também conhecidos como isoprendides, sdo uma das
maiores e mais diversas classes de produtos que ocorrem naturalmente. Em
animais, os terpendides desempenham papéis cruciais como constituintes da
membrana (por exemplo, colesterol) e componentes da cadeia de transporte de
elétrons respiratérios (por exemplo, ubiquinona) , enquanto que nos microbios e
plantas sdo encontrados como metabdlitos secundarios que tém sido usados
como farmacos (Por exemplo, paclitaxel e artemisinina), sabores e fragrancias
(por exemplo, mentol e patchoulol).Os terpenoides, incluindo monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos, sao sintetizados por terpeno sintases (TPSs) com
unidades de construcdo universais de cinco atomos de carbono (HAN et al.,
2016)

Em um contexto geral, a utilizacdo de extratos de plantas para propdsitos
medicinais tem suscitado maior interesse nos ultimos anos. No Brasil,
encontram-se registrados diversos medicamentos fitoterapicos 0s quais
comecam a ganhar cada vez mais espaco no tratamento de doencas.
Profissionais usuarios da fitoterapia revelam bons resultados em tratamento de
parasitoses, enfermidades infecciosas e doencas inflamatérias (CARVALHO et
al., 2008; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; FREITAS et al., 2011; FREITAS et al.,
2011).

2.7 Alfa-bisabolol

O a-bisabolol € um alcool sesquiterpeno natural monociclico encontrado
nos Oleos essénciais de camomila (Matricaria chamomilla) (figura 5),
Vanillosmopsis erythropappa e outras plantas. Esse composto tem sido usado
por centenas de anos em cosméticos devido as suas propriedades de cura
percebidos na pele, sendo extraido atualmente da “camomila alem3”
(Chamomilla recutita L. Rausehert; Syn matricaria Chamomila L.) (HAN et al.,
2016).
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Figura 6. Flores de Matricharia chamomila

Fonte: www.botany.wisc.edu

O 6leo apresenta-se como um composto lipofilico, praticamente insoluvel
em agua, mas solivel em etanol e outros solventes. Tem um peso molar de
222,37 g/mol, densidade de 0,93 g/mL e ponto de ebulicdo de 314,5 °C a 1 atm.
Este composto existe sob a forma de quatro diastereocisémeros (Figura 7). A
forma mais comum é o alfa - (-) - bisabolol ou levomenol, que € o principal
responsavel pela atividade biologica geral do composto, enquanto o isémero alfa
- (+) - bisabolol é de natureza rara (SOUZA, SOUZA, MORAES; 2016).

Figura 7. Estrutura quimica dos quatro diasteroisémeros do alfa-bisabolol

alpha-(-)-bisabolol alpha-(-)-bisabolol alpha-(+)-bisabolol epi-alpha-(+)-bisabo

Fonte: KAMATOU, VILJOEN, 2010


http://www.botany.wisc.edu/courses/botany_400/PlantsofDay/Matricaria.html
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Comercialmente, a-bisabolol ( figura 8) € usado como um ingrediente de
fragrancia em cosméticos decorativos, perfumes finos, sabonetes, artigos de
higiene, agente calmante em cosméticos para bebés entre outros, bem como em
nao cosmeéticos, tais como produtos de limpeza domésticos e detergentes
(MARCO et al, 2015).

Figura 8. Estrutura molecular do a-bisabolol (C1sH260).

Fonte: CAVALIERI et al., 2004

Diversos estudos, demonstram que a-bisabolol possui uma variedade de
atividades bioldgicas, tais como despigmentadora (KIM et al, 2008.), atividade
anti-fungica (VILA et al., 2010.), antinociceptiva (LEITE et al., 2011; ROCHA et
al., 2011.; INOCENCIO LEITE et al., 2014), anti-tumoral (CAVALIERI et al., 2004;
PIOCHON et al., 2009; CHEN et al.,, 2010; DA SILVA et al., 2010; RIGO,
VINANTE, 2016), gastroprotetora (BEZERRA et al., 2009) e anti-inflamatéria.

Os efeitos anti-inflamatério do a-bisabolol foram demonstrados e
sugere-se que 0 mesmo esta relacionado a inibicdo em mediadores pro-
inflamatorios tais como iINOS e COX-2 através da via de sinalizacdo dos fatores
de transcricdo AP-1 e NF-Kb os quais estdo envolvidos na sintese de citocinas
pré-inflamatérias NF-kB. Estudos indicam ainda seus efeitos decorrentes da
inibicdo parcial na sintese de leucotrienos (LEITE et al., 2011; KIM et al., 2011).

O a-bisabolol demonstrou propriedades relaxantes sobre a musculatura
lisa traqueal de ratos, através da inibicdo dos canais de calcio voltagem
dependentes (SIQUEIRA et al., 2012).
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Além disso, a administragéo in vivo do a-bisabolol atenuou as respostas
aumentadas pelo carbacol em anéis de traquéia de ratos sensibilizados e
desafiados com ovalbumina. Dessa forma observa-se que o a-bisabolol é
biologicamente ativo em musculo liso (SIQUEIRA et al., 2012).

O alfa bisabolol se mostrou capaz de reduzir as lesGes gastricas
associadas a administracdes de etanol, provavelmente pela reducao do estresse
oxidativo e da atividade da mieloperoxidase no estomago (OLIVEIRA, 2011).

Em estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2011), avaliou-se a
atividade antioxidante do a-bisabolol, tendo o mesmo mostrado grande
capacidade, relacionada principalmente a inibicdo da geracdo de superoxidos e
diminuindo a atividade da catalase.

Hernandez-Ceruelos e colaboradores (2002), verificaram a auséncia de
genotoxicidade e efeito mutagénico de um 6leo de camomila, com um elevado
teor de a-bisabolol e seus 6xidos em ensaio in vivo com medula 0ssea de rato.

Estudos realizados em modelos experimentais de mutagenicidade
indicaram que a-bisabolol ndo foi mutagénico no teste Salmonella, bem como,
o a-bisabolol também mostrou inibir os efeitos da aflatoxina B1 e alguns outros
efeitos de acéo indireta de mutagénicos no teste Salmonella, o mecanismo de
antimutagenicidade seria explicado pelos seus efeitos inibidores sobre a
atividade de algumas isoformas do CYP (CYP1A e 2B subfamilias) envolvidas
na ativacdo metabdlica mutagénica (GOMES-CARNEIRO et al., 2005).Em
estudo de MAZOKOPAKIS et al., (2003) no qual pacientes com mucosite oral
em decorréncia de quimioterapia por metotrexato foram tratados com bochechos
de infuso de “camomila” (Matricaria recuttia Asteraceae “camomilla” indica

melhoras no quadro infalamatorio dos individuos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

e Avaliar os efeitos do alfa-bisabolol na mucosite intestinal experimental

induzida por 5- FU em camundongos.

3.2. Especificos

e Avaliar o efeito do a-bisabolol sobre a perda ponderal de camundongos
no modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU

e Identificar os efeitos do a-bisabolol sobre as alteracdes histolégicas
em vilo e cripta induzidas por 5-FU na mucosa intestinal

¢ Analisar os efeitos do a-bisabolol na prevencéo da inflamacéo e estresse
oxidativo no modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU

e Descrever os efeitos do a-bisabolol sobre o0 esvaziamento gastrico na
mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos

e Analisar o efeito do a-bisabolol sobre a contagem de mastdcitos na

mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos e/ou fémeas pesando entre
25-30g, provenientes do Biotério Setorial da Universidade Federal do Piaui
(UFPI). Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno, a
temperatura ambiente, com ciclos de claro/escuro de 12 em 12h, recebendo

ragao padrao e agua “ad libitum”.

4.2 Drogas e Reagentes

O 5-fluorouracil foi obtido do laboratorio industrial farmacéutico Eurofarma
(25 mg/ml). O alfa-bisabolol (BISA) foi obtido a partir da Sigma Chemical
Company. O a-bisabolol foi dissolvido em dimetilsufoxido (DMSO 2%). Todos os
outros reagentes e produtos quimicos eram de grau analitico e obtidos a partir

de fornecedores comerciais padrao.

4.3 Consideragdes Eticas

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram
aprovados pela Comiss&o de Etica em Pesquisa animal (CEPA) da Universidade
Federal do Piaui sob nimero 080/15.

4.4 Inducdo da mucosite intestinal e protocolo de tratamento com alfa-

bisabolol

A inducdo da mucosite intestinal deu-se baseado no modelo de
CARNEIRO-FILHO, 2004, a qual deu-se por administracéo de 5- FU (450 mg/kg)
Como mostrado na figura 9 os animais foram divididos aleatoriamente em cinco
grupos (n= 6, por grupo). Animais dos grupos 2,3,4 e 5 receberam 5-FU (450
mg/kg) dose Unica via intraperitoneal para indu¢cdo da mucosite. Os animais dos
grupos 3,4 e 5 receberam apods 24, 48, 72 horas da indu¢cdo da mucosite doses

de alfa bisabolol (BISA) (50, 100, 200 mg/kg, respectivamente) via hasogastrica
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(adaptado de ROCHA et al., 2010). Durante os 3 dias de tratamento, o grupo 1

recebeu DMSO (2%). No 4° dia, todos os animais foram anestesiados com éter,

amostras de sangue periférico foram coletadas por puncdo cardiaca para a

contagem total de leucécitos plasmaticos. Posteriormente fragmentos de jejuno

e ileo foram retirados para analise morfolégica e histopatoldgica, além da

dosagem na atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), da concentracdo de
grupos sulfidrilicos (GSH), dosagem de nitrito (SOARES et al., 2008; JUSTINO

et al., 2011).

Figura 9. Delineamento experimental de inducdo da mucosite e tratamento

com alfa-bisabolol

Tempo (dias)
e ,
\{
5-FU (450 mg/kg) Dose de BISA (50, 100 e 200 mg/kg) via
dose Unica i.p nasogastrica nos grupos 3,4 e 5,
nos grupos 2, 3, respectivamente. Animais do grupo 1
des receberam DMSO 2%
Sacrificio apds 4 hs da
=i ultima administracao de
K 22w BISA. Sacrificio dos

j%k

Segmentos de jejuno e
ileo

Fonte: autoria prépria

4.5. Analise Ponderal

Os animais foram pesados diariamente durante todo o

grupos 1,2,34e5

Leucograma
Analise ponderal
MPO
GSH
Nitrito
Morfometria
Parametros
histol6gicos

periodo

experimental. Os valores encontrados foram expressos em variavel de peso, em

relacdo ao peso inicial.
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4.6. Analise morfométrica e histopatoldgica

Os segmentos obtidos do jejuno e ileo foram fixados em formol a 10%.
Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados do formol e colocados em
alcool 70% e posteriormente parafinizados. A seguir, foram realizados cortes
histologicos de 5 um de espessura e fixados em hematoxilina e eosina para
posterior analise. As andlises foram feitas em estudo-cego.

As caracteristicas histopatologicas foram realizadas através de
microscopios bem como a presenca e a intensidade do infiltrado inflamatario.
O escores descritos abaixo foram usados:

0: Auséncia de leséo

1: Menos de 10 % das criptas contém células necréticas

2: Mais de 10 % das células contém células necroticas, mas a arquitetura
permanece intacta.

3: Mais de 10 % das células contém células necréticas com perda de
arquitetura (20%). Os vilos encontram-se encurtados e ocorre variavel hipertrofia

e hiperbasofilia.

Figura 10. Sistema de escores histol6gicos de Macpherson e Pfeiffer, 1978.

>Ol @ > @ : @ -

Achados Mucosa: vilos Mucosa: vilos com Muscular: Edema,
histologicos encurtados, perda células vacuolizagéo e
normais da arquitetura das vacuolizadas, infiltrado de
criptas, infiltrado necrose das neutréfilos
de células criptas, infiltrado
inflamatérias, de células
vacuolizagéo e inflamatorias.
edema. Muscular: Muscular: normal

normal

Fonte: Elaborado pelo autor

As variaveis morfométricas avaliadas incluiram altura dos vilos (topo a
base), alem da profundidade das criptas (invaginacdo entre os vilos). Tal

metodologia foi realizada com auxilio de um microscépio Optico acoplado ao
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sistema de aquisicédo de imagens (LEICA), onde foram medidas as alturas de 10
vilosidades e a profundidade das criptas intestinais, ambas em pm, sendo a
andlise feita por campo.

4.7. Mieloperoxidase (MPO)

Foram retirados 50 a 100 mg dos segmentos intestinais (jejuno e ileo) os
quais foram colocados em tampéo fosfato de potassio com 0,5% de brometo de
hexadecitrimetilamoénio (pH 6,0; 50 mg de tecido por ml) e posteriormente
homogeneizados em um macerador de tecido. A seguir, 0 homegenato foi
centrifugado a 5000 rpm por 2 minutos. A unidade da atividade de MPO foi
definida como aquela capaz de converter 1 mmol de peroxido de nitrogénio em
adgua em 1 minuto (BRADLEY et al., 1982).

4.8.Determinacdo de grupos sulfidrilas (GSH)

As amostras obtidas dos segmentos intestinais (100mg/ml) foram
homogeneizadas em EDTA 0,02. Aliquotas de 400 ul do homogenato foram
misturadas com 320 ul de H20 destilada e 80 pl de acido tricloroacético (TCA) a
50% para precipitacdo das proteinas. Depois dessa etapa o material foi
centrifugado por 15 min em rotacdo de 3000 rpm a uma temperatura de 4°C. Em
seguida, novas aliquotas de 400 pl do sobrenadante foram misturadas com 800
pl de tampéo TRIS 0,4 M, pH 8.9 e com 20 ul 5,5-ditiobis-( &cido 2-nitrobenzdico)
(DTNB) e agitadas por 3 min. A absorbancia usada foi de 412 nm. A
concentracdo de GSH foi expressa por ug/mg de tecido a partir de uma curva
padrdo. A substéncia usada para o branco foi o tampéo Tris (SEDLAK, LINDSAY,
1968)

4.9. Dosagem de nitrito

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

Em um tubo branco foi adicionado 500 pL do reagente mais 500 pL de
agua destilada, em outro tubo teste sera adicionado 500 L do reagente mais
500 ul do homogenato a 10%. A leitura foi feita em espectrofotdbmetro a 560 nm.
A concentragdo de nitrito sera determinada a partir de uma curva padrdo de
nitrito produzido usando NaNO:2 e os resultados foram expressos em mM.

4.10. Imunohistoquimica para deteccdo de enzima iNOs)

Na deteccéo da atividade da enzima oOxido nitrico sintase induzivel usou-
se 0 método da estreptavidina-biotina peroxidase (HSU; RAINE, 1981). No 4°
dia, os animais foram sacrificados e tiveram segmentos de jejuno e ileo
removidos e fixados em formol 10% por 24 hs para confecgédo das laminas. Os
cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e &lcool e imersos em tampéao
citrato 0,1 M (pH=6), sob aquecimento em forno microondas por 15 minutos para
recuperacdo antigénica. Apos, o resfriamento obtido em temperatura ambiente
durante 20 minutos foram feitos lavagens com solugdo tamponada de fosfato
(PBS), intercaladas com bloqueio de peroxidase enddégena com solucéo de H20:2
a 3% (15 minutos). Os cortes foram incubados “overnight” (4°C) com anticorpo
primario de coelho anti-NOSi diuido 1:1200 em PBS com albumina sérica bovina
5% (PBS-BSA). Apds a lavagem no dia seguinte, foi feito a incubagdo com
anticorpo (secundario) de deteccao biotinilado anti-igG de coelho diluido 1:1200
em PBS-BSA por 30 minutos. Depois, de lavado, os cortes foram incubados com
o complexo estrepto-avidina peroxidase (conjugada) por 30 minutos. Apds nova
lavagem com PBS, seguiu-se coloracdo com o cromdégeno 3,3
diaminobenzidine-peréxido (DAB), seguida por contra-coloracdo com
hematoxilina de Mayer. Por fim, realizou-se a desidratacdo das amostras e

montagem das laminas

4.11. Esvaziamento gastrico

Inicialmente, camundongos (n= 6 por grupo) foram tratados com a dose

Gnica de 450 mg/kg de 5-FU (i.p.) para inducdo da mucosite. Apés 24, 48 e 72
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horas animais foram tratados com alfa-bisabolol (50, 100, 200 mg/kg) seguindo
o protocolo experimental (Fig.9). Do 3° para o 4° dia experimental, foram
mantidos em jejum de sélidos por 18 horas, mas com livre acesso a agua até
momentos antes do inicio do experimento. Apos 4 hs do ultimo dia de tratamento
com alfa-bisabolol cada animal recebeu, por gavagem, 300 uL da solucdo
glicosada (5%) contendo vermelho de fenol (0,75 mg/ml), com um intervalo de 5
minutos de um animal para o outro. Apés 20 minutos da administracdo do
corante, os animais foram eutanasiados e submetidos a uma laparotomia
mediana. Para tanto, foi aberto o abdémen por uma incisdo mediana na parede
abdominal desde o apéndice xiféide. A seguir as juncdes esbfago- gastrica,
gastroduodenal e ileo- cdélica foram rapidamente isolados e o estbmago e o
intestino delgado foram retirados, estendidos e divididos em quatro segmentos
consecutivos: Estbmago e Intestino. Com o auxilio de uma proveta contendo
uma solugédo de NaOH (100ml, 0,1N) os volumes de cada segmentos foram
determinados. Depois de medir o volume, 0os segmentos foram homogeneizados
em uma solucdo de NaOH 0,1N com o auxilio de um misturador por 30 s. Apés
20 minutos da homogeneizagao foram retirados 1000 pL de cada amostra e
levado para centrifugagcéo por 10 min a 2800 rpm. Foram retirados 500 pL do
sobrenadante e a este adicionado acido tricloroacético (TCA) (20% peso/volume)
e centrifugado novamente por 20 min com a finalidade de obter a precipitacdo
de proteinas. Por fim, uma placa de 96 pocos foi montada com 150 ul da amostra
e 200ul de NaOH (0,5 N), a placa foi lida numa leitora de ELISA sob um
comprimento de onda de 540 nm. Uma curva padrdo foi obtida em cada
experimento a partir de uma concentracdo conhecida de vermelho fenol apés a
adicdo da solucdo de NaOH (0,5 N). O coeficiente linear da curva padréo foi
estabelecido e utilizado para determinacdo da concentracdo do corante (C) da
solucéo e em seguida foi calculada a quantidade de vermelho fenol recuperada
em cada segmento.

A retencdo gastrica do vermelho fenol foi expressa em porcentagem, de
acordo com a seguinte formula: Retengdo géastrica= Quantidade de vermelho
fenol recuperada do estdmago/ Quantidade total de vermelho fenol recuperada

nos segmentos estbmago mais intestino).
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4.12.Analise da concentracdo de mastocitos

Os blocos de parafina com amostra de pele foram selecionados para a
coloracdo com azul de toluidina. A mesma foi utilizada para evidenciar a
presenca de mastocitos no tecido, tal como determinado por. A contagem de
mastocitos foi realizada na pele utilizando a objetiva de 40 vezes, em um
microscopio Optico. Para a analise computacional imagens digitais foram
capturadas em microscopio binocular acoplado a uma camera, ligada a um
computador (PERUSSOLO, 2015). A contagem foi realizada usando-se 10

campos em cada lamina.

4.13.Anéalise estatistica.

Os resultados foram expressos como média £+ EPM ou como mediana +
minimo e maximo.A analise estatistica foi realizada usando o teste de andlise de
variancia ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls. Os escores histoldgicos
foram avaliados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste
de multiplas comparagfes de Dunns. Significancia estatistica foi considerada
para valores que apresentaram p<0,05. Para realizagéo dos testes estatisticos

foi utlizado o software Prism versdo 5 da GraphPad Software.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento com a-bisabolol nas alteragcfes histopatologicas
em jejuno e ileo de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-
FU.

A coloragdo de segmentos intestinais com hematoxilina e eosina
propiciou visualizar microscopicamente a arquitetura tecidual e analisar as
alteracdes morfoldgicas induzidas por 5-FU no intestino delgado (jejuno e ileo).

Em condi¢Bes normais, conforme demonstrado neste estudo pelo grupo
controle DMSO (11 A e B), as criptas intestinais do intestino delgado (jejuno e
ileo) encontram-se preservados, isto é, sem alteracdes morfologicas.
Enquanto que a administracdo de 5-FU induziu alteracdes da mucosa
intestinal, evidenciadas pela reducdo da altura das vilosidades do intestino
delgado e do comprimento das criptas intestinais, vacuolizacéo de células da
mucosa intestinal, bem como intenso infiltrado de células inflamatérias (11 C e
D).

O 5-FU induziu infiltrado de células inflamatérias (setas vermelhas),
diminuicdo nas vilosidades intestinais (setas azuis), perda de arquitetura das
criptas intestinais (setas pretas), vacuolizacao de células epiteliais (setas verdes)
em segmentos de jejuno e ileo. Observou-se que o tratamento com a-bisabolol
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg diminuiu infiltrado inflamatério, preveniu o

encurtamento das vilosidades e a aumento nas profundidades das criptas.
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Figura 11. Efeito do tratamento com a-bisabolol nas alteracfes
histopatolégicas em segmentos de jejuno e ileo de camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Controle_

B-100+5-FU

B-200+5-FU

3 % = S 4
5-FU induziu infiltrado de células inflamatérias (setas vermelhas), diminuicdo nas vilosidades
intestinais (setas azuis), perda de arquitetura das criptas intestinais (setas pretas), vacuolizagcao
de células epiteliais (setas verdes) em segmentos de jejuno e ileo (painéis C e D). Observa-se
gue o tratamento com BISA nas doses de 50 (painéis E e F), 100 (G e H) e 200 mg/kg (1 e J)
diminuiu infiltrado inflamatorio, preveniu o encurtamento das vilosidades e o aumento nas
profundidades das criptas.
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5.2. Efeito do tratamento com a-bisabolol nos escores histopatoldgico de
camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU

A tabela 2 mostra que os animais que receberam apenas 5-FU
apresentaram nos dois segmentos estudados as seguintes caracteristicas:
mucosa com vilos encurtados, necrose das criptas, intenso infiltrado inflamatério,
vacuolizagdo, mas camada muscular normal, o que conferiu valores de escore
mais alto que o do grupo controle DMSO 2%. O grupo que recebeu tratamento
com BISA na dose de 100 mg/kg apresentou significativa melhora nos escores

microscopicos.
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Tabela 2. Efeito do tratamento com a-bisabolol nos escores

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

Segmentos Grupos Experimentais
intestinais
DMSO 2% 5-FU BISA-50 BISA-100  BISA-200
Jejuno 0 (0-0) 2,5(2-3)* 2(1-3) 1(1-2) 2(1-3)
ileo 0 (0-0) 2,5(2-3)* 2(1-3) 1(1-2) 2(1-3)

5-FU aumenta de forma significativa os escores histopatol6gicos quando comparado ao grupo

DMSO. BISA na dose de 100 mg/kg diminui os escores de forma significativa quando
comparados ao grupo 5-FU.

# p<0,01, comparado ao grupo DMSO
* p<0,01 comparado ao grupo 5-FU
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5.3.Efeito do tratamento com a-bisabolol nas alteraces morfométricas em
vilos dos segmentos intestinais de jejuno e ileo de camundongos com

mucosite intestinal induzida por 5-FU.

De acordo com a figura 12A observa-se que a administracdo do 5-FU
diminuiu de forma significativa a altura dos vilos (63,28 + 4,03 um) no segmento
de jejuno quando comparado ao grupo DMSO (117,54 + 3,90 pum) (p<0,05). BISA
nas doses de 50 mg/kg (81,39 = 3,10 um),100 (102,70 £ 3,15 pm) um e 200
(85,24 + 2,59 um), reverteram de forma significativa o encurtamento dos vilos
guando comparado ao grupo lesivo 5-FU (p<0,05).

Em segmento de ileo a figura 12B mostra que o uso de 5-FU (63,80+4,00
pum) diminuiu de forma significativa a altura dos vilos quando comparado ao
grupo DMSO (119,57 £ 4,06 um) (p<0,05). BISA nas doses de 50 (81,37 £+ 3,10
pm),100 (107,10 + 3,94 um) e 200 (87,41 + 2,64 pm) mg/kg, reverteram de forma
significativa o encurtamento dos vilos quando comparado ao grupo lesivo 5-
FU(p<0,05).
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Fig. 12 . Efeito do tratamento com a-bisabolol nas alteracdes morfométricas
em vilos dos segmentos intestinais de jejuno (A) eileo (B) de camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU
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5-FU diminuiu de forma significativa a altura dos vilos no segmento de jejuno e ileo quando
comparado ao grupo DMSO. BISA nas doses de 50 ,100 e 200 mg/kg, reverteu de forma
significativa o encurtamento dos vilos quando comparado ao grupo lesivo 5-FU.Os valores foram
expressos como média + E.P.M, pelo teste ANOVA seguido de Newman-Keuls.

# p<0,001, quando comparado ao grupo DMSO

* p<0,01 quando comparado ao grupo 5-FU

** p<0,001 quando comparado ao grupo 5-FU.
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5.4. Efeito do tratamento com a-bisabolol na profundidade das criptas dos
segmentos intestinais de jejuno e ileo de camundongos com mucosite
intestinal induzida por 5-FU

A figura 13 mostra aumento na profundidade das criptas em segmentos
de jejuno (13A) tratados com 5-FU (68,21 £+ 1,69 um). O tratamento com BISA
nas doses de 100 mg/kg (54,62 £ 2,47 pum) e 200 mg/kg (50,93 + 1,29 um)
reverteu de forma significativa tal aumento (p<0,05). Observou-se de acordo com
a figura 13B que o 5-FU aumenta de forma significativa a profundidade das
criptas em segmentos de ileo (68,23 £ 1,69 um) quando comparado ao grupo
DMSO (40,98 + 2,27 um) (p<0,05). BISA nas doses de 100 (54,62 = 2,27 pum) e
200 mg/kg (50,93 + 1,29 um), reverteu de forma significativa o0 aumento quando

comparado ao grupo lesivo 5-FU (p<0,05).
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Figura 13. Efeito do tratamento com a-bisabolol na profundidade das
criptas em segmentos intestinais de jejuno (A) e ileo (B) de camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

A
80+
)
&8 - -
% 60- _x
) —_—
3]
E E 404 \\
3 \
©
S 204 \
3 \
S0 . \
50 100 200
a -Bisabolol (mg/kg)
5-FU ( 450 mg/kg)
801 °
€ 604 — .
s _ N
g E a0 §\
: \
S
B 0 ] ] \
DMSO - 50 100 200
o -Bisabolol (mg/kg)
5-FU ( 450 mg/kg)

5-FU aumentou de forma significativa a profundidade das criptas nos segmentos de jejuno e ileo
quando comparado ao grupo DMSO. BISA nas doses de 100 e 200 mg/kg, reverteu de forma
significativa o aumento na profundidade das criptas quando comparado ao grupo lesivo 5-FU.
Os valores foram expressos como média + E.P.M, pelo teste ANOVA seguido de Newman-Keuls
# p<0,001, quando comparado ao grupo DMSO

* p<0,001 quando comparado ao grupo 5-FU
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5.5 Efeito do tratamento a-bisabolol na relacéo vilo/cripta em segmentos
intestinais de jejuno (A) e ileo (B) de camundongos com mucosite intestinal
induzida por 5-FU.

A figura 14A demonstra que os animais nos quais foram administrado
apenas 5-FU (0,73% 0,04 um) mostraram uma diminuicdo na relacéo vilo/cripta
nos segmentos de jejuno quando comparado ao grupo DMSO 2 % (2,09 £ 0,16
pm). No entanto, os animais quando tratados com alfa-bisabolol nas doses de
50 (1,35 £ 0,06 pm), 100 (1,88 £ 0,24 pm) e 200 mg/kg (1,73 £ 0,06 pum)
apresentaram um aumento em tal relacdo quando comparado ao grupo 5-FU
(0,73 £ 0,04 um).

No segmento de ileo (fig. 14 B) observa-se que no grupo 5-FU (0,87+0,07
pm) encontra-se uma diminuicdo na relagéo vilo/cripta quando comparado ao
grupo controle negativo DMSO 2% (3,00 + 0,07 um). Porém os animais que
receberam BISA nas doses de 50 (1,25 £ 0,06 um), 100 (2,00 £ 0,18 um) e 200
mg/kg (1,75 = 0,06 pm) apresentaram um aumento na relacdo quando

comparado ao grupo 5-FU (0,87 £ 0,07 um).
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Figura 14. Efeito do tratamento com a-bisabolol na relagdo vilo/cripta em
segmentos intestinais de jejuno (A) e ileo (B) de camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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5-FU diminui de forma significativa a relacéo vilo/cripta nos segmentos de jejuno e ileo quando
comparado ao grupo DMSO 2%. BISA nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, reverteu de forma
significativa tal relacdo quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. Os valores foram expressos
como média + E.P.M, pelo teste ANOVA seguido de Newman-Keuls

# p<0,001, quando comparado ao grupo DMSO

* p<0,01 quando comparado ao grupo 5-FU

** p<0,001, quando comparado ao grupo 5-FU
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5.6. Efeito do tratamento com a-bisabolol na atividade de mieloperoxidase
(MPO) em segmentos intestinais de jejuno (A) ileo (B) de camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU

A enzima mieloperoxidase esta presente nos granulos azurofilos de
neutrofilos e usados como marcador de neutrofilos.

De acordo com a figura 15A observou-se que o grupo 5-FU aumenta de
forma significativa os niveis de mieloperoxidase (MPQO) nos segmentos de jejuno
(6,53 + 1,35 UMPO/mg) em relacao ao grupo DMSO (2,40 = 0,21 UMPO/mg). O
tratamento com BISA na dose de 100 mg/kg diminuiu significativamente os niveis
de mieloperoxidase (3,38 = 0,32 UMPO/mg) quando comparado ao grupo 5-FU
(6,53 + 1,35 UMPO/mg) enquanto que o tratamento nas doses de 50 mg/kg e
200 mg/kg ndo demonstra diferenca estatisticamente quando comparado ao
grupo 5-FU (p>0,05).

A figura 15B, observa-que o grupo 5-FU aumenta de forma significativa
os niveis de mieloperoxidase nos segmentos de ileo (5,89 + 1,19 UMPO/mg) em
relacdo ao grupo DMSO 2% (1,39 £ 0,35 UMPO/mg). O tratamento com BISA
nas doses de 100 mg/kg (1,28 + 0,36 UMPO/mg) e 200 mg/kg (2,97 + 0,52
UMPO/mg), diminui os niveis de MPO de forma significativa, quando comparado
ao grupo 5-FU (p<0,05).
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Figura 15. Efeito do tratamento com a-bisabolol na atividade de
mieloperoxidase (MPO) em segmentos intestinais de jejuno (A) e ileo (B)
de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU
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5-FU aumenta de forma significativa os niveis de mieloperoxidase (MPO) nos segmentos de
jejuno e ileo em relacéo ao grupo DMSO. BISA nas doses de 100 e 200 mg/kg, diminui os niveis
de MPO de forma significativa em segmento de ileo, quando comparado ao grupo lesivo 5-FU.
Os valores foram expressos como média + E.P.M, pelo teste ANOVA seguido de Newman-Keuls.

# p<0,01, quando comparado ao grupo DMSO
* p<0,05 quando comparado ao grupo 5-FU
** n<0,01 quando comparado ao grupo 5-FU
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5.7. Efeito do tratamento com a-bisabolol na atividade de GSH nos
segmentos intestinais de jejuno (A) e ileo (B) de camundongos com
mucosite intestinal induzido por 5-FU.

A enzima glutationa (GSH) é um antioxidante fisiol6gico, o qual é
armazenado nas células e consumido durante processos inflamatorios, devido a
alta producéo de espécies reativas de oxigénio, tendo o papel de neutralizar a
acao de tais agentes.

A figura 16 A observa-se que 5-FU diminui em segmento de jejuno 0s
niveis de GSH (202,49 + 15,46 ug/g) de forma significativa quando comparado
ao grupo DMSO (445,61 + 66,83 ug/g). BISA nas doses de 50 (403,75 + 52,54
ug/g) e 100 mg/kg (492,55 + 43,36 ug/g), elevou os niveis de Glutationa
reduzida (GSH) de forma significativa, quando comparado ao grupo lesivo 5-FU
(p<0,05).

Na figura 16B observa-se que 0s segmentos intestinais de ileo dos
animais submetidos a mucosite intestinal por 5-FU demonstraram niveis de GSH
diminuidos (258 + 29,74 ug/g) quando comparados ao grupo 5-FU (460,6 + 73,98
pg/g). O tratamento com BISA nas doses de 50 mg/kg (429,77 + 53,01 pg/g) e
100 mg/kg (491,12+42,72 ug/g) aumentaram significativamente os niveis de
GSH quando comparado ao grupo 5-FU (p<0,05).
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Figura 16. Efeito do tratamento com a-bisabolol na atividade de GSH nos
segmentos intestinais de jejuno (A) e ileo (B) de camundongos com

mucosite intestinal induzida por 5-FU.

A
600~
S T :
£ 400- 1
(=]
=
I —
o # /
200 %
0 T T 1
DMSO - 50 100 200
a-Bisabolol (mg/kg)
5-FU (450 mg/kg)
B
600+
B . 1
E BB
£ 4001
=
% #
& L
2004 \
AL . _
DMSO - 50 100 200
a -Bisabolol (mg/kg)
5-FU (450 mg/kg)

5-FU diminui os niveis de GSH de forma significativa quando comparado ao grupo DMSO. BISA
nas doses de 50 e 100 mg/kg, mantém os niveis de Glutationa reduzida (GSH) de forma
significativa, quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. Os valores foram expressos como média

+ E.P.M, pelo teste ANOVA seguido de Newman-Keuls.

# p<0,05, quando comparado ao grupo DMSO
* p<0,05 quando comparado ao grupo 5-FU
** p<0,01 quando comparado ao grupo 5-FU
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5.8. Efeito do a-bisabolol sobre os niveis de nitrito em ileo de camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU

Na figura 17, observa-se que no ileo dos animais que receberam somente
5-FU, houve um aumento estatisticamente significativo das concentracbes de
nitrito (0,42 = 0,02 uM) quando comparados ao grupo DMSO (0,31 £ 0,03 uM).
O tratamento com BISA na dose de 100 (0,27 + 0,02 uM) mg/kg diminui de forma

estatisticamente significativa os niveis de nitrito (p<0,05).
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Figura 17. Efeito do tratamento com a-bisabolol sobre os niveis de nitrito

em ileo de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU
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5-FU aumentou de forma significativa os niveis de nitrito no segmento de ileo quando comparado
ao grupo DMSO. BISA nas doses de 50 e 100 mg/kg, reverteram de forma significativa o aumento
quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. Os valores foram expressos como média + E.P.M, pelo
teste ANOVA seguido de Newman-Keuls

# p<0,01, quando comparado ao grupo DMSO
* p<0,01 quando comparado ao grupo 5-FU
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5.9. Efeito do tratamento com a-bisabolol sobre a expressédo de iNOs em
segmentos de jejuno (A) e ileo (B) de camundongos com mucosite
intestinal induzida por 5-FU

O papel do 6xido nitrico no processo inflamatério pode ser mensurado
pela expressdo da enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOs), a qual é
manifestada em uma multiddo de células diferentes, incluindo macroéfagos,
células endoteliais, células da musculatura lisa vascular.

A figura 18 mostra evidente imunomarcacao para iNOs em segmentos de
jejuno e ileo nos animais que receberam apenas 5-FU ( painéis C e D), enquanto
que a expressdo da enzima encontra-se diminuida nos segmentos de animais

que receberam alfa-bisabolol na dose de 100 mg/kg ( painéis E e F).
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Figura 18. Efeito do tratamento com a-bisabolol sobre a expressao de iNOs
em segmentos de jejuno e ileo de camundongos com mucosite intestinal
induzida por 5-FU.
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5-FU aumenta a expressdo da enzima iNOs em segmentos de jejuno e ileo de camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU( painéis C e D) quando comparado ao grupo controle
DMSO 2% (painéis A e B). BISA na dose de 100 mg/kg diminui a expresséo da enzima nos dois
segmentos ( painéis A e F)
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5.10. Efeito do a-bisabolol na contagem de mastdcitos em jejuno de
camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

De acordo com a figura 19, observou-se que 5-FU aumentou de forma
estatisticamente significativa o niamero total de mastdcitos em segmentos de
jejuno (53,8 + 3,42). BISA na dose de 100 mg/kg (31,6 £ 1,19), diminui de forma

estatisticamente significativa 0 nimero de mastacitos (p<0,05).
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Figura 19. Efeito do tratamento com a-bisabolol na contagem de mastocitos
em jejuno de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU
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5-FU aumenta de forma significativa a contagem total de mastdcitos em segmentos de jejuno
quando comparado ao grupo DMSO. BISA na dose de 100 mg/kg, reverteu de forma
significativa o aumento quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. Os valores foram expressos
como média + E.P.M, pelo teste ANOVA seguido de Newman-Keuls

# p<0,01, comparado ao grupo DMSO
* p<0,01 comparado ao grupo 5-FU
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5.11. Efeito do tratamento com a-bisabolol na acdo de mastécitos em jejuno
de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

A coloracdo de segmentos intestinais com azul de toluidina
propiciou visualizar microscopicamente a presenca de mastécitos em
segmentos de jejuno. De acordo com a figura 20, observa-se que o 5-FU
induziu aumento na contagem de mastécitos quando comparado ao grupo
DMSO. Observou-se que o tratamento com a-bisabolol nas dose de 100 mg/kg

diminuiu a presenca de tais células.



64

Fig. 20. Efeito do tratamento com a-bisabolol na contagem de mastocitos
em jejuno de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

5-FU induziu infiltrado de células mastocitarias (painel B) quando comparado ao grupo DMSO
(painel A). Observa-se que o tratamento com BISA na dose de 100 mg/kg (painel D) diminuiu de
forma significativa o infiltrado de mastécitos quando comparado ao grupo 5- FU (painel B).
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5.12. Efeito do a-bisabolol no esvaziamento gastrico em camundongos
com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

O Esvaziamento gastrico constitui-se parametro importante quanto as
alteracdes de motilidade envolvidas em diversos processos. De acordo com a
figura 21. observou-se que a administragdo do 5-FU aumentou a atividade
permanecida no estbmago (64,50 + 2,54%) aumentando a retencao gastrica. O
tratamento com BISA na dose de 100 mg/kg reverteu o retardo decorrente do
uso de 5-FU (49,08 + 1,13%)).
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Figura 21. Efeito do tratamento com a-bisabolol no esvaziamento gastrico
em camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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5-FU aumenta de forma significativa a retencao gastrica quando comparado ao grupo DMSO.
BISA na dose de 100 mg/kg diminui a retencao.

# p<0,01, comparado ao grupo DMSO
* p<0,01 comparado ao grupo 5-FU
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5.13.Efeito do tratamento com a-bisabolol na contagem de leucocitos de

camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU

De acordo com a figura 22 observa- que o 5-FU diminui de forma
significativa contagem de leucécitos (2,13 + 0,13 x 10%/ml) quando comparado
ao grupo DMSO (3,97 + 0,43 x 10%/ml). O a-bisabolol nas doses de 100 mg/kg
(3,04 + 0,09 x 10%/ml) e 200 mg/kg (3,46 + 0,12 x 10%/ml) reestabeleceu de forma
significativa contagem total de leucdcitos quando comparado ao grupo lesivo 5-
FU (p<0,05).
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Figura 22..Efeito do tratamento com a-bisabolol na contagem de
leucdcitos em camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU
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5-FU diminui de forma significativa contagem de leucécitos quando comparado ao grupo DMSO.
BISA nas doses del00 e 200 mg/kg reestabelece de forma significativa contagem total de

leucécitos quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. Os valores foram expressos como média +
E.P.M, pelo teste ANOVA seguido de Newman-Keuls.

# p<0,001, quando comparado ao grupo DMSO
* p<0,05 quando comparado ao grupo 5-FU
** p<0,01 quando comparado ao grupo 5-FU
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5.14.Efeito do tratamento com a-bisabolol na variagcéo de peso corporal

dos animais tratados com 5-FU

A variacao de peso corporal dos camundongos mostrou-se evidente
apos a administracdo do 5-FU. A figura 23 mostra que houve perda de massa
corporal nos animais tratados somente com 5-FU (-2,50 + 0,57%) quando
comparados ao grupo controle que ganhou massa corporal (0,91 = 0,51%) em
relacdo ao peso inicial.

Os animais tratados com a-bisabolol (50, 100 e 200 mg/kg) tiveram uma

perda de peso reduzida em relacdo ao grupo tratado somente com 5-FU.
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Figura 23. Efeito do tratamento com a-bisabolol na variacdo de peso
corporal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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5-FU provoca perda de peso nos animais quando comparado ao grupo DMSO 2%. Tratamento
com BISA diminui a perda de peso. Os valores foram expressos como média + E.P.M.,pelo teste
ANOVA seguido de Newman-Keuls.

# p<0,05 comparados com o grupo DMSO 2%
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DISCUSSAO

A quimioterapia € uma das principais op¢oes de tratamento usada em
pacientes com cancer. No entanto, a maioria dos quimioterapicos utilizados
atualmente estdo associados com efeitos adversos substanciais sobre pacientes
submetidos ao tratamento quimioterapico agindo principalmente em tecidos com
alta taxa de proliferacdo como o intestino, levando ao quadro toxico de mucosite
intestinal. Esta toxicidade podem aumentar substancialmente o risco de reducao
da dose dos agentes quimioterapéuticos e da frequéncia de infeccéo, o que por
sua vez interfere com o tempo e consequentemente os resultados do tratamento
do cancer. O interesse na realizacdo do presente trabalho deu-se em
decorréncia do impacto ocasionado pela mucosite intestinal oriunda do
tratamento quimioterdpico (NASCIMENTO et al., 2014).

A mucosite, também conhecida como lesdo da barreira mucosa, € um dos
efeitos secundarios mais debilitantes da radioterapia e do tratamento
guimioterapico. Clinicamente, a mucosite esta associada a dor, bacteremia e
desnutricdo. Além disso, a mucosite € uma razdo frequente para adiar o
tratamento de quimioterapia, levando em ultima analise a uma maior mortalidade
em pacientes com cancer. De acordo com o modelo introduzido por Sonis, tanto
a inflamacdo como a apoptose da barreira mucosa resultam na sua
descontinuidade, promovendo assim a translocagéao bacteriana (VAN VLIET et
al., 2010).

Sonis (2004) classifica a patogénese da mucosite em cinco fases, sendo:
iniciacdo, resposta primaria ao dano, amplificacdo de sinais, ulceracdo e
cicatrizacdo. Na fase inicial ocorre agressao tanto as células epiteliais e do tecido
conjuntivo por meio de dano ao DNA e formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), o que diminui a renovagao celular, afetando, em especial,
epitélio e vasos sanguineos. Na etapa seguinte ocorre a ativacdo dos fatores
nucleares de transcricdo da familia Kappa-B (NF-kB), que atua induzindo
centenas de genes ativadores de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a
(fator de necrose tumoral), IL1-B (interleucina 1B) e IL6 (interleucina 6),
intensificando o quadro infalamatario.

A fase Ill € consequéncia da ativacdo das citocinas pro-inflamatérias

(TNF-a e IL 1-B), que causam dano ao epitélio, endotélio e fibroblastos. Na fase
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IV ocorre perda de integridade da mucosa, causando lesdes. Na quinta e ultima
fase, denominada de cicatrizacdo, as moléculas mensageiras sdo lancadas
direto da matriz extracelular ao epitélio contiguo a ulcera, induzindo-o a divisao,
migracdo e diferenciacdo, a fim de possibilitar a formacdo de uma mucosa
integra.

Baseado em dados da literatura, utilizou-se 5-fluorouracila (450 mg/kg)
dose Unica via i.p para induzir o modelo de mucosite nos animais
(SOARES,2008; JUSTINO et al., 2014;JUSTINO et al., 2015; ARAUJO et al.,
2015) a qual foi caracterizada por alteracdes intestinais acompanhada por
resposta inflamatoria e perda de peso.

No presente estudo, a administracdo intraperitoneal de 5-FU causou
danos significativos a estrutura do intestino delgado, impactando ainda mais na
altura dos vilos em segmentos de jejuno e ileo, além do aumento na
profundidade das criptas em ambos os segmentos. Ressalta-se que as drogas
citotoxicas prejudicam a renovacdo celular do epitélio intestinal levando ao
quadro de achatamento dos vilos e danificando as células auto renovaveis da
cripta (ZUO et al., 2015). No entanto, a administragao de alfa-bisabolol preservou
a arquitetura de vilos ao diminuir de forma significativa o encurtamento de tais
estruturas e diminuindo a profundidade das criptas. O 6leo essencial poderia
estar atuando diminuindo a apoptose das células das criptas as quais atuam na
proliferacdo das células das microvilosidades, levando ao quadro de protecao
intestinal.

Para os diferentes aspectos da arquitetura intestinal encontrados em cada
grupo atribuiu-se escores histolégicos baseados nas caracteristicas, em que
foram avaliados: destruicdo da arquitetura da mucosa; presenca e grau de
infiltracdo celular; presenca ou auséncia de ulceracdes; e tamanho do vilo.
(Tabela 1).

A distribuicdo dos escores mostrou que o processo inflamatorio, migracéao
celular e perda da arquitetura em vilos e criptas apresentou-se evidente no grupo
gue recebeu apenas 5-fluorouracil, quando comparados aos animais do grupo
DMSO 2%, tanto em segmentos de jejuno quanto de ileo. A tabela mostra ainda
que a administragéo de alfa-bisabolol na dose de 100 mg/kg diminuiu de forma
significativa os escores, evidenciando diminuicdo no infiltrado inflamatorio,

manutencgao na arquitetura de vilos e criptas.
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Com o objetivo de medir a infiltracdo de neutrofilos no tecido, investigou-
se a atividade da enzima mieloperoxidase intestinal. Os niveis de MPO
mostraram-se elevados nos segmentos de jejuno e ileo nos animais do grupo
5-FU, quando comparado ao grupo controle DMSO 2%.

De outro modo, a quantidade de MPO nos segmentos de jejuno e ileo de
camundongos tratados com alfa-bisabolol diminuiu de forma significativa quando
comparado ao grupo 5-FU. No jejuno a dose de 100 mg/kg reverteu de forma
significativa o infiltrado neutrofilico decorrente do uso de 5-FU, enquanto que em
segmentos de ileo as doses de 100 e 200 mg/kg mostraram-se eficazes ao
reduzir os niveis de MPO quando comparado ao grupo que recebeu apenas 5-
FU, indicando assim uma reducdo no processo inflamatério. ROCHA e
colaboradores (2011) relata que o alfa-bisabolol nas doses de 100 e 200 mg/kg
diminuiu os niveis de mieloperoxidase em modelos de inflamagcdo e
hipernocicepc¢do quando comparados aos grupos controle.

Devido ao seu odor agradavel floral-doce e aparente inocuidade, o alfa-
bisabolol (BISA) tém sido amplamente utilizado como ingredientes de
preparacdes cosmeéticas, tais como gel pds-barba, formulacbes de logcbes
corporais, desodorantes, além de produtos para cuidados pés-sol. Em alguns
paises europeus, chas de camomila vém sendo usados na medicina popular
para tratar doencas inflamatérias, febre e diarreia e para alivio da dor menstrual
(GOMES-CARNEIRO et al., 2005; KIM et al., 2011; MAURYA et al., 2014).

O alfa-bisabolol tem sido investigado por seus diversos efeitos, dentre
0S quais encontra-se o efeito antinflamatdrio. Tomi¢ e colaboradores (2013)
relata que preparacfes de matricaria apresentam uso frequente por suas
propriedades anti-inflamatérias. Os autores demonstraram ainda que o 6leo de
matricaria rico em 6xidos de bisabolol diminuiu o processo inflamatério induzido
por carragenina, igualando tal efeito ao farmaco padréo ibuprofeno.

Além das barreiras fisicas, os neutrofilos sdo considerados parte da
primeira linha de defesa imunoldgica. Eles podem ser encontrados na corrente
sanguinea, onde apresentam uma vida Gtil de 6-8 h, e no tecido, onde podem
durar até 7 dias. S&o as primeiras células do sistema imunoldgico a migrar para
um local de inflamacéo, onde desempenham um papel importante na eliminacao
de patégenos e producdo de citocinas intensificando o processo inflamatério
((LACY, 2006; DELGADO-RIZO et al., 2017). Possui granulos azurofilos e
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vesiculas secretoras os quais desempenham um papel essencial na maioria de
suas funcbes de neutréfilos com destaque para destruicdo de microorganismos
fagocitados. Os granulos de neutrofilos contém um grande numero de
substancias antimicrobianas e potencialmente citotoxicos as quais defendem o
hospedeiro contra patdgenos invasores. Dentre tais substancias encontra-se a
enzima mieloperoxidase (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003; YANG et al.,
2016).

A MPO é uma enzima proinflamatéria importante secretada pelos
neutrofilos ativados que desempenham papel na protecdo celular contra a
infeccdo microbiana por Formando acido hipocloroso / hipoclorito. Essas
espécies reativas podem reagir com macromoléculas celulares hospedeiras e
conduzem a dano no local da inflamagdo como néo regulado A expressdo da
MPO tem sido associada a varios condi¢cdes e doencas (AL-ASMARI, et al.,
2016).

A mieloperoxidase pode agir no endotélio vascular promovendo a
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e expressédo de moléculas de adesao,
levando ao aumento da permeabilidade vascular e aumento da adesao de
neutrofilos. Apds desgranulacéo, o neutrdfilo também libera vérias substancias
como proteinas antimicrobianas, proteases, componentes da resposta oxidativa,
varios receptores de membrana para moléculas de adesdo endotelial,
metaloproteinases de matriz (“Matrix Metalloproteinases” - MMPs) e mediadores
soluveis da inflamag¢do (FAURSCHOU , BORREGAARD; 2003).

Diante disso nossos resultados apontam que o processo inflamatorio de
mucosite intestinal induzida por 5-FU apresentou aumento significativo nos
niveis da enzima mieloperoxidase evidenciando intenso infiltrado neutrofilico nos
segmentos de jejuno e ileo. ARIFA et al., 2014 demonstra em sua pesquisa
aumento nos niveis de MPO no grupo com mucosite intestinal induzida por
irinotecano.

Resultados semelhantes aos de PEREIRA e colaboradores (2016) e
TANG et al., 2016 ao induzirem mucosite intestinal usando 5- FU. Nosso grupo
de pesquisa também demonstrou aumento na atividade de mieloperoxidase em
modelos de mucocite intestinal induzida pelo antineoplasico irinotecano
(ALVARENGA et al.,, 2016). Resultados estes demonstram que o infiltrado
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neutrofilico constitui-se evento inerente ao processo de inflamacao intestinal
induzida pela quimioterapia.

Todo processo inflamatério culmina na formacéo de espécies reativas de
oxigénio, as quais por meio de reacdo em cadeia intensificam o quadro ativando
diversos mediadores inflamatérios. Tais espécies reativas por meio de seus
mecanismos atuam diminuindo a concentracdo de estruturas antioxidantes,
sendo que moléculas com tais propriedades vém sendo estudadas em diversas
patologias.

Superoxido dismutase, glutationa e catalase sédo sistemas de defesas
antioxidante, as quais podem proteger contra a acado de espécies reativas de
oxigénio. Espécies reativas de oxigénio exercem papel importante na toxicidade
do sistema gastrointestinal e o estresse oxidativo induzido por antineoplasicos
pode causar danos nas ligacdes sulfidrilas em proteinas, nucleétideos do DNA e
acidos graxos poliinsaturados encontrados em membranas celulares
(MOGHADAM et al., 2013).

No presente estudo verificou-se ainda a atividade antioxidante do alfa-
bisabolol por meio da dosagem da enzima glutationa. Essa enzima age por meio
de mecanismos de prevencdo, impedindo e/ou controlando a formacao de
radicais livres e espécies ndo-radicais, envolvidos com a iniciacdo das reacdes
em cadeia que culminam com propagacdo e amplificacdo do processo e,
consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativo (BARBOSA et al.,
2010).

Ainda analisando-se os parametros inflamatérios observa-se de acordo
com a figura 17 que a administracdo de 5-FU elevou os niveis de ions nitrito
quando comparado ao grupo controle negativo DMSO 2, enquanto que a
administracdo de alfa-bisabolol na dose de 100 mg/kg diminuiu tais niveis de
forma significativa. Tal resultado sdo corroborados pelos de JUSTINO e
colaboradores, (2015) onde encontraram niveis elevados de ions nitrito em
modelos de mucosite induzida por 5-FU. O ion nitrito esta entre as Espécies
Reativas de Nitrogénio mais frequentes, as quais intensificam o processo
inflamatorio, sendo altamente reativo no organismo atacando lipidios, proteinas
e DNA (RIOS, 2014). A dosagem desse radical livre serve de marcador indireto

para a agdo do mediador gasoso 6xido nitrico, o qual encontra-se evidente em
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processos inflamatérios, sendo que niveis elevados do mesmo encontra-se
proporcional & atividade de iNOs.

A expressdo da enzima o6xido nitrico sintase (iNOs) foi realizada por
imunohistoquimica, sendo encontrado niveis elevados da mesma no grupo 5-
FU, sendo os niveis da enzima diminuidos nos animais tratados com alfa-
bisabolol na dose de 100 mg/kg, sugerindo-se assim um efeito protetor, tendo
em vista diminuicdo na producéo de 6xido nitrico evidenciado como agravante
no curso da mucosite.

LEITAO e colaboradores (2007) apontam que a producio de NO é
mediada pela expressdo de citocinas as quais encontram-se fortemente
presentes no quadro patolégico da mucosite, tais como TNF-a, IL-6 e IL-1.
Nossos resultados corroboram os de KIM e colaboradores (2015) os quais
encontraram grande quantidade de células imunomarcadas para iNOs em
camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU. FREITAS et al., 2012
aponta elevacdo nos niveis de iINOs em hamsters com mucosite oral induzida
por 5-FU. LIMA-JUNIOR et al., 2014 encontrou resultados semelhantes ao
induzir mucosite intestinal em ratos pelo antineoplasico irinotecano.

A NO sintase induzivel é a principal isoforma relevante na inflamacéao, e
praticamente todas as células inflamatorias expressam essa enzima em resposta
a estimulacdo de citocinas. A enzima € induzida pelo lipopolissacarideo
bacteriano e/ou citocinas sintetizadas, em resposta ao LPS, notavelmente
interferon-gama. Logo, em resposta ao interferon-gama e ao TNF- a, que atua
de modo sinérgico ao interferon- a, sequéncias do DNA do macréfago, relativa a
sintese da iNOs, sao transcritas no nucleo para formar o RNAm, o qual depois
de processado atua na producéo de proteinas, com destague para as citocinas
pro-inflamatoérias (MOURA, 2012).

Cergueira e Yoshida (2002) explicam que a expressdo da iNOS é o
resultado de uma resposta inflamatéria localizada ou difusa resultante de uma
infecc@o ou dano tecidual. Assim, onde a resposta inflamatoria € parte de uma
resposta adaptativa (isto €, infecg@o ou sepse), a expresséao de iNOS € benéfica;
guando a expresséao da iNOS é parte da inflamacdo anormal (ndo adaptativa), a
expressao de iINOS pode ser nociva.

Em nosso estudo verificou-se ainda a participagcédo de mastécitos no curso

da mucosite intestinal. Os mastocitos e as interagbes neuroimunes
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desempenham papéis criticos na patogénese da lesdo intestinal por
quimioterapicos. Os mastdcitos desempenham um papel critico na regulacao
imune e inflamagdo. Apesar de serem mais conhecidos pela sua funcdo na
alergia e anafilaxia, os mastocitos exercem uma funcéo protetora significativa.
Ja mostramos que 0s mastocitos protegem contra lesdes provocadas pela
radiacdo intestinal precoce (AMMENDOLA et al., 2016; WANG et al., 2014).

MATSUMOTO et al., 2013 em seu estudo aponta 0s niveis aumentos de
receptores de serotonina em modelos de mucosite intestinal induzida por 5-FU,
sendo que tais receptores apresentam relacdo na ativacdo de mastocitos na
lamina propria da mucosa.

Nossos resultados mostram que os animais tratados apenas com 5- FU
apresentam aumento de forma significativa ha contagem de mastdcitos quando
comparados ao grupo DMSO 2%. Viu-se ainda que o tratamento com alfa-
bisabolol na dose de 100 mg/kg reverte de forma significativa tal aumento.

Realizou-se ainda analise funcional dos animais tratados com alfa-
bisabolol na mucosite intestinal induzida por 5-FU, tendo em vista que os efeitos
colaterais mais frequentes da quimioterapia antineoplasica sdo os sintomas
gastrintestinais. A mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos esta
associada a significativo retardo no esvaziamento gastrico e no transito
gastrintestinal. Pacientes com céancer podem sofrer de outros sintomas
gastrointestinais, tais como dispepsia, disfagia e diarreia os quais tém sido
referido como sindrome dispéptica associada a quimioterapia do cancer (CADS)
(SOARES et al., 2011).

Estudos tém relatado significativo retardo no esvaziamento géstrico em
camundongos tratados com 5-FU (ABALO et al., 2016; JUSTINO et al., 2015)

O retardo no esvaziamento gastrico, observado em animais tratados com
5-FU, pode ser devido a um aumento na complacéncia gastrica e/ou a um
aumento na resisténcia antro-duodenal (HABA; SARNA, 1993). Dados da
literatura demonstraram que a inflamacdo intestinal esta associada com
anormalidades do controle da motilidade gastrintestinal em modelos de leséo
inflamatoria (MOREELS et al., 2001; AKIHO et al., 2005).

As anormalidades no esvaziamento gastrico podem ser decorrentes de
doencas do proprio tubo digestivo, de alteracdes nas conexdes desse tubo com

0 sistema nervoso, de desordens metabdlicas ou da musculatura lisa e, ainda,
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podem ser conseqUéncia de cirurgias gastricas, disturbios psicolégicos e uso de
medicamentos quimioterapicos (VALADARES et al., 2006).Observa-se por meio
de nossos resultados que o alfa-bisabolol na dose de 100 mg/kg diminui de forma
significativa o aumento no conteudo retido no estdbmago quando compara-se ao
grupo que recebeu apenas 5-FU.

O tratamento quimioterapico apresenta a perda de peso como uma de
suas principais manifestacdes clinicas. Os individuos podem perder peso por
diferentes motivos que reduzem a absorcao de nutrientes, tais como nauseas,
vomitos, diarreia, perda na estrutura das vilosidades.

5-FU provocou nos animais intensa perda de peso como mostra a figura
22. O agente antineoplasico induz a perda de peso em ratos, devido
principalmente a mucosite intestinal e alteracfes sistémicas que afetam a
renovacao celular das criptas e, finalmente, levando a uma reducdo na area de
superficie de absorcao das vilosidades (ARAUJO et al., 2015). No entanto, 0 uso
do alfa-bisabolol diminuiu a perda de peso dos animais apds a mucosite, sendo
tal fato reforcado pelos achados histopatologicos, onde encontrou-se diminuicao
dos efeitos citotoxicos do 5-FU com uma mucosa mais integra (diminuicdo nos
escores histopatologicos).

Uma possivel explicacdo para tal fato, pode residir na protecdo que o alfa-
bisabolol mostrou ao diminuir de forma significativa a perda na estrutura dos vilos
nos segmentos de jejuno e ileo (Fig. 12A e 12 B, respectivamente). O aumento
do comprimento das vilosidades em modelo animal torna-se indicativo no
aumento da superficie de absorcéo, levando ao aumento da biodisponibilidade
de diversos nutrientes, podendo o alfa-bisabolol ser usado como estratégia no
controle da mucosite intestinal

A terapia com 5-FU apresenta efeitos colaterais tipicos, como
mielosupresséo, leucopenia, nauseas, vomitos, diarreia, anorexia, estomatite
(ALTER et al., 2006). O grafico 21 mostra-nos que o uso de 5-FU pelos animais
provocou uma leucopenia , sendo a mesma revertida pelo tratamento com alfa-
bisabolol nas doses de 100 e 200 mg/kg. Tal resultado assemelha-se aos de
SOARES e colaboradores ( 2010), onde os mesmos obtiveram como resultados
leucopenia em ratos tratados com uma aplicacao Unica de 5-FU, na dose de 150
mg/kg, observando-se que nos dias 1, 3 e 5 ap0s a aplicagdo do quimioterapico,

0S animais apresentaram importante leucopenia, que foi maxima no terceiro dia
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pos-quimioterapia. Estes resultados sugerem que uma aplicacdo unica de 5-FU
€ capaz de causar diminui¢cdo da concentracdo de leucdcitos circulante.

Diante do exposto, fica evidente que a busca crescente por compostos de
origem natural, especialmente vegetais, € relevante, comprovando assim 0 uso
popular das plantas, o que contribui na busca de novas terapias. Nossos
resultados demonstraram que o BISA apresenta notével atividade protetora no
modelo de mucosite intestinal induzida por antineoplasicos, sendo o composto
promissor como futuro agente usado em pacientes com tal efeito colateral

oriundo da quimioterapia.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente trabalho, pode-se constatar
que:

a-bisabolol diminui a perda ponderal de camundongos submetidos a
mucosite intestinal induzida por 5-FU

a-bisabolol previne alteracdes histologicas em segmentos de jejuno e ileo
de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU

a-bisabolol inibe processo inflamatério por reduzir niveis de MPO
aumentar leucocitos e diminuir estresse oxidativo (aumento de GSH e diminuicéo
de nitrito) em modelos de mucosite intestinal.

a-bisabolol diminui niveis de mastécitos na mucosa intestinal de
camundongos submetidos a mucosite intestinal.

a-bisabolol diminui o tempo de retencao gastrica em modelo de mucosite
intestinal.

a-bisabolol diminui a expresséo de iINOs em segmentos de jejuno e ileo

de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU

Com base nesses resultados constata-se que o a-bisabolol inibe a lesé&o
intestinal causada por 5-FU, diminui parametros inflamatérios e estresse

oxidativo.

h
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