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RESUMO 

 

 

A mucosite é uma síndrome caracterizada por ulceração de toda mucosa do trato 

gastrointestinal e ocorre em cerca de 40% dos pacientes com câncer tratados com o 

5-fluorouracil, porém ainda não existe uma abordagem terapêutica específica para 

esta patologia. O β-cariofileno (BCF) é um sesquiterpeno que vem sendo 

amplamente estudado, por demonstrar efeito antioxidante e anti-inflamatório em 

diversas condições inflamatórias. Neste contexto, o presente estudo visa investigar o 

efeito do BCF em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU.  Camundongos 

Swiss machos receberam salina (0,9%, i.p.) ou 5-FU (450 mg/kg, i.p. dose única). 

Após 24h da administração de 5-FU, administrou-se BCF (10, 30 ou 100 mg/kg, 

gavagem) nos dias 2 e 3, e os animais foram eutanasiados no quarto dia do 

protocolo experimental. Os segmentos do intestino delgado foram coletados para a 

análise dos seguintes parâmetros: perda ponderal, alterações histológicas, 

leucograma, dosagens de MDA, GSH, MPO, contagem de mastócitos e marcação 

de IL-1β e COX-2 por imuno-histoquímica. O BCF não preveniu a perda de peso 

induzida pelo 5-FU, porém, na dose de 10 mg/kg, preveniu a leucopenia e reduziu as 

alterações histopatológicas induzidas pelo quimioterápico no duodeno. O BCF 

também reduziu (p<0,05) parâmetros oxidativos (por diminuir os níveis de MDA e 

aumentar GSH) e a parâmetros inflamatórios (por reduzir os níveis de mastócitos, 

MPO e expressão de IL-1β e COX-2) induzida pelo 5-FU. No duodeno, a 

administração de L-NAME ou celecoxibe não reverteu o efeito do BCF, reduzindo as 

alterações histopatológicas induzidas pelo 5-FU. Diante disto, os resultados indicam 

que o BCF apresenta efeitos protetor, antioxidante e anti-inflamatórios, sem 

participação da via do óxido nítrico ou da COX-2, no duodeno de modelo de 

mucosite intestinal induzida por 5-FU. 

 

Palavras-Chave: Antineoplásico. Beta-cariofileno. Inflamação. 5-Fluorouracil  



 
 

ABSTRACT 

 

 

Mucositis is a syndrome characterized by ulceration of the gastrointestinal mucosa 

and occurs in nearly 40% of cancer patients treated with 5-fluorouracil, but there is 

no specific therapeutic approach for this pathology. β-caryophyllene (BCF) is a 

sesquiterpene that has been extensively studied, since it demonstrates antioxidant 

and anti-inflammatory effects in several inflammatory conditions. Thus, the present 

study aims to investigate the effect of BCF on 5-FU-induced intestinal mucositis 

model. Male Swiss mice received saline (0.9%, i.p.) or 5-FU (450 mg / kg, i.p. single 

dose). After 24 hours of 5-FU administration, BCF (10, 30 or 100 mg/kg, gavage) was 

given on days 2 and 3, and the animals were euthanized on the fourth day of the 

experimental protocol. Segments of the small intestine were collected for analysis of 

the following parameters: weight loss, histological changes, leukogram, MDA, GSH, 

MPO, mast cell counts, and IL-1β and COX-2 labeling by immunohistochemistry. 

BCF did not prevent 5-FU induced weight loss, but at a dose of 10 mg/kg, it 

prevented leucopenia and reduced histopathological changes induced by 

chemotherapy in the duodenum. BCF also reduced (p<0.05) oxidative parameters 

(by decreasing MDA levels and increasing GSH) and inflammatory parameters (by 

reducing mast cell levels, MPO and IL-1β and COX-2 expression) induced by 5-FU. 

In the duodenum, administration of L-NAME or celecoxib did not reverse the effect of 

BCF, reducing histopathological changes induced by 5-FU. Therefore, the results 

indicate that BCF has protective, antioxidant and anti-inflammatory effects, without 

participation of the nitric oxide or COX-2 pathway, in the duodenum of the 5-FU 

induced intestinal mucositis model. 

 

Keywords: Antineoplastic. Beta-caryophyllene. Inflammation. 5-Fluorouracil  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O uso de drogas quimioterápicas e suas combinações, além da radioterapia e 

remoção cirúrgica dos tumores, são as formas de tratamento atualmente empregadas 

no tratamento do câncer (DESANTIS  et al., 2014). No entanto, a utilização de 

quimioterápicos no tratamento do câncer está associada à ocorrência de diversos 

efeitos colaterais, tais como distúrbios gastrointestinais (GI), como é o caso da 

mucosite intestinal (ROY et al., 2014; AL-ASMARI et al., 2015).  

A mucosite é uma síndrome caracterizada por ulceração de toda mucosa do 

trato gastrointestinal, e a intensidade dos sintomas depende de fatores, como idade, 

status de saúde, tipo, dose e frequência de administração da droga (FILHO et al., 

2016). Por serem não-seletivos, drogas, como o 5-fluorouracil (5-FU), atacam ambas 

células tumorais e células normais em constante divisão, como é o caso das células 

do intestino, resultando em  destruição das células basais e dos tecidos de conexão 

da mucosa GI (VILLA; SONIS, 2015).  

Assim, os pacientes tratados com 5-FU podem apresentar sintomas como 

fadiga, desnutrição, desidratação, dor abdominal, diarreia, sangramento e 

desequilíbrio eletrolítico (KIM et al.,2015). Atualmente, ainda não existe tratamento 

específico para a mucosite, e as intervenções farmacológicas são usadas para 

bloquear o processo inflamatório e/ou para manter a homeostase do intestino (CHEN 

et al., 2016).  

Considerando-se os altos custos e a baixa eficácia dos tratamentos 

atualmente disponíveis, o desenvolvimento de terapias alternativas, como a utilização 

de produtos naturais, tem sido considerado (ÁVILA et al., 2015). Os vegetais 

constituem as principais fontes de substâncias de importância terapêutica, uma vez 

que possuem um amplo acervo estrutural de metabólitos com propriedades 

farmacológicas de grande importância, que podem ser utilizados no tratamento de 

mucosite (SRIVASTAVA; PANDEY, 2015). 

O β-cariofileno (BCF) é um sesquiterpeno bicíclico natural, encontrado em 

plantas como canela (Cinnamomum spp.), orégano (Origanum vulgare L.), pimenta-

do-reino (Piper nigrum L.) e cravo-da-índia (Eugenia caryophyllata L.) (SARPIETRO 

et al., 2014). Este sesquiterpeno tem sido amplamente estudado, por demonstrar 

efeitos anestésicos, anti-inflamatórios e ansiolíticos, e por prevenir colite e 

nefrotoxicidade, por meio da ativação de receptores canabinóides CB2 (AL 
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MANSOURI et al., 2014). No trato GI, os receptores CB2 são encontrados em 

neurônios entéricos e têm um papel fundamental na regulação da motilidade 

anormal, da inflamação intestinal e na redução da sensibilidade e dor visceral 

(BAKALI et al., 2015). 

Apesar de já terem sido relatados diversas propriedades do BCF, pesquisas 

sobre da utilização desta molécula, especificamente, no tratamento da mucosite 

ainda são inexistentes, até o presente momento. Desta forma, este estudo tem o 

objetivo de avaliar o efeito do β-cariofileno na modulação da inflamação em modelo 

de mucosite intestinal induzida por 5-FU, assim como verificar o papel do óxido 

nítrico e do COX-2 nos possíveis mecanismos de ação deste sesquiterpeno. 

. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Câncer 

 

Cerca de 8,2 milhões de pessoas morrem por ano de câncer (CA) no mundo, 

sendo, portanto, considerado um problema de saúde pública, especialmente nos 

países em desenvolvimento (INCA, 2016). De acordo com a Organização Mundial 

de Saúde, foram constados cerca de 14 milhões de novos casos de câncer em 2012 

no mundo e estima-se que este valor aumente em 70% nas próximas 2 décadas. No 

Brasil, mais de 596 mil casos da doença foram estimados para o ano de 2016 

(INCA, 2016).  

O CA é uma doença multigênica, multicelular e de etiologia multifatorial, que 

pode se originar a partir de qualquer tipo de célula e órgão (DESANTIS  et al., 2014). 

No decorrer dos anos, grandes avanços foram feitos no entendimento da doença e 

atualmente sabe-se que diversos mecanismos patológicos complexos estão 

relacionados ao seu desenvolvimento e progressão (DIAZ-CANO, 2015). 

Nesta patologia, as células cancerosas sofrem alterações nos ciclos de 

crescimento e divisão celular, assim como anormalidades metabólicas e funcionais 

(COLLER, 2014). Estas alterações se devem ao acúmulo de mutações somáticas, 

que podem afetar a integridade estrutural do DNA, ou a alterações epigenéticas, que 

alteraram a expressão do DNA, promovendo o silenciamento de regiões promotoras 

de importância, ao mesmo tempo em que ocorrem defeitos na maquinaria de reparo 

(WU; ZHAO, 2013; SEYFRIED et al., 2014).  

Além disso, estudos têm evidenciado a facilitação do processo de 

carcinogênese por radicais livres, principalmente Espécies Reativas de Oxigênio 

(EROs), durante o estresse oxidativo (SCHUMACKER, 2015; RECZEK; CHANDEL, 

2016). Este processo é definido quando há o desequilíbrio entre a produção 

excessiva e, consequentemente, o acúmulo de EROs associado a redução na 

produção de defesas antioxidantes(ORTEGA-VILLASANTE et al., 2016). Assim, as 

EROs podem provocar instabilidade genômica, modificar a expressão de genes, 

além de promover novas mutações, levando à senescência e apoptose da célula 

(SOSA et al., 2013; YANG et al., 2016).  
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Hanahan e Weinberg (2011) registraram as dez principais características do 

câncer: 1) a autonomia na proliferação, ainda que na ausência de fatores de 

crescimento; 2) habilidade de evadir os mecanismos de indução de parada celular 

por fatores supressores de crescimento; 3)capacidade para auto-reprogramação 

metabólica; 4) mecanismos de resistência aos mecanismos de indução de apoptose; 

5) alto potencial replicativo; 6) indução de angiogênese; 7) capacidade de 

deslocamento e invasão de outros tecidos; 9) promoção de inflamação nos tecidos 

normais; e, 10) aquisição de mudanças nos genes, causando instabilidade genômica 

(Figura 1). 

 

Figura 1. As principais características do câncer 

 

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011) 

 

A partir do conhecimento das características do câncer e dos processos que 

induzem carcinogênese, além da cirurgia, foram desenvolvidas diversas abordagens 

no tratamento da doença, tais como quimioterapia, terapia hormonal, radioterapia e 

imunoterapia (FARKONA et al., 2016). 
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2.2 Quimioterapia 

 

A quimioterapia é uma das principais e mais efetivas terapias empregadas no 

tratamento de diversos tipos de câncer (ASLAM et al., 2014). Por meio do 

tratamento com agentes quimioterápicas, tantos os casos de câncer em estágio 

inicial como os casos mais avançados apresentam uma maior taxa de sobrevivência, 

com redução taxa de reincidência ou metástase (LIU; LV; YANG, 2015). 

O alvo da quimioterapia é interferir no processo de proliferação celular, 

induzindo a parada do ciclo celular ou promovendo a morte de células cancerosas 

(CHAN; ISLMAIL, 2014). Assim, muitos quimioterápicos foram desenvolvidos com o 

objetivo de interferir em diferentes mecanismos fundamentais para divisão celular, 

enquanto que outros atuam de modo a destruir células cancerosas por meio da 

indução de estresse oxidativo, no qual as EROs induzem apoptose ou necrose 

celular (SAK, 2012). 

De acordo com seu mecanismo de ação, a estrutura química e interação com 

outras drogas, os agentes quimioterápicos são classificados em diferentes 

categorias: agentes alquilantes, antimetabólitos, taxanos, antraciclinas e derivados 

de platina (CHEUNG-ONG; GIAEVER; NISLOW, 2013). A classificação, os 

mecanismos de ação e exemplos de quimioterápicos foram resumidos na Tabela 1. 
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Tabela 1. Classificação de agentes quimioterápicos 

Tipo Mecanismo Exemplos 

Agentes 
Alquilantes 

Modificam grupos funcionais de ácidos 
nucléicos 

Ciclofosfamida, 
dacarbazine 

Antimetabólitos 
São análogos de nucleosídios, 
comprometendo a síntese de DNA e RNA  

5-fluorouracil, 
gencitabina 

Taxanos 
Corrompem a formação de microtúbulos, 
interrompendo a divisão celular 

Placitaxel, 
docetaxel 

Antraciclinas 
Interferem na ação da maquinaria de 
replicação do DNA 

Doxorrubicina, 
epirrubicina 

Derivados de 
platina 

Formam cross-links no DNA Cisplatina, 
carboplatina, 
oxiplatina 

Fonte: WEIR; LIWSKI; MANSOUR, 2011 

  

Durante todas as etapas do ciclo celular, os agentes alquilantes fazem cross-

links nos resíduos de guanina n-7, causando quebras no DNA, que resultam em 

erros de pareamento de bases, inibição da divisão celular e, consequentemente a 

morte de células cancerosas (KONDO et al., 2013). Os antimetabólitos induzem 

citotoxicidade por meio da interrupção de processos biossintéticos na célula, ou 

promovendo a parada da replicação do DNA, uma vez que podem ser incorporados 

a molécula, como é o caso do 5-fluorouracil (VALENZUELA; NEIDIGH; WALL, 

2014).  

Os taxanos, por sua vez, também conhecidos como inibidores mitóticos ou 

inibidores de microtúbulos, induzem citotoxicidade por meio da inibição do 

crescimento e divisão celular, separação de cromátides e, consequentemente, morte 

celular (KANG et al., 2016). As antraciclinas, como a doxorrubicina e epirrubicina, 

agem se intercalando ao DNA, induzindo quebras na fita, bloqueando a ação da 

topoisomerase II, o que dificulta os processos de transcrição e replicação, além de 

produzirem EROs (BHATTACHARYA; MUKHERJEE, 2015).  

Já os derivados de platina induzem citotoxicidade pela sua capacidade de 

causar danos ao DNA, por meio da formação de cross-links com bases purínicas, 

interferir nos mecanismos de reparo da molécula, produzir EROs e, 

consequentemente, induzir apoptose de células cancerosas (JOHNSTONE; PARK; 

LIPPARD, 2014; DASARI, TCHOUNWOU, 2014). Além disso, a terapia hormonal 

consiste em uma abordagem alternativa, na qual substâncias similares a hormônios 

promovem um efeito citostático nas células cancerosas, limitando o crescimento de 
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tumores que se desenvolvem por estimulação hormonal (BRITO; PORTELA, 

VASCONCELLOS, 2014). 

Apesar da variedade de quimioterápicos disponíveis, há relatos a cerca da 

toxicidade destas drogas no organismo (KEPLIN et al., 2014). Pelo fato de alguns 

quimioterápicos poderem afetar também tecidos saudáveis, a aplicabilidade deste 

tipo de terapia pode resultar em toxicidade, resistência das células tumorais e, até 

mesmo, uma segunda neoplasia (QUIÑONES; LEE, 2015). 

 

2.3 Efeitos colaterais 

 

Concomitantemente ao crescente número de novos casos de câncer no 

mundo, muitos efeitos adversos relacionados ao uso de quimioterápicos têm sido 

relatados (CHAN; ISMAIL, 2014). Os quimioterápicos destroem células cancerosas, 

ao mesmo tempo em que células normais também são afetadas (ASLAM et al., 

2014). Por isso, a aplicação deste tipo de terapia ainda é de alto risco, 

considerando-se a dificuldade de se tratar os efeitos colaterais (HASSAN, 2012). 

No inicio, acreditava-se que drogas quimioterápicas destruíssem apenas 

células cancerosas, mas agora se sabe que células normais também são passiveis 

de danos, principalmente por drogas genotóxicas, resultando em efeitos colaterais 

dose-dependentes e até mesmo morte (CHAN; ISLMAIL, 2014). Pelo fato de boa 

parte deste efeito genotóxico ser causada pela geração de EROs, muitos dos efeitos 

adversos observados durante o tratamento estão associados a promoção de 

estresse oxidativo pelos antineoplásicos nos pacientes (ASLAM et al., 2014). 

Estes efeitos podem ocorrer de forma aguda (nas primeiras semanas de 

tratamento), intermediária ou tardia (meses ou anos após o tratamento), e a 

intensidade pode variar do grau suave ao intenso, de acordo com o tipo e a 

combinação de quimioterápicos utilizados (KEPLIN et al., 2014). Ainda, o 

mecanismo de ação de cada agente quimioterápico pode predizer os possíveis 

efeitos adversos: agentes alquilantes e inibidores de topoisomerase II aumentam o 

risco de câncer secundário, com é o caso de leucemia aguda e linfomas não-

Hodgkins; antraciclinas podem induzir cardiotoxicidade; e inibidores mitóticos podem 

causar danos a nervos periféricos (SAK, 2012). 

De modo geral, os efeitos mais comumente relatados são supressão da 

medula óssea, sangramento, neuropatias, alopecia, distúrbios gastrointestinais e 
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outros (OHNISHI; TAKEDA, 2015). Os queratinócitos da matriz capilar, as células 

hematopoiéticas normais e células epiteliais do intestino são normalmente as mais 

susceptíveis aos efeitos tóxicos causados por quimioterápicos (VANHOECKE et al., 

2015). Adicionalmente, há relatos de que agentes quimioterápicos também podem 

levar a toxicidade de outros tecidos, como a pele, resultando em interrupção ou 

descontinuação do tratamento, reduzindo a qualidade de vida de pacientes 

oncológicos (FABBROCINI et al., 2013). 

A redução da dose ou aumento no intervalo de administração das drogas 

consiste em umas das estratégias para reverter tais reações adversas (DAUGHTON; 

RUBOY, 2013). Além disso, uma boa nutrição, suplementação nutricional, como com 

a utilização de vitaminas, e a utilização da medicina alternativa e outros 

medicamentos administrados antes da terapia quimioterápica podem prevenir as 

reações de hipersensibilidade provocadas por estas drogas (MASTELARO et al., 

2016). 

Desta forma, medidas eficazes no tratamento de efeitos adversos causados 

pela quimioterapia são necessárias e fundamentais para a melhora da qualidade de 

vida dos pacientes, uma vez que podem determinar na sua disposição para 

completar o tratamento (CHAN; ISMAIL, 2014). 

 

2.4  5-Fluorouracil 

 

O 5-fluorouracil (C4H3FN2O2) é um agente antineoplásicos da classe de 

antimetabólitos, por ser um análogo de uracila com um átomo de fluorina na posição 

C-5 (CHEN et al., 2016). A citotoxicidade da droga se dá pelo fato de agir 

diretamente na síntese de ácidos nucléicos e, por isso, é utilizada contra câncer de 

esôfago, estômago e mama, além de ser empregado como droga de primeira linha 

no tratamento câncer colorretal metastático (VAN DER KRAAK et al., 2016; 

PEREIRA et al., 2016) (Figura 2). 
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Figura 2. Estrutura química do 5-fluorouracil 

 

Fonte: Valenzuela; Neidigh; Wall, 2014 

 

No fígado e no trato gastrointestinal, o 5-FU é catabolizado por uma série de 

reações enzimáticas, levando à formação dos seguintes metabólitos ativos que 

estão relacionados com a sua citotoxicidade: 1) fluorodeoxiuridina monofosfato 

(FdUMP), pela ação das enzimas timidina fosforilase (TP) e timidina quinase (TK); 2) 

fluorodeoxiuridina trifosfato (FdUTP), por meio da ação de fluorouridina difosfato; e, 

3) fluorouridina trifosfato (FUTP), pela ação da ribonucleotideo redutase (RR) 

(Figura 3) (VAN DER KRAAK et al., 2016).  
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Figura 3. Metabolização e mecanismos de ação do 5-FU 

 

Fonte: Adaptado de Longley, Harkine, Johnston, 2003 

 

Uma vez formados, estes nucleotídeos exercem seus efeitos citotóxicos por 

meio de sua incorporação ao DNA ou RNA, assim como inibição a síntese de 

timidilato sintase (TS) (KAEHLER et al., 2014; VAN DER KRAAK et al., 2016). O 5-

FdUMP é capaz de formar uma ligação estável e, consequentemente, inibir as 

enzimas TS e deoxitimidina monofosfato (dTMP), resultando em bloqueio da síntese 

e reparo do DNA e, por fim, apoptose (DANENBERG et al., 2016).  

A incorporação de 5-FdUTP ao DNA, promove a quebra da fita de DNA, 

comprometendo também a síntese de RNA, resultando em morte da célula 

cancerosa (GROVES et al., 2017). No RNA, o 5-FUTP incorporado bloqueia o 

processamento e a maturação de rRNA, tRNA e precursores de mRNA (KAEHLER 

et al., 2014). Ainda, a falha nos mecanismos de reparo por excisão de base também 

levar a um ciclo repetitivo de incorporação errônea destes metabólitos ao DNA, 

acentuando a fragmentação das fitas da molécula. Assim, os danos ao DNA e RNA 

levam a ativação do supressor tumoral p53, o qual pode ativar genes pró-

apoptóticos, levando a morte da célula (SWIFT; GOLSTEYN, 2014). 

 



24 
  

Concomitantemente a estes efeitos, há relatos sobre a indução de 

citotoxicidade por 5-FU via promoção de estresse oxidativo (SOSA, 2013). Segundo 

Gorrini e colaboradores (2013), 5-FU promove aumento na formação de EROs na 

mitocôndria, via ativação por p53, levando a célula à morte por estresse oxidativo. 

Um ensaio in vivo também demonstrou a indução de estresse oxidativo na 

mitocôndria por 5-FU, levando a peroxidação lipídica e de proteínas da organela e 

apoptose de células de câncer de cólon (SANTANDREU et al.,2011). 

Contudo, há relatos de que a promoção de estresse oxidativo pela droga afeta 

tecidos normais, acometendo mais de 30% dos pacientes com efeitos adversos, tais 

como mucosite, diarreia, vômito, queda de apetite e fotossensibilidade (THOMAS et 

al., 2016). Ainda, estudos recentes relatam que o 5-FU pode induzir 

hepatotoxicidade (CAI et al. 2014), mielossupressão (LIU; LI; LI, 2017), toxicidade 

renal (RASHID et al.,2014), cardiotoxicidade (FOCACCETTI et al., 2015) e 

toxicicidade intestinal (LEE; RYAN; DOHERTY, 2014).  

 

2.5 Mucosite  

 

A mucosite é uma condição que se caracteriza pela degradação e a ulceração 

progressiva do tecido protetivo da mucosa oral e/ou do TGI (PETERSON et al., 

2016). Esta condição resulta de uma série de eventos mediados por citocinas, que 

promovem a atrofia e ulceração da mucosa oral e/ou intestinal, podendo afetar todo 

o epitélio de revestimento desde a boca ao ânus (WARDILL; BOWEN; GIBSON, 

2014). 

Uma das consequências da mucosite gastrointestinal é a significante perca de 

nutrientes em consequência de eventos recorrentes de vômitos e diarreia, o que 

resulta na redução de peso e desnutrição do paciente (KUIKEN; RINGS; TISSING, 

2015). Além disso, a ulceração severa dos epitélios das mucosas oral e 

gastrointestinal resulta no aumento de risco para infecções, devido à facilitação para 

a entrada de bactérias e outros agentes patogênicos para o sistema circulatório 

(VAN SEBILLE et al., 2015).  

A mucosite pode ser causada por doenças infecciosas, deficiência imune e 

medicações, tais como drogas quimioterápicas (REINKE et al., 2015). A indução de 

mucosite por agentes antineoplásicos ocorre pelo fato de serem drogas não-

seletivas, incapazes de diferenciarem células cancerosas de células normais com 
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rápida divisão celular, como as células intestinais, resultando na destruição de 

células basais e em dano aos tecidos conectivos do TGI (MOSLEMI et al., 2016).  

As estimativas indicam que todos os pacientes que recebem tratamento 

radioterápico da cabeça e pescoço e, aproximadamente, 20 a 40% dos pacientes 

que recebem quimioterapia convencional desenvolvem esta condição (VILLA; 

SONIS, 2015). Mais especificamente, a quimioterapia com 5-FU leva a uma 

incidência de aproximadamente 40% de mucosite severa do TGI nos pacientes que 

recebem este tipo de terapia (ARAÚJO et al., 2015). Ainda, o risco para o 

desenvolvimento de mucosite está diretamente relacionado a modalidade, 

intensidade e via de administração da droga, observando-se uma maior intensidade 

da doença nos casos quando ocorre a combinação de terapias (VANHOECKE et al., 

2015). 

Histologicamente, dependendo da região afetada, a mucosite se caracteriza 

por aumento de apoptose, atrofia das vilosidades, hiperplasia e dilatação das criptas, 

perda de epitélio, necrose, inflamação e excessiva secreção da mucosa (VAN 

SEBILLE et al., 2015). Os mecanismos fisiopatológicos de mucosite oral foram 

definidos em um modelo de 5 fases (iniciação, sinalização, amplificação, ulceração e 

cicatrização), baseado em uma interação bioquímica dinâmica entre drogas 

quimioterápicas e constituintes da mucosa, além processos indiretos de sinalização 

(GIORGIOU et al., 2012)  

A primeira etapa deste processo é a iniciação. Nela, a quimioterapia causa 

dano direto ao DNA, provocando quebra das fitas do material genético de uma 

pequena porção de células epiteliais basais e suprabasais (KUIKEN; RINGS; 

TISSING, 2015). Uma maior proporção de danos teciduais é resultante da ação de 

EROs altamente reativos gerados após a quimioterapia, que podem causar a 

desnaturação de proteínas, peroxidação lipídica e degradação de nucleotídeos, 

resultando em apoptose (KWON, 2016).  

Na fase de sinalização, as EROs produzidas em excesso durante a 

quimioterapia induzem apoptose e promovem a ativação de citocinas pró-

inflamatórias (fator de necrose tumoral α (TNF-α), interleucinas IL-1β e IL-6) e de 

fatores de transcrição (fator de transcrição nuclear-Kappa B (NF-κB)) (GENEROSO 

et al., 2015). A ativação de NF-κB leva a expressão de vários genes associados com 

a produção de citocinas pró-inflamatórias, citocinas moduladoras, enzimas de 

resposta ao estresse oxidativo (tais como ciclooxigenase-2 (COX-2), óxido nítrico 
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sintase induzível (iNOS) e superóxido dismutase (SOD)) e moléculas de adesão 

celular, além de também levar a apoptose (VILLA; SONIS, 2015).  

Na fase seguinte, a de amplificação, mais citocinas inflamatórias são 

produzidas, uma vez que TNF-α pode promover um feedback positivo na ativação de 

NF-κB, amplificando as cascadas de sinalização de quinase c-Jun N-terminal e, 

consequentemente, causando danos teciduais (VASCONCELOS et al., 2016). 

Durante a ulceração, a perda da integridade da mucosa produz lesões 

extremamente dolorosas, propiciando a entrada para microrganismos, 

principalmente de bactérias, que promovem a ativação e infiltração de macrófagos 

na estimulação do processo inflamatório (CHAVELI-LÓPEZ; BAGÁN-SEBASTIÁN, 

2016).  

Ainda nesta etapa, a subsequente colonização bacteriana leva a um ciclo 

contínuo de dano mediado por citocinas inflamatórias (STRINGER, 2016). No último 

estágio, o de cicatrização, envolve a sinalização via matriz extracelular, onde ocorre 

a proliferação, diferenciação e migração de células do epitélio, que, aos poucos, vão 

reestabelecendo a integridade da mucosa (KWON, 2016). 

Contudo, segundo Costa (2016), a mucosite intestinal não apresenta fases 

bem definidas, como ocorre na mucosite oral. Na mucosa normal, macrófagos e 

neutrófilos encontram-se inativos e em poucas quantidades, porém, com a 

quimioterapia, EROs são produzidos excessivamente e o DNA sofre lesões. Além 

disso, os neutrófilos são ativados, induzindo a apoptose de células intestinais pela 

ação da mieloperoxidase, e as EROs estimulam vias de sinalização e liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e TNF-α. Por meio desta estimulação, mais 

células vão sendo destruidas, levando a perca da integridade do epitélio intestinal, 

onde se observa encurtamento das criptas e alargamento dos vilos, permitindo a 

entrada de bactérias e consequente acentuação da inflamação, com a infiltração 

leucocitária. Com a finalização da terapia, se inicia o processo de cicatrização, onde 

o epitélio começa a se reestruturar (Figura 4). 
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Figura 4. Desenvolvimento da mucosite intestinal 
 

 
Fonte: Costa, 2016 

 

Os sintomas relacionados a mucosite gastrointestinal podem incluir diarreia, 

dor abdominal, sangramento, fadiga, desnutrição, desidratação, desequilíbrio 

eletrolítico e infecções, e outras complicações que podem levar ao óbito 

(VANHOECKE et al., 2015). O tratamento das mucosite orais e gastrointestinais é 

um dos principais desafios encontrados durante o período de aplasia medular, uma 

vez que os graus de desintegração da mucosa e de supressão da medula podem 

condicionar o risco de sepse (PETERSON et al., 2016).  

Durante a descamação epitelial e a inflamação da mucosa, ocorre a ativação 

de nociceptores aferentes por estimuladores de danos, causando dor, mesmo nas 

formas não ulcerativas da doença (BONOMI; BATT, 2015). Para o controle deste 

sintoma, pacientes hospitalizados são tratados com agonistas opióides potentes, 

como a morfina, e outros analgésicos (WHITTAKER et al., 2016).  

O tratamento também inclui reidratação oral agressiva e reposição eletrolítica, 

além da utilização de medicamentos que reduzem a perda de líquidos ou a 

mobilidade intestinal (VAN SEBILLE et al., 2015). A persistência de mucosite pode 

implicar na redução ou no impedimento da administração de drogas na terapia do 

câncer, podendo vir a comprometer a eficácia do tratamento (TOUCHEFEU et al., 

2014).  
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2.6  O estresse oxidativo e a resposta inflamatória na mucosite intestinal 

 

Na resposta inflamatória, ocorre a liberação de diversos mediadores 

inflamatórios e células efetoras, com uma grande participação de EROs. Ainda, as 

EROs promovem a produção e maior expressão de citocinas pró-inflamatórias 

(MITTAL et al., 2014). Dentre estas, apresentam uma maior expressão, 

principalmente, o NF-κB, TNF-α e as interleucinas IL-1β e IL-6 (SOARES et al., 

2013). 

Há relatos de que a administração de 5-FU, na dose de 150 mg/kg, promove 

o aumento da expressão de NF-κB e, consequentemente, de COX-2 e iNOS (óxido  

nítrico sintase induzível), além de promover o aumento da peroxidação lipídica, de 

malondialdeido (MDA) e de mieloperoxidase (MPO) durante a inflamação na 

mucosite intestinal induzida em ratos. Neste estudo, estas respostas inflamatórias 

acentuadas são provocados pela excessiva produção de EROs pelo  quimioterápico, 

e  são atenuados com a utilização de vitamina E como agente atioxidante (AL-

ASMARI et al., 2016).  

O MDA é um dos mais importantes produtos da oxidação produzidos durante 

o estresse oxidativo, sendo considerado um grande marcador de peroxidação 

lipídica e, portanto, um marcador indireto de estresse oxidativo (ZEB; ULLAH, 2016). 

Além de altos níveis de MDA, estudos também demostraram uma depleção dos 

níveis de glutationa reduzida (GSH) no soro e em amostras de tecidos intestinais de 

camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU (JUSTINO et al., 2014; KIM 

et al., 2015). A determinação da concentração intracelular de GSH, que é uma 

importante enzima antioxidante endógena, associada a quantificação de MDA,  

constitui um importante indicador do perfil oxidativo durante  a inflamação (HO et al., 

2013). 

 A avaliação da expressão de iNOS, assim como a dosagem  de nitrito/nitrato, 

constituem métodos de verificação da produção e quantificação indireta de óxido 

nítrico, respectivamente, o qual constitui um dos mais importantes mediadores 

inflamatórios envolvidos na patofisiologia da inflamação (CASSINI-VIEIRA et al., 

2015). Outro impotante marcador de inflamação consiste no ensaio da avaliação da 

atividade da MPO, que é uma das enzimas inflamatórias mais abundantes presentes 

nos grânulos azurofílicos de células de defesa granulocíticas, e é determinante para 

o entendimento dos efeitos da inflamação (PULLI et al.,  2013).  
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Uma vez que a inflamação também se relaciona com a produção de citocinas, 

Sonis (2004) explica como se dá a amplificação da geração de citocinas durante a 

resposta inflamatória na mucosite. Primeiramente, a quimio e radioterapia induzem a 

transcrição de NF-κB em células epiteliais, endoteliais, mesenquimais e macrófagos, 

levando ao aumento na expressão e produção das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, 

IL-6 e TNF-α. Estas ainda, por feedback positivo, amplificam a sinalização na 

ativação de NF-κB em outras células, resultando na transcrição de genes de 

proteinas quinase ativadas por mitógenos (MAPK), COX2 e tirosina quinase, que, 

por fim, ativam MMP1 e MMP3 (metaloproteinases 1 e 3), resultando em danos 

teciduais (Figura 5)(SONIS, 2004).  

 

Figura 5. Sinais de amplificação durante a mucosite 

 

Fonte: Adaptado de Sonis (2004) 

 

Na revisão realizada por Sultani e colaboradores (2012), é relatado que NF-

κB potencializa o processo inflamatório por meio da indução da produção de TNF, 

IL-6 e IL-1β, as quais estão diretamente relacionadas ao desenvolvimento de 

mucosite.  

A família de fatores de transcrição NF- κB regula a expressão de uma grande 

variedade de genes relacionados ao processo inflamatório, aos processos de 

diferenciação e proliferação celular e na resposta imune (HOESEL; SCHMID, 2013). 

A ativação deste fator pode ocorrer em resposta a patógenos, estresse oxidativo, 
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carcinógenos e até mesmo outros estimuladores inflamatórios (NAPETSCHING; 

WU, 2013).   

Dentre os mais variados mediadores inflamatórios, o NF-κB é o regulador 

central da inflamação (HAYDEN; GHOSH, 2012). Com a ativação por agentes 

estimuladores, os dímeros inativos de NF-κB que se encontram associados no 

citoplasma sofrem a ação do complexo IκB quinase, levando a fosforilação, 

ubiquitação e à degradação deste fator (CILDIR; LOW; TERGAONKAR, 2016).  

Os NF-κB liberados são translocados ao núcleo, onde promovem a 

transcrição de quase 200 genes específicos, tais como enzimas (COX-2, 5-

lipoxigenase e sintase de óxido nítrico induzível iNOS), citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, 

quimiocinas e fator de necrose tumoral), além de moléculas de adesão, fatores 

angiogênicos e moléculas reguladoras do ciclo celular (COLLINS; MITXITORENA; 

CARMODY, 2016). Além disso, a síntese de todas estas proteínas é mediada por 

uma via de sinalização dependente de NF- κB (SHIH; WANG, YANG, 2015). 

Incluindo os processos de ativação e proliferação celular, os fatores de 

necrose tumoral também desempenham um papel importante em vários processos 

na inflamação e resposta imune (BAIZABAL-AGUIRRE et al., 2016). Alguns autores 

também evidenciaram o aumento na expressão de TNF-α em modelo de mucosite 

induzidos por quimioterápicos (JÚNIOR et al., 2014; ALVARENGA et al., 2016).  

Como citocina pró-inflamatória, o TNF-α pode exercer papel homeostático ou 

patofisiológico (JAVED, 2014). O TNF-α é primeiramente sintetizado como uma 

proteína transmembranal (tmTNF-α) e ,por meio da ação da enzima de conversão de 

TNF-α (TACE), ocorre a clivagem da porção extracelular desta proteína e esse fator 

é liberado e se torna capaz de se ligar a receptores específicos: receptor TNF-α 1 

(TNFR1) e receptor TNF-α 2 (TNFR2)  (DONG et al., 2015).  

Expresso em diferentes tipos de células, o receptor TNFR1 ativado promove 

efeitos citotóxicos, além de ativar de vias de sinalização que regulam a expressão de 

vários outros genes que induzem efeito pró-apoptótico, a exemplo do NF-κB 

(FISCHER; KONTERMANN; MAIER, 2015). A ativação do receptor TNFR2 está 

relacionada com a indução de processos de sobrevivência e proliferação celular e, 

controversamente, também pode induzir efeitos apoptótico, em cooperação com 

TNFR1 (DONG et al., 2015). 

O estudo in vivo realizado por Arifa e colaboradores (2014) indicou que a 

produção de EROs por irinotecano promove a ativação de inflamossomos, que, por 
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sua vez, promovem aumento na produção de IL-1 e IL-18 no íleo, as quais mediam 

injúrias no tecido intestinal durante a mucosite. A IL-1β é citocina pró-inflamatória 

produzida e secretada por vários tipos de células, principalmente as células 

componentes do sistema imune inato, e é essencial para a resposta imune na 

resistência a patógenos (DINARELLO, 2017).  

Para que ocorra a liberação de IL-1β por células hematopoiéticas, é 

necessário que ocorra primeiramente a ativação de receptores TLR por padrões 

moleculares associadas a patógenos (PAMPs) e a síntese da sua precursora pró-IL-

1β mediada por NF-κB (AFONINA et al., 2015).  Assim, sob estímulo inflamatório, a 

pró-IL-1β sofre a ação da enzima caspase-1, sendo convertida em IL-1β na sua 

forma ativa, que é capaz de se ligar aos receptores IL-1R (DINARELLO, 2017).  

A ativação destes receptores confere a IL-1β o seu efeito pró-inflamatório via 

indução de uma complexa rede de citocinas e mediadores infamatórios, e também 

por meio da expressão de integrinas em leucócitos e células endoteliais (RIDER et 

al., 2011). Rider e colaboradores (2011) também demonstraram que, durante a 

inflamação, a IL-1β promove o recrutamento e retenção de macrófagos no tecido, 

por via dependente de caspase-1. 

Meirovitz et al. (2010) também analisou a relação entre os níveis de citocinas 

e a severidade de mucosite em pacientes que recebiam tratamento com quimio e 

radioterápicos, e observou que os níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e IL-8 

aumentaram significantemente, principalmente nas duas primeiras semanas depois 

do início do tratamento. A IL-6 está envolvida nos processos de inflamação e 

imunológicos, além de participar da regulação de processos metabólicos, 

regenerativos e processos neurais (RINCON, 2012).  

Os fatores nucleares NF-IL6 e NF-κB, além de outros elementos, podem 

mediar a ativação de IL-6 (KAMIMURA et al., 2014). A atividade biológica da IL-6 é 

promovida pela sua ligação à proteína transmembrana gp130, na trans-sinalização, 

induzindo uma resposta pró-inflamatória, ou a sua ligação à mbIL-6R, na sinalização 

clássica, promovendo atividades regenerativas ou anti-inflamatórias (RINCON, 2012; 

SCHELLER et al., 2011). 

Na resposta imunológica, a IL-6 estimula a proliferação de células T 

periféricas e atua como fator de estimulação de células B, na produção de 

imunoglobulinas (ERTA; QUINTANA, HIDALGO, 2012). Ao mesmo tempo, 

juntamente com a IL-1, induz a diferenciação de células T em células T citolíticas e 
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células NK (Natural Killer) (KAMIMURA et al., 2014). Há relatos de que a IL-6 

modula a hematopoiese e a acumulação de neutrófilos no local da inflamação 

durante a resposta imune inata (HUNTER; JONES, 2015).  

 

2.7 Produtos naturais 

 

Na terapia do câncer, diferentes compostos naturais têm sido intensivamente 

explorados, uma vez que podem melhorar a eficácia da quimioterapia, reduzir a 

resistência de tumores ao tratamento, reduzir os efeitos adversos e detoxificar o 

corpo de quimioterápicos (SAK, 2014). Estes efeitos se devem a ação de um 

conjunto de compostos presentes, principalmente, nos óleos essenciais, de diversas 

plantas com potencial terapêutico (NEMA et al., 2013).  

Durante seus processos biológicos, plantas produzem metabólitos primários e 

secundários naturais que desempenham uma série de funções (PRAKASH et al., 

2013). Os metabólitos primários constituem açúcares, lipídios, aminoácidos e ácidos 

nucléicos relacionados aos processos celulares, enquanto que metabólitos 

secundários dizem respeito a substâncias produzidas em circunstâncias de estresse, 

como, por exemplo, contra herbívoros (SRIVASTAVA; PANDEY, 2015).  

Após uma sequencia de reações catalisadas por diversas enzimas, os 

metabólitos secundários são formados a partir de produtos derivados de processos 

fundamentais de produção de energia, como fotossíntese, glicólise e ciclo de Krebs 

(SINGH; SHARMA, 2015). A maioria dos produtos empregados na biossíntese 

destes metabólitos são os intermediários acetil-coenzima A, ácido xiquímico, ácido 

mevalónico e 1-deoxixilulose 5-fosfato (KABERA et al., 2014). A partir destes, são 

produzidos três categorias principais de metabólitos secundários de plantas: 

terpenos e terpenóides (~25000 tipos), alcaloides (~12000 tipos) e compostos 

fenólicos (~8000 tipos) (SINGH; SHARMA, 2015).  

Os metabólitos secundários são encontrados nos óleos essenciais de plantas, 

que constituem uma mistura complexa de substâncias e de compostos aromáticos 

biologicamente ativos, com potencial farmacológico para oferecer benefício 

terapêutico no tratamento de uma variedade de doenças humanas (AUMEERUDDY-

ELALFI et al., 2016). São estes metabólitos que fornecem a maioria dos produtos 

naturais farmacologicamente ativos e, por este motivo, têm sido constantemente 
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explorados pelos seres humanos em diferentes aplicações (SINGH; SHARMA, 

2015).  

Algumas das atividades biológicas mais importantes são suas propriedades 

antitumorais, analgésica, anti-inflamatória, imunomodulatórias, antiviral, bactericida e 

outras (SONG et al., 2014). Estudos também têm demonstrado benefícios com a 

utilização de produtos naturais de plantas na terapia do câncer.  

Segundo Thoppil e Bishayee (2011), terpenóides podem ser utilizados em 

combinação com quimioterápicos e radioterápicos, visando-se o aumento da eficácia 

terapêutica e limitação dos efeitos adversos relacionados ao tratamento.  Lamine et 

al., (2016) demonstraram que alcaloides extraídos a partir de Peganum 

harmala L. apresentam atividade anticâncer, fornecendo um novo agente citotóxico 

contra células cancerosas resistentes a quimioterapia. Já Taamalli et al., (2012) 

demonstrou que a composição fenólica de folhas de oliveira apresentam uma 

atividade citotóxica contra células de câncer de mama. 

Os produtos naturais constituem em uma grande aposta na área de atenção a 

saúde, por apresentarem o potencial para serem utilizados no tratamento de 

diversas doenças (LAHLOU, 2013). Assim, a utilização destes produtos se mostra 

bastante promissora, não apenas pelo fato de oferecerem baixo custo, mas também 

por apresentarem uma maior aceitabilidade, maior compatibilidade com o corpo 

humano e também por apresentarem mínimos efeitos adversos (YUAN et al., 2016). 

 

2.8 Terpenos 

 

Os terpenos constituem os produtos naturais mais abundantes (cerca de 

30.000 compostos) e mais diversificados estruturalmente, associados ao 

desenvolvimento da planta e à interações planta-meio ambiente (SCHWAB et al., 

2013). Normalmente, são encontrados em maiores concentrações em 

especializadas cavidades de estoque das folhas, juntamente com compostos 

aromáticos, vindo a constituir os óleos essenciais de plantas (SINGH; SHARMA, 

2015). Por apresentarem propriedades farmacológicas e biológicas de grande 

importância, os terpenos são comercialmente utilizados na indústria de 

agroquímicos, fragrâncias e farmacêutica (SOUZA et al., 2014). 

A biossíntese de terpenos se dá primeiramente a partir da geração de 

unidades de pentacarbono (C5) com duas pontes insaturadas, tais como isopentenil 
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difosfato (IDP) ou dimetilalil difosfato (DMAPP), as quais são catalisadas por 

enzimas específicas, dando origem aos terpenos superiores (ZUZARTE; 

SALGUEIRO, 2015). Assim, os terpenos passam a constituir hidrocarbonetos 

cíclicos ou acíclicos, classificados de acordo com o número de unidades isoprênicas 

(C5H8) em: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sequiterpenos (C15), diterpenos 

(C20), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (>C40) (MEWALAL et al., 

2016). Destes, os mono- e sesquiterpenos são os principais constituintes dos óleos 

essenciais de vegetais, enquanto os demais são em maioria sólidos (DHIFI et al., 

2016).  

Os monoterpenos, formados a partir de duas unidades isoprênicas, 

representam cerca de 90% da constituição dos óleos essenciais e estão associados 

a funções antimicrobianas, analgésica, hipotensivas, anti-inflamatória e antiprurítica 

(SÁ, ANDRADE, SOUZA, 2013). Hidrocarbonos monoterpênicos monocíclicos são 

os constituintes mais comuns, mas também podem ser encontrados monoterpenos 

na forma linear ou bicíclica (GUIMARÃES et al., 2012). Quando sujeitos a 

modificações bioquímicas, tais como oxidações ou rearranjos, podem dar origem a 

diversos outros compostos, os monoterpenóides, que são unidades químicas 

altamente funcionais (ZUZARTE; SALGUEIRO, 2015). 

Os sesquiterpenos podem ser encontradosem vegetais superiores, 

organismos marinhos e fungos, nas formas de hidrocarbonos ou oxigenadas, 

incluindo lactonas, álcoois, ácidos, aldeídos e cetonas (AWOUAFACK et al., 2013). 

Desta forma, estes compostos apresentam estruturas variadas, tais como acíclica 

simples, anéis monocíclicos simples ou complexos, ou ainda formas dicíclicas e 

tricíclicas simples ou complexas, com diferentes nomeclaturas (ZHANG et al., 2014). 

A biogênese de sesquiterpenos ainda é pouco compreendida, e o fato de 

apresentarem estruturas altamente diversificadas e complexas dificulta os processos 

de identificação e quantificação destas moléculas (DUHAMEL et al., 2016).  

Mais de 5000 sesquiterpenos já foram identificados, sendo responsáveis por 

desempenhar funções fisiológicas fundamentais nas plantas, além de propriedades 

farmacológicas importantes (DUHAMEL et al., 2016).  Segundo Awouafack et al. 

(2013), diversos sesquiterpenos bioativos já foram isolados a partir de plantas 

medicinais da África, e muitos destes apresentam propriedades antimicrobianas, 

anticâncer, antioxidante, hepatoprotetivo, neuroproliferativas, analgésica, anti-

inflamatória e outras.  
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Sá et al., (2015) reuniu informações a cerca de diversos sesquiterpenos de 

óleos essenciais com potencial terapêutico anti-inflamatório, identificando 12 

compostos principais: farnesol, cariofileno, óxido de cariofileno, α-humuleno,  

bisabolol, camazuleno, valenceno, nootkatone, santamarin, di-hidrocostus lactona, 

tomentosina e tussilagone. Ainda, os autores avaliaram os possíveis mecanismos de 

ação destes compostos e observaram que muitos deles podem interferir na cascada 

de sinalização de receptores TLR, na ativação de NK-κB, na liberação de 

mediadores da inflamação, na cascada de transdução de sinal MAPKs e na ativação 

de fatores de transcrição, durante o processo inicial da resposta inflamatória.  

A investigação mostrou que o cariofileno e o α-humuleno podem participar em 

diferentes vias de sinalização, além da via de ativação de receptores canabinóides 

durante a resposta anti-inflamatória, atuando como potentes agentes anti-

inflamatórios (SÁ et al., 2015) (Figura 6).  
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Figura 6. Sesquiterpenos interferem em diferentes etapas iniciais da resposta 

inflamatória generalizada 

 

Fonte: Adaptado de Sá et al. (2015) 

 

2.9 Beta-cariofileno 

 

O β-cariofileno (C15H24) é um sesquiterpeno bicíclico, naturalmente 

encontrado em grandes quantidades em óleos essenciais de diferentes espécies de 

plantas, tais como orégano, pimenta-do-reino, canela e maconha (YANG; NIE, 2016; 

ANDRADE-SILVA et al., 2016). É o principal e mais abundante componente volátil 

encontrado nos óleos essenciais de várias espécies de plantas, juntamente com 

pequenas quantidades de seus isômeros (Z)-β-cariofileno e α-humuleno (α-

cariofileno) e seus produtos pós-oxidação (FIDYT et al., 2016). A estrutura química 
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deste sesquiterpeno apresenta um anel de ciclobutano, e está altamente susceptível 

a oxidação quando exposto ao ar, pelo fato de possuir um hidrocarbono insaturado, 

formando óxido de cariofileno (Figura 7) (BARBOSA et al., 2012). 

 

Figura 7. Estrutura química do β-cariofileno 

 

Fonte: Vijayalaxmi et al., 2015 

Em resposta a ataques de herbívoros ou mudança nos fatores abióticos, o 

BCF liberado pelas plantas na atmosfera (BORGES et al., 2013). É também 

comercialmente utilizado no setor alimentício e de cosméticos, devido ao seu odor 

(BASHA; SANKARANARAYANAN, 2016). Além disso, o BCF tem demonstrado 

diferentes propriedades farmacológicas, tais como anticâncer, anti-inflamatória, 

analgésica, cicatrizante, antidiabética, antibacteriana, antialérgica, entre outras 

(CHO et al., 2015).  

O BCF se liga seletivamente a receptores canabinóides tipo 2 (CB2), agindo 

como um agonista canabinóide total (BAHI et al., 2014). Gertsh et al., (2008) relatou 

a ação do BCF como um agonista total de receptores CB2, demonstrando que o 

sesquiteperno promove a liberação dose-dependente de CA2+, através da 

mobilização da proteína G via CB2, em uma proporção semelhante ao 

endocanabinóide 2-AG, que é um potente ativador da via da proteína G, por meio 

desses receptores. Via ativação de CB2, estudos têm demonstrado o efeito anti-

inflamatório e analgésico do sesquiterpeno no tratamento de dor neuropática 

(KUWAHATA et al., 2012), dor inflamatória (KLAUKE et al., 2014) , endometriose 

(ABBAS et al., 2013) e melhora os sintomas de depressão e ansiedade (BAHI et al., 

2014).  

Além disso, Horváth e colaboradores (2012) demonstraram que, via 

receptores CB2, BCF promove melhora dos casos de nefrotoxicidade induzida por 
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cisplatina, inibindo as quimiocinas, a produção de citocinas e a infiltração de 

neutrófilos e macrófagos. Recentemente, pesquisadores demonstraram a eficácia 

terapêutica do β-cariofileno, que desempenhou atividades anti-inflamatórias e 

antioxidantes, por meio da ativação de receptores CB2, demonstrando um potencial 

efeito neuroprotetivo (JAVED et al., 2016). 

Devido a suas propriedades anti-inflamatórias, agentes canabinóides e seus 

derivados têm sido estudados e utilizados por seus benefícios contra disfunções do 

trato gastrointestinais (AHMED; KATZ, 2016). Por ser um potente fitocanabinóide, 

Bento et al. (2011) avaliou o efeito anti-inflamatório do β-cariofileno e verificou que o 

sesquiterpeno inibe a colite induzida por sulfato de sódio dextrano em ratos, por 

meio da ativação de receptores CB2 e de receptores gama ativados por proliferador 

de peroxissomo (PPARγ). No entanto, ainda são bastante escassos estudos a cerca 

do efeito terapêutico do BCF em desordens gastrointestinais, como a mucosite. 

Apesar de estudos terem demonstrado o efeito anti-inflamatório do BCF, os 

mecanismos envolvidos na indução deste efeito pela molécula ainda não são 

totalmente esclarecidos (GERTSCH et al., 2008). Estudos demonstram que o β-

cariofileno pode exercer mecanismos que contribuem para a indução de seus efeitos 

anti-inflamatórios, tais como: por meio da inibição das vias de ativação do complexo 

CD14/TLR4/MD2, o qual é responsável pela expressão de citocinas pró-

inflamatórias (IL-1 β, IL-6, IL-8 e TNF-α); e, através da inibição de quinases 

reguladas por sinal extracelular 1/2 (ERK 1/2) e a sinalização de quinases c-Jun N-

terminal 1/2 (JNK 1/2) (BENTO et al., 2011). 

 

2.10 Receptores canabinóides 

 

Descoberto há aproximadamete 25 anos atrás, o sistema endocanabinóide é 

constituído em receptores canabinóides tipo 1 e tipo 2 (CB1 e CB2),  ligantes 

endógenos, enzimas de biossíntese e de inativação de endocanabinóides (JAVED et 

al., 2016). Esse é um sistema fisiológico importante, envolvido em vários processos, 

como interações fisiológicas ou patológicas com o sistema nervoso central e 

periférico, metabolismo, digestão, motilidade, nocicepção, inflamação e outros 

(AIZPURUA-OLAIZOLA et al., 2016). 

Ligantes canabinóides e seus derivados exercem efeitos paliativos em 

pacientes oncológicos, prevenindo náusea, vômito, dor, além de estimular o apetite, 
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e também têm demonstrado atividade anticâncer in vivo e in vitro, por meio da 

modulação de vias de sinalização celular (PRAKASH et al., 2013). Canabinóides 

exógenos, como o canabidiol, e endógenos, como é o caso da anandamida, 

produzem seus efeitos biológicos por meio da interação com receptores CB1 e CB2 

(LU; MACKIE, 2016). 

Os receptores CB1 são um dos mais abundantes acoplados a proteína G, 

com ampla distribuição no sistema nervoso central e periférico (DIPATRIZIO, 2016). 

Sua abundante presença no cérebro implica na sua importância no controle de 

neurotransmissão central, além de ser amplamente distribuído em todas as classes 

de neurônios entéricos, exceto nos neurônios motores inibitórios (IZZO; SHARKEY, 

2010). A ativação de CB1 reduz a inflamação em vários modelos de animais, além 

de promover a inibição da liberação de acetilcolina, resultando na inibição de 

contratilidade in vitro ou atenuação de motilidade in vivo (DI MARZO; PISCITELLI, 

2011). 

Receptores CB2 são receptores acoplados à proteína G, e estão localizados 

nas células sanguíneas, predominantemente nas células imunes (DIPATRIZIO, 

2016). A expressão de CB2 é induzida principalmente por células do sistema imune, 

sob condições inflamatórias, e apresentam uma potencial função terapêutica em 

doenças inflamatórias, como dor crônica (KLAUKE et al.2014). Estes receptores 

medeiam efeitos anti-inflamatórios em várias condições inflamatórias, tais como 

colite, sepse, artrite, isquemia cerebral (ANDRADE-SILVA, 2016).  

Todos os componentes do sistema endocanabinóide têm sido detectados no 

sistema gastrointestinal, onde CB1 e CB2 encontram-se amplamente distribuídos 

(MACCARRONE, 2015). No TGI, os receptores CB1 estão localizados em células 

enteroendócrinas e no epitélio, em todas as classes de neurônicos colinérgicos 

entéricos dos plexos da submucosa e mioentérico, além de em neurônios aferentes 

primários espinais e extrínsecos vagais (SHARKEY; WILEY, 2015).  Já os 

receptores CB2 são encontrados tanto em células epiteliais e neurônios entéricos 

dos plexos nervosos, como também em células imunes (IZZO et al., 2015) (Figura 

8).  
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Figura 8. Distribuição de receptores canabinóides no trato gastrointestinal 
 

 

Fonte: Adaptado de Sharkey; Wiley, 2015 

 

A ativação direta ou indireta de ambos receptores CB1 e CB2 na inflamação 

intestinal apresenta múltiplos benefícios, como a promoção da melhora da 

inflamação em vários modelos de colite em murinos, redução da hipersensibilidade 

visceral e da dor abdominal, assim como da hipermotilidade e diarreias associada à 

colite (GYIRES; ZÁDORI, 2016). Nestes tecidos, a ativação específica de receptores 

CB2 desempenha uma função fundamental na resposta imune e na inflamação, 

assim como também pode demonstrar um papel importante na regulação da 

motilidade anormal, da inflamação intestinal e na redução da sensibilidade e dor 

visceral (MALIK et al., 2015). 
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A ativação de CB2 por ligantes canabinóides é não psicotrópica, por isso o 

estudo deste receptor se mostra promissor para intervenções terapêuticas, com 

potencial para aliviar os sintomas, sem provocar efeitos colaterais ao sistema 

nervoso central (SHARKEY; WILEY et al., 2016). Em um estudo realizado por Singh 

e colaboradores (2012), foi observado que agonistas de receptores CB2 atuam no 

tratamento de colite em ratos IL-10−/−, por meio da modulação da ativação de 

células T, e através da indução de apoptose destas células.  

Harvey et al. (2013) demonstraram que receptores CB2 desempenham um 

discreto papel na atenuação do dano mediado por citocinas pró-inflamatórias 

prejudiciais da mucosa no cólon humano, sem afetar diretamente a função de 

barreira epitelial da mucosa. Fichna e colaboradores (2014) demonstraram que 

receptores canabinóides centrais e periféricos são responsáveis pela ação protetiva 

e terapêutica de canabinóides em modelos de ratos com colite, reduzindo a 

inflamação intestinal. 

Apesar das recentes descobertas a cerca da ativação de CB2 na modulação 

da inflamação GI, ainda são escassos na literatura estudos sobre a utilização de 

agonistas deste receptor, como é o caso do β-cariofileno, no tratamento da mucosite 

intestinal. A partir destas observações, por meio de investigações científicas, 

pretende-se esclarecer as seguintes hipóteses: se o BCF apresenta um efeito 

protetor nos modelos de mucosite que receberam o tratamento; se observado, este 

efeito estaria relacionado a um possível efeito antinflamatório do sesquiterpeno na 

mucosa intestinal.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1  Geral 

 

 Avaliar o efeito do β-cariofileno no tratamento de mucosite intestinal induzida 

por 5-Fluorouracil, assim como investigar alguns dos possíveis mecanismos 

envolvidos na ação do sesquiterpeno. 

 

3.2  Específicos 

 

 Observar o efeito do beta-cariofileno na variação de peso corporal em 

camundongos submetidos a mucosite intestinal por 5-FU; 

 Avaliar as alterações na arquitetura tecidual dos segmentos intestinais, assim 

como o grau de severidade de mucosite intestinal induzida por 5-FU, por meio 

de análises morfométricas e histopatológicas, respectivamente; 

 Investigar o efeito do β-cariofileno sobre a contagem global de leucócitos nos 

animais tratados com 5-FU; 

 Averiguar os efeitos do β-cariofileno frente aos efeitos oxidativos induzidos 

pelo 5-FU, por meio da dosagem de malondialdeído e de glutationa reduzida; 

 Avaliar os efeitos do β-cariofileno sobre a inflamação induzida por 5-FU, por 

meio da contagem de mastócitos, da avaliação da atividade da 

mieloperoxidase, quantificação e imunomarcação de IL-1β; 

 Investigar o papel do óxido nítrico no efeito protetor do β-cariofileno, por meio 

da análise morfométrica da mucosa intestinal; 

 Investigar o papel da COX-2 no efeito protetor do β-cariofileno, por meio da 

análise morfométrica da mucosa intestinal e imunomarcação de COX-2; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos machos da raça Swiss, com peso entre 25 a 

30g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará (UFC) – 

Campus Porangabuçu. Estes animais foram acondicionados em gaiolas de 

polipropileno forradas com maravalha, a serem substituídas duas vezes por semana, 

e foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Morfologia, em um 

ambiente com temperatura de 23 ± 2ºC, com exaustão de ar, num ciclo de 12h 

claro/12h escuro, e com a água e ração padrão ad libitum.  

 

4.2 Drogas e reagentes 

 

Foi utilizado o 5-fluorouracil do laboratório farmacêutico Eurofarma (BR, 25 

mg/mL). O BCF foi obtido a partir da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e foi 

dissolvido em Tween 80 (10%). Todos os outros reagentes e produtos químicos 

serão de grau analítico e foram obtidos a partir de fornecedores comerciais padrão. 

 

4.3 Considerações éticas 

 

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram 

aprovados pela Comissão de Ética em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade 

Federal do Piauí, sob o protocolo de número 282/17 (Anexo I). 

 

4.4  Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU 

 

A mucosite intestinal foi induzida nos camundongos com a administração de 

5- FU, de acordo com a metodologia descrita por Soares et al. (2008). O 5-FU foi 

administrado por via intraperitoneal, em dose única de 450 mg/kg, no primeiro dia do 

protocolo experimental. As doses de BCF (10, 30 e 100mg/g) analisadas no 

presente estudo foram escolhidas de acordo com doses terapêuticas já analisadas e 

relatadas na literatura.  A eutanásia se deu por meio da administração da 

associação de cetamina (Syntec, Santana de Parnaíba, SP, BR) e xilazina (Agener 
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União, São Paulo, SP, BR), nas doses de 80 e 10 mg/kg, respectivamente, por via 

intramuscular, no 4º dia do protocolo. Por meio deste protocolo de 4 dias totais, os 

efeitos inflamatórios e funcionais que ocorrem no intestino após uso do 

antineoplásico foram mimetizados no modelo biológico.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 

4.5 Grupos experimentais 

 

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6):  

 Grupo controle: Os animais foram tratados com soro fisiológico estéril 

0,9% por via intraperitoneal. Sem mucosite intestinal. 

 Grupo 5-FU: Os animais receberam dose única de 5-FU (450 mg/kg) 

por via intraperitoneal, no primeiro dia. Nos dias 2 e 3, receberam soro 

fisiológico estéril 0,9%. 

 Grupo BCF10: Com mucosite induzida por 5-FU. Os animais 

receberam o BCF na dose de 10 mg/kg por gavagem, uma hora antes 

da administração da dose única de 5-FU (450 mg/kg, i.p.), no 1º dia de 

protocolo, e após 24 e 48 horas. 

 Grupo BCF30: Com mucosite induzida por 5-FU. Os animais 

receberam o BCF na dose de 30 mg/kg por gavagem, uma hora antes 

da administração da dose única de 5-FU (450 mg/kg, i.p.), no 1º dia de 

protocolo, e após 24 e 48 horas. 

 Grupo BCF100: Com mucosite induzida por 5-FU. Os animais 

receberam o BCF na dose de 100 mg/kg por gavagem, uma hora antes 

da administração da dose única de 5-FU (450 mg/kg, i.p.) no 1º dia de 

protocolo, e após 24 e 48 horas. 

 

No quarto dia do protocolo experimental, os animais foram 

eutanasiados e as amostras do duodeno, jejuno e íleo foram coletadas. O 

delineamento experimental foi demonstrado na Figura 9: 
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Figura 9. Delineamento experimental para indução de mucosite intestinal com 5-FU 

e tratamento com beta-cariofileno 

 

Fonte: própria  

 

4.6 Análise ponderal  

 

Durante todo o período experimental, os camundongos foram pesados em 

balança antes da administração de quaisquer dos compostos (Soro fisiológico 0,9%, 

5-FU ou β-cariofileno).  

 

4.7 Análise Morfométrica e Histopatológica 

 

Os segmentos intestinais foram fixados por 24h em formol tamponado a 10%. 

Em seguida, os segmentos foram retiradas do formol e conservadas em álcool a 

70%. Na etapa seguinte, as amostras foram submetidas a processamento (série de 

desidratação e emblocamento em parafina) para a realização de cortes histológicos 

de 5µm de espessura em micrótomo. As lâminas obtidas foram coradas com H&E 

(hemotoxilinaeosina) e, posteriormente, analisadas. 

A análise morfométrica foi realizada com o auxílio de um microscópio óptico 

acoplado ao sistema de aquisição de imagens (LEICA). Nesta etapa, foram 
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mensurados a altura de 10 vilos e a profundidade de 10 criptas em cada lâmina. Os 

valores foram expressos em µm. 

Com o auxílio de um microscópio óptico, o grau de severidade da mucosite foi 

avaliado de acordo com o sistema de escores proposto por Woo et al. (2000), 

conforme segue na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Níveis de intensidade de mucosite induzida por 5-FU 

Escores de severidade da mucosite 

0 Ausência de lesão 

1 Menos de 10% das criptas contém células necróticas 

2 Mais de 10% das criptas contêm células necróticas, mas a arquitetura 

permanece intacta 

3 Mais de 10% das criptas contêm células necróticas com perda da 

arquitetura das criptas (<20%), os vilos encontram-se encurtados e ocorre 

variável hipertrofia e hiperbasofilia nas criptas remanescentes 

4 Semelhante à 3, entretanto, é mais extensa com perda da arquitetura das 
criptas (>20%) e encurtamento dos vilos 

 

 

4.8  Leucograma 

 

O Leucograma foi realizado previamente à eutanásia. Os animais foram 

anestesiados com combinação de anestésicos (Xilazina 10m/kg e Cetamina 

80mg/kg), parar obtenção das amostras de sangue periférico por punção cardíaca, 

que foram diluídas em líquido de Turk a uma proporção de 20 μL de sangue para 

380 μL de solução. Após isso, foi realizada a contagem do número total de 

leucócitos em câmara de Neubauer (MOURA et al, 1998), com resultados expressos 

na forma de número total de leucócitos por 103/mm3 de sangue. 

 

4.9  Dosagem dos níveis de Malondialdeído (MDA) 

 

A dosagem do malondialdeído permite investigar o estresse oxidatico pelo 

método baseado na sua reação com o ácido tiobarbitúrico – TBARS (Thiobarbituric 

Acid Reactive Substances), vindo a constituir um indicador de peroxidação lipídica. 

Amostras das mucosas foram homogeneizadas a 10% com tampão fosfato de 

potássio (1,15%). Em seguida, em um microtubo, foram adicionados 62,5µL, além 
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de 375µL de ácido fosfórico (1%) e 125µL de ácido tiobarbitúrico 0,6%. Na etapa 

seguinte, as amostras foram submetidas a banho-maria a 100ºC, por 45 minutos. 

Após, foram adicionados 500µL de n-butanol, para posterior centrifugação a 5000 

rpm, por 10 minutos. A seguir, 200µL do sobrenadante foram pipetados em placa de 

96 poços e absorbância foi medida em leitor de microplacas a 535 nm. Os 

resultados foram expressos como nmol de MDA/mg de proteína (LEFÈVRE et al., 

1998) 

 

4.10 Análise da Concentração de Glutationa (GSH)  

 

A concentração de Glutationa (GSH) em amostras de tecidos do intestino 

delgado foi realizada de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). 

Para determinação dos níveis de grupos sulfidrílicos não-protéicos, uma amostra de 

100 mg da mucosa intestinal dos animais foi homogeneizada em 1ml de EDTA 

(0,02M). Alíquotas de 100μL do homogenato foram misturadas a 80μL de água 

destilada e a 20μL de ácido tricloroacético (TCA) a (50%), para precipitação de 

proteínas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm, durante 15 

minutos a 4°C. Posteriormente, uma alíquota de 100μL do sobrenadante foi 

adicionado a 200μL de tampão Tris (0,4M, pH 8,9,) e a 5μL de ácido 5,5-ditiobis-(2-

nitrobenzoico) (DTNB, Sigma-Aldrich, EUA). Em seguida, a mistura foi agitada por 3 

minutos e, por fim, a absorbância foi lida a 412nm em espectrofotômetro. As 

concentrações de grupos sulfidrílicos nãoprotéicos foram expressas em μg de 

GSH/mg de tecido. 

 

4.11 Determinação da concentração de mastócitos  

 

Os blocos de parafina com amostras intestinais foram selecionados para a 

coloração com azul de toluidina. A coloração de azul de toluidina foi realizada após a 

desparafinização da lâmina com xilol, hidratação com álcool absoluto e uma série de 

álcool a 90%, álcool a 80%, álcool a 70%. Em seguida, as lâminas foram lavadas 

com água destilada, coradas com azul de toluidina por 8 minutos, lavadas com água 

destilada e colocadas em estufa a 60º C por uma hora para secar. Após a secagem, 

as lâminas foram clareadas com uma série de xilol e montadas. Para evidenciar os 

mastócitos, tal como determinado por Michalany (2008), a contagem de mastócitos 
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de cada lâmina foi realizada com o auxílio de um microscópio óptico (40X) acoplado 

ao sistema de aquisição de imagens (LEICA).  Foi realizada a contagem de 10 

campos e, em seguida, realizou-se a média de cada grupo. 

 

4.12 Ensaio de Mieloperoxidase (MPO)  

 

A atividade da MPO por mg de tecido foi determinada através da técnica 

descrita por Bradley, Christensen e Rothstein (1982). Cerca de 50mg dos segmentos 

intestinais foram homogeneizados em 500µL de brometo de hexadecitrimetilamônio 

(HTAB) (0,5%), para posterior maceração. Em seguida, mais 500µL de brometo de 

hexadecitrimetilamônio (HTAB) (0,5%) foram adicionados ao homogenato e a 

amostra foi agitada em córtex por 20 segundos. A seguir, as amostras foram 

submetidas ao freezer a -80ºC, por 10 minutos e, após este tempo, foram 

novamente agitadas em vórtex por 20 segundos.  Depois, o homegenato foi 

centrifugado a 5.000 rpm, durante 7 minutos a 4°C. Na placa de Elisa, foram 

adicionados 10µL do sobrenadante em duplicata, além de 200 µL da solução de 

Dianisidina em cada poço. A atividade de MPO no sedimento ressuspenso foi 

analisada através da medição da absorbância em 450 nm. Os resultados foram 

registrados como unidades de MPO por mg de tecido.  

 

4.13 Avaliação imunohistoquímica para detecção de IL-1β e COX-2 

 

Imunohistoquímica para IL-1β e COX-2 foi realizada utilizando método de 

estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). O segmento intestinal que 

apresentou a melhor resposta foi fixado em formol 10% por 24 h. Após este período 

de tempo, as amostras de tecido foram processadas e parafinizadas, para posterior 

confecção de cortes histológicos em micrótomo, com espessura de 4µm, e 

confecção de lâminas histológicas. Em seguida, as lâminas contendo os cortes do 

segmento intestinal foram desparafinizados, por meio de incubação em estuda a 

60ºC overnight e de três banhos de xilol, durante 5 minutos cada. Decorrido este 

tempo, os cortes intestinais foram hidratados em dois banhos em etanol absoluto, 

um banho em etanol (90%), um banho em etanol a 80% e um banho em etanol a 

70%, durante três minutos cada. Na etapa seguinte, as lâminas contendo os cortes 

foram submersas a um banho de água destilada por 10 minutos e, em seguida, com 
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tampão citrato (DAKO ®, pH 7,0) em banho-maria (95ºC) por 20 minutos, para a 

recuperação antigênica. Após o resfriamento, obtido em temperatura ambiente 

durante 20 minutos, foram feitas lavagens com solução tamponada de fosfato (PBS), 

por 5 minutos. Em seguida, foi feito o bloqueio da peroxidase endógena com solução 

de H2O2 a 3% (Abcam), durante 30 minutos. Posteriormente, os cortes foram 

lavadas com PBS e, depois, incubados overnight (4oC) com anticorpo primário de 

coelho anti- IL-1β (SantaCruz®)  e anti-COX-2 (SantaCruz®)  de cabra diluído em 

PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA). Para os controles negativos, os 

anticorpos primários foram omitidos. Após este período, os cortes foram lavados três 

vezes com PBS e incubados com o anticorpo secundário (de detecção) biotinilado 

anti-IgG de coelho (GBI Labs®), diluído 1:200 em PBS-BSA, por 30 minutos. Depois 

de lavado, os cortes foram incubados com o complexo estrepto-avidina peroxidase 

conjugada (complexo ABC Vectastain®) por 30 minutos. Após nova lavagem com 

PBS, realizou-se a coloração com o cromógeno 3,3`diaminobenzidine-peróxido 

(DAB, DAKO ®), seguida por contra-coloração com hematoxilina de Mayer, durante 

8 minutos. Por fim, realizou-se a desidratação das amostras e montagem das 

lâminas. Controles negativos foram processados simultaneamente como descrito 

acima, sendo que o anticorpo primário foi substituído por PBS-BSA 5%. As imagens 

foram capturadas por meio de microscopia de luz, acoplado a câmara com sistema 

de aquisição LAZ 3,5 (LEICA DM1000, Alemanha). Para quantificação da área 

imuno marcada para as citocinas, foi utilizado o programa Adobe Photoshop 8.0, 

para obtenção da área total do tecido e área imunomarcada. Para mensuração da 

área marcada em porcentagem, foi realizado o seguinte cálculo: 

 

 

 

4.14 Papel do óxido nítrico no efeito protetor do β-cariofileno em modelo de 

mucosite intestinal induzida por 5-FU 

 

Para avaliar o papel do óxido nítrico no efeito anti-inflamatório do BCF em 

modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU, modulou-se a via de síntese de NO 

por iNOS com o L-NAME. A mucosite intestinal foi induzida no dia 1, com uma dose 

única de 5-FU (450 mg/kg) i.p., em todos os grupos experimentais, exceto no grupo 

salina. Os grupos experimentais consistiram em:  

% da área imunomarcada = área imunomarcada (pixels) x 100 
           área total (pixels) 
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Grupo Salina: receberam salina (NaCl a 0,9%), por gavagem, durante os 

quatro dias de protocolo experimental; 

Grupo 5-FU: receberam 5-FU, i.p., no dia 1 de protocolo experimental; 

Grupo BCF10: receberam o BCF (10 mg/kg) 1h antes da administração do 5-

FU no dia 1, e após 24 e 48horas, por gavagem; 

Grupo L-NAME receberam L-NAME (20 mg/kg, i.p.) 1h antes da 

administração do 5-FU no dia 1, e após 24 e 48 horas, por gavagem; 

Grupo L-NAME + BCF10: receberam L-NAME (20 mg/kg, i.p.) por gavagem, 

seguida pela administração imediata de BCF (10 mg/kg), 1h antes da administração 

do 5-FU no dia 1, e após 24 e 48 horas, por gavagem; 

Grupo L-arginina + BCF10: receberam L-arginina (300 mg/kg, i.p.) por 

gavagem, seguida pela administração imediata de BCF (10 mg/kg), 1h antes da 

administração do 5-FU no dia 1, e após 24 e 48 horas, por gavagem;  

Grupo L-NAME + L-arginina: receberam L-NAME (20 mg/kg i.p.), seguida 

pela administração imediata de L-arginina (300 mg/kg i.p.), 1h antes da 

administração do 5-FU no dia 1, e após 24 e 48 horas, por gavagem. 

No quarto dia do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados e o 

duodeo foi retirado para quantificação gênica de iNOS e determinação indireta dos 

níveis de óxido nítrico, por meio da dosagem de nitrato/nitrito. 

  

4.15 Papel da COX no efeito anti-inflamatório do β-cariofileno em modelo de 

mucosite intestinal induzida por 5-FU 

 

Para avaliar o papel da COX-2 no efeito anti-inflamatório do BCF, modulou-se 

a via da enzima utilizando-se o inibidor celecoxibe (SILVA, 2017). No protocolo 

experimental de 4 dias, a mucosite intestinal foi induzida no dia 1, com uma dose 

única de 5-FU (450mg/kg) i.p., em todos os grupos experimentais, exceto no grupo 

salina. Os grupos experimentais consistiram em:  

Grupo Salina: Sem mucosite. Receberam apenas salina (NaCl a 0,9%), por 

gavagem, durante os quatro dias de protocolo experimental; 

Grupo 5-FU: receberam 5-FU, i.p., no dia 1 de protocolo experimental; 

Grupo CLX: receberam Celecoxibe (7,5mg/kg), i.p, 1 hora antes da 

administração de 5-FU no dia 1, e diariamente até o dia 3; 
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Grupo BCF10: receberam BCF (10 mg/kg), por gavagem, 1h antes da 

administração do 5-FU no dia 1, e diariamente até o dia 3. 

Grupo BCF10+CLX: receberam BCF (10 mg/kg), por gavagem, e Celecoxibe 

(7,5 mg/kg), i.p, 1h antes da administração do 5-FU no dia 1, e após 24 e 48 horas. 

No quarto dia do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados e o 

duodeno foi retirado para análise histopatológica (H&E) e imunomarcação de COX-2 

(conforme item 4.13). 

 

4.16 Análises Estatísticas  

 

Os resultados que obedecerem a uma distribuição paramétrica foram 

analisados pela Análise de Variância (ANOVA) e pelo teste de Student Newman 

Keuls como post hoc teste através do programa GraphPad Prism versão 6.0. Os 

dados obtidos a partir da análise histológica foram analisados por estatística não-

paramétrica, utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s 

(comparações múltiplas). Para todas as análises, foram consideradas significativas 

quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeito do β-cariofileno sobre a perda ponderal induzida por 5-FU  

 

A perda de peso é um dos parâmetros utilizados para a confirmação do 

modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU. 

A avaliação ponderal permitiu evidenciar a significativa (p<0,05) perda de 

peso causada pelo 5-FU, a partir do segundo dia do protocolo experimental, quando 

comparado ao grupo salina. Neste grupo, por sua vez, houve gradual aumento do 

peso no decorrer dos quatro dias de protocolo.  O tratamento com o BCF não 

preveniu a perda de peso induzida pelo quimioterápico (Figura 10). 
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Figura 10. Efeito do β-cariofileno na variação de peso corporal em camundongos 

submetidos a mucosite intestinal por 5-FU 
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Os camundongos (n=6/grupo) foram pesados diariamente até o 4ºdia do protocolo experimental. A 
indução de mucosite intestinal por 5-FU induziu a perda de peso de forma significante (p<0,05) em 
todos os grupos tratados com o antineoplásico, quando comparado ao grupo controle. A perda de 
peso se iniciou a partir do segundo dia, nos grupos tratados com 5-FU. Os pontos representam a 
média+EPM do percentual de variação do peso inicial. Para análise estatística foi utilizado o teste 
two-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. #, p<0,05, quando comparado ao grupo Salina; *, 
p<0,01 quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.2 Efeito do β-cariofileno nas alterações histopatológicas induzidas por 5-FU 

na mucosa intestinal de camundongos 

 

A coloração dos segmentos do duodeno, jejuno e íleo com hematoxilina e 

eosina permitiu a visualização microscópica da arquitetura tecidual, assim como as 

alterações morfológicas induzidas pelo 5-FU na mucosa intestinal. 

No grupo salina (Figuras 11A, 11F e 11L) verifica-se a mucosa intestinal em 

condições normais, na qual se observa a preservação das criptas intestinais, sem 

alterações morfológicas, além da escassez de células leucocitárias.  

A administração de 5-FU induziu alterações na arquitetura da mucosa 

intestinal, observadas pela evidente redução da altura dos vilos (setas vermelhas) e 

das criptas (setas verdes) e acentuado infiltrado de células inflamatórias (azuis) no 

duodeno (Figura 11B), jejuno (Figura 11G) e íleo (Figura 11M). 

O tratamento com o BCF na dose de 10 mg/kg reverteu em grande parte a 

arquitetura tecidual apenas no duodeno (Figura 11C), aumentando comprimento 

dos vilos e das criptas e diminuindo o infiltrado de células.  Tais observações não 

foram observadas no jejuno (Figura 11H) e íleo (Figura 11N) do grupo BCF10. A 

administração do BCF nas doses de 30mg/kg (Figuras 11D, 11I e 11O) e 100 mg/kg 

(Figuras 11E, 11J e 11P) reverteu apenas parcialmente o encurtamento de vilos e 

criptas no duodeno, enquanto que no jejuno e íleo tal efeito não foi não preveniu as 

alterações histopatológicas induzidas pelo 5-FU. 
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Figura 11.  Efeito do β-cariofileno nas alterações microscópicas da mucosa intestinal de camundongos submetidos à mucosite 

intestinal por 5-FU 

 

5-FU induziu redução da altura dos vilos (setas vermelhas) e da profundidade das criptas (setas verdes) e infiltrado de células leucocitárias (setas azuis) em 
segmentos do duodeno, jejuno e íleo (painéis D, E e F). O tratamento com o BCF na dose de 10mg/kg (painéis G, H e I) preveniu o encurtamento dos vilos, a 
perda da profundidade das criptas, e reduziu o infiltrado de células leucocitárias no duodeno. A administração do BCF nas doses de 30mg/kg e 100 mg/kg não 
preveniu as alterações histopatológicas induzidos pelo 5-FU na mucosa intestinal. Todos os painéis foram obtidos na escala de 100 μm (X10). 
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5.3 Efeito do tratamento com β-cariofileno nos escores histopatológicos de 

modelo experimentais de mucosite intestinal induzida por 5-FU  

 

De acordo com os escores histopatológios de severidade da mucosite 

apresentados na tabela 3, observa-se que o 5-FU aumentou de forma significativa 

(p<0,05) os escores histopatológicos em todos os segmentos do intestino delgado 

(escore 4), atingindo o grau máximo, em relação ao grupo salina. O tratamento com 

o BCF na dose de 10 mg/kg reduziu significativamente (p<0,05) o escore 

histopatológico apenas no duodeno, quando comparado ao 5-FU (Tabela 3). Os 

tratamentos com o BCF na dose de 30 mg/kg ou 100 mg/kg não apresentaram 

diferença estatística, quando comparado ao grupo 5-FU. 

Estes dados indicam que o BCF na dose de 10 mg/kg desempenhou um 

melhor efeito terapêutico contra os danos induzidos pelo 5-FU, especialmente no 

duodeno. 

 

Tabela 3. Efeito do tratamento com β-cariofileno nos escores histopatológicos em 

modelo experimental de mucosite intestinal induzida por 5-FU  

Segmentos 

intestinais 
Grupos Experimentais 

 Salina 5-FU BCF10 BCF30 BCF100 

Duodeno 0 (0-0) 4 (4-4)
#
 1 (0-3)* 1,5 (1-3) 2 (1-4) 

Jejuno 0 (0-0) 4 (4-4)
#
 3 (3-4) 3,5 (3-4) 4 (1-4) 

Íleo 0 (0-0) 4 (4-4)
#
 3 (1-4) 3 (1-4) 4 (1-4) 

 
Os valores foram expressos como mediana, e foram analisados pelo Kruskal-Wallis, seguido do teste 
de Dunn´s. #, p<0,05, quando comparado ao grupo Salina; * p<0,05 quando comparado ao grupo 5-
FU. 
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5.4 Efeito do β-cariofileno nas alterações morfométricas induzidas por 5-FU 

na mucosa intestinal em camundongos 

 

De acordo com a Figura 12, a administração de 5-FU diminuiu 

significantemente (p<0,05) a altura dos vilos nos segmentos intestinais analisados 

(duodeno: 122,4 ± 0,75; jejuno: 107,9 ± 4,47; íleo: 87,2 ± 2,70), quando comparado 

aos seus respectivos controles (duodeno: 248,1 ± 1,62; jejuno: 214,7 ± 6,45; íleo: 

153,9 ± 5,26). No entanto, o BCF na dose de 10mg/kg reverteu de forma significativa 

(p<0,05) o encurtamento dos vilos no duodeno (199,0 ± 4,30) e jejuno (139,1 ± 5,45), 

quando comparados aos respectivos grupos 5-FU, porém sem diferença 

estatisticamente significante no íleo (101,5 ± 5,58).  

De forma semelhante, a administração de 5-FU promoveu o encurtamento 

das criptas do duodeno (37,99 ± 1,72), jejuno (36,14 ± 1,82) e íleo (33,23 ± 0,96), 

quando comparados aos respectivos grupos salina (p<0,05) (duodeno: 76,73 ± 1,63; 

jejuno: 75,16 ± 2,40; íleo: 69,90 ± 1,76). Contudo, o BCF na dose de 10mg/kg 

reverteu significativamente (p<0,05) o encurtamento das criptas dos segmentos 

intestinais (duodeno: 67,80 ± 2,57; jejuno: 54,32 ± 1,39; íleo: 40,20 ± 1,70), quando 

comparado aos grupos 5-FU. 
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Figura 12. Efeito do β-cariofileno na altura dos vilos e profundidade das criptas em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU 
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5-FU diminui significativamente (p<0,05) a altura dos vilos e profundidade das criptas do duodeno, jejuno e íleo, quando comparado ao grupo salina. O BCF (10 
mg/kg) previniu de forma significativa (p<0,05) o encurtamento dos vilos e das criptas induzido pelo 5-FU. Os valores foram expressos como média ± E.P.M., pelo 
teste ANOVA seguido de Student Newman-Keulsz. #, p<0,05, quando comparado ao grupo salina; * , p<0,05, quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.5 Efeito do β-cariofileno sobre a contagem de leucócitos em modelo de 

mucosite intestinal induzidos por 5-FU  

 

Por meio da contagem global de leucócitos (Figura 13), observou-se que o 5-

FU diminui de forma significante (p<0,05) o número de leucócitos (2,42 ± 0,11), 

quando comparado ao grupo salina (5,19 ± 0,21). O BCF na dose de 10 mg/kg 

reverteu significativamente (p<0,05) a contagem total de leucócitos (3,17 ± 0,18), 

quando comparado ao grupo 5-FU. 

 

Figura 13. O β-cariofileno aumenta a contagem global de leucócitos no sangue 

periférico de camundongos em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU 
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Os valores foram apresentados como média+EPM dos níveis de leucócitos expressos em mL de 
sangue periférico. Para análise estatística, foi utilizado o teste one-way ANOVA, seguido do teste 
Student Newman Keuls, onde # p<0,05, quando comparado ao grupo Salina; * p<0,05 quando 
comparado ao grupo 5-FU. 
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5.6 Efeito do β-cariofileno sobre os níveis de MDA em modelo de mucosite 

intestinal induzidos por 5-FU 

 

O malodialdeído (MDA) constitui um marcador de estresse oxidativo, uma vez 

que é produto da peroxidação lipídica pela ação de espécies reativas de oxigênio. 

Quanto aos níveis de MDA, quando comparado ao grupo salina (duodeno: 

1593 ± 26,16; jejuno: 1993 ± 67,07), houve significante (p<0,05) aumento dos níveis 

deste marcador de peroxidação lipídica pelo 5-FU no duodeno (4353 ± 230,1) e 

jejuno (4157 ± 300). O BCF na dose de 10mg/kg reduziu de forma significativa 

(p<0,05) os níveis de MDA nos segmentos intestinais analisados (duodeno: 3763 ± 

253,6; jejuno: 2800 ± 237,2), em comparação ao grupo 5-FU (Figura 14).   
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Figura 14. O β-cariofileno reduz os níveis de MDA no duodeno e jejuno em modelo 

de mucosite intestinal induzidos por 5-FU 
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Os segmentos do intestino delgado foram coletados para avaliação dos níveis de MDA, o qual 
constitui um marcador de peroxidação lipídica. 5-FU eleva significantemente (p<0,05) os níveis de 
MDA em todos os segmentos intestinais, quando comparado ao grupo controle. O BCF na dose de 
10mg/kg reduz os níveis de MDA no duodeno e jejuno. Os valores foram apresentados como 
média+EPM dos níveis de MDA expressos em Mol/mg de tecido. Para análise estatística foi utilizado 
o teste one-way ANOVA, seguido de Student Newman-Keuls, onde #, p<0,05, quando comparado ao 

grupo Salina; * p<0,05 quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.7 Efeito do β-cariofileno sobre os níveis de GSH em modelo de mucosite 

intestinal induzidos por 5-FU  

 

A glutationa reduzida (GSH) constitui em uma defesa antioxidante endógena, 

que se apresenta em altos níveis em circunstâncias fisiológicas normais, porém 

passa a ser gradativamente consumida durante os processos inflamatórios, devido a 

sua ação neutralizante contra EROs. 

Em relação aos níveis de GSH, o 5-FU reduziu significantemente (p<0,05) os 

níveis da enzima antioxidante no intestino delgado (duodeno: 119,0 ± 4,352; jejuno: 

163,3 ± 11,64), quando comparado ao grupo controle (duodeno: 246,6 ± 8,461; 

jejuno: 326,3 ± 17,46). Em contrapartida, o BCF na dose de 10 mg/kg aumentou os 

níveis de GSH no duodeno (151,2 ± 7,349) e jejuno (235,6 ± 17,03), quando 

comparado ao grupo 5-FU (Figura 15). 
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Figura 15. O β-cariofileno aumenta os níveis de GSH no duodeno e jejuno em 

modelo de mucosite intestinal induzidos por 5-FU 
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Os valores foram apresentados como média+EPM dos níveis de GSH expressos em μg/mg de tecido. 
Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA, seguido do teste de Student Newman 
Keuls, onde # p<0,05, quando comparado ao grupo Salina; * p<0,05 quando comparado ao grupo 5-
FU. 
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5.8 Efeito do β-cariofileno sobre a contagem de mastócitos em modelo de 

mucosite intestinal induzidos por 5-FU  

 

A coloração de segmentos intestinais com azul de toluidina permite a 

visualização microscópica da presença de mastócitos, propiciando a verificação de 

infiltração leucocitária. Pelo fato de terem apresentado uma melhor resposta ao 

tratamento com o BCF, segmentos do duodeno dos animais submetidos a mucosite 

intestinal foram escolhidos para coloração com azul  de toluidina.  

De acordo com a Figura 16, observou-se que houve um significante (p<0,05) 

aumento na contagem de mastócios no grupo 5-FU (74,73 ± 2,68), quando 

comparado ao grupo controle (25,50 ± 1,50). Em contrapartida, o BCF na dose de 10 

mg/kg reduziu o número destas células leucocitárias no segmento intestinal 

analisado (37,70 ± 3,00), em comparação ao grupo 5-FU.  

 

Figura 16. O β-cariofileno reduz a contagem de mastócitos no duodeno de modelo 

de mucosite intestinal induzidos por 5-FU 
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Os valores foram apresentados como média+EPM dos níveis de mastócitos expressos em nº de 
mastócitos x 10

6
/campo. Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA, seguido do 

teste de Student Newman Keuls, onde # p<0,05, quando comparado ao grupo Salina; * p<0,05 
quando comparado ao grupo 5-FU. 
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Figura 17. Efeito do β-cariofileno sobre a contagem de mastócitos no duodeno de 

modelo de mucosite intestinal induzidos por 5-FU 

 

Os segmentos foram corados com azul de toluidina para a contagem de mastócitos. O 5-FU (B) 
aumenta o número de mastócitos (setas vermelhas) no duodeno, quando comparado ao grupo 
controle (A). O BCF na dose de 10mg/kg (C) reduz a quantidade destas células no mesmo segmento 
intestinal, quando comparado ao grupo 5-FU. Todos os painéis foram obtidos na escala de 50 μm 
(40x). 
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5.9 Efeito do β-cariofileno sobre os níveis de MPO em modelo de mucosite 

intestinal induzidos por 5-FU  

 

A mieloperoxidase (MPO) constitui em um marcador de infiltração leucocitária, 

uma vez que está presente em neutrófilos granulocíticos. 

Observou-se que houve um significante (p<0,05) aumento nos níveis de MPO 

por 5-FU (duodeno: 9,298 ± 0,363; jejuno: 10,00 ± 0,344), quando comparado ao 

grupo controle (duodeno: 6,176 ± 0,365; jejuno: 5,964 ± 0,593). Em contrapartida, o 

BCF na dose de 10 mg/kg reduziu os níveis da enzima nos segmentos intestinais 

analisados (duodeno: 6,017 ± 0,369; jejuno: 6,633 ± 0,493), em comparação ao 

grupo 5-FU (Figura 18).  
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Figura 18. O β-cariofileno reduz os níveis de MPO do duodeno e jejuno de modelo 

de mucosite intestinal induzida por 5-FU 
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Os valores foram apresentados como média+EPM dos níveis de MPO expressos em μg/mg de tecido. 
Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA, seguido do teste de Student Newman 
Keuls, onde # p<0,05, quando comparado ao grupo Salina; * p<0,05 quando comparado ao grupo 5-
FU. 
 

5.10 Efeito do β-cariofileno sobre a expressão de IL-1β no duodeno de 

animais submetidos à mucosite intestinal induzida por 5-FU  



68 
  

 

A IL-1β consiste em uma citocina pró-inflamatória cuja expresssão se 

encontra aumentada em processos inflamatórios. 

Em condições fisiológicas, observa-se pouca expressão de IL-1β no duodeno 

de animais do grupo controle (Figura 19 B). Em contraste a este grupo, o 5-FU 

aumentou consideravelmente a imunomarcação da citocina (Figura 19 C). O 

tratamento com o BCF (10mg/kg) reduziu a imunomarcação de IL-1β na mucosite 

intestinal induzida por 5-FU (Figura 19 D). 

Conforme a Figura 20, a análise quantitativa revelou que o 5-FU aumenta de 

forma significante (p<0,05) a porcentagem da área imunomarcada para IL-1β (6,971 

± 0,16) no duodeno, quando comparado ao grupo controle (1,728 ± 0,02). O 

tratamento com o BCF na dose de 10mg/kg diminui significantemente (p<0,05) a 

área marcada para a citocina (3,271 ± 0,04), quando comparado ao grupo 5-FU. 
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Figura 19. O β-cariofileno reduz a imunomarcação de IL-1β no duodeno de modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU 

 
Os duodenos de camundongos submetidos à mucosite intestinal induzida por 5-FU foram processados para a realização de imunohistoquímica para marcação 
da citocina pró-inflamatória IL-1β. Observou-se um aumento da imunomarcação para IL-1β no duodeno do grupo 5-FU (450mg/kg) (C), quando comparado ao 
grupo controle (B). Em contraste, no grupo tratado com o BCF na dose de 10mg/kg (D) houve diminuição da expressão da citocina, quando comparado ao grupo 
5-FU. Todos os painéis foram obtidos na escala de 50 μm (X40). 
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Figura 20. O β-cariofileno reduz a porcentagem de área imunomarcada para IL-1β 

no duodeno de modelo de mucosite intestinal induzidos por 5-FU 
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Os valores foram apresentados como média+EPM da expressão de IL-1β expressos em % da área 
IL-1β/área total. Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA, seguido do teste de 
Student Newman Keuls, onde # p<0,05, quando comparado ao grupo Salina; * p<0,05 quando 
comparado ao grupo 5-FU. 
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5.11 Papel do óxido nítrico no efeito anti-inflamatório do β-cariofileno em 

modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU 

 

A coloração com hematoxilina e eosina dos segmentos do duodeno permitiu a 

visualização de alterações microscópica da arquitetura tecidual induzidas pelo 5-FU 

na mucosa intestinal. 

Conforme a Figura 21, a administração do substrato de NOS, a L-arginina, 

quando administrado simultaneamente ao BCF (Figura 21 D) ou ao L-NAME (Figura 

21 G), não reverteu os efeitos destas substâncias no duodeno de modelos de 

mucosite intestinal induzida por 5-FU. O L-NAME (Figura 21 E) preservou 

parcialmente a arquitetura do tecido e reduziu o infiltrado inflamatório. Ainda, o 

inibidor de NOS não reverteu o efeito protetor do BCF no duodeno (Figura 21 F), 

demonstrando um efeito sinérgico do inibidor de NOS e do sesquiterpeno contra as 

alterações microscópicas induzidas pelo quimioterápico na arquitetura tecidual, 

evidenciadas pela observação preservação da altura dos vilos e da estrutura das 

critas, além de redução de infiltrado leucocitário. 

De acordo com a Figura 22, o L-NAME aumentou (p<0,05) a altura dos vilos 

(194,6 ± 2,734) e das criptas (65,23 ± 1,330), quando comparado ao grupo 5-FU. 

Ainda, na associação de BCF e L-NAME também houve uma significante 

preservação da altura dos vilos (198,5 ± 2,744) e profundidade das criptas (66,43 ± 

0,767), quando comparado ao 5-FU, de forma semelhante ao observado no grupo L-

NAME e L-arginina (vilos: 207,8±1,514; criptas: 68,22 ± 0,504).  
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Figura 21. Efeito do L-NAME, L-Arginina e β-cariofileno sobre as alterações histopatológicas observadas em modelo de mucosite intestinal 

induzida por 5-FU 

 
5-FU (B) reduziu a altura dos vilos (setas vermelhas) e a profundidade das criptas (setas verdes) e promoveu um infiltrado de células leucocitárias (setas azuis) em 
segmentos do duodeno do modelo de mucosite intestinal, quando comparado ao grupo salina (A). Mesmo quando associado à L-arginina (D), o BCF (C) previne em 
grande parte as alterações histopatológicas induzidas pelo quimioterápico. O L-NAME (E) também preservou em parte a arquitetura da mucosa duodenal. A 
associação de BCF e L-NAME (F) preservou de forma mais eficaz a arquitetura tecidual em segmentos do duodeno, de forma semelhante ao grupo L-NAME e L-
arginina (G). Todos os painéis foram obtidos na escala de 100 μm (X10). 



73 
  

Figura 22. Efeito do L-NAME, L-Arginina e β-cariofileno sobre as alterações 

morfométricas observadas em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU 
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5-FU diminuiu (p<0,05) a altura dos vilos e profundidade das criptas do duodeno, quando comparado 
ao grupo salina. O BCF (10mg/kg) previniu (p<0,05) o encurtamento dos vilos e das criptas induzido 
pelo 5-FU, mesmo quado associado a L-arginina (LA). O tratamento simultâneo com BCF e L-NAME 
(LN) preveniu de forma mais eficaz o encurtamento dos vilos e criptas, assim como o grupo L-
NAME+L-arginina (LN+LA), de forma significante (p<0,05), quando comparado ao grurpo 5-FU. Os 
valores foram expressos como média ± E.P.M., pelo teste ANOVA seguido de Student Newman-
Keulsz. #, p<0,05, quando comparado ao grupo salina; * ,p<0,05, quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.12 Papel da COX-2 no efeito anti-inflamatório do β-cariofileno em modelo de 

mucosite intestinal induzida por 5-FU 

 

5.12.1 Efeito da Celecoxibe e β-cariofileno sobre as alterações  

histopatológicas e morfométricas observadas em modelo de mucosite 

intestinal induzida por 5-FU 

De acordo com a Figura 23, o tratamento simultâneo com a celecoxibe e o 

BCF demonstrou que o inibidor de COX-2 não reverteu o efeito do sesquiterpeno 

contra as alterações histopatológicas induzidas pelo quimioterápico na arquitetura 

tecidual, evidenciadas pela observação preservação da altura dos vilos e da 

estrutura das criptas, além de redução de infiltrado leucocitário. 

Como observado na Figura 24, a celecoxibe na dose de 7,5mg/kg preservou 

de forma significativa (p<0,05) a altura dos vilos (192,9 ± 3,755) e a profundidade 

das criptas (66,95 ± 1,736), quando comparado ao grupo 5-FU. Ainda, na 

associação de BCF e celecoxibe também houve uma significante preservação da 

altura dos vilos (233,5 ± 3,636) e profundidade das criptas (71,42 ± 1,301), quando 

comparado ao 5-FU.  
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Figura 23. Efeito da Celecoxibe e β-cariofileno sobre as alterações histopatológicas observadas em modelo de mucosite intestinal 

induzida por 5-FU 

 
5-FU (B) reduziu a altura dos vilos (setas vermelhas) e a profundidade das criptas (setas verdes) e promoveu um infiltrado de células leucocitárias (setas azuis) 
em segmentos do duodeno do modelo de mucosite intestinal, quando comparado ao grupo salina (A), enquanto que o BCF (C) e CLX (D) previniram as alterações 
histopatológicas induzidas pelo quimioterápico.  A associação de BCF e CLX (E) preservou de forma mais eficaz a arquitetura tecidual do duodeno. Todos os 
painéis foram obtidos na escala de 100 μm (X10). 
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Figura 24. Efeito da Celecoxibe e β-cariofileno sobre as alterações morfométricas 

observadas em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU 
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O 5-FU diminui (p<0,05) a altura dos vilos e profundidade das criptas no duodeno, quando comparado 
ao grupo salina. O BCF (10mg/kg) e CLX (7,5mg/kg) previniram (p<0,05) o encurtamento dos vilos e 
das criptas induzido pelo 5-FU. Os valores foram expressos como média ± E.P.M., pelo teste ANOVA 
seguido de Student Newman-Keulsz. #, p<0,05, quando comparado ao grupo salina; *, p<0,05, 
quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.12.2 Efeito da Celecoxibe e β-cariofileno sobre a expressão de COX-2 em 

modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU 

 

Buscando avaliar a ação do BCF sobre a expressão de COX-2, realizou-se a 

análise qualitativa e quantitativa da marcação celular por imuno-histoquímica para a 

enzima. 

Em condições fisiológicas, observa-se pouca expressão de COX-2 no 

duodeno de animais do grupo controle (Figura 25 B). Em contraste a este grupo, o 

5-FU aumentou consideravelmente a imunomarcação da enzima (Figura 25 C). De 

forma semelhante ao grupo tratado com celecoxibe (Figura 25 E), o tratamento com 

o BCF (10mg/kg) reduziu a imunomarcação de COX-2 na mucosite intestinal 

induzida por 5-FU (Figura 25 D). Uma menor imunomarcação da expressão da 

enzima foi observada nos grupos tratados simultaneamente com o BCF e celecoxibe 

(Figura 25 F). 

Conforme a Figura 26, a análise quantitativa revelou que o 5-FU aumenta de 

forma significante (p<0,05) a porcentagem da área imunomarcada para COX-2 (5,10 

± 0,12) no duodeno, quando comparado ao grupo controle (2,16 ± 0,04). Assim 

como o grupo celecoxibe (2,44 ± 0,04), o tratamento com o BCF na dose de 

10mg/kg diminuiu significantemente (p<0,05) a área marcada para a enzima (2,73 ± 

0,05), quando comparado ao grupo 5-FU. Ainda, o tratamento simultâneo com o 

BCF e celecoxibe (1,28 ± 0,04) reduziu em aproximadamente quatro vezes a 

expressão de COX-2, quando comparado ao grupo 5-FU. 
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Figura 25. Efeito da Celecoxibe e β-cariofileno sobre a imunomarcação de COX-2 no duodeno de animais submetidos à mucosite 

intestinal induzida por 5-FU 

 
Os duodenos de camundongos submetidos à mucosite intestinal induzida por 5-FU foram processados para a realização de imunohistoquímica para marcação de 
COX-2. Observou-se um aumento da imunomarcação para COX-2 no duodeno do grupo 5-FU na dose de 450mg/kg (C), quando comparado ao grupo controle 
(B). O tratamento com o BCF e/ou celecoxibe diminuiu a expressão da enzima, quando comparado ao grupo 5-FU. Todos os painéis foram obtidos na escala de 
50 μm (X40). 
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Figura 26. Efeito da Celecoxibe e β-cariofileno sobre a área imunomarcada para 

COX-2 no duodeno de animais submetidos à mucosite intestinal induzida por 5-FU 
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Os valores foram apresentados como média+EPM da expressão de COX-2 expressos em % da área 
IL-1β/área total. Para análise estatística foi utilizado o teste one-way ANOVA, seguido do teste de 
Student Newman Keuls, onde # p<0,05, quando comparado ao grupo Salina; * p<0,05 quando 
comparado ao grupo 5-FU. 
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6 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, reproduziu-se o modelo de mucosite intestinal induzido 

por 5-FU, como descrito na literatura, ao qual foram incluídas adaptações. A 

mucosite intestinal foi induzida com administração de 5-FU na dose única de 

450mg/kg em camundongos Swiss, como descrito por Soares et al. (2008). Nesta 

dose, os sinais clínicos apresentados por pacientes que fazem uso desse 

quimioterápico, tais como diarreia, perda de peso e inflamação da mucosa intestinal, 

podem ser mimetizados em modelos de animais para estudos experimentais da 

mucosite intestinal (SOARES et al., 2013; JUSTINO et al., 2014;  JUSTINO et al., 

2015).  

Neste trabalho, o β-cariofileno foi testado nas doses de 10, 30 e 100mg/kg, as 

quais foram escolhidadas de acordo com doses terapêuticas já relatadas na 

literatura, e observou-se que o tratamento com o BCF na dose de 10mg/kg 

apresentou o melhor efeito terapêutico, prevenindo a mucosa contra os danos 

induzidos pelo quimioterápico, principalmente no duodeno. O BCF foi capaz de 

reduzir os níveis de malondialdeído e aumentar a concentração de glutationa, além 

de reduzir a contagem de mastócitos, mieloperoxidase e reduzir a expressão de IL-

1β e COX-2 no modelo de mucosite intestinal. Além disso, verificou-se que seu 

mecanismo de ação não envolve a participação da via do óxido nítrico ou da COX-2. 

Inicialmente, investigou-se o efeito do sesquiterpeno sobre a perda de peso 

induzida pelo 5-FU, a qual consiste em uma das principais manifestações clínicas 

apresentadas por pacientes tratados com quimioterapia (SHEPPARD et al., 2014; 

OP DEN KAMP et al., 2014). No presente estudo, foi evidenciado a perca de peso 

em todos os animais tratados com o 5-FU, o que permitiu a confirmação da indução 

de mucosite intestinal pelo quimioterápico,  corroborando com a literatura (COSTA, 

2017). A perca ponderal pode ser justificada pelo fato de o 5-FU induzir uma alta 

toxicidade no intestino delgado, causando sua disfunção e comprometendo a 

retenção de alimentos e absorção de seus nutrientes (AL-SHAMMARI et al., 2016).  

Além disso, observou-se também que o tratamento com o BCF não preveniu 

a perca de peso induzida pelo quimioterápico. Uma possível explicação para este 

resultado é a de que o sesquiterpeno pode não ter sido eficaz em inibir 

integralmente a toxidade causada pela alta dose de 5-FU (450mg/kg) utilizada 

conforme o protocolo adotado neste trabalho para a indução da mucosite intestinal.  
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Neste distúrbio intestinal, episódios de vômito e diarreia comprometem a retenção e 

a disgestão de alimentos, e, por conseguinte, a absorção de nutrientes, resultando 

na perca de peso (KUIKEN; RINGS; TISSING, 2015). Associado à má nutrição, a 

perda de peso consiste em um fator de risco para o desenvolvimento de infecções, 

comprometento a qualidade de vida e a terapia e, consequentemente, as chances 

de sobrevivência do paciente (LIN et al., 2015). 

Por conseguinte, as análises histopatológicas realizadas demonstraram que o 

5-FU altera a arquitetura da mucosa intestinal, provocando a redução dos vilos, nos 

quais se observa um intenso infiltrado de células inflamatórias, e vacuolização de 

células epiteliais, conforme já evidenciado em estudos anteriores (LIU et al., 2013; 

SOARES et al., 2013; AL-REFAI, 2014; ARAÚJO et al., 2015). Estes achados 

conferiram grau máximo de intensidade de mucosite intestinal induzida por 5-FU no 

duodeno, jejuno e íleo. Isto ocorre porque a capacidade de auto-renovação de 

células epiteliais que se proliferam rapidamente, como as do intestino, é 

comprometida com a utilização de drogas citotóxicas, com o 5-FU, ocasionando no 

achatamento de vilos e comprometimento das criptas (ZUO et al., 2014). 

Entretanto, identificou-se que o BCF na dose de 10 mg/kg exibiu um efeito 

protetor, prevenindo o encurtamento dos vilos e cripta e, consequentemente, 

preservando a arquitetura da mucosa intestinal da toxicidade induzida pelo 5-FU. 

Corroborando com este resultado, já foi demonstrado o efeito protetor do β-

cariofileno em lesões gástricas induzidas por etanol em camundongos Swiss. Nesse 

estudo, Lemos et al,. (2015) observou que o BCF na dose de 30 mg/kg (baseada na 

dose de omeprazol utilizada clinicamente) demonstrou um efeito gastroprotetor nos 

modelos de úlcera, reduzindo a quantidade e a severidade das lesões induzidas pelo 

álcool. 

O efeito nefroprotetor do BCF (10 mg/kg) contra os danos à morfologia, à 

resposta inflamatória e, consequentemente, contra a disfunção renal induzida pela 

cisplatina em camundongos também já foi relatado (HORVÁTH et al.,  2012). Ainda 

recentemente, foi demonstrado que a proteção conferida pelo β-cariofileno em 

células da glia está relacionada a sua capacidade em estimular defesas 

antioxidantes, prevenindo as células contra agentes citotóxicos (ASSIS et al., 2014). 

A mielossupressão também é relatada como um dos principais efeitos 

colaterais induzidos por 5-FU (LIU; LIA; LI, 2017). Os resultados do presente estudo 

demonstraram que o 5-FU reduz a quantidade de leucócitos totais no sangue 
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periférico, quando comparado ao grupo controle, enquanto que o BCF na dose de 10 

mg/kg previne a mielossupressão induzida pela droga.  

Esta mielossupressão, caracterizada principalmente por neutropenia, é 

resultado do efeito inibitório do crescimento e da citotoxicidade de drogas 

antineoplásicas sobre as células da medula óssea (BARRETO et al., 2014). 

Adicionalmente, há relatos de que esta mielossupressão esta relacionada à indução 

de estresse oxidativo induzido pelo quimioterápico na medula óssea (NUMAZAWA 

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

Altos níveis de estresse oxidativo também são evidenciados na mucosite 

intestinal induzida por 5-FU, levando a uma intensificação da severidade desta 

patologia (AL-ASMARI,  2016). Um dos principais danos celulares causados pelo 

excesso de EROs nas células é a peroxidação lipídica das membranas celulares 

(AYALA; MUÑOZ; ARGÜELLES, 2014). O malondialdeido é um produto final 

resultado da peroxidação lipídica mediada por EROs, sendo amplamente utilizado 

como marcador de estresse oxidativo (SINGH et al., 2014).  

Para prevenir a oxidação celular, o organismo dispõe de um conjuto de 

enzimas antioxidantes endógenas, composto principalmente por catalase (CAT), 

superóxido dismutase (SOD) e glutationa reduzida (GSH) capazes de neutralizar 

radicais livres e impedir que estes se acumulem e interfiram nos processos 

biológicos (EL-BELTAGI; MOHAMED, 2013).  A enzima GSH participa não só da 

defesa no sistema antioxidante, como também de processos metabólicos, agindo 

contra espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ZHAO et al., 2016). De forma 

semelhante, SOD e CAT promovem a neutralização de radicais livres, tais como 

radicais superóxido produzidos nas mitocôndrias (CRISTIANA; ELENA; NINA, 2014). 

Diante disto, verificou-se o efeito antioxidante do β-cariofileno por meio das 

dosagens de MDA e GSH. Os resultados do presente estudo sugerem altos níveis 

de estresse oxidativo induzidos por 5-FU, identificado por altos níveis de MDA, além 

de uma redução dos níveis da enzima antioxidante GSH, corroborando com os 

resultados já demonstrados em estudos anteriores (ARIFA et al., 2014;JUSTINO et 

al., 2014; KIM et al., 2015; FILHO et al, 2016; AL-ASMARI et al. 2016). Sabe-se que 

a indução de estresse oxidativo mediada por 5-FU consiste em um dos mecanismos 

de ação da droga, que promove o aumento de radicais livres altamente citotóxicos, 

causando danos a moléculas biológicas, como lipídios, proteinas e material genético, 
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e comprometendo o sistema de defesa antioxidante endógeno (POLK et al., 2014; 

FU et al., 2014; FOCACCETTI et al., 2015; ZHAO et al., 2016). 

Em constraste, evidenciou-se que a administração do BCF na dose de 10 

mg/kg reduziu os níveis de MDA e aumentou os níveis de GSH no duodeno e jejuno, 

indicando um efeto antioxidante do sesquiterpeno. Estes resultados sugerem que o 

BCF induz uma maior disponibilização de defesas antioxidantes pelo organismo para 

o combate e neutralização dos radicais livres produzidos direta ou indiretamente 

pelo quimioterápico 5-FU.  Corroborando com os estes resultados do presente 

estudo, foi demonstrado que o β-cariofileno extraído a partir de óleos essenciais 

exibe uma potente atividade antioxidante, uma vez que inibe da peroxidação lipídica 

e promove a eliminação de radicais livres, principalmente radicais hidroxil e ânions 

superóxido (CALLEJA et al., 2012; DONATI et al., 2014; DAHHAM et al., 2015).  

Ainda em concordância com os resultados aqui obtidos, além de GSH, o 

efeito antioxidante do sesquiterpeno também foi evidenciado por meio da 

manutenção dos níveis e da atividade da enzima CAT em tecidos cerebrais, após a 

suplementação com o BCF (50mg/kg, i.p.) em modelos experimentais de doença de 

Parkinson (OJHA et al., 2016). Adicionalmente, há evidências de que a atividade 

antioxidante do BCF está relacionada a sua habilidade de estimular a atividade da 

enzima de detoxificação glutationa S- transferase (GST), cuja importância está na 

sua propriedade de conjugar metabólitos tóxicos à GSH, otimizando o 

funcionamento desta enzima no organismo (ALVAREZ-GONZÁLEZ; MADRIGAL; 

CASTRO-GARCÍA, 2014). 

As EROs produzidos em excesso por quimioterápicos lesionam 

principalmente o DNA de células do epitélio de revestimento da mucosa intestinal, 

resultando em ativação de proteínas pró-apoptóticas, tais como p53, culminando em 

apoptose destas células (STRINGER, 2013; GAO et al., 2014). Como consequência, 

ocorre a deterioração do epitélio intestinal, que permite a exposição direta da 

mucosa a patógenos, principalmente bactérias, induzindo uma resposta inflamatória 

local (KUIKEN; RINGS; TISSING, 2015).  

Com a indução de uma resposta inflamatória primária, células do sistema 

imune, além de citocinas pró-inflamatórias, são ativadas e recrutadas para o local da 

inflamação, acentuando a severidade da mucosite intestinal (COSTA, 2016). O 

infiltrado de células inflamatórias consiste em uma das caraterísticas da mucosite, 

tendo sido documentado em diversos estudos da patologia, e ocorre por meio da 
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ativação de moléculas de adesão por NF-κB (SOARES et al., 2013; LEOCÁDIO et 

al., 2015; TANG et al., 2017). 

Diante do exposto, com o objetivo de avaliar a intensidade do processo 

inflamatório, realizou-se a contagem de mastócitos e o ensaio de mieloperoxidase 

(MPO), que são técnicas amplamente utilizadas como marcadores de infiltração 

leucocitária (ARIFA et al., 2014; TANG et al., 2017). Os mastócitos desempenham 

um papel relevante na inflamação e na resposta imune (WANG et al., 2014). Estas 

são células granulocíticas que se encontram fisiologicamente em pequenas 

quantidades em tecidos conectivos e na mucosa, podendo ser ativados por meio da 

estimulação de receptores IgE de alta afinidade, além da ativação direta por 

diferentes antígenos, citocinas, fatores de crescimento e hormônios, levando a 

liberação de diferentes mediadores inflamatórios pela célula (CONTI, 2013).  

Durante uma reação inflamatória, mastócitos são recrutados e se acumulam 

no estroma de tecidos inflamados, fagocitando ou produzindo EROs para destruição 

de microrganismos e modulando as respostas imunes inatas e adaptativas (URB; 

SHEPPARD, 2012). Por conseguinte, atuam produzindo e liberando leucotrienos, 

prostaglandinas, mediadores vasoativos, fatores ativadores de plaquetas, 

quimiocinas e citocinas, incluindo IL-1β, IL-6 e TNF- , para recrutamento e ativação 

de outras células leucocitárias para o local da inflamação (THEOHARIDES; 

VALENT; AKIN, 2015).  

Recentemente, foi demonstrado um aumento no número de mastócitos em 

tecidos intestinais de modelo de mucosite induzida por agentes quimioterápicos (AL-

ASMARI et al., 2016; NOGUEIRA et  al., 2017). Consistentemente, os resultados do 

presente estudo revelaram um aumento no número destas células em amostras de 

duodeno de animais tratados com 5-FU. O acúmulo de mastócitos no tecido 

inflamado leva ao recrutamento de múltiplas células inflamatórias, intensificando a 

resposta inflamatória e resultando, principalmente, na indução de dano tecidual 

(URB; SHEPPARD, 2012). Um dos mecanismos de ação pelo qual mastócitos 

desempenham seu papel na inflamação intestinal é por meio da ação de ATP 

extracelular, que medeia a ativação de receptores purinérgicos P2X7 por mastócitos 

durante a iniciação e exacerbação da inflamação intestinal, demonstrado em modelo 

colite (KURASHIMA et al., 2012). 

A administração de BCF na dose de 10mg/kg reduziu a quantidade de 

mastócitos no duodeno dos animais tratados, quando comparado a grupo 5-FU. 
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Acredita-se que a redução do infiltrado leucocitário tenha contribuído para o efeito 

protetor do BCF na mucosa intestinal, considerando-se a liberação de histamina 

pelos mastócitos remanescentes no tecido inflamado. Incluindo mastócitos, a 

histamina é liberada por uma grande variedade de células e, por meio da ligação a 

receptores histamínicos H1, H2, H3 e H4, participa de diversos processos 

fisiológicos no TGI, modulando respostas imunológicas, a nocicepção visceral, a 

secreção gástrita e intestinal, assim como a motilidade intestinal (DEITEREN et al., 

2015). 

Localizados nas células epiteliais intestinais e no plexo submucoso do cólon, 

os receptores H2 ativados pela histamina podem modular a desgranulação de 

mastócitos, promover o aumento da expressão da citocina anti-inflamatória IL-10, ao 

mesmo tempo em que inibe a secreção de IL-12, TNF-α e IL-23, desempenhando 

um efeito anti-infamatório (SMOLINSKA et al., 2013). Além disso, a ativação destes 

receptores pode diminuir a imunorreatividade através da redução da resposta 

quimiotática de células inflamatórias, atenuando o processo inflamatório e 

desempenhando efeito protetivo na mucosa intestinal (CORUZZI et al., 2015; EL-

MAHDY et  al., 2013).  

A MPO é uma enzima peroxidase expressa em leucócitos granulares 

azurofílicos, e tem sua atividade aumentada durante processos infecciosos, 

desempenhando um papel fundamental na iniciação e progressão da inflamação 

(GUVEN et al., 2013). Seu mecanismo de ação consiste na geração de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio, e outros radicais livres, os quais são tóxicos a 

microrganismos, e causam sua destruição (RYMASZEWSKI et al., 2014).  

Corroborando com o aumento do número de mastócitos, confirmou-se um 

intenso infiltrado leucocitário induzido pelo 5-FU por meio da observação de uma 

alta atividade da enzima MPO liberada por leucócitos azurofílicos, tais como 

neutrófilos e macrófagos, também presentes no local da inflamação. De fato, esta 

infiltração leucocitária ocorre como um mecanismo de defesa do organismo, para 

bloquear a liberação de proteases e EROs tóxicas produzidas por microrganismos 

aos tecidos, sendo necessário para a resolução da inflamação intestinal induzida 

pela quimioterapia (ORTEGA-GOMEZ; PERRETTI; SOEHNLEIN, 2013).  

Entretanto, observou-se que o BCF na dose de 10 mg/kg suprimiu a atividade 

de MPO nos segmentos intestinais analisados, demonstrando um resultado 

semelhante ao evidenciado por Cho e colaboradores (2015), que relataram a 
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redução nos níveis da enzima em modelo de colite com a administração do BCF nas 

doses de 30 e 300 mg/kg, por gavagem. A redução na atividade da MPO indica uma 

redução do infiltrado de células leucocitárias e, consequentemente, da atenuação da 

inflamação promovida pelo sesquiterpeno no tecido lesionado (MARCELINO et al., 

2015).  

As células do sistema imune inato, incluindo neutrófilos, basófilos, eosinófilos, 

monócitos, macrófagos, mastócitos e células dendríticas, controlam a invasão por 

patógenos através da liberação de quimiocinas e citocinas, as quais permitem a sua 

interação com outras células e mediam a resposta imune no organismo 

(LACY;STOW, 2017). Esta liberação inclui famílias de citocinas pró- e anti-

inflamatórias que iniciam uma cascada de eventos que deve ser precisamente 

regulada para um funcionamento apropriado do sistema imune (STRIZ et al., 2014). 

Dentre as citocinas pró-inflamatórias que exercem um papel fundamental no 

desenvolvimento da mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil, destacam-se 

TNF-α, IL-6 e IL-1β, cujas expressões são diretamente moduladas por meio do fator 

nuclear NF-κB (SULTANI, 2012). Logo, verificou-se a expressão de IL-1β em 

amostras de duodeno do presente modelo de mucosite intestinal e observou-se um 

aumento na área imunomarcada para a citocina no grupo tratado com 5-FU, quando 

comparado o grupo controle, como já foi demonstrado anteriormente em outros 

modelos de mucosite intestinal (ARIFA et al. 2014; BEN-LULU et al., 2012).  

A IL-1β é citocina pró-inflamatória produzida e secretada principalmente por 

células componentes do sistema imune inato, e é essencial para a resposta imune 

na resistência a patógenos (AFONINA et al., 2015). Sob estímulo inflamatório, a IL-

1β é ativada e se liga a receptores IL-1R, promovendo a ativação de uma complexa 

rede de citocinas e mediadores inflamatórios, além da expressão de integrinas em 

leucócitos e células endoteliais (RIDER et al., 2011; DINARELLO, 2017). Ainda, os 

efeitos pro-inflamatórios de IL-1β estão relacionados à sua capacidade de promover 

o recrutamento e retenção de macrófagos no tecido, por via dependente de 

caspase-1, e induzir a produção de enzimas envolvias no processo inflamatório, tais 

como COX-2, iNOS e fosfolipase A (RIDER  et al., 2011; MOLDOVEANU et al.,  

2015). 

No presente estudo, ainda, verificou-se que a área imunomarcada para IL-1β 

foi reduzida nos animais tratados com o BCF na dose de 10 mg/kg, demonstrando 

que o efeito anti-inflamatório do BCF no intestino delgado também está relacionado 
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à sua capacidade de reduzir a expressão e liberação desta citocina pró-inflamatória 

por células no duodeno. Estas observações corroboram com os relatos recentes que 

demonstram um efeito protetor do sesquiterpeno por meio da inibição de citocinas 

pró-inflamatórias, incluindo IL-1β, em diferentes modelos de inflamação (HORVÁTH 

et al., 2012; LIU et al., 2015; CHO et al, 2015; FIDYT et al., 2016). 

Por conseguinte, com o objetivo de se identificar um dos mecanismos de ação 

envolvidos no efeito anti-inflamatório do β-cariofileno, decidiu-se investigar o papel 

do óxido nítrico frente à ação do sesquiterpeno na inflamação intestinal induzida por 

5-FU. Para isso, utilizou-se um inibidor de NOS, o L-NAME, e o substrato L-arginina 

para análise da produção de NO e expressão gênica de iNOS.  

O NO, em baixas concentrações, participa de vários processos biológicos, 

porém uma superprodução desta molécula durante o estresse oxidativo está 

relacionada a diversos mecanismos patológicos (MA et al., 2017). Este gás é 

produzido em diferentes tipos de células e é sintetizado com a conversão da L-

arginina em L-citrulina, por meio da ação de diferentes isoformas de óxido nítrico 

sintases (nNOS, eNOS e iNOS), sendo essencial na regulação de diversos 

processos fisiológicos (EL-NOOR et al., 2017). Contudo, durante o processo 

inflamatório, ocorre uma maior expressão da enzima citoplasmática iNOS (Óxido 

Nítrico Sintase Induzível), em resposta a radicais livres, citocinas pró-inflamatórias e 

outros estimulantes fisiopatológicos (GARRY et al., 2015; LIU et al., 2015). Como 

consequência, ocorre uma superprodução de NO associado à radiacais livres, que 

induz efeitos citotóxicos e promove a expressão de NF-κB, o qual regula a 

expressão de citocinas pró-inflamatórias e das enzimas iNOS e COX-2 relacionadas 

ao processo inflamatório (ANTOSOVA et al., 2012; ANTOSOVA et  al., 2015). 

Já é bastante reportado na literatura que na mucosite intestinal induzida por 

agentes quimioterápicos ocorre um aumento significativo na expressão de iNOS e, 

consequentemente, a superprodução de NO promotor de danos celulares e lesões 

na mucosa intestinal (KIM et al., 2015; AL-ASMARI et al., 2016; ALVARENGA  et al., 

2017; NATARAJAN et al., 2017). Nosso estudo demonstrou que o tratamento com o 

L-NAME, inibidor de NOS, preveniu de forma parcial o encurtamento dos vilos 

causados pelo 5-FU, corroborando com os resultados apresentados em estudos 

anteriores (LEITÃO et al., 2011).  

A análise histopatológica também demonstrou que a administração de L-

arginina ou L-NAME não reverteu o efeito protetor do β-cariofileno. Estes resultados 
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sugerem que, assim como o inibidor L-NAME, o BCF atua de modo a atenuar os 

danos teciduais causados pela produção excessiva de NO por NOS durante o 

processo inflamatório, o que confere o efeito protetor do sesquiterpeno na mucosite 

intestinal induzida por 5-FU. Este efeito protetor também pode estar relacionado à 

capacidade do BCF em modular a ativação do fator de transcrição NF-κB, o qual 

está diretamente envolvido na ativação da transcrição de iNOS sob estimulo 

inflamatório (FIDYT et al., 2016). Em suma, estes resultados sugerem que não há 

participação da via do óxido nítrico no efeito protetor do BCF contra os danos 

nduzidos por 5-FU na mucosa intestinal. 

A ativação da transcrição do fator nuclear NF-κB na mucosite intestinal 

também determina a expressão de enzimas fundamentais no processo inflamatório, 

como é o caso da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (CHANG et al., 2012).   Diante 

disto, pretendeu-se verificar o papel da síntese de prostaglandinas pela COX-2 

frente ao efeito anti-inflamatório do β-cariofileno, utilizando-se para isso a 

celecoxibe, que consiste em um inibidor seletivo da enzima. 

A COX-2 consiste em uma das isoformas da enzima ciclo-oxigenase (COX), 

expressa principalmente em células endoteliais e células envolvidas no processo 

inflamatório, que catalisa a conversão de ácido aracdônico em prostaglandinas G2 

(PGG2), e desta em prostaglandinas H2 (PGH2) (ZARGUI; ARFAEI, 2011). Uma vez 

produzidas, PGH2 são convertidas em metabólitos mais estáveis, incluindo SPGE2, 

PGF2, PGI2 e tramboxanos (GUPTA et al., 2011). Ao contrário de COX-1, que 

produz prostaglandinas que regulam funções fisiológicas, tais como gastroproteção 

e integridade homeostática, a COX-2 é ativada apenas em resposta a estímulos 

fisiopatológicos, tais como inflamatórios, citocinas ou toxinas, resultando na 

liberação excessiva de prostanóides (JUAN et al., 2015).  

Os prostanóides sintetizados pela COX-2 desempenham um papel importante 

na resposta inflamatória, contribuindo para o desenvolvimento dos sinais de 

inflamação aguda em tecidos inflamados (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Além 

disso, há relatos que a atividade da COX-2 causa depleção da atividade de GSH 

(que reduz PGG2 em PGH2) em células redutoras, promove a geração de radicais 

superóxido (O2
•-) no tecido nervoso, contribuindo para a toxicidade causada por 

Fe2+, e induz a geração de EROS que causam injúrias à mucosa do tecido 

inflamado (LAUBE; KNIESS, PIETZSH, 2016; CHANG et al., 2012). 
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A celecoxibe é uma droga anti-inflamatória não esteróides (AINEs), com 

propriedades analgésica, antipirética, anti-inflamatória e anticâncer, utilizadas no 

tratamento de dor aguda, artrite reumatoide, osteoartrite e câncer colorretal 

(ZWEERS et al., 2011; ZHOU et al., 2017). O efeito anti-inflamatório da celecoxibe 

se dá pela inibição da síntese das prostaglandinas por COX-2, bloqueando 

seletivamente a produção de PGG2 e PGH2 sintase (GONG et al., 2012). Também 

foi demonstrado que a CLX diminui a inflamação por meio da redução da expressão 

gênica de COX-2 e IL-6 e também através da modulação de NF-κB, que controla a 

ativação da transcrição dos genes da enzima (KAWASHIMA et al., 2013; AFZAL et 

al., 2013). 

De acordo com as análises histopatológicas e morfométricas do presente 

estudo, o tratamento com o sesquiterpeno, seguida pela administração da 

celecoxibe, desempenhou um efeito sinérgico na proteção do duodeno, preservando 

em maiores proporções a integridade dos vilos e criptas e reduzindo 

consideravelmente o infiltrado inflamatório na mucosa do segmento analisado. 

Correlacionando com estas observações, evidenciou-se ainda que, de forma similar 

ao CLX, o BCF reduziu significativamente a expressão de COX-2 no duodeno dos 

animais submetidos a mucosite intestinal, principalmente quando associado ao 

referido inibidor. Os resultados encontrados no presente estudo apontam para um 

efeito inibitório na via da COX-2 pelo β-cariofileno, de forma tão eficaz quanto ao da 

celecoxibe, sugerindo que este efeito esteja diretamente envolvido no efeito anti-

inflamatório desempenhado pelo sesquiterpeno na mucosa intestinal.  

Em concordância com nossos resultados, há relatos de que a inibição seletiva 

de COX-2 induz efeitos benéficos, atenuando o processo inflamatório (GUPTA; 

YADAV, 2011). Fidyt e colaboradores (2016) relatam que o BCF reduz a expressão 

de COX-2, assim de iNOS, TNF-α, prostaglandinas E2, via supressão da ativação de 

NF-κB, promovendo analgesia. Ainda, foi demonstrado que a administração oral de 

BCF (48mg/kg) reduziu a expressão da COX-2, assim como a expressão gênica de 

TNF-α e IL-1β no córtex cerebral, exibindo um efeito anti-inflamatório eficaz por meio 

da ativação de receptores canabinóides CB2 (CHENG et al., 2014).  

Adicionalmente, estudos demonstram que a COX-2 medeia a oxigenação de 

endocanabinóides, levando à inativação dos mesmos, e, consequentemente, à 

inibição da ativação de receptores canabinóides (DUGGAN et al., 2011; VECCHIO; 

MALKOWSKI et al, 2011). Visando-se bloquear esta inativação, os autores sugerem 
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a utilização de inibidores seletivos de COX-2 como uma nova estratégia terapêutica 

para aumentar a sinalização de endocanabinóides, otimizando as abordagens 

clínicas que envolvem a estimulação destas moléculas para obtenção de efeito 

terapêutico (HERMANSON et al., 2014). 

Com base nos resultados apresentados do presente estudo, o β-cariofileno na 

dose de 10 mg/kg promove um efeito benéfico na mucosite intestinal induzida por 5-

FU. Este efeito se dá por meio da manutenção dos níveis totais de leucócitos no 

sangue periférico, redução de estresse oxidativo e da inflamação, por meio da 

diminuição da infiltração leucocitária, dos níveis de IL-1β e COX-2, contra a 

toxicidade induzida pelo quimioterápico na mucosa intestinal. Diante do exposto, o β-

cariofileno apresenta propriedades terapêuticas promissoras para o tratamento da 

mucosite intestinal induzida por 5-FU. 
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7 CONCLUSÃO 

 

No presente estudo, observou-se que o β-cariofileno no modelo de mucosite 

intestinal induzida por 5-FU: 

 Reverte em grande parte as alterações histológicas induzidas por 5-FU na 

mucosa intestinal de camundongos; 

 Reverte a leucopenia induzida pelo quimioterápico no sangue periférico 

 Diminui o estresse oxidativo, por meio do aumento os níveis de GSH e da 

redução dos níveis de MDA na mucosa intestinal; 

  Diminui a inflamação, por meio da redução da infiltração por mastócitos, dos 

níveis de MPO e da expressão de IL-1β e COX-2 na mucosa intestinal 

 Não envolve a participação da via do NO ou da COX-2 nos seus mecanismos 

de ação. 
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