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RESUMO

A mucosite intestinal € uma reacdo inflamatdria e/ou ulcerativa do revestimento gastrointestinal,
podendo ocorrer pelo efeito citotoxico direto dos agentes de quimioterapia e radioterapia
antineoplésicas. O 5-fluorouracil (5-FU) é um antineoplasico que estd clinicamente indicado no
tratamento de diversos tipos de cancer. A glutamina (GIn) é o aminodcido mais comumente
encontrado no organismo, sendo benéfica na recuperacdo da mucosite oral e intestinal. A
suplementacdo com derivados mais estaveis da GIn, tal como alanil-glutanina (Ala-GIn), representa
um meio de fornecimento de GIn para o organismo. Um estudo recente do nosso grupo mostrou que
animais deficientes da apolipoproteina E tinham agravamento da mucosite intestinal induzida pelo 5-
FU. Este trabalho teve como objetivo investigar os efeitos da Ala-GIn no tratamento da mucosite
intestinal induzida por 5-FU em camundongos C57BL6J APOE nocautes (ApoE™) e selvagens.
Utilizamos camundongos com pesos entre 20-25 g, de ambos 0s sexos, sendo desafiados com injecdo
intraperitoneal de 5-FU (450 mg/kg), dose Unica, e controles receberam PBS. Os animais foram
tratados com doses de Ala-GIn (100 mM) ou PBS por gavagem (0,5 mL) trés dias antes da
administracdo do 5-FU e durante cinco dias consecutivos, sendo sacrificados com solucdo de eutanasia
no sexto dia. Amostras de ileo foram armazenadas em freezer (-80 °C) para uso em protocolos de
biologia molecular. Amostras também foram fixadas em formaldeido para processamento histologico.
O peso corporal dos animais foi monitorado diariamente e o efeito citotdéxico mielosupressor do 5-FU
avaliado pela técnica de leucometria. Também foram considerados parametros morfométricos de
altura de vilos e profundidade das criptas, indice mitdtico e apopto6tico, bem como os seus escores para
necrose. O Western blot foi usado para a deteccéo da expresséo de vilina e TNF-a intestinais; ELISA
para o estudo de citocinas e PCR em tempo real (QPCR) para detec¢éo e quantificacdo de IGF-1e Bcl-
2 intestinais. Os animais selvagens e APOE nocautes, mesmo aqueles tratados com Ala-Gln,
apresentaram perda de peso corporal quando desafiados com 5-FU, ndo havendo diferenga entre os
grupos. Porém, estes diferiram estatisticamente, apenas, quando comparados aos controles PBS
(p<0,001). Verificamos uma leucopenia significativa nos animais selvagens e nocautes desafiados pelo
5-FU em comparagdo ao grupo PBS (p<0,001), ndo sendo este efeito revertido ou melhorado com a
administracdo de Ala-GlIn. Nas anélises morfométricas do ileo, encontramos uma reducéo na altura de
vilos (p<0,001), um aumento da profundidade das criptas (p<0,001 e p<0,01) e uma reducéo da razdo
vilo/cripta (p<0,0001) nos animais selvagens e nocautes desafiados pelo 5-FU em comparativo aos
respectivos controles PBS. O tratamento com Ala-GIn melhorou a razédo vilo/cripta (p<0,0001) e a
profundidade das criptas (p<0,001 e p<0,0001) nos animais selvagens e nocautes em relagdo aos
respectivos animais desafiados pelo 5-FU. A altura de vilos foi melhorada (p<0,01) apenas nos
animais APOE nocautes tratados com Ala-GIn em relagdo aos respectivos animais desafiados pelo 5-
FU. O desafio pelo 5-FU ndo aumentou o indice mit6tico nas criptas dos animais selvagens e APOE
nocautes em relacdo os controles PBS e os tratados com Ala-GIn. Houve um aumento de células em
apoptose nos animais selvagens e nocautes desafiados pelo 5-FU e tratados com Ala-GIn (p<0,01 e
p<0,05) em relagdo aos seus controles PBS. Houve um aumento significativo nos escores para criptas
necroticas (p<0,028) em animais selvagens e APOE nocautes desafiados pelo 5-FU em rela¢do aos
respectivos controles ndo desafiados. Apenas os camundongos selvagens tratados com Ala-Gin
tiveram uma redugdo significativa (p<0,04) nos seus escores em comparagdo com 0s animais ndo
tratados injetados com 5-FU. Néo houve diferenga estatistica nos niveis da citocina IL-1p detectadas
por ELISA no ileo nos animais selvagens desafiados pelo 5-FU comparados aos controles PBS e Ala-
GlIn. Contudo, houve um aumento significativo nos niveis dessa citocina nos animais APOE nocautes
desafiados pelo 5-FU e tratados com Ala-GIn. Nao houve diferenga na expresséo de vilina e TNF-o no
ileo nos grupos estudados. Transcritos de RNAm de IGF-1 e Bcl-2 no ileo foram encontrados
diminuidos nos animais APOE nocautes em comparagdo aos animais selvagens. Nossos resultados
sugerem que a deficiéncia de APOE tem um papel fundamental durante a mucosite intestinal induzida
pelo 5-FU seguido pelo tratamento com Ala-Gln.

Palavras-chave: 5-Fluorouracil. Mucosite. Alanil-glutamina. Inflamacéo.



ABSTRACT

Intestinal mucositis is an inflammatory and/or ulcerative reaction of the gastrointestinal lining that
could happen by the direct cytotoxic effect of chemotherapy agents or radiotherapy. 5-fluorouracil
(5-FU) is anti-neoplasic drug which is clinically indicated for the treatment of various types of
cancer. Glutamine (GlIn) is the commonest amino acid found in the organism, being beneficial to
the intestinal and oral mucositis healing. The supplementation of more stable GIn derivatives,
such as alanyl-glutamine (Ala-GlIn), provides better GIn availability to the body. In a recent study
from our group, we have shown that apolipoprotein E-deficient mice had aggravated 5-FU-
induced intestinal mucositis. In this study we aimed at investigating the Ala-GlIn effects in the
treatment of the 5FU-induced intestinal mucositis in C57BL6J APOE knockout (ApoE™) and
wild-type mice. We utilized mice weighing 20-25 g, both sexes, being challenged by the
intraperitoneal injection of 5-FU (450 mg/kg), single dose and controls that received PBS. Mice
were treated with either Ala-GIn (100 mM) or PBS by gavage (0.5 mL) three days prior to the 5-
FU administration and during five consecutive days. Afterwards, mice were sacrificed with
euthanasia solution in the 6" day. Ileal samples were stored in -80°C freezer for molecular
biology protocols. Samples were also fixed in formaldehyde for histological processing. Mouse
body weight was monitored daily and the 5-FU myelosuppressive and cytotoxic effect were
evaluated by leukometry assessment. We also have assessed morphometrical parameters,
including villus height, crypt depth, mitotic and apoptotic indexes, as well as, crypt necrosis
scores. Western blot was used to detect intestinal villin and TNF-o expression; ELISA was used
to evaluate ileal cytokines; and quantitative real time PCR (gPCR) was used to detect and quantify
intestinal IGF-1 and Bcl-2 mRNA. Wild-type and APOE knockout mice, even after Ala-Gln
treatment, showed significant body weight loss following 5-FU challenge. No differences between
groups were found. However, they were statistically different only when compared with the PBS
controls (p<0.001). A significant leukopenia was found in the wild-type and ApoE knockout mice
after challenged by 5-FU in comparison with the PBS group (p<0.001), such effect was not
improved or abrogated with Ala-GlIn administration. Regarding ileal morphometric analyses, a
great reduction in villus height (p<0.001) and an increased in crypt depth (p<0.001 and p<0.01,
respectively), and the reduction of the villus/crypt ratio (p<0.0001) were found in wild-type and
APOE knockout mice challenged by 5-FU as opposed to their respective PBS controls. Ala-GIn
treatment improved villus/crypt ratio (p<0.0001) and crypt depth (p<0.001) in the wild-type and
APOE knockout mice compared with the untreated 5-FU challenged animals. The villus height
was ameliorated (p<0.01) only in the Ala-Gin-treated APOE knockout mice in regard to the
respective 5-FU challenged animals. The 5-FU challenge did not increase the crypt mitotic index
in the wild-type and APOE knock-out mice in comparison with the PBS controls and Ala-GlIn-
treated mice. An increase in apoptotic cells was found in the wild-type and APOE knockout mice
challenged by 5-FU and treated with Ala-GIn (p<0.01 and p<0.05, respectively) as compared with
the PBS controls. There was a significant increase in the scores for necrotic crypts (p<0.028) in
the wild-type and APOE knockout mice challenged by 5-FU in comparison with the unchallenged
controls. Only the Ala-Gln-treated wild-type mice had significant reduction (p<0.04) in these
scores in comparison with the untreated 5-FU injected animals. We could not find statistical
differences in the ileal IL-1B-cytokine levels detected by ELISA in the 5-FU-challenged wild-type
animals as compared with the PBS controls and in the Ala-GIn treatment group. However, a
significant increase in this cytokine levels was found for APOE knockout mice challenged by 5-
FU and Alan-GlIn treated. Villin and TNF-a ileal expression was not different between groups.
lleal Bcl-2 and IGF-1 mRNA transcripts were found diminished in the APOE knockout mice as
compared with the wild-type controls. Altogether our findings suggest that APOE deficiency has a
key role during 5-FU-induced intestinal mucositis and following Ala-GlIn treatment.

Keywords: 5-Fluorouracil. Mucositis. Alanyl-glutamine. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo. Em
estudo recente, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC) estimou que 7,6
milhGes de mortes em todo o mundo foram devido a esta doenga, com a ocorréncia de
aproximadamente 12,7 milhdes de novos casos por ano. Uma parte significativa desses casos
¢ observada nos paises em desenvolvimento com uma estimativa de 63% das mortes nestes
paises (JEMAL et al., 2011; FERLAY et al., 2010). Conforme a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), a estimativa para 2030 é de 27 milhdes de casos incidentes da doenc¢a, com 17
milhGes de mortes e 75 milhdes de pessoas acometidas anualmente. O maior efeito desse

aumento vai incidir em paises pobres e emergentes.

Uma das grandes areas de foco do tratamento do céncer é o alvo terapéutico a partir da
pesquisa de sinais intracelulares gerados por horménios, fatores de crescimento,
neurotransmissores, quimiocinas, citocinas e pequenas moléculas como a adenosina 5-
trifosfato (ATP). O desenvolvimento mais revolucionario da biologia celular e molecular tem
contribuido para a compreensao das vias moleculares nos processos oncogénicos. O cancer é
um processo que se desenvolve com a participacdo de um evento principal: a perda da
estabilidade genémica (WARDWELL; MASSION, 2005). Durante a vida ocorre 0 acumulo
de eventos carcinogénicos que predispde o surgimento de processos pré-malignos até o
surgimento do processo maligno (KAMANGAR et al., 2006). A quimioterapia antineopléasica
consiste no emprego de substancias quimicas, isoladas ou em combinag¢do, com o objetivo de
combater as neoplasias malignas. A maioria dos quimioterapicos antineoplasicos atua de
forma néo especifica afetando tanto as células normais como as neoplésicas, como as células

da medula 6ssea, do epitélio intestinal e bucal (SONIS et al., 2004).

Os agentes antineoplasicos mais empregados no tratamento do cancer podem ser
divididos como: agentes alquilantes e compostos correlatos (mostarda nitrogenada,
ciclofosfamida, bussulfano, ifosfamida) que atuam atraves da formacéo de ligacdes covalentes
com o DNA, mais especificamente com as bases guaninas, impedindo dessa forma a sua
replicacéo; derivados vegetais (alcaloides da vinca, taxanos, etoposida, camptotecinas), que
afetam especificamente a funcdo dos microtubulos e, por conseguinte, a formagdo do fuso
mitotico, levando a aneuploidia; antibioticos citotdxicos (antraciclinas, dactinomicina,

bleomicinas) que sdo substancias de origem microbiana que impedem a divisdo das celulas
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dos mamiferos; os antimitdticos (vincristina, vimblastina, docetaxel, paclitaxel) que
interferem na formacdo do fuso mitdtico; inibidores de topoisomerases (irinotecano,
etoposido), que impedem a atividade desta enzima, impedindo o relaxamento do estresse
gerado pela torcdo do DNA durante a replicacdo e transcricdo e, como consequéncia, geram
quebras no DNA,; e antimetabdlitos (metotrexato, fludarebina, fluorouracil), que interferem na
sintese dos precursores de DNA e RNA e, em alguns casos, por apresentarem estruturas
semelhantes aos precursores endogenos dos acidos nucleicos, podem ser metabolizadas
através das rotas puricas e pirimidicas (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2008;
RANG et al., 2004).

1.1 5- Fluorouracil (5-FU)

O 5-fluorouracil (5-FU) é um antimetabolito que tem sido usado no tratamento do
cancer desde 1957. E um composto organico aromatico heterociclico com estrutura similar s
moléculas pirimidinas do DNA e RNA, podendo substitui-las e interferir com a biossintese ou
funcdo dos acidos nucleicos, causando alteracbes na duplicacdo celular. 5-FU é analogo
estrutural da uracila, diferindo apenas pela substituicdo de um &tomo de hidrogénio por um
fldor no carbono 5 no anel pirimidico (figura 1) (ZHANG et al., 2008). Exerce seus efeitos
antitumorais através da inibicdo da timidilato sintase (TS) e incorporagdo de
fluoronucleotideos no RNA ou DNA. E um agente ativo na fase de sintese (fase S) e G1 do
ciclo celular. Esta clinicamente indicado no tratamento de diversos tipos de cancer, como, por
exemplo, tumores do célon, reto, trato gastrointestinal (GI), mama, ovério, cabeca e pescoco
(GREM, 1997; HARRIS et al., 2005; NOORDHUIS et al., 2004).

Figura 1 — Estruturas quimicas da uracila e 5-fluorouracil.

O O

F
HN | HN |
O)\N O)\N
H H
Uracila 5-fluorouracil

Fonte: http://www.afghanforums.com/showthread.php?26825-Randomness-Thread-It-It-Part-12/page18. Acesso
em: 20 jan. 2013. O 5-FU se caracteriza por apresentar semelhancas estruturais com os intermediarios da sintese
dos acidos nucleicos (como a uracila), podendo substitui-los e causar altera¢es na duplicagdo celular.



19

5-FU ¢ metabolizado intracelularmente, sendo convertido ao nucleotideo
fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP), inibindo a atividade da enzima TS e, desse modo,
interferindo com a sintese do DNA. TS transfere o grupo metil do 5,10 — metileno-
tetraidrofolato (CH,-THF) para a deoxiuridina monofosfato (dUMP), formando a
deoxitimidina monofosfato (dTMP), a qual serd convertida em deoxitimidina trifosfato
(dTTP), um dos quatro deoxirribonucleotideos essenciais para a sintese do DNA. FAUMP
compete com dUMP ao se ligar ao TS e ao folato, formando um complexo ternério covalente.
Esse complexo bloqueia o acesso de dUMP ao sitio de ligagdo do nucleotideo, inibindo a
sintese de dTMP. Desse modo, ha um desequilibrio nas concentragdes de outros
deoxinucleotideos (dATP, dGTP e dCTP), diminuicao das concentragdes de dTTP e aumento
de deoxiuridina trifosfato (dUTP). Tanto dUTP e FAUTP podem ser incorporados ao DNA.
Essa despropor¢do de deoxinucleotideos e aumento de dUTP podem causar destruicdo do
DNA (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; PINEDO; PETERS, 1988). O 5-FU
também exerce seus efeitos antitumorais através de outros mecanismos: incorporagdo do falso
nucleotideo fluorouridina trifosfato (FUTP) no RNA, inibindo, dessa forma, sua fungao e
sintese, e incorporacdo da fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) no DNA, levando a quebra

de suas cadeias GREM, 1997; NOORDHUIS et al., 2004, figura 2).
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Figura 2 — Mecanismo de acdo do 5-FU.
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Fonte: Laboratdtio da Biologia da Cicatrizagdo, Ontogenia e Nutricdo de Tecidos (LABICONTE).

A citotoxicidade do 5-FU ¢ atribuida a trés mecanismos: incorporagdo do fluorouridina trifosfato (FUTP) no
RNA, incorporagdo do fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) no DNA e inibi¢do da enzima Timidilato Sintase
(TS). 5-FU pode ser convertido a fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP) e se ligar a Timidilato Sintase (TS),
inibindo a sua atividade e causando um desbalango na sintese dos nucleotideos.

A citotoxicidade do 5-FU pela incorporagdo no RNA inibe o processamento do pré-
RNAr em RNAr, além de interromper a modificagdo pos-transcricional de RNAt e a atividade
de montagem do complexo RNAsn/proteina, inibindo assim o splicing do pré-RNAm.
Incorporacdo do 5-FU em diferentes moléculas de RNA pode, por conseguinte, levar a
perturbagdes de processamento de RNAm e sintese de proteinas. Apos a incorporagdo do 5-
FU no DNA, ele pode ser excisado pelo uracil-DNA-glicosilato seguido pela clivagem
endonucleofilica apirimidinico-apurinico, resultando nas quebras das fitas do DNA

(LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; MAURO et al., 1993; SAMUELSSON, 1991).

A diidropirimidina desidrogenase (DPD) desempenha um importante papel na
degradacao e biodisponibilidade do 5-FU, sendo encontrada em abundancia no figado e rins, €

em menor quantidade em monocitos do sangue periférico. DPD catalisa a primeira etapa na
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via de degradacdo do 5-FU em diidrofluorouracil (DHFU), sendo o passo inicial e limitante de
velocidade do seu catabolismo em células normais e tumorais. A degrada¢do do 5-FU
mediada por DPD ¢ responsavel por mais de 80% de sua eliminacdo. O extensivo catabolismo
do 5-FU pode limitar a formagao de seus metabdlitos ativos, enquanto que a sua degradacao
diminuida devido a uma deficiéncia de DPD resulta a um aumento de sua toxicidade, as vezes

levando a morte (HEGGIE et al., 1987, VAN KUILENBURG, 2004).

A principal via de administracdo do 5-FU ¢ a endovenosa, embora a infusdo arterial
hepatica e a instilagdo intraperitoneal tenham sido usadas em circunstancias clinicas especiais.
O 5-FU pode ser administrado por bolus, infusdo rapida ao longo de minutos ou horas ou
infusdo prolongada, ao longo de horas a semanas (LAMONT; SCHILSKY, 1999). Os
principais efeitos colaterais estdo associados com o modo da administragdo. Quando o
farmaco ¢ dado por bolus durante cinco dias consecutivos, durante quatro a cinco semanas, 0s
efeitos toxicos sdo a neutropenia e estomatite. Em contraste, com doses de bolus semanais, a
diarreia ¢ mais frequente. A administra¢ao por infusdo intravenosa continua esta associada por
menor toxicidade GI e hematoldgica, mas a eritrodisestesia (sindrome mao-pé) ¢ a mais

comum (MEYERHARDT; MAYER, 2005).

5-FU tem sido usado na clinica em combinag¢do com outros agentes moduladores que
aumentam seu metabolismo ou efeitos citotoxicos e de outros agentes antineoplasicos, tais
como cisplatina, metrotexato (GREM, 1997), oxaliplatina, leucovorina, irinotecano
(GOLDBERG et al., 2004; GUNNLAUGSSON et al., 2009; NOORDHUIS et al., 2004) entre
outros, e radiacdo ionizante, com os quais ele pode produzir atividade sinérgica. As
toxicidades clinicas comuns do 5-FU afetam rapidamente tecidos de divisdo, tais como células
hematopoiéticas da medula éssea e células da mucosa GI (GRADISHAR; VOKES, 1990).
A rapida proliferacao das células epiteliais intestinais torna o trato GI altamente vulneravel a
quimioterapia. Complicagdes GI, incluindo nduseas, vomitos, diarreia e mucosite sdo 0s
principais contribuintes para o atraso ou interrup¢ao do tratamento. Mais de 90% das drogas
quimioterdpicas disponiveis causam essas complicagdes, e cerca de 30% destes farmacos

podem causar severos efeitos GI. (XUE et al., 2011).
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A mucosite intestinal ¢ um dos principais efeitos colaterais resultantes da
quimioterapia, caracterizando-se pela inflamacdo e perda celular na barreira epitelial que

reveste o trato GI. (VAN VLIET et al., 2010).

1.2 Mucosite Intestinal

A mucosite se caracteriza como uma reacao toxica inflamatoéria, afetando o trato GI da
boca ao anus, que pode ocorrer por exposi¢dao a quimioterapia ou radioterapia antineoplasicas.
Ela ocorre em 10-40% dos pacientes que recebem a quimioterapia na dosagem padrao e pode
atingir até 100% dos pacientes submetidos a altas doses de quimioterapia, manifestando-se
clinicamente por sintomas orais, como dor e eritema; e sintomas gastrointestinais, como
nauseas, vomitos, edema, dor abdominal e diarreia, constituindo o fator dose-limitante no
tratamento do cancer (KEEF et al., 2000, WU et al,, 2011). Muitos dos fatores que
predispdem os pacientes & mucosite intestinal sdo similares aqueles para a mucosite oral. A
incidéncia e a gravidade dos sinais e sintomas da mucosite dependem de varios fatores, como,
por exemplo, toxicidade do quimioterdpico, o volume de tecido irradiado, tipo, dose e
frequéncia da administragdo da droga, além de fatores relacionados ao paciente, como idade,
habitos e condi¢do clinica (KOSTLER et al, 2001; PICO; AVILA-GARAVITO;
NACCACHE, 1998) (resumo na tabela 1). Na mucosite grave, pacientes com neutropenia
podem apresentar predisposicao a septicemia (SONIS et al., 2001). Inflamagdo grave, lesdo,
ulceragdo e sangramento podem ocorrer na boca, esdfago e intestino (DUNCAN; GRANT,
2003). Varios quimioterapicos contribuem para esse efeito, entre eles: metrotexato,

irinotecano, ciclofosfamida, etoposide, melfalam e 5-FU.

Tabela 1 - Fatores que influenciam o desenvolvimento da mucosite.

Fatores relacionados ao paciente Fatores relacionados a terapia

Tipo de malignidade Quimioterapico usado

Pacientes < 20 anos Dose e frequéncia da administracao do farmaco
Estado nutricional Terapia concomitante

Reduc¢do na quantidade de neutréfilos  Terapia de radiagdo que envolve cabeca e

antes da quimioterapia pescogo

Fonte: PICO; AVILA-GARAVITO; NACCACHE, 1998.
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No intestino delgado, a mucosite induzida por quimioterapia antineoplasica resulta em
atrofia dos vilos, diminuicdo da profundidade das criptas com hipoproliferacio de suas
células, devido, principalmente, a um aumento da apoptose (IJIRI; POTTEN, 1983; IKUNO
et al., 1995). Os pacientes podem apresentar varios sintomas, variando de leve ndusea,
vOomitos e inchago abdominal com coélicas dolorosas, e diarreia com dor abdominal intensa
(necessitando da administragdo de narcotico). Na sua forma mais grave, a translocagdo
bacteriana e a sepse sao resultados da mucosite (KEEFE et al., 1997). Os sintomas associados
sao desconfortaveis e dolorosos, prejudicando a ingestao de alimentos, comunicagdo, sono €
estado mental (SONIS et al., 2004). A incapacidade de engolir alimentos, ou mesmo liquidos,
pode resultar em deficiéncias nutricionais, desidratacdo e, em muitos casos, anorexia, onde as
formas mais drasticas para obtengdo de alimentos devem ser utilizadas, como, por exemplo,
através de sonda nasogéstrica ou parenteral (PICO; AVILA-GARAVITO; NACCACHE,
1998). A mucosa oral de pacientes com cancer ¢ colonizada por uma variedade de
microorganismos potencialmente patogénicos, especialmente cocos gram-positivos, bactérias
oportunistas gram-negativas e fungos. Lesdo na mucosa oral, leucopenia, alteragdes na
composi¢ao e no fluxo salivar e mudanca na microflora oral predispde o paciente a infecgdes,
especialmente durante periodos de mielossupressio (KOSTLER et al, 2001). Essa
combinagdo de fatores leva ao aumento dos dias de hospitalizagdo do paciente, a necessidade
do uso de antibidticos, aumento dos riscos de bacteremia, o que leva a um aumento da
morbidade e mortalidade, reducdo da qualidade de vida e aumento dos custos com tratamento

(CHENG; CHANG; YUEN, 2004; SONIS, 1998; SONIS et al., 2001).

Segundo Sonis ef al. (2004), a patobiologia da mucosite ¢ um processo complexo de
alteracdes celulares e moleculares que pode ser dividido em cinco fases sequenciais:
iniciacdo, superregulacdo, sinalizacdo e amplificagcdo, ulcera¢do e cicatriza¢do (resumo na
figura 3). A fase de iniciacdo comeca apOs a quimioterapia e/ou radioterapia, ocorrendo lesdo
direta no DNA das células basais do epitélio e o aparecimento de radicais livres e oxidativos,
danificando as células, tecidos e vasos sanguineos. Na superregulagdo, multiplos eventos
ocorrem simultaneamente. Espécies reativas de oxigénio causam destrui¢do do DNA, levando
a morte celular na camada epitelial. Ativagdo de fatores de transcri¢ao, como, por exemplo,
fator nuclear kappa B (NF-kB), em resposta aos fatores oxidativos, quimioterapia ou
radioterapia resultam em superregulagdo de varios genes, incluindo aqueles resultantes na

producdo de citocinas proinflamatorias (fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e as interleucinas
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(IL) 1B e 6). A superregulagdo de outros genes causam a expressao de moléculas de adesao,
ativacdo da via ciclooxigenase-2 e subsequente angiogénese. Na sinaliza¢do e amplificacao,
as citocinas proinflamatorias, além de exercerem um efeito prejudicial direto sobre as células-
alvo da mucosa, também desempenham um papel indireto na amplificacdo da injuria da
mucosa iniciada por quimioterapia e radioterapia. Os danos representados nessa fase estdo
localizados na submucosa e camada basal do epitélio, onde clinicamente a aparéncia da
mucosa ¢ normal. Durante a fase ulcerativa, ocorre coloniza¢ao bacteriana (organismos gram-
positivos, gram-negativos e anaerobicos). Produtos da parede celular bacteriana podem ativar
os macrofagos teciduais, levando a uma maior producdo de citocinas proinflamatdrias (TNF-
a, IL-1B e IL-6), amplificacdo e aceleracdo dos danos teciduais. Essa fase pode levar a
bacteremia e sepse em pacientes neutropénicos pela invasdo dos microrganismos através dos
vasos da submucosa. A cicatrizagdo se inicia com um sinal da matriz extracelular, o que leva
a proliferagdo, diferencia¢do e migragao das células epiteliais e restauracdo da integridade da

mucosa.
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Figura 3 - Modelo da patobiologia da mucosite oral e intestinal.
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Fonte: BLIJLEVENS; DONNELLY; DE PAUW, 2000.

Este modelo descreve as seguintes fases: 1) Fase inflamatéria, sendo caracterizada pela producdo de citocinas
proinflamatérias produzidas por drogas citotoxicas e irradiacao; 2) Fase epitelial, em que as células param de se
dividir e morrem, desenvolvendo a neutropenia; 3) Fase ulcerativa/bacterioldgica, em que a flora microbiota
residente e seus produtos translocam para a corrente sanguinea, prejudicando defesas locais e menores niveis de
IgA secretorias, predispondo ao desenvolvimento de infeccdo local; 4) Fase de cura, envolvendo a acdo de
substancias naturalmente presentes incluindo trefoils, TGF e EGF. O intestino possui o Tecido Linfoide
Associado ao Intestino (GALT), sendo sua microflora mais numerosa e variada.
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A lesdo da mucosa por quimioterapicos ou radioterapia resulta na liberagdo de
mediadores inflamatérios e ativagdo de processos bioldgicos que podem resultar em varios
efeitos sistémicos, entre eles: dor, fadiga, caquexia, disfagia ¢ aumento dos riscos de infecgao
(MURPHY, 2007). Devido a uma grande renovacéo celular (RADTKE; CLEVERS, 2005) e
das proteinas na mucosa (COEFFIER et al., 2003), o intestino é altamente sensivel aos
antineoplasicos. A mucosite intestinal é, portanto, associada com a ruptura da barreira
intestinal (CARNEIRO-FILHO et al., 2004), e encontra-se relacionada a um desequilibrio
entre a proliferacdo e apoptose de células epiteliais do intestino. Duas disfuncdes tém sido
claramente demonstradas na mucosite intestinal: uma diminuicdo da proliferagdo e uma maior
apoptose em células das criptas intestinais na fase aguda induzida pelo efeito citotoxico e
citostatico do 5-FU. Mais tarde, a hiperplasia das criptas e aumento compensatorio da

proliferacdo celular sdo necessarios para a recuperacdo da mucosa apés a lesdo.

Varios fatores ou genes tém sido estudados na indugdo da mucosite intestinal induzida
por 5-FU: o aumento da apoptose e diminuicao da celularidade causa altera¢des histoldgicas
no intestino (PRITCHARD et al., 1998); formacao de espécies reativas do oxigénio (ROS) e
da produgdo de citocinas proinflamatdrias, tais como IL-1p, IL-6, TNF-a e IL-4 (SONIS et
al., 2004; AZEVEDO et al., 2012; SOARES et al., 2013) levam a lesdo da mucosa; além da
producao do fator de ativacao plaquetario (PAF) (SOARES et al., 2011) e NF-xB (CHANG et
al., 2012) que participam da patogénese da mucosite intestinal. Embora varios genes possam
estar envolvidos da mucosite induzida pelo 5-FU, as moléculas-chave, em especial os fatores
de transcricdo que regulam os genes associados a patogénese da mucosite, ainda sao incertos

(CHANG et al., 2012).

1.3 Glutamina (Gln)

O trato GI ¢ um alvo atrativo para alvo terapéutico de nutrientes devido a sua
exposicao direta a dieta, participacdo do metabolismo de nutrientes, altas taxas de renovagao
celular e plasticidade em resposta a estimulos nutricionais. Nutrientes diversos, incluindo
aminoacidos, acidos graxos, oligossacarideos, sais minerais, vitaminas e antioxidantes tém
sido sugeridos para modular as toxicidades GI relacionados com tratamentos do cancer (XUE

etal.,2011).
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A glutamina (Gln) (CsH;oN,O3) € um L-a-aminoacido com peso molecular de 146,15
kDa, tendo composicdo elementar nas seguintes quantidades: carbono (41,09%), hidrogénio
(6,90%), oxigénio (32,84%) e nitrogénio (19,17%). E classificada como um aminoécido
neutro em pH fisioldgico e, nutricionalmente, como nao essencial, uma vez que pode ser
sintetizada pelo organismo a partir de outros aminodcidos. A GIln apresenta dois grupos
amino: um grupo o-amino e um grupo amida terminal facilmente hidrolisavel (figura 4). Essas
caracteristicas ressaltam as func¢des da GIn como um veiculo de transporte de nitrogénio e

carreadora de amonia (LACEY; WILMORE, 1990).

Figura 4 - Estrutura quimica da glutamina.

Fonte:http://www.educadores.diaadia.pr.gov.br/modules/mylinks/viewcat.php?cid=16&min=990&or
derby=ratingD&show=10. Acesso em: 5 dez. 2013.

A Gln ¢ aminoacido livre circulante mais abundante no plasma e no tecido muscular,
apresentando diversas fungdes Unicas no organismo, o que reforca o seu importante papel em
estados fisiologicos (ROGERO et al., 2004). Em pools intracelulares, ¢ o precursor do
aminoacido, proteina e sintese de nucleotideos, sendo necessario para a génese da amoOnia
pelo rim. Também tem um importante papel regulador, aumentando a sintese de proteinas e
diminuindo sua degradacdo pelo musculo esquelético e estimula a sintese de glicogénio no
figado. E a fonte principal de energia para a rapida proliferagdo de células imunoldgicas e da
mucosa, além de ser um intermediario importante de um grande niumero de vias metabodlicas
(CALDER, 1994; SMITH, 1990). E também um nutriente no metabolismo das proteinas do
musculo em resposta a infecc¢do, inflamagdo e trauma muscular (BERGSTROM et al., 1974).
Por ser um importante carreador de nitrogénio pelo corpo e combustivel respiratdrio para

enterdcitos e de outras células que rapidamente proliferam, ¢ considerando como aminoacido
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condicionalmente essencial (LACEY; WILMORE, 1990). Sua concentragdo na circulagdo ¢
mantida a um nivel relativamente constante e ¢ dependente de taxas relativas da sua captacao
e liberagdo pelos varios 6rgaos do corpo. O intestino delgado ¢ o principal 6rgdo de captagao
de GIn no estado pos-absortivo (WINDMUELLER, 1982). A GIn ¢ um importante
combustivel metabdlico para enterocito (SOUBA; SMITH; WIMORE, 1985), linfocitos e
macrofagos (NEWSHOLME et al, 1988) e dos precursores metabolicos, tais como as purinas
e pirimidinas (SAVARESE et al., 2003). A GIn é considerada um fator tréfico para o epitélio
intestinal. A deplecdo do pool de GIn conduz a atrofia dos vilos no intestino delgado, a qual
parece estar associada a um comprometimento da barreira intestinal predispondo a
translocacéo bacteriana (SCHEPPACH et al., 1994).

As principais enzimas envolvidas no metabolismo da Gln sdo a glutaminase (GA) e
glutamina sintetase (GS). Ambas estdo expressas na maioria dos tecidos e presentes em
diferentes células. GS ¢é encontrada principalmente no citosol enquanto a GA (na sua forma
ativa) ¢ encontrada nas mitocondrias. GA catalisa a hidrolise de Gln em glutamato e amonia
(um processo esssencial para a troca de nitrogénio total do corpo), representando o primeiro
passo na sua utilizagao a partir da sintese do glutamato. GS sintetiza Gln a partir de glutamato
utilizando a amonia como fonte de nitrogénio e com consumo de ATP (figura 5). Alguns
tecidos sdo primariamente consumidores de Gln e contém alta atividade de GA (células da
mucosa intestinal, linfocitos, células tubulares renais) e outros sdo produtores de Gln e contém
alta atividade de GS (células musculares esqueléticas, células da glia, pulmdes e
possivelmente o tecido adiposo). O figado pode agir como produtor ou consumidor de Gin,
dependendo da necessidade de outro 6rgdo, regulando a atividade de GS e GA (NEU;
SHENOY; CHAKRABARTI, 1996; SAVARESE et al., 2003; WALSH et al., 1998).

Figura 5 — Metabolismo da glutamina.
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Legenda: ADP, adenosina 5-difosfato; ATP, adenosina 5-trifosfato; NH3, amonia; Pi, fosfato.
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A desamina¢ao da Gln via GA produz glutamato, um precursor do aminoacido gama-
aminobutirico. A transferéncia do nitrogénio amida da Gln via reacdo aminotransferase esta
envolvida na biossintese das purinas e pirimidinas ¢ na producao de hexosaminas. Gln via
glutamato ¢ convertido em a-cetoglutarato, um componente integral do ciclo do acido citrico.
E um componente do antioxidante glutadiona (GSH) e dos poliglutamatos do acido folico. A
ciclizagdo do glutamato produz prolina, um aminoacido importante para a sintese do colageno
e tecido conjuntivo. A Gln também auxilia na manutencao dos niveis de glicose adequada no
sangue, no balanco acido-base no corpo e ajuda a regular a biossintese de RNA ¢ DNA

(GAURAV et al., 2012).

A Gln ¢ o principal combustivel oxidativo para o epitélio intestinal, sendo necessaria
para a manutencdo da estrutura intestinal em estado normal ou de estresse, tendo efeitos
troéficos sobre a mucosa intestinal. A absor¢ao e o metabolismo da Gln pelo intestino delgado
acelera durante estados de estresse catabolico. Um dos subprodutos da Gln, a GSH, protege
contra a lesdo oxidante em tecidos. O intestino € o principal 6rgdo de sintese da GSH. Sua
sintese pode ser aumentada em até trés vezes pelo fornecimento de Gln suplementar (CAO et
al.,1998). Em células tumorais, a toxicidade devido a radiagdo e quimioterapia ¢ intensificada
quando os estoques de GSH estdo esgotados, sendo este efeito revertido com a suplementagao
de GIn (ROUSE et al., 1995). A GlIn esta envolvida em muitos processos bioquimicos de
sintese e metabolismo, sendo importante para a fun¢do de muitos 6rgdos, como musculo,

intestino e sistema imune (GOETERS et al., 2002).

A suplementagdo com GIn pode ser por via enteral ou parenteral. A GIn ¢
metabolizada pela mucosa intestinal através da borda em escova dos enterocitos a partir do
limem, ou através da membrana basolateral das células a partir do sangue arterial. A
administragdo enteral parece proporcionar um efeito protetor maior no intestino
(WINDMUELLER, 1982; PANIGRAHI et al., 1997). A GIn nao ¢ adicionada rotineiramente
a mistura de férmulas parenterais comerciais porque possui baixa solubilidade em agua (35
g/L de 4agua, a 20°C) (FURST, 2001) ¢ a uma possivel neurotoxicidade decorrente dos
produtos da decomposi¢do desse aminoacido em dcido piroglutdmico e amoénia (FURST;
ALBERS; STEHLE, 1990). Uma alternativa para a utiliza¢do da GIln em férmulas parenterais

¢ a sua incorporacao na forma de dipeptideos, como L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln), que
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permanece estavel durante a esterilizagdo com calor e ¢ altamente soltivel em agua (568 g/L)

(FURST, 2001).

Um trabalho de Urbina et al. (2005) avaliou os efeitos de dietas parenterais
complementares sobre o estado nutricional de ratos. Os animais que receberam nutricdo
parenteral suplementada com Ala-GlIn (20 g/L) tiveram uma melhor resposta nos parametros
nutricionais, peso corporal, proteinas plasmaticas e retencdo de nitrogénio em relagdo ao
grupo que recebeu nutricdo parenteral padrdo. Um estudo em comunidade urbana no Nordeste
do Brasil demonstrou que criangas suplementadas com férmula enteral contendo Ala-GIn
apresentaram um aumento de peso por idade e por altura em relacdo as criancas que
receberam placebo e também uma diminuicdo da taxa de excrecdo da lactulose, sugerindo
uma melhora na funcéo da barreira intestinal com Ala-Gln. (LIMA et al., 2007).

Foram demonstrados os efeitos benéficos da Gln ¢ de seu derivado mais estavel Ala-
GIn na mucosite induzida por 5-FU, aumentando a proliferagdo celular ao nivel da cripta
intestinal (CARNEIRO-FILHO et al., 2004). Outros estudos também demonstraram os
efeitos benéficos da Gln e Ala-Gln em modelos de citotoxicidade epitelial (BRITO et al.,
2005; CARNEIRO et al., 2006; LEITAO et al., 2008).

1.4 Apolipoproteina E (ApoE)

O gene APOE humano, mapeado no braco longo do cromossomo 19 (19q13.2),
codifica uma glicoproteina (ApoE) com 299 aminoacidos, a qual desempenha um papel
fundamental para o catabolismo de componentes ricos em lipideos no corpo humano. E
encontrado em uma grande variedade de tecidos, principalmente figado e cérebro. Vale
ressaltar que o intestino ¢ um dos poucos tecidos que ndo sintetizam ApoE, sendo dependente
do figado para a obtengdo. A ApoE ¢ o principal componente das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) e de lipoproteinas de alta densidade (HDL) no plasma, que estdo
envolvidas na redistribui¢do de triglicerideos e colesterol em diferentes tecidos (MAHLEY;;
HUANG; WEISGRABER, 2006). H4 indicios também que a ApoE se liga a heparina,
desempenhando importante funcao fisiologica de reconhecimento na superficie celular
(MAHLEY; RALL, 2000). Deficiéncias dessa proteina causam inumeras doencas envolvidas
com o aumento no nivel de colesterol e triglicérides na circulacdo, devido ao ndo

reconhecimento dessas moléculas pelos receptores de membrana dos quilomicrons e pelas
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moléculas de VLDL, responsaveis por sua captagdo no figado. O locus estrutural da apoE
possui trés alelos comuns, chamados €2, €3 &4, que codificam as isoformas E2, E3 ¢ E4.
Esses trés alelos codificam variantes da apolipoproteina que resultam em propriedades
bioquimicas e fisicas distintas para cada isoforma. As isoformas proteicas diferem entre si na
composi¢ao dos aminoacidos nas posi¢des 112 e/ou 158: €2 possui 0 aminoacido cisteina nas
duas posi¢des da proteina (112 e 158), €3 possui cisteina (112) e uma arginina (158) (sendo
esta a isoforma mais comum), enquanto que o alelo €4 possui arginina nestas duas posicoes
(LYNCH et al., 2003). A isoforma E4 estd associada ao aumento da susceptibilidade de
desenvolver a doenga de Alzheimer de inicio tardio (BU, 2009) e de prognostico reservado
em distirbios neuroinflamatorios, tais como a esclerose multipla (LYNCH et al., 2003). A
ApoE também modula a susceptibilidade a doengas infecciosas e possivelmente a
imunorregulacado (MAHLEY; RALL, Jr., 2000). Foi documentado um papel protetor do alelo
APOE4 no desenvolvimento cognitivo de criangas acometidas por diarreia na infancia,
possivelmente por aumentar os niveis sanguineos de LDL e através da regulagdo de receptores
de LDL no figado (ORIA et al., 2005).

Estudos in vitro mostram que as isoformas E3 e E4 tém afinidades semelhantes a
receptores de LDL, enquanto a isoforma E2 apresenta apenas 2% ou menos dessa capacidade
de ligacdo. Isso pode estar associado a diferenga dos residuos de aminoacidos da isoforma E2,
que diminui sua interacdo idnica como o LDL (MAHLEY; RALL, 2000). Estudos ainda
revelam que a ApoE apresenta fung¢do no sistema imune, suprimindo a proliferacdo de células
T (AVILA et al.,, 1982), ativagdao de neutrofilo (TERKELTAUB, 1981) e na regulacao dos
macrofagos (VITEK; BROWN; COLTON, 2009). H4 ainda a regulacao da produgdo do 6xido
nitrico nas plaquetas e o papel de facilitar a apresentacdo de antigenos lipidicos da molécula
CD1 as células natural killer T (NKT). Outra importante fungdo da ApoE ¢ a manutengdo da
integridade das barreiras hetamocefalica e hematonervosa (ZHANG; WU. L;WU. J, 2011).

A ApoE possui dois dominios distintos: um dominio hidrofébico e um dominio
hidrofilico para o receptor. O dominio NH,-terminal contém a regido de ligagdo da proteina
com o receptor. Essa regido foi identificada entre os residuos 136 e 150 e é formada de
aminoacidos basicos, especialmente de lisina e arginina, que sdo essenciais para a ligagdo ao
receptor e & fragdo de heparina. O dominio NHj-terminal possui menor afinidade pelas

lipoproteinas plasméticas em relagdo ao dominio COOH-terminal. Contudo, o dominio NH-
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terminal é capaz de se unir as vesiculas fosfolipidicas e de transforma-las em complexos
discoides, que se ligam ao receptor LDL, com uma eficiéncia similar a toda proteina. Os dois

dominios estdo unidos por uma regido sensivel a digestdo por uma protease (figura 6).

Figura 6 - Modelo tridimensional da apolipoproteina E.
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Fonte: MAHLEY, 2009.

Um estudo de Oriéa et al. (2006) investigou o papel da ApoE na maturacao intestinal e
adaptacdo apds a desnutricdo pos-natal em camundongos. Dados com camundongos knock-
out tém sugerido efeitos sinérgicos de ApoE e IGF-1 na recuperacdo da barreira intestinal. Os
camundongos com deficiéncia de ApoE se mostraram profundamente afetados quando
submetidos a desnutricdo pos-natal precoce e ndo conseguiram recuperar 0 peso apos retorno
a dieta quando comparado com os controles wild-types. Além disso, 0 aumento da expressdo
génica da ApoE acompanha a diferenciacdo de linhagens celulares intestinais in vitro
(REISHER et al., 1993). A ApoE parece também ter um papel no estabelecimento da
integridade das tight junctions em linhagens celulares de intestino (NIEMI et al., 2002).
Outras evidéncias mostram ruptura da barreira hematoencefalica de camundongos com
deficiéncia de ApoE, especialmente apds injuria (FULLERTON et al., 2001; METHIA et al.,
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2001). A barreira hematoencefalica é composta principalmente de tight junctions entre células
endoteliais, algo semelhante a barreira intestinal ao longo dos enterdcitos.

A apolipoproteina E também representa a principal proteina constituinte dos
quilomicrons, sintetizados no intestino e com a funcdo de transportar o colesterol e
triglicerideos da dieta. Os quilomicrons, quando sintetizados e liberados no intestino, ndo
possuem ApoE, mas a medida que circulam e sdo processados, adquirem ApoE de outras
classes de lipoproteinas. Isso resulta no desvio da distribuicdo da ApoE no plasma para 0s
remanescentes. Os quilomicrons remanescentes sdo removidos do plasma por um processo
mediado pela ApoE. Os seres humanos e camundongos transgénicos com deficiéncia de ApoE
desenvolvem uma grave retencdo dos quilomicrons remanescentes no plasma. Embora a
funcgdo primaria da ApoE seja facilitar o transporte lipidico para dentro das células através do
receptor de LDL, é reconhecido que ApoE modula uma variedade de importantes funcdes
bioldgicas. Animais deficientes de ApoE tém imunidade diminuida apds o desafio bacteriano
com Listeria monocytogenes. Eles também tém uma maior susceptibilidade a endotoxemia
apo6s administracdo de lipopolissacarideo intravenoso (LPS) e inoculagdo com Klebsiella
pneumonia. Um relatdrio recente confirmou a observacdo de que os animais deficientes em
ApoE tiveram uma resposta inflamatdria sistémica aumentada e mortalidade mais elevada
apos a injeccdo de LPS, e que a administracdo de ApoE exdgena reduz a mortalidade por
diminuir a cascata inflamatéria (LYNCH et al., 2003). A ApoE facilita a apresentacdo de
antigenos de lipidios por células apresentadoras de antigenos, tais como as células dendriticas
e células B, através de um processo que envolve a endocitose de um complexo ApoE-lipidio-
antigeno através do receptor de LDL (LDLR) (TAKACH et al., 2010). Um modelo
experimental de encefalomielite autoimune em camundongos (EAE) modelo de esclerose
maltipla humana, camundongos ApoE nocautes apresentaram pior deficiéncia e mais
infiltrado inflamat6ério no SNC comparado com controles selvagens (KARUSSIS et al.,
2003). Azevedo et al. (2012) demonstraram um efeito anti-inflamatorio do peptideo mimético
da ApoE (COG133) na mucosite intestinal induzida pelo 5-FU, com reducdo dos niveis
intestinais de IL-1B, TNF-a e mieloperoxidase, efeito anti-apoptotico e proliferativo em

monocamada de células IEC-6.
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2 JUSTIFICATIVA

O 5-fluorouracil (5-FU) ¢ uma droga comumente utilizada no tratamento de
neoplasias, sendo a mucosite intestinal um dos seus principais efeitos colaterais, podendo se
apresentar de forma severa e atingir até cerca de 80% dos pacientes. Apesar de alguns estudos
in vitro, poucos estudos avaliaram o papel do dipeptideo da glutamina (alanil-glutamina) na
mucosite intestinal por 5-FU in vivo. Recentemente, o nosso laboratorio (LABICONTE —
UFC) demonstrou o papel anti-inflamatoério da apolipoproteina E (ApoE) em um modelo
experimental de mucosite induzida pelo 5-FU. Contudo, um possivel efeito sinérgico de ApoE
e alanil-glutamina ainda ndo foi investigado.

Diante destas evidéncias e com base no cerne argumentativo do objeto deste estudo,
buscou-se investigar os efeitos da alanil-glutamina na recuperacdo da mucosa intestinal apds a
inducdo da mucosite induzida por 5-FU em camundongos deficientes da APOE. Todas as
consideragdes evidenciadas apontam para a relevancia deste estudo que esta delineado nos

objetivos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar se a ApoE ¢ necessaria para o efeito protetor da alanil-glutamina (Ala-Gln)
(100 mM) no modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU (450 mg/Kg) em
camundongos C57BL6 selvagens e APOE nocautes (ApoE'/ ).

3.2 Especificos

Avaliar o efeito da Ala-Gln nas alteracdes do peso ponderal em camundongos
selvagens e APOE nocautes desafiados pelo 5-FU.

Avaliar o efeito mielosupressor do 5-FU a partir da analise da leucometria em
camundongos selvagens e APOE nocautes e o possivel papel protetor da Ala-Gln.
Investigar o efeito da Ala-Gln na barreira intestinal a partir da analise morfométrica do
ileo em camundongos selvagens e APOE nocautes desafiados pelo 5-FU.
Analisar o efeito da Ala-Gln no furnover e citoarquitetura da cripta intestinal a partir
da analise do indice mitotico, apoptotico e escores de necrose para criptas do ileo em
camundongos selvagens e APOE nocautes desafiados pelo 5-FU.

Avaliar o efeito da Ala-Gln no processo inflamatorio a partir da andlise de citocinas
pro-inflamatorias IL-1B e TNF-a em camundongos selvagens e APOE nocautes
desafiados pelo 5-FU.

Avaliar o efeito da Ala-Gln na transcricdo do RNAm para IGF-1 e Bcl-2 no ileo de

camundongos selvagens e APOE nocautes desafiados pelo 5-FU.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos selvagens (C57BL6) e APOE nocautes (ApoE ") de
ambos os sexos, com pesos entre 20-25 gramas, provenientes da colonia de animais
transgénicos do Instituto de Biomedicina do Semidrido Brasileiro (IBISAB) da Universidade
Federal do Ceara (UFC). Os animais foram armazenados em caixas de polipropileno (19 x 30
cm), tampadas com grade de ferro, contendo suporte para bebedouro e divisoria interna
separando o bebedouro da racdo. Eles foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas,
temperatura entre 20 e 28°C, com livre acesso a ra¢do e dgua. Os camundongos foram
mantidos em grupos de, no maximo, cinco animais por caixa. A ragdo ofertada para os
animais foi a Fri-Ribe”™ (Sdo Paulo - SP). Os experimentos foram realizados de acordo com as
normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité

de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, conforme o n° de protocolo 44/2013 (Anexo).

4.2 Drogas, reagentes, solucdes e anticorpos

5- fluorouracil — 5-FU (250 mg/10 mL, Eurofarma): obtido através do Laboratorio de

Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer (LAFICA);

e Alanil-glutamina: Solucdo estoque de 100 mM foi preparada em Solugdo Salina
tamponada com fosfato (PBS), composta por NaCl 0,9%, Na,HPO, 10 mM, NaH,PO4
10 mM, pH 7,4;

e Anticorpo primario IgG de coelho anti-vilina (Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA);

e Anticorpo primario IgG de coelho anti-IL-1B (Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA);

e Anticorpo primario IgG de carneiro anti-TNF-a (Santa Cruz, Biotechnology, CA,
USA);

e Anticorpo secundario anti-IgG biotinilado Horseradish Peroxidase (HRP) de coelho
(Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA);

e Anticorpo Secundério anti-IgG biotinilado horseradish peroxidase (HRP) de carneiro
(Santa Cruz, Biotechnology, CA, USA);

e Formol 10% (Reagen);

e Alcool etilico 70% (Reagen);

e Liquido de Turk;
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e Ketamina (Kensol® Konig);

e Xilasina (Vetanarcol® Konig);

e Kit DuoSet (R&D Systems) — para dosagem das citocinas;
e Kit do ensaio BCA (Pierce, BioAgency);

e Ladder de proteinas (BIORAD).

4.3 Equipamentos e materiais

e Agitador e aquecedor orbital (Corning, Stirrer/Hot Plate);

e Balanca Analitica (Eletronic Balance, Bioprecisa, FA -2104N);

e Centrifuga refrigerada para tubos Sigma 1-14k — Uniscience;

o Tubos eppendorfs;

e Espectrofotdmetro (Eppendorf”, BioPhotometer, Hamburg, German);

e Freezer Thermo Scientific (-80 °C);

e Instrumentos cirurgicos (pingas, tesouras, bisturis);

e Agulha de gavagem para camundongos (agulha de aco inox curvo com canula
contendo didmentro de 1,0 mm com esfera de 1,7 mm, raio de 40 mm e com
comprimento de 31 mm);

e Leitora de ELISA (Biotec Elx- 808);

e Medidor de pH (Corning, Pinnacle, 530 PHmeter);

e Microscopio Olympus acoplado a computador;

e Placas NUNC de 96 pocos;

e Pipetas Eppendorf 1000, 200, e 20 pL;

e Pipeta multicanal — 12 pogos (Discovery confort);

e Vidrarias: Béquers, tubos de ensaio, provetas;

e Banho-Maria (FANEM® , Water Bath model 1100);

e Triturador (ultra-Turrax homogenizer, Sigma, Saint Louis, MO);

e Plataforma de Agitacdo (MARCONI®);

e Capela de exaustio (Quimis®);

e Agitador Vortex (Quimis®);

e (Camara de Neubauer;
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e Aparato de eletroforese (SDS-PAGE, Mini Protean® tetra Cell, BIORAD, Hercules,
CA, USA);

e Aparato de transferéncia (Mini Trans Blof® Cell, BIORAD, Hercules, CA, USA);

e Fonte estabilizadora de eletroforese (BIORAD, Power Basic);

e Membrana de Nitrocelulose (BIORAD, cat. #162-0112);
e Termociclador (Applied Biosystems®).

4.4 Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU, tratamento com Alanil-glutamina

(Ala-Gln), analise ponderal e leucometria

Para a indug¢do da mucosite intestinal, administrou-se 5-FU (450 mg/kg, via
intraperitoneal, dose Unica, figura 7) nos camundongos selvagens e APOE nocautes no
primeiro dia de experimento e animais controles receberam PBS. Alguns animais receberam a
solugdo de Ala-Gln (100 mM, 0,5 mL/animal) e controles receberam PBS oralmente por
gavagem trés dias antes da administracdo do 5-FU e durante cinco dias consecutivos. Os
animais foram pesados diariamente, preferencialmente no mesmo horario, durante todo o
experimento. O ganho de peso foi expresso pelo percentual do peso inicial (no dia -2). Esse
modelo experimental foi baseado na descrigao de Carneiro-Filho ef al. (2004) (figura 8). No
sexto dia, os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina e xilazina e, em seguida,
amostras de sangue foram colhidas pelo plexo orbital por capilaridade. 20 pL. de sangue
foram diluidas com 380 pL do liquido de Turk e, posteriormente, feita a contagem global de
leucocitos na camara de Neubauer. Os leucocitos foram contados nos quatro quadrantes
externos da cdmara com o auxilio de um microscopio optico (100 x, Olympus CX3, Toquio,
Japdo) e multiplicado pelo fator de corre¢cdo. Os valores foram expressos como
leucocitos/mm’. Também foram retiradas amostras do intestino (ileo) para analise histologica.
Parte dessas amostras foi congelada em freezer (-80 °C) para anélise da expressdo génica,

dosagem de citocinas por ELISA e detec¢ao de proteinas por imunoblotting.
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Figura 7 — Administracdo intraperitoneal de 5-FU em camundongo selvagem.

Fonte: Proprio autor.

Figura 8 — Fluxograma do modelo experimental.
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Foram formados os seguintes grupos experimentais: 1) camundongos selvagens (C57BL6) e APOE nocautes
(ApoE ™) foram tratados com 5-FU (450 mg/Kg) ou PBS por via intraperitoneal, dose tinica; e 2) camundongos
selvagens e ApoE ™ foram tratados com Ala-Gln ou PBS por gavagem (0,5 mL) trés dias antes da administragio

do 5-FU e durante cinco dias consecutivos, sendo sacrificados no sexto dia experimental, conforme descrigdo de
Carneiro-Filho et al. (2004).

4.5 Analise morfométrica

Depois do sacrificio, amostras do intestino (ileo) foram retiradas e fixadas em formol a
10% (tamponado) durante 24 horas e posteriormente armazenadas em alcool 70%. Em
seguida, foram desidratadas em 4alcool e fixadas em parafina. Os cortes foram corados com

hematoxilina-eosina (H&E) para serem analisados.
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Na andlise morfométrica, foram analisados os parametros altura dos vilos e
profundidade das criptas, que sdo marcadores de integridade do tecido intestinal. A altura do
vilo foi medida a partir da linha da base até o seu topo. A profundidade da cripta foi medida a
partir da linha da base até o fundo da cripta (figura 9). Foram observadas aproximadamente
10 vilos e criptas de cada grupo utilizando um microscéopio optico (Olympus CX3, Toquio,
Japao) e sistema de aquisi¢do de imagens (Q-Color 3, Olympus, Téquio, Japdo). A andlise
dessas medidas foram feiras através do programa Image J 1.4° (NIH — National Institute of

Health, Bethesda, MD, EUA), cuja calibracdo foi realizada através de uma micro-régua.

Figura 9 — Modelo esquematico da analise morfométrica da altura do vilo e da profundidade
da cripta (A e B) utilizando o programa Image J 1.4° (NIH — National Institute of Health,
Bethesda, MD, EUA).

4

2 Altura dovilo

3 Profundidade da zona criptica
4 Espessuratota da mucosa

4 Espessuradamucosa

1. Topo dovilo

2. Jung&o vilojcripta

3. LAmina prépria

4. Muscularis mucosae

Fonte: A - PIRES, A. L. G.; SILVEIRA, T. R.; SILVA, V. D. Estudo morfométrico e estereologico digital da
mucosa do intestino delgado de criangas eutroficas e desnutridas com diarréia persistente. J Pediat., v. 79, p.
329-3,2003. B — Fotomicrografia de ileo de camundongo 4POE nocaute controle negativo (PBS).
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4.6 Indice mitético e apoptético

Avaliou-se o indice mitotico e apoptotico nas criptas dos animais APOE nocautes e
selvagens contando figuras mitoticas e apoptéticas por criptas em laminas histologicas de ileo
coradas em H&E. Foram observadas, no mimimo, 10 criptas longitudinais de cada animal
(n=4) por grupo. As medi¢des foram feitas utilizando um microscépio 6ptico (Olympus CX3,
Toquio, Japao) utilizando objetiva de imersao (1000 x) e sistema de aquisicdo de imagens (Q-
Color 3, Olympus, Toquio, Japao). Os valores absolutos foram calculados para produzir o
indice mitdtico e apoptotico por grupo, conforme descrigdo de Carneiro-Filho ef al. (2004).

Foram consideradas figuras de apoptose quando (em imersdo) eram identificados
corpos eosinofilicos, com ntcleo fragmentado em geral e encontradas proximo da luz da
glandula intestinal. Foram consideradas figuras de mitose quando (em imersdo) eram

identificadas fases de mitose classicas e eventualmente citocinese.

4.7 Escores de criptas necrdticas

Os escores de criptas necroticas foram calculados de forma cega, por um experiente
histopatologista, observando a mucosa em pequeno € maior aumento em laminas coradas em
H&E. Foram consideradas criptas necroticas as criptas cortadas longitudinalmente, com
alteracdo da citoarquitetura normal e com fundo cego exibindo lesdo necroética e infiltrado
celular inflamatorio com auséncia ou perda de células de Paneth e células caliciformes na
base das criptas. O quadro 1 descreve os critérios utilizados para a avaliagdo dos escores.
Esses critérios levam em consideragdo a citoarquitetura, aspecto em fundo da glandula

intestinal e a presenca de células residentes com granulos citoplasmaticos conspicuos.
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Quadro 1 — Critérios utilizados para determinagdo dos escores de criptas com lesdo/alteragao

histopatologica.

Grau 0

Grau 1

QGrau 2

Grau 3

Grau 4

>90% das criptas apresentando citoarquitetura e tamanhos normais, sem
alargamento e hiperplasia, exibindo base de fundo cego regular bem
delineado, com presenga de células de Paneth e caliciformes com

granulos aparentes.

>70% das criptas exibindo hiperplasia e alargamento do tamanho,
contudo com citoarquitetura normal, sem alteragdes necroticas,

exibindo células de Paneth e caliciformes com granulos aparentes.

Semelhante ao grau 1, contudo até 30% das criptas apresentando
comprometimento da citoarquitetura normal, com lesdo necrodtica na
sua base com infiltrado de células inflamatodrias, com possivel presenca
de células de Paneth, contudo sem células caliciformes com granulos

aparentes.

Entre 50 e 70% das criptas exibindo alteragcdes necroticas da base da
cripta com infiltrado de células inflamatorias. O restante das criptas
apresentando hiperplasia e alargamento, com auséncia de células de

Paneth e caliciformes com granulos visiveis.

>70% das criptas com comprometimento da citoarquitetura normal,
com lesdo necrdtica da base da cripta com invasdo de infiltrado de
c€lulas inflamatorias e auséncia de cé€lulas de Paneth e caliciformes

com granulos aparentes na base da cripta.

Fonte: LABICONTE.
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4.8 Medida de citocinas

As amostras foram armazenadas em freezer (-80°C) até o dia da realizac¢do do ensaio.
As concentragdes de IL-1p no tecido foram medidas usando ELISA do tipo sanduiche. Em
resumo, as placas de 96 pocos foram incubadas com 100 pL da citocina acima, com uma
diluigdo de 2 mg / mL em tampdo de incubagdo e incubadas durante a noite, a3 4°C. Em
seguida, as placas foram lavadas com tampao de lavagem (0,05% Tween 20 em PBS) e a
ligagdo ndo especifica foi bloqueada com soro fetal bovino a 1% durante 120 minutos a 37°C.
Amostras e os padroes foram colocadas nas placas. Curvas padrao de recombinate murino de
IL-1p foi usada para calcular a concentragdo dessa citocina. A placa foi lavada e os biotinilato
policlonal ou monoclonal anticitocina apropriado foi adicionado. Apds 1 hora, a placa foi
lavada, avidina peroxidade foi adicionada (1:5000) aos pogos durante 15 minutos, sendo a
placa novamente lavada. Em seguida, o substrato (0,4 mg de o-fenilenodiamina e 0,4 mL de
H,0; em 1 mL de tampao de substrato) foi adicionado aos pogos ¢ a reagdo foi parada com
acido sulfurico (H,SO4, 1 M). A densidade Optica foi medida em uma leitora de ELISA
(Biotek- Elx 808, figura 10)a 490nm.Os resultados foram expressos
como picogramas de IL-1f por mililitro do sobrenadante, comparando a densidade Optica das

amostras com curvas padrao.

Figura 10 — Leitora de ELISA utilizada na analise de citocinas.

- BBiolck

Fonte: LABICONTE.
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4.9 Western Blot

Depois de sacrificar os animais, segmentos de ileo foram dissecados e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer (-80°C). Na preparacdo do
homogenado, os tecidos foram descongelados e homogeneizados em solugdo composta por
tampao de lise (1% Triton X-100, 5 mL; 0,2% Nonidet P40 substitute Fluka, 1 mL; EDTA
2mM, 200 pL; dH,O q.s.p 50 mL; pH 7.5) e coquetel inibidor de protease, sendo entdo
transferidos para tubos de ensaio e centrifugados a 14.000 rpm durante 5 minutos, sendo o
sobrenadante transferido para um tubo Eppendorf (1,5 mL) e o pellet descartado. O
sobrenadante foi quantificado para proteina utilizando o kit do ensaio BCA e procedida leitura
em espectrofotdmetro (Eppendorf®, BioPhotometer, Hamburg, German). Os dados foram
obtidos (em absorbancia) por meio de curva padrdo, convertidos em concentracdo (pg/ml).
Utilizou-se gel de poliacrilamida a 10 % para a eletroforese das amostras a 180 V (figura 11)
(SDS-PAGE, Mini Protean® 3 Cell, BIO-RAD), adicionando-se 50 pg de proteina em cada
pogo do gel. A transferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi feita em um aparato
de transferéncia (7Trans Blot®, BIO-RAD) a 100 V durante 1 hora. Em seguida, a membrana
foi bloqueada com uma solugdo contendo 5% de leite em pd desnatado em tampao de
lavagem (0,8% NaCl; 0,242% Tris Base, Sigma #T-1503; Tween 20, 1 mL e 1 L de dH,0)
durante 1 hora. Logo apo6s, foi realizada a incubagdo com anticorpos primarios IgG de coelho
anti-villina e anti-TNFa (1:500) durante 1 hora, sendo depois lavadas por trés vezes com
tampao de lavagem, para em seguida serem incubadas com anticorpo secundario IgG de burro
anti-coelho biotinilado (Horseradish Peroxidase, 1:1000) e lavado como descrito acima. Para
a deteccdo, foi preparada uma solucdo a base de luminol (50uL, 90 mM), acido cumarico (22
nL, 250 mM) e Tris Base (5 ml, 100 mM) e uma solu¢do a base de peroxido de hidrogénio
(3uL) e Tris Base (5 ml, 100 mM). As solucdes foram misturadas e instantaneamente
colocadas sobre a membrana, sendo agitada durante 1 minuto. Cada membrana foi exposta a
um filme Kodak X-OMAT FS®. As bandas identificadas no filme de raio-X foram escaneadas
(Molecular Dynamics), analisadas por densitometria utilizando o programa Image J 1.4%
(NIH — National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA), e representadas pela razao

vilina/actina e TNF-o/actina.
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Figura 11 — Aparato de eletroforese em funcionamento.

Fonte: LABICONTE.

4.10 Reacio em Cadeia da Polimerase quantitativo em tempo real (qPCR)

4.10.1 Extracao do RNA

Os experimentos com gPCR foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular e
do Desenvolvimento na Universidade de Fortaleza (UNIFOR). Inicialmente, as bancadas
foram limpas com RNaseZAP (Invitrogen®), seguindo-se as recomendacdes do fabricante.
Para a extracdo de RNA, adicionou-se 1 ml de Trizol (Invitrogen®) & 50 mg de tecido
intestinal e, em seguida, macerou-se utilizando-se TissueRuptor (Qiagen®) e incubou-se a
temperatura ambiente por 5 minutos. Adicionou-se 200 ul de cloroférmio, seguido de
agitacdo por 15 segundos e incubou-se a temperatura ambiente durante 3 minutos. Apos,
centrifugou-se a 12000 rpm por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo
tubo e adicionou-se 500 pl de isopropanol gelado, com incubagdo a temperatura ambiente por
10 minutos. Centrifugou-se a 12000 rpm por 10 minutos (4°C). O sobrenadante foi descartado
e o pellet foi lavado com 1 ml de etanol 75% e centrifugado a 7500 rpm por 5 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet seco a temperatura ambiente. O RNA total
foi ressuspendido em 30 ul de H,O ultrapura e incubado a 55°C por 15 minutos. O RNA total
extraido foi armazenado em freezer (-80°C).
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4.10.2 Analise Espectrofotométrica

Para quantificagdo do RNA extraido foi usada uma solu¢do de agua destilada como
controle (branco), posteriormente foram adicionados 200ul de 4agua livre de RNase em um

Uvette® (Eppendorf, Alemanha) selecionando no espectrofotometro (Evolution 300 Thermo
Scientific®) a opgdo de ensaio para RNA, obtendo-se os valores de absorbancia a 260 nm e

280 nm, bem como a relagdo 260/280 nm. Para a leitura foi utilizada uma diluig¢do de (1:100)

comuso de 2 ul de amostra e 198 pul de dgua livre de RNase (1:100).

4.10.3 Transcricao Reversa e Amplificacao

Para a transcricdo reversa, 2jug de RNA foram previamente tratado com DNase |
(Invitrogen®), utilizando-se 2U de DNase | e 1pl de 10x DNase | Buffer e aqueceu-se a 37°C
por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 1ul de EDTA 25 mM e aqueceu-se a 65°C por 10
minutos. Para a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizou-se Super Script™ III
CellsDirect cDNA Synthesis System (Invitrogen®). Ao RNA previamente tratado com
DNAse | adicionou-se 1ul de Oligo (dT) 40 uM e 1pl dNTP 10uM. Aqueceu-se a 65 °C por 5
minutos e, em seguida, resfriou-se em gelo durante 2 minutos. Adicionou-se 6 ul de 5x RT
Buffer, 1ul de DTT 0,1M, 1ul de SuperScript™ III RT (200 unidades/ul) ¢ agua ultrapura
para volume final de 30 ul. Aqueceu-se a 50°C por 50 minutos e posteriormente a 85°C por 5
minutos. O cDNA foi armazenado a -20°C. Para qPCR utilizou-se primers especificos para
IGF-1, Bcl-2 e B-actina (controle enddgeno). As sequéncias de bases nitrogenadas para os

iniciadores senso e antisenso estdo demonstradas na tabela 2. As reagOes foram montadas

separadamente para cada um dos genes analisados, utilizando-se 2x Power SYBR® Green

PCR Master Mix (Applied Biosystems®) e 300 uM de cada primer, 1pl de cDNA e agua

ultrapura para volume final de 20 ul. As reacfes foram submetidas a uma desnaturacéo inicial
a 95°C por 10 minutos, seguida por 50 ciclos com trés etapas: desnaturacdo 95°C por 30
segundos, anelamento 60°C por 30 segundos e extensdo 72°C por 30 segundos, em
equipamento StepOne™ Real-Time PCR Systems Thermocycler (Applied Biosystems®,

figura 12), incluindo a curva de melting. Para a quantificagdo final, utilizou-se o método 2°
AACT
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Tabela 2 — Sequéncia de bases nitrogenadas utilizadas no experimento.

IGF-1 Bcl-2 p-actina
Senso TGGATGCTCTTGA CGGCTGGGATGGATTT CGTGAGAAGATGACCC
GTTCGTG TGT AGATCA

Anti- GTCTTGGGCATGT CTGTCCAGTATGAGAG GGG ACA GCA CAG CCT
senso CAGTGTG GAA GGAT

Fonte: Laboratério de Biologia Molecular e do Desenvolvimento (UNIFOR)

Figura 12 — Termociclador utilizado no gPCR.

Fonte: Laboratorio de Biologia Molecular e do Desenvolvimento (UNIFOR).

4.11 Analise Estatistica

Os resultados foram mostrados como média + erro padrdo da média (E.P.M.). O teste
de variancia ANOVA seguido pela correcdo por Bonferroni foi utilizado para comparar
multiplos grupos. Utilizou-se ainda o teste de T Student ndo pareado para comparagdo entre
dois grupos. Para a avaliagdo dos escores de criptas necroticas utilizou-se o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney. O valor de p<0,05 foi usado para indicar diferencas
significativas. Todos os testes foram realizados pelo programa GraphPad Prisma (GraphPad

Prism 6 Software, San Diego, CA, USA).



48

5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao ponderal

O desafio com o 5-FU (450 mg/kg, dose tnica, i.p.) causou reducdo significativa no
peso dos animais, incluindo os animais tratados com Ala-Gln (100 mM). Nao houve diferenga
estatistica na perda de peso corporal entre esses grupos. Houve apenas diferenga entre todos
os grupos desafiados com 5-FU e Ala-Gln em comparagdo com os respectivos grupos PBS
ndo desafiados apds o 3° dia (selvagem) e 4° dia (ApoE™) (p<0,001) (figura 13). Todos

sobreviveram ao desenho experimental.
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Figura 13 — Efeito da administragdo da Ala-Gln sobre o peso corporal de camundongos

APOE nocautes e selvagens desafiados pelo 5-FU.
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Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way ANOVA com correcdo por
Bonferroni. Nimero de animais por grupo igual ou superior a treze. * p<0,001 vs todos os grupos.



50

5.2 Avaliacao do parametro leucometria

Observou-se uma reducdo significativa do niimero de leucdcitos/mm’ do sangue dos
animais APOE nocautes e selvagens desafiados com 5-FU (450 mg/kg) (p<0,001) em relagdo
aos respectivos controles PBS, o que comprova o papel citotoxico do 5-FU sobre a producao
de leucocitos na medula 6ssea. Esse efeito mielossupressor ndo foi melhorado ou revertido

com a administracdo de Ala-Gln na dose de 100 mM (p>0,005) (figura 14).

Figura 14 - Efeito da administracdo da Ala-Gln sobre a leucometria de camundongos APOE

nocautes e selvagens desafiados pelo 5-FU.
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Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way ANOVA com correcdo por
Bonferroni. Numero de animais por grupo igual a sete. a= p<0,001 vs PBS WT. b= p<0,001 vs PBS Ko.



51

5.3 Avaliacao morfométrica

O desafio com 5-FU (450 mg/kg) promoveu uma reducdo significativa (p<0,001) na
altura dos vilos do ileo nos animais selvagens e APOE nocautes comparados aos seus
respectivos controles PBS (figuras 15 e 16). O tratamento com Ala-Gln (100 mM) melhorou a
altura dos vilos (p<0,01) nos animais nocautes quando comparados aos desafiados pelo 5-FU
(figura 16). No parametro profundidade de cripta, os animais selvagens (p<0,001) e nocautes
(p<0,01) injetados com o 5-FU apresentaram um aumento da profundidade das criptas em
relacdo aos animais PBS, achado que foi parcialmente revertido ou melhorado pela
administracdo da Ala-GIn (p<0,001 e p<0,0001 respectivamente) (figura 17). Na analise
morfométrica razdo vilo/cripta, observou-se que 5-FU induziu nos animais nocautes e
selvagens uma reducdo significativa dessa razdo (p<0,0001) quando comparados aos
controles PBS, achado que foi parcialmente revertido (p<0,0001) pela administragdo de Ala-

Gln. (figura 18) quando comparados com 5-FU.
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Figura 15 — Histologia representativa do ileo de camundongos APOE nocautes e selvagens

desafiados pelo 5- FU e tratados com Ala-Gln.

PBS 5-FU Ala-GlIn

Wild-type

ApoE "

Camundongos APOE nocautes e selvagens foram tratados (dose unica) com 5-FU (450 mg/Kg) e controles
receberam PBS. Os animais receberam Ala-GIn (100 mM) ou PBS por gavagem (0,5 mL) trés dias antes da
administracdo do 5-FU e durante cinco dias consecutivos, sendo sacrificados no sexto dia experimental.
Segmentos do ileo (1,0 cm) foram fixados em formaldeido (10%) e encaminhados para processamento
histolégico. Animais PBS apresentando vilos integros, de tamanho normal. Notou-se alteragdes de achatamento
dos vilos nos animais nocautes e selvagens desafiados pelo 5-FU. Coloragdo H&E (100 x).
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Figura 16 - Avaliagdo morfométrica da altura dos vilos em ileo de camundongos APOE

nocautes e selvagens desafiados pelo 5- FU e tratados com Ala-Gln.
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Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way NOVA com correcdo por

Bonferroni. Numero de vilos contadas por animal/ grupo igual ou superior a dez. a, b= p<0,001 vs PBS WT. ¢,
d=p<0,001 vs PBS Ko. d=p<0,01 vs 5-FU Ko.
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Figura 17 - Avaliagdo morfométrica da profundidade das criptas em ileo de camundongos

APOE nocautes e selvagens desafiados pelo 5- FU e tratados com Ala-Gln.
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Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way NOVA com correcdo por
Bonferroni. Numero de criptas contadas por animal/ grupo igual ou superior a dez. a= p<0,0001 vs PBS e 5-FU
+ Ala-Gln WT. b= p<0,01 vs PBS Ko e p<0,0001 vs 5-FU+Ala-Gln Ko.
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Figura 18 - Avaliacdo morfométrica da razdo vilo/cripta em ileo de camundongos APOE

nocautes e selvagens desafiados pelo 5- FU e tratados com Ala-Gln.
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Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way NOVA com correcdo por
Bonferroni. Numero de vilos e criptas contadas por animal/ grupo igual ou superior a dez. a,b = p<0,0001 vs
PBS WT. a= p<0,0001 vs 5-FU+Ala-Gln WT. ¢,d= p<0,0001 vs PBS Ko. ¢=p<0,0001 vs 5-FU+Ala-GIn Ko.
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5.4 Avaliacao do indice mitotico e apoptotico nas criptas

Na figura 19, observa-se cortes longitudinais de criptas de ileo em animais selvagens e
APOE nocautes desafiados pelo 5-FU (450 mg/kg) e tratados com Ala-Gln (100 mM) com a
presenca de células em mitose e apoptose. Os animais selvagens e APOE nocautes desafiados
pelo 5-FU ndo tiveram aumento significativo do indice mitdtico nas criptas, ndo havendo
diferenca entre os controles PBS e os tratados com Ala-GIn. Observou-se apenas aumento
significativo de figuras de mitose (figura 20) nas criptas dos animais selvagens e APOE
nocautes desafiados pelo 5-FU tratados com Ala-Gln em relagdo aos seus controles PBS
(p<0,01). No indice apoptotico, observou-se um aumento de células em apoptose (figura 21)
nos animais selvagens e APOE nocautes desafiados pelo 5-FU e tratados com Ala-Gln

(p<0,01 e p<0,05 respectivamente) em relacdo ao respectivo controle PBS.
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Figura 19 — Histologia representativa das criptas do ileo de camundongos APOE nocautes e

selvagens desafiados pelo 5-FU e tratados com Ala-Gln.

Ala-GIn
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Camundongos 4POE nocautes e selvagens foram tratados com 5-FU (450 mg/Kg) por via intraperitoneal, dose
Unica, e controles receberam PBS. Os animais receberam Ala-Gln (100 mM) ou PBS por gavagem (0,5 mL) trés
dias antes da administragdo do 5-FU ou PBS e durante cinco dias consecutivos, sendo sacrificados no sexto dia
experimental. Segmentos longitudinais de criptas de ileo mostrando células em mitose (setas vermelhas) e
apoptose (seta preta). Coloragao H&E (1000 x).
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Figura 20 - Avaliagdo do indice mitético das criptas em ileo de camundongos APOE

nocautes e selvagens desafiados pelo 5- FU e tratados com Ala-Gln.
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Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste T de Student ndo pareado. NUmero de 40
criptas por grupo. a= p<0,01 vs PBS WT. b= p<0,01 vs PBS Ko.
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Figura 21 - Avaliagdo do indice apoptotico das criptas em ileo de camundongos APOE

nocautes e selvagens desafiados pelo 5- FU e tratados com Ala-Gln.
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Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste T de Student ndo pareado. Nimero de 40
criptas por grupo. a,b=p<0,01 vs PBS WT. c,d= p<0,05 vs PBS Ko.
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5.5 Avaliacio dos escores para criptas necroticas

Os animais PBS se enquadram nos critérios estabelecidos para escores de criptas
necrdticas no grau zero, de acordo com o quadro 1. Os animais selvagens e APOE nocautes
desafiados pelo 5-FU (450 mg/kg) tiveram um aumento significativo nos escores para
criptas necroéticas (p<0,028) quando comparados com os controles PBS. Apenas os animais
selvagens tratados com Ala-Gln tiveram uma reducdo significativa (p<0,04) nos escores
para criptas necrdticas, tanto no que se refere a mediana e ao intervalo maximo e minimo

dos escores, em comparacao aos respectivos animais desafiados pelo 5-FU (tabela 3).

Tabela 3 — Avaliagdo das criptas necroticas em animais selvagens e APOE nocautes.

Escores para criptas necrdticas

Grupos PBS (n=4) 5-FU (n=4) P Ala-GlIn (n=6) P
Selvagem 0 (0-0) 2(2-2) 0,028 1,5 (0-2) 0,04
ApoE'/ i 0 (0-0) 1,5(1-2) 0,028 1,5(1-2) ns

Os valores representam a mediana e a variag@o e foram analisadas pelo teste Mann-Whitney.

5.6 Avaliacao da expressiao de IL-1f detectada por ELISA

Nao houve diferenga estatistica nos niveis da citocina proinflamatoria IL-1B nos
animais selvagens desafiados pelo 5-FU (450 mg/Kg) comparados com os respectivos
controles PBS e Ala-Gln (100 mM) (figura 22). Contudo, houve um aumento significativo
nos niveis de IL-1P nos animais APOE nocautes desafiados pelo 5-FU e tratados com Ala-Gln

(p<0,05) em comparagao ao respectivo controle PBS.
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Figura 22 — Avaliagdo da expressdo da citocina IL-1p detectadas por ELISA no ileo de

animais selvagens e APOE nocautes desafiados pelo 5-FU e tratados com Ala-Gln.
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Ala-GIn (100 mM) - - + - - +
Wild-type ApoE Ko

Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way NOVA com correcdo por
Bonferroni. Niimero de animais por grupo igual a sete. a,b= p<0,05 vs PBS Ko.

5.7 Avaliacio da expressio de vilina e TNF-a detectadas por Western Blot

Nao houve diferenca estatistica na expressao de vilina (figura 23) e TNF-a (figura 24)
detectadas por Western Blot entre os animais nocautes e selvagens desafiados pelo 5-FU (450

mg/kg) em relacdo aos controles PBS e tratados com Ala-Gln (100 mM).
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Figura 23 — Expressdo da vilina no ileo de animais selvagens e APOE nocautes desafiados

pelo 5-FU e tratados com Ala-Gln detectada por Western Blot.

PBS 5-FU Ala-GIn PBS 5-FU Ala-GIn

e L — TS,
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Ala-GIn (100 mM)

Wild-type ApoE Ko

Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way ANOVA com correcdo por
Bonferroni. Numero de bandas por grupo igual a seis.
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Figura 24 — Expressdo de TNF-a no ileo de animais selvagens e APOE nocautes desafiados

pelo 5-FU e tratados com Ala-Gln detectada por Western Blot.
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Os valores representam a média £ E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way ANOVA com
correcdo por Bonferroni. Numero de bandas por grupo igual a seis.
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5.8 Avaliacio dos transcritos de RNAm para IGF-1 e Bcl-2 detectado pelo qPCR

N&o houve diferenca estatistica na transcricdo do RNAm de IGF-1 e Bcl-2 entre os
animais selvagens, contudo os APOE nocautes desafiados pelo 5-FU (450 mg/kg)
apresentaram uma reducdo significativa na transcricdo do RNAm de IGF-1 (p<0,05) (figura
25) e Bcl-2 (p<0,05) (figura 26) em relacdo aos controles PBS e tratados com Ala-Gln (100
mM).

Figura 25 — Transcritos de RNAm para IGF-1 detectados pelo qPCR no ileo de animais

selvagens e nocautes desafiados pelo 5-FU e tratados com Ala-Gln.
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Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way ANOVA com corre¢io por
Bonferroni. Numero de animais por grupo igual a sete. a= p<0,05 vs PBS e 5-FU+Ala-GIn Ko.
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Figura 26 — Transcritos de RNAm para Bcl-2 detectados pelo qPCR no ileo de animais

selvagens e nocautes desafiados pelo 5-FU e tratados com Ala-Gln.
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Os valores representam a média + E.P.M. e foram analisados pelo teste one-way ANOVA com corre¢io por
Bonferroni. Nimero de animais por grupo igual a sete. a= p<0,05 vs PBS e 5-FU+Ala-GIn Ko.
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6 DISCUSSAO

O 5-FU é amplamente utilizado no tratamento de varios tipos de cancer, especialmente
0 colorretal. Um dos seus efeitos adversos limitante da dose € a mucosite intestinal
acompanhada de diarreia, causando reducdo da proliferacdo e migracdo dos enterdcitos e
aumento de apoptose. A mucosite Gl pode ser consequéncia de varios protocolos de
quimioterapia e radioterapia antineoplésica. Esses tratamentos, além de induzir a morte de
células tumorais, também matam células progenitoras na base das criptas de Lieberkuhn
(regides proliferativas do intestino delgado em que todas as células do epitélio séo
produzidas), com consequente ruptura da barreira intestinal. Isso leva a uma perda rapida da
estrutura e funcionalidade do intestino, com translocacgdo bacteriana (CHANG et al., 2012,
DUNCAN; GRANT, 2003).

A mucosite intestinal induzida pelo 5-FU vem sendo estudada com sucesso em
modelos experimentais utilizando animais de laboratorio, incluindo camundongos
transgénicos. A maior parte desses trabalhos avaliou mais detalhadamente o mecanismo
inflamatdrio e as citocinas envolvidas no comprometimento da barreira intestinal, durante o

processo fisiopatoldgico da mucosite.

Numa contribuicdo recente, Soares et al. (2012) demonstraram que camundongos
deficientes de IL-4 e selvagens tratados com 5-FU (450 mg/kg, i.p., dose Unica, sacrificados
apos trés dias), apresentaram leucopenia, reducdo significativa dos vilos do duodeno, com
aumento da profundidade da cripta e uma diminuicdo da razdo vilo/cripa. Ainda citando
Soares et al. (2008), ratos desafiados pelo 5-FU foram avaliados nos dias 1, 3,5, 15e 30 e
apresentaram leucopenia, infiltracdo de células inflamatorias, encurtamento dos vilos e

destruicdo das criptas no duodeno no 3° dia ap0s desafio com 5-FU.

Azevedo et al. (2012), em concordancia com Soares et al. (2008), observaram que
camundongos Swiss desafiados pelo 5-FU (450 mg/kg, i.p., dose unica, sacrificados apds trés
dias) também apresentaram leucopenia em relagdo ao controle salina ndo desafiado. Ainda,
esses mesmos autores utilizando camundongos Swiss e C57BL6J APOE nocautes e selvagens
mostraram que esses animais exibiam atrofia de vilos e comprometimento da arquitetura de

criptas, apds desafio com 5-FU, em comparagdo com os controles. Além disso, esses autores
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documentaram uma melhor histologia duodenal apds o tratamento com o peptideo mimético

COG133, com aumento significativo da altura das vilosidades.

Os resultados obtidos nesse estudo estdo em concordancia com os achados da
literatura, também mostrando leucopenia significativa, confirmando a atividade
mielosupressora do 5-FU, acompanhada das alteracfes morfoldgicas, incluindo achatamento
dos vilos e reducdo da razdo vilo/cripta, em animais deficientes para apolipoproteina E e seus
controles selvagens. Verificou-se nos achados que a auséncia de ApoE ndo agravou a
leucopenia induzida pelo 5-FU, sugerindo que a ApoE ndo € suficiente para prevenir a agdo
mielotoxica do 5-FU. Além disso, o tratamento com Ala-GlIn ndo foi suficiente para recuperar

a leucopenia induzia pelo 5-FU.

O 5-FU induz a perda de peso em camundongos por causar lesfes intestinais e
alteracdes sisttmicas. Como mostram os estudos feitos por Wu et al. (2011), camundongos
desafiados pelo 5-FU desenvolveram desidratacdo, anorexia e exibiram 20% de perda de peso
apos seis dias da administracdo do 5-FU (200 mg/kg, i.p., dose unica). Azevedo et al. (2012)
por sua vez, demonstraram que camundongos Swiss e nocautes para ApoE desafiados pelo 5-
FU apresentaram perda de peso significativo quando comparados aos seus controles salina, ndo
sendo este efeito melhorado pela administracdo do peptideo COG 133. Carneiro-Filho et al.
(2004) demonstraram que camundongos Balb/c desafiados pelo 5-FU apresentaram anorexia e
perda de peso no dia seguinte, sendo este mais acentuado no sexto dia (perda maxima de 12%
do peso), ndo havendo diferenca com o tratamento com GIn ou Ala-GlIn. Contudo, todos 0s
grupos experimentais atingiram os pesos similares no oitavo dia. Os resultados encontrados séo
semelhantes aos trabalhos anteriores. Camundongos selvagens e APOE nocautes perderam
peso de modo expressivo apds administracdo do 5-FU (450 mg/kg, dose Unica, i.p.) a partir do
terceiro e quarto dia, em relacdo aos controles PBS, ndo existindo diferenca entre os tratados
com Ala-Gin.

Ao contrario dos estudos anteriores que avaliaram mais o processo inflamatorio,
investigando a mucosite intestinal no 3° dia apds o desafio com 5-FU, este estudo avaliou o
efeito da Ala-GlIn na recuperacdo da mucosa intestinal e no processo inflamatorio no 6° dia
apos o desafio com 5-FU e se esse dipeptideo requer a ApoE para seus efeitos benéficos,

utilizando animais APOE nocautes. A Ala-GlIn tem um papel critico na recuperacao da
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mucosa intestinal apds a injuria (BEUTHEU et al., 2013; CARNEIRO-FILHO et al., 2004),
com efeitos sinérgicos com fatores tréficos intestinais (GU et al., 2001).

Em nosso estudo, camundongos APOE nocautes e selvagens desafiados pelo 5-FU
apresentaram redugdo dos vilos, da razéo vilo/cripta e um aumento da profundidade das
criptas. A hiperplasia da cripta presente no 6° dia apos o desafio com 5-FU parece ser um
fendmeno compensatério para renovar o epitéelio intestinal e restituir a superficie absortiva
dos vilos comprometida pelo quimioterapico (CARNEIRO-FILHO et al., 2004). O tratamento
com Ala-GlIn reparou a altura dos vilos no ileo dos animais nocautes quando comparados aos

tratados com 5-FU e na razéo vilo/cripta dos animais selvagens e nocautes.

Carneiro-Filho et al. (2004), utilizando uma dose de 150 mg/kg de 5-FU, injecdo
Unica, via i.p., em camundongos Balb-c, investigaram o tratamento com Ala-GIn (100 mM),
via gavagem, no 6° dia apds a injecdo do 5-FU, e observaram que a Ala-Gln foi benéfica
melhorando a area, mas ndo a altura dos vilos intestinais, quando comparado ao grupo
desafiado sem tratamento, corroborando com o argumento da recuperacdo parcial da mucosa,
no sexto dia pés-desafio. Em um trabalho recente foi demonstrado que a GIn previne as
alteracdes da barreira intestinal induzidas por metrotexato, regulando a expressédo de ocludina
e claudina, a partir da via Erk e NF-xB. A combinacdo da GIn com arginina ndo teve efeito
protetor nesse modelo (BEUTHEU et al., 2013).

A vilina é um componente estrutural das microvilosidades que formam a borda em
escova na extremidade apical de enterdcitos do intestino delgado. A vilina desempenha um
importante papel na manutencdo da organizacdo da borda em escova por se ligar a F-actina em
uma rede de filamentos. Estudos com animais nocautes para vilina mostraram que embora essa
proteina ndo seja necessaria para formar feixes com a F-actina, é um importante fator para
reorganizacdo do citoesqueleo e recuperacdo apoOs estresse (ATHMAN; LOUVARD;
ROBINE, 2002). Apesar dos resultados encontrados apresentarem uma reducdo dos vilos nos
animais desafiados pelo 5-FU, a razdo vilina/actina néo foi significativa em todos os grupos,
sugerindo uma recuperacao dessa proteina nos animais ap6s o 6° dia da administracdo do 5-

FU. Efeito esse que precede a recuperacédo da altura do vilo.
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Os achados mostraram que apés seis dias do desafio com 5-FU, a Ala-GIn néo
aumentou o indice mitético dos camundongos selvagens e APOE nocautes apesar da
hiperplasia de cripta induzida pelo 5-FU. O grupo tratado com Ala-GIn mostrou um aumento
significativo de figuras de mitose em comparacdo ao controle PBS ndo desafiado. Ao
contrario dos resultados encontrados neste estudo, Carneiro-Filho et al. (2004) demonstraram
um aumento significativo do indice mitético nas criptas de camundongos Balb-c no 6° dia
pos-injecdo com 5-FU, no grupo tratado com Ala-GIn (100 mM), mas ndo no grupo que
recebeu GIn (100 mM), no mesmo regime de tratamento. Essa discordancia pode ter ocorrido
pela diferenca na cepa de camundongo utilizada ou na dose mais baixa (150 mg/Kg, via i.p.)
do 5-FU usada por esses autores. Neste aspecto, considera-se que na dose mais alta utilizada
por esse estudo (450 mg/Kg via i.p.), o 5-FU retardou a recuperacdo mitética das criptas
desses animais, necessitando talvez de mais de um ciclo de mitose (turn over 3-4 dias) para
que o efeito proliferativo da Ala-GIn seja observado ou os animais ja reduziram a
velocidade/taxa do turn over epitelial-induzido pelo 5-FU e, portanto, as diferencas ja ndo séo

aparentes, ja posteriormente a hiperplasia da cripta.

Azevedo et al. (2012) demonstraram uma reducdo significativa do indice mit6tico em
animais selvagens e APOE nocautes ap0s trés dias da administragdo do 5-FU (450 mg/kg, i.p.,
sacrificados apds trés dias), porém apenas os animais selvagens quando tratados com o
peptideo da ApoE (COG 133) apresentaram um aumento significativo do numero de células
em mitose nas criptas em relacdo aos animais desafiados pelo 5-FU. Vale salientar que
estudos tém demonstrado o papel da GIn na ativacdo enzimatica da ornitina descarboxilase
(ODC), efeito importante na ativacdo de poliaminas e sua participacdo na indugdo mitdtica
(RAY; JOHNSON, 2013).

O fator de crescimento insuliniforme (IGF-1), um fator tréfico intestinal, derivado do
metabolismo do hormonio do crescimento (GH) no figado, e suas proteinas de ligacao
(IGFBPs) tém papel critico na recuperacdo da mucosa intestinal apos agressao citotdxica do 5-
FU (COOL et al, 2005). Muitos fatores intervém na regulacdo do IGF-1, mas 0s mais
importantes s&do o GH, a insulina e o status nutricional (THISSEN; UNDERWOOD;
KETELSLEGERS, 1999). A ingestdo adequada de nutrientes é essencial para manter taxas
suficientes de IGF-1 e IGFBP-3 circulantes no soro. Fatores circulantes, como o IGF-1, tém

sido implicados no controle da proliferacdo do epitélio intestinal (GORDON et al., 2004).
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Nossos resultados mostraram que camundongos APOE nocautes (mas ndo os selvagens)
desafiados pelo 5-FU (450 mg/kg) apresentaram transcri¢do reduzida do RNAm para IGF-1,
quando comparados com seu controle PBS e tratados com Ala-GIn. Os animais deficientes
para ApoE foram mais afetados que seu controle selvagem, sugerindo que a auséncia da
apolipoproteina pode reduzir a expressdo de IGF-1. Isso poderia sugerir, em parte, que o
tratamento com Ala-GIn pode contribuir na manutencdo de suas taxas, ja que houve um
aumento significativo nos animais APOE nocautes tratados com Ala-GIn. A transcri¢éo
diminuida do RNAm para IGF-1 no ileo dos animais APOE nocautes quando desafiados pelo
5-FU comparados aos controles selvagens sugere que o sistema IGF-1 é comprometido na
deficiéncia da ApoE. Oria et al. (2006) demonstraram que camundongos recém-nascidos
deficientes em ApoE ndo se adaptam a desnutri¢do induzida por separacdo materna e acentuam
fortemente aos danos da mucosa intestinal, possuindo ainda uma deficiéncia na reconstitui¢ao
da mucosa e na recuperacdo do peso apos refeeding, demonstrando com isso uma reducgdo
dramética na adaptacdo intestinal, sendo provavelmente ligado a uma baixa expressao de IGF-
1.

Estudos tém demonstrado a participacdo ora sinérgica ora independente do IGF-1 e da
GIn na estrutura e funcdo do intestino delgado apos aloenxerto em ratos (ZHANG et al., 1995)
e também durante a adaptacdo intestinal apos nutricdo parenteral em ratos (GU et al, 2001).
Ratos receberam suplementacdo de GIn na dieta ou infusdo de IGF-1. GIn e IGF-1
individualmente aumentaram hiperplasia de células no ileo. No entanto, a combinacgédo de Gln
com o tratamento de IGF-1 aumentaram sinergicamente os niveis plasmaticos de IGF-1, Gln,
peso Umido do ileo, DNA e teor de proteina. A Gln na dieta é regulada hepaticamente, mas nao
0 RNAm de IGF-1 nesse modelo, sugerindo que os efeitos troficos da Gln no intestino ndo sdo
mediados pela expressao intestinal de IGF-1 (ZIEGLER et al., 1996).

Cool et al. (2005) investigaram a mucosite intestinal estudando ratos Sprague-Dawley
condicionados por 7 dias de infusdo com 4,3mg/kg/dia de IGF-I, desafiados com uma injecéo
intraperitoneal de 150 mg/kg de 5-FU e sacrificados ap0s 48 hs. Esses autores mostraram que 0
5-FU reduziu a altura de vilo no duodeno (23%), jejuno (20%) e ileo (30%) e um aumento de
87 vezes no indice apoptdtico das criptas. Esses efeitos foram menos pronunciados (de forma
significativa) nos ratos pre-tratados com IGF-1 nos quais a apoptose foi aumentada 48 vezes
(cerca da metade do que foi observado no grupo infundido com IGF-1).
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A apoptose tem um papel critico para o desenvolvimento e homeostase do tecido,
mantendo o equilibrio entre a proliferacdo e a eliminacdo de células nas criptas e vilos no
epitélio intestinal (POTTEN, 1997). Ela é caracterizada morfologicamente pela fragmentagéo
do DNA, dobras de membrana, retracdo e colapso da célula em vesiculas cobertas de
membrana que sdo eliminadas rapidamente por fagocitose, evitando, dessa forma, uma
resposta inflamatéria do hospedeiro a componentes intracelulares (CRYNS; YUAN, 1998).
Ao nivel molecular, a apoptose classica € causada pela ativacdo da familia de cisteina
proteases (caspases), que clivam as proteinas alvo de acidos asparticos especificos (WOLF;
GREEN, 1999; RAFF, 1998) Duas grandes vias apoptoticas foram definidas: a via extrinseca,
em que a ativacdo de um receptor de morte (por exemplo, Fas/CD95 e TNFRI/CD120a) por
um ligante, como TNF-a ou FasL, leva a ativacdo da caspase 8 iniciador; e a via intrinseca,
que € consequéncia de estresse celular e citocromo c liberado da mitocéndria, levando a
ativacdo da caspase 9 (GREEN; REED, 1998; SALEH et al., 1999). Ambas as vias culminam
na ativacdo das caspases 3 e 6. A ativacao destas vias resulta em uma série de eventos, como a
clivagem do citoesqueleto de proteinas, a ativacdo de nucleases, e posterior fragmentacao do
DNA (LIU et al., 1997; SAKAHIRA; ENARI; NAGATA, 1998). Tem sido demonstrado que
caspase 8 cliva e ativa Bid (agonista da morte que interage com BH3), membro da familia
Bcl-2 pro-apoptdtico, que permeabiliza a membrana da mitocondria e induz a liberagdo do
citocromo ¢ (NUNEZ et al., 1998; ZAMZAMI et al., 2000 ). Desse modo, Bid liga as vias das
caspases 8 e 9.

Foi demonstrado que a GIn e Ala-GIn reduzem os danos causados pela toxina A do
Clostridium difficile (TcdA) em células epiteliais intestinais humanas T84 através da inibicdo
da ativacdo da caspase 8, reduzindo a apoptose. Além disso, esses nutrientes também
diminuiram os danos dessa toxina em um modelo de al¢ca de ileo de coelho, com menor
inflamacéo e secrecdo (CARNEIRO-FILHO et al., 2006) e reduziram a apoptose em células
de cripta IEC-6 de jejuno de rato (BRITO et al., 2005).

Carneiro-Filho et al. (2004) documentaram um aumento no indice apopto6tico nas
criptas nos 1° e 6° dias apds a administracdo do 5-FU, com menor intensidade no dia 6, em
relacdo aos controles PBS, ndo sendo este efeito melhorado com a administragéo da Gin e Ala-
GIn. Em nosso estudo, em concordancia com esses resultados, também se encontrou um
aumento significativo no indice apoptético de cripta no 6° dia pds-desafio tanto nos animais

APOE nocautes e selvagens, efeito que néo foi revertido pelo tratamento com Ala-Gln. Para
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avaliar o efeito a nivel molecular, utilizou-se o marcador anti-apoptotico Bcl-2, a partir de
analise por PCR quantitativo em tempo real (qPCR) do RNAm. Nessa andlise, verificou-se que
a Ala-GIn melhorou a atividade de transcricdo para 0 RNAmM da Bcl-2 apenas nos animais
APOE nocautes desafiados pelo 5-FU em comparacdo ao controle. Segundo Braga Neto et
al.(2007) em estudos in vitro, o 5-FU induziu necrose e apoptose apds 12 e 24 horas na
linhagem intestinal IEC-6, ndo sendo este efeito impedido com GIn e Ala-Gln, apesar disso
estes aumentaram a migracdo e proliferacdo dessas células quando comparados aos controles
5-FU.

A proliferacdo celular, migracdo e apoptose ao nivel da cripta sdo criticamente
importantes na dindmica da modulacdo do turnover dos enterdcitos. Ueno et al. (2011)
demonstraram em um modelo de desnutricdo induzida pela dieta basica regional (DBR) em
camundongos gque Ala-Gln atenuou atrofia dos vilos e alteracdes na proliferacdo do epitélio
intestinal e apoptose induzida pela desnutricdo. Mais estudos sdo necessarios para avaliar o
efeito da Ala-GIn na apoptose na mucosite intestinal em camundongos deficientes da ApoE.

Sonis et al. (1998) demonstraram que camundongos com infiltrado celular
inflamatorio exibem um aumento de TNF-a e interleucina-1f em um periodo de 12-24 h apds
a administracdo do 5-FU em um modelo de mucosite oral, demonstrando uma maior atividade
dessas citocinas na fase aguda. Em contraste no nosso estudo, os animais selvagens no 6° dia
pos-desafio ndo apresentaram mais esse aumento, evidenciando uma menor participacao

dessas citocinas na fase tardia.

Nesse estudo, detectou-se por teste imunoenzimatico um aumento dos niveis
intestinais da IL-1p proinflamatdria apenas nos animais APOE nocautes quando desafiados
pelo 5-FU (450 mg/kg), demonstrando que esses animais tem um estado proinflamatorio
maior na mucosite intestinal induzida pelo 5-FU. O tratamento da Ala-GIn néo foi suficiente
para reduzir os niveis dessa citocina quando comparado ao controle. Além disso, a expressdo
intestinal da citocina TNF-o ndo apresentou diferenca entre os grupos. Esses resultados
conjuntamente sugerem que no 6° dia ap6s o desafio, o quadro inflamatorio é menos
expressivo, 0 que pode explicar a falta do possivel efeito anti-inflamatério da Ala-GIn nesse
modelo. Estudos tém demonstrado que a GIn possui um papel anti-inflamatorio, podendo agir
em diferentes vias, inclusive reduzindo a producéo de IL-8, sintese de NF-kB ou aumento de
sua degradacdo (BRASE-LAGNEL; LAVOINNE; HUSSON, 2010).
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7 CONCLUSAO

e A mucosite intestinal induzida pelo 5-FU (450 mg/kg) causou reducdo do peso
ponderal nos animais selvagens e APOE nocautes apds o 3° e 4° dia respectivamente,
guando comparados aos controles PBS, ndo havendo melhora com a administracao da
Ala-GlIn (100 mM).

e A mucosite intestinal induzida pelo 5-FU (450 mg/kg) causou leucopenia nos animais
selvagens e APOE nocautes selvagens, ndo havendo diferenca estatistica entre os
grupos. Esse efeito mielossupressor ndo foi melhorado pelo tratamento da Ala-Gln
(100 mM).

e A mucosite intestinal induzida pelo 5-FU (450 mg/kg) causou uma reducdo na altura
dos vilos do ileo, um aumento da profundidade das criptas e uma reducdo da razédo
vilo/cripta nos animais selvagens e APOE nocautes comparados aos seus respectivos
controles PBS. O tratamento com Ala-GIn (100 mM) reduziu a profundidade das
criptas e aumentou a razdo vilo/cripta nos animais selvagens e nocautes quando
comparados aos desafiados pelo 5-FU. A administracdo da Ala-GIn melhorou a altura

do vilo apenas nos animais APOE nocautes.

e O tratamento com Ala-GlIn (100 mM) ndo foi capaz de aumentar o indice de células
mitéticas nas criptas de ileo nos animais selvagens e APOE nocautes desafiados pelo
5-FU (450 mg/kg) em relacdo aos seus controles PBS. O desafio pelo 5-FU causou um
aumento do indice apoptotico de criptas nos animais selvagens e APOE nocautes em

relagdo aos seus controles PBS que nédo foi melhorado pelo tratamento da Ala-GIn.

e A mucosite intestinal induzida pelo 5-FU (450 mg/kg) causou um aumento dos escores
para criptas necroticas nos animais selvagens e nocautes quando comparados aos
controles PBS. O tratamento com Ala-GIn (100 mM) causou uma redugdo nos escores
para criptas necroticas apenas nos animais selvagens em relacdo aos respectivos

animais desafiados pelo 5-FU.

e A mucosite intestinal induzida pelo 5-FU (450 mg/kg) ndo alterou os niveis da

citocina proinflamatoria IL-1p detectado por ELISA nos animais selvagens. O desafio
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pelo 5-FU aumentou os niveis de IL-1p nos animais APOE nocautes desafiados pelo
5-FU e tratados com Ala-GIn (100 mM) em comparagéo ao respectivo controle PBS.

e A mucosite induzida pelo 5-FU (450 mg/kg) néo alterou a expressao de vilina e TNF-
a no ileo detectadas por Western Blot nos animais selvagens e APOE nocautes em

relacdo aos controles PBS e tratados com Ala-GIn (100 mM).

e A mucosite induzida pelo 5-FU (450 mg/kg) ndo alterou os transcritos de RNAm para
IGF-1 e Bcl-2 detectados pelo qPCR no ileo dos animais selvagens, contudo os
animais APOE nocautes desafiados pelo 5-FU apresentaram uma reducdo dos seus

niveis em relacdo aos controles PBS e tratados com Ala-GlIn (100 mM).

Os resultados sugerem que a Ala-GIn melhora a recupera¢do da mucosa intestinal,
apos desafio pelo 5-FU, mesmo na auséncia de ApoE, visto que este nutriente melhorou

aspectos de lesdo intestinal em camundongos geneticamente depletados de ApoE.

O potencial efeito sinérgico da suplementacdo da ApoE e Ala-GIn ainda merece mais

estudos.
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