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RESUMO

Efeito de subfracdes da proteina do latex da Calotropis procera na mucosite oral

induzida por 5-fluorouracil

A mucosite oral € um dos efeitos colaterais mais comuns em pacientes submetidos ao
tratamento com 5-fluorouracil (5-FU). Nesse contexto, foi demonstrado que a fracdo Proteica
do Latex (PL) da Calotropis procera, com apenas duas doses, preveniu os danos causados
pelo 5-FU na mucosa oral. Devido a isso, 0 objetivo deste estudo foi investigar o efeito de
subfracdes da proteina do latex (PL) da Calotropis procera na prevencdo da mucosite oral
induzida por 5-FU em hamsters. As subfragdes (PI, PIl e PIII) da PL da Calostropis Procera
foram obtidas por cromatografia. Hamsters receberam salina 0,9%, i.p., (Controle ou Trauma
Mecanico, TM) ou 5-FU (60mg/kg e 40mg/Kkg, i.p., respectivamente) no 1° e 2° dia do
protocolo experimental. Apos 24h e 72h da ultima dose do quimioterapico, administrou-se PL
5mg/kg (PL+5-FU) ou suas subfragdes: Pl 5mg/kg (Pl1+ 5-FU); P11 5mg/kg (PIl + 5-FU); PIII
5mg/kg (PII +5-FU) e PII IAA 5mg/kg (P11 IAA+ 5-FU). No 4° dia, todos os grupos, exceto
0 grupo controle, foram submetidos ao TM. Os animais foram observados diariamente até o
10° dia do protocolo experimental para avaliar a sobrevida e a perda ponderal. Apos a Ultima
andlise, os animais foram anestesiados e suas mucosas jugais foram expostas para a anélise
macroscopica e em seguida, foram eutanasiados e suas mucosas jugais foram coletadas para
avaliar os seguintes pardmetros: analise histopatologica, recrutamento de neutrofilos
(dosagem de mieloperoxidase, MPOQ), estresse oxidativo (niveis de GSH e MDA), inflamacéo
(niveis de TNFa e IL-1p por ELISA, incluindo expressao proteica de IL-153, ICAM-1 e Iba-1
por imunohistoquimica) e integridade das fibras colagenas (coloracdo de PicroSirius Red). A
partir da fracdo PL da Calotropis procera, foram identificadas 3 subfrac6es PI, PIl e PIIl bem
distintas. Foi realizado um Zimograma e as fraces P1l e PIll demonstraram intensa atividade
proteolitica. Devido a porcentagem de sobrevida, a atividade proteolitica de PII foi inibida
com iodoacetamida, originando PIl IAA. 5-FU reduziu a sobrevida, causou intensa perda
ponderal, ocasionou formacéo de Ulceras extensas, desenvolvimento de abscessos, de eritema
acentuado, de hemorragia e de edema. Além disso, também promoveu formacédo de Ulceras,
caracterizado pela perda da integridade do epitélio da mucosa jugal e intenso infiltrado de
celulas inflamatdrias. Adicionalmente, 5-FU aumentou os niveis de MPO, MDA, IL-1p e
TNF-0, incluindo a expressdo de ICAM-1 e Iba-1, bem como, diminuiu os niveis de GSH e
reduziu as fibras colagenas nas mucosas jugais comparado ao grupo controle. Por outro lado,
apenas PL ou PIl IAA foram capazes de prevenir essas alteragcbes promovidas por 5-FU.
Conclui-se que PIlI com sua atividade proteolitica inibida pelo IAA é a subfracdo responsavel
pelos efeitos benéficos observados anteriormente da PL na mucosite oral induzida por 5-FU.
Adicionalmente, PIl IAA atenua a mucosite oral induzida por 5-FU por reduzir o estresse
oxidativo, a inflamagéo (por diminuir a expressdo de moléculas de adeséo, o recrutamento de
neutrofilos e a ativagdo de macréfagos com consequente diminuicdo de IL-1B e TNF-a).
Além disso, a subfracdo PIl IAA possui efeito antioxidante e anti-inflamatorio, previne a
degradacdo das fibras colagenas, incluindo a perda de peso, e aumento da sobrevida em
animais submetidos a mucosite oral experimental.

Palavras-chaves: Mucosite Oral. 5-Fluorouracil. Calotropis procera. Inflamacéo.






ABSTRACT

Effect of subfractions of Calotropis procera latex protein on oral mucositis induced by

5-fluorouracil

Oral mucositis is one of the most common collateral effects in patients undergoing treatment
with 5-fluorouracil (5-FU). In this context, It has been previously shown that with only two
doses of the protein from the latex fraction of Calotropis procera it was possible to prevent
damage caused by 5-FU in the oral mucosa. Thus, the aim of this study was investigate the
effect of subfractions of the latex protein (PL) of Calotropis procera in the prevention of oral
mucositis induced by 5-FU in hamsters. At first, the subfractions (PI, P1I and PIII) of the PL
of Calotropis procera were identified by chromatography. Hamsters received 0.9% saline,
i.p., (Control) or Mechanical Trauma (TM) or 5-FU (60mg / kg and 40mg / kg, i.p.,
respectively, on the 1st and 2nd day of the experimental protocol). 24h and 72h after of the
last dose of the chemotherapeutic, PL 5mg / kg (PL + 5-FU) or its subfractions were
administered: PI 5mg / kg (Pl + 5-FU); P11 5mg / kg (P11 + 5-FU); P11 5mg / kg (PI11 + 5-FU)
and PIl IAA 5mg / kg (P1I IAA + 5-FU). On the 4th day, all experimental groups, except the
control, were submitted to TM. The animals were observed daily until the tenth day of the
experimental protocol to evaluate survival and weight loss. Then, the animals were
anesthetized and their jugal mucosas were exposed for the mascroscopic analysis. Hamsters
were euthanized and their jugal mucosa were collected to evaluate the following parameters:
histopathological analysis, neutrophil recruitment (myeloperoxidase dosage, MPO), oxidative
stress (GSH and MDA levels), inflammation (levels of TNFa and IL- ELISA, including
protein expression of IL-1p, ICAM-1 and Iba-1 by immunohistochemistry) and integrity of
collagen fibers (PicroSirius Red staining). From the PL fraction of Calotropis procera, the
subfractions PI, PIl and PIII were identified and showed to be quite distinct. In addition, PlI
and P11l showed intense proteolytic activity. The proteolytic activity of PIl was inhibited with
iodoacetamide, leading to PIl IAA. 5-FU reduced survival, caused intense weight loss, caused
extensive ulcer formation, development of abscesses, marked erythema, haemorrhage and
edema. In addition, it also promoted formation of ulcers, characterized by loss of integrity of
the jugal epithelium and intense infiltration of inflammatory cells. In addition, 5-FU increased
the levels of MPO, MDA, IL-1p and TNF-a, including the expression of ICAM-1 and Iba-1,
as well as decreased GSH levels and reduced collagen fibers in the oral mucosa compared to
the control group. Whereas only PL or IAA PII were able to prevent these 5-FU promoted
alterations. It is concluded that PIl with its proteolytic activity inhibited by IAA is the
subfraction responsible for the previously observed beneficial effects of PL on oral mucositis
induced by 5-FU. Therefore, PIl IAA attenuates 5-FU induced oral mucositis by reducing
oxidative stress, inflammation (by decreasing the expression of adhesion molecules,
neutrophil recruitment and macrophage activation with consequent decrease of IL-1f and
TNF- A). Thus, it prevents degradation of collagen fibers, including weight loss and increased
survival in animals submitted to experimental oral mucositis.

Key-words: Mucositis Oral. 5-Fluorouracil. Calotropis procera. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Céancer e suas complicacbes

O céancer ou neoplasia maligna sdo termos usados para descrever um grupo de
doencas que envolvem o crescimento desordenado de células. O cancer é um grande problema
de salde publica em todo 0 mundo por apresentar alta taxa de incidéncia e de mortalidade
(SIEGEL et al., 2016).

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estima que no ano de 2030, havera 27
milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer, € 75 milhdes de
pessoas a cada ano vivendo com cancer. Paises em desenvolvimento sdo um dos mais
afetados por estes aumentos (INCA, 2012; SIEGEL et al., 2016).

Em 2012, foram diagnosticados cerca de 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes
de mortes relacionadas ao cancer. Além disso, a Organiza¢do Mundial da Satde tem estimado
que o nimero de novos casos aumente por volta de 70% nos proximos 20 anos (WHO, 2014).
No Brasil, foram registradas 189.454 mortes por cancer em 2013. Em 2016, estima-se a
ocorréncia de mais de 596 mil casos da doenca no Pais (INCA, 2015).

Os diversos tipos de cancer podem ser causados por diferentes fatores de risco,
como os fatores ambientais, culturais, socioeconémicos, estilos de vida (com destaque para 0
tabagismo e alimentacdo) e genéticos (BRAY et al., 2012; JEMAL et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2015).

O céancer é uma doenca caraterizada por apresentar proliferacdo celular
desordenada, perda de funcdo, incluindo capacidade de metastizar-se, isto &, disseminar-se
para outras partes do corpo (COOPER, 2000; FERREIRA et al., 2012; WHO, 2015). O
cancer promove diversas consequéncias na vida dos pacientes e seus familiares. Muitos
pacientes tém suas vidas alteradas nas diferentes fases de combate a doenca, com perdas
significativas em sua qualidade de vida, causado pela prépria doenca ou pelos efeitos
colaterais do tratamento (BOING et al., 2016).

Além da morbidade associada ao cancer, o seu tratamento produz inimeros
efeitos colaterais, como Mielossupressdao, Cistite hemorragica, Cardiotoxicidade e
Neurotoxicidade (BRASIL, 2005; CHILDERS et al., 1993; MENDONCA et al., 2005;
SAPOLNIK, 2003; VOLPATO, 2007 ). Os pacientes que sdo submetidos ao tratamento
radioterapico (RT) e quimioterapico (QT) em regido de cabeca e pescoco, frequentemente,

desenvolvem alteragcdes e sequelas de interesse da estomatologia (FREITAS et al., 2011),
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como: xerostomia, eritema, ulceracdo e até necrose que caracterizam a mucosite oral. A
xerostomia € a sensacao de boca seca, que pode ser causada por uma diminui¢cdo ou nao da
funcdo das glandulas salivares, com alteracéo na quantidade e na qualidade da saliva (BOING
et al., 2016). Também pode apresentar-se em qualquer area do trato gastrintestinal (TGI),
manifestando-se por disfagia, odinofagia, pirose, diarreia e dor abdominal (SAPOLNIK,
2003). Desses efeitos colaterais, a mucosite oral € um dos mais preocupantes por ser um dos
fatores que levam a importante perda ponderal devido a ingestdo alimentar reduzida.

A mucosite é caracterizada por inflamacdo da mucosa oral, que acomete
primariamente os pacientes submetidos ao tratamento oncolégico com determinados tipos de
quimioterapicos e provoca picos de dor (SONIS et al., 1996). A gravidade da mucosite
decorrente da mielossupressdo advém da destruicdo da barreira epitelial, tornando a cavidade
oral uma importante porta de entrada para microrganismos patogénicos (SONIS et al., 1990).
Nesse sentido, a cavidade oral tem sido reconhecida como uma das principais fontes de sepse
em pacientes granulocitopénicos, como 0s pacientes submetidos a regimes quimioterapicos
(GABRILOVE et al., 1988). Os agentes etioldgicos mais associados a essa infeccdo sdo
principalmente bactérias da prdopria microbiota oral como bactérias gram negativas, além de
fungos como a Candida albicans (HESPANHOL et al., 2010).

A frequéncia com que o0s pacientes submetidos a quimioterapia apresentam
manifestacdes orais € afetada por diversas variaveis. Estas podem ser divididas em variaveis
relacionadas com o paciente e aquelas relacionadas a terapia. Os fatores relacionados ao
paciente incluem idade, diagndstico e higiene da cavidade oral antes e durante a terapia. E as
varidveis relacionadas a terapia incluem o tipo de farmaco, a dose e a frequéncia do
tratamento, além do uso de terapias concomitante (SONIS et al., 1989).

Dentre os farmacos mais utilizados em pacientes que estdo submetidos ao
tratamento com agentes quimioterapicos diversos, os antimetabolitos como o 5-fluorouracil e
0 metrotexato promovem mucosite oral. Ha também outros quimioterapicos que produzem

efeitos semelhantes como cisplatina, doxorubicina e ifosfamida (RUBENSTEIN et al., 2004).

1.2 5-Fluorouracil

O 5-Fluorouracil, de formula quimica C4H3FN,O, foi introduzido como um
potente quimioterapico e continua a ser amplamente utilizado no tratamento de vérias
neoplasias comuns como cancer de mama, de colorretal, de cabeca e pescoco, de pele,

incluindo carcinoma periocular e displasia da cornea (BATISTA, 2010). Recentemente essa
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droga estd sendo utilizada como tratamento tdépico do condiloma acuminado (DIASIO;
HARRIS, 1989; FERRAZ et al., 2003; MACEDO et al., 2007; METTERLE et al., 2016).
Além disso, é o agente quimioterapico de primeira linha no tratamento de cancer de mama,
além de ser considerado o mais efetivo nos casos de cancer colorretal avancado e tumores de
cabeca e pescoco (KIM et al., 2015).

O 5-Fluorouracil (5-FU) é um farmaco antimetabolico da classe das
fluoropirimidinas que foi desenvolvido a partir da década de 50, com o objetivo de inibir
processos essenciais, como a incorporacao de um fluoronucleotideo na molécula de DNA e/ou
RNA, processo essencial para a proliferacdo e metabolismo celular (PASCHKIS, 1954). Este
farmaco é um analogo da pirimidina uracil que ocorre naturalmente, é metabolizado por meio
das mesmas vias metabolicas do uracil (Figura 1) (DIASIO; HARRIS, 1989).

Figura 1 - Férmula estrutural da molécula de Uracil e 5-Fluorouracil (5-FU).
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Fonte: Adaptado de Pizzorno et al. (2003). A: 5-Flourouracil; B: Uracila. O 5-FU é um analogo da uracila e
contém um atomo de fluorina na posi¢édo C5.
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Na célula o 5-FU pode ser convertido em trés metabdlitos ativos, sdo eles:
monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluorodeoxiuridina (FAUTP) e
trifosfato de fluorouridina (FUTP). O mecanismo de ativacdo do 5-FU se da pela converséao
em monofosfato de fluorouridina (FUMP), que é entdo fosforilada em difosfato de
fluorouridina (FUDP), que pode ser fosforilada no metabolito ativo, o trifosfato de
fluorouridina (FUTP), ou pode ser convertido em difosfato de fluorodeoxiuridina (FAUDP).
Esse composto intermediario do metabolismo de 5-FU pode ser fosforilado ou defosforilado
dando origem aos metabolitos ativos FAUTP e FAUMP, respectivamente. Um caminho

alternativo é catalisado pela timidina fosforilase (TP) que converte 5-FU em
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fluorodeoxiuridina (FUDR), que é entdo fosforilado em FAUMP pela timidina quinase. A
conversdo do 5-FU em diidrofluorouracil (DHFU) pela diidropirimidina desidrogenase (DPD)
¢ a etapa limitante do catabolismo de 5-FU, tanto em células normais como em células
tumorais. Em torno de 80% do 5-FU é metabolizado no figado (Figura 2) (LONGLEY;
HARKIN; JOHNSTON, 2003).

O mecanismo de citotoxicidade atribuido ao 5-FU estd na sua capacidade de
incorporar fluoronucleotideo na molécula de DNA e/ou RNA, bem como pela inibicdo da
enzima timidilato sintase (TS). A timidilato sintase € importante no processo de fornecimento
de grupos timidilatos para o reparo e sintese de DNA (SILVA, 2010).

Figura 2 - Metabolismo hepatico do 5-Fluorouracil.
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Fonte: adaptado de Longley, Harkin e Johnston (2003). O 5-FU entra nas células por meio de transporte
facilitado. No meio intracelular, é convertido em trés metabdlitos ativos principais: (monofosfato de
fluorodeoxiuridina (FAUMP), trifosfato de fluorodeoxiuridina (FAUTP) e trifosfato de fluorouridina (FUTP). A
conversdo de 5-FU em monofosfato de fluorouridina (FUMP) pode ser direta (por meio da enzima
fosforibosiltransferase oratato-OPRT- e o co-fator 5-fosforibosil-1-pirofosfato-PRPP) ou indireta (por meio da
via fluorouridina-FUR- pela acdo sequencial da uridina fosforilase-UP- e uridina quinase-UK). FUMP é
convertido sequencialmente em difosfato fluorouridina (FUDP) e no metabdlito ativo FUTP ou, por agdo da
enzima ribonucleotideo redutase (RR), em difosfato fluorodeoxiuridina (FAUDP). Este ltimo é convertido em
FAUTP ou FAUMP. A conversdo de 5-FU em FAUMP ocorre de forma indireta por meio da fluorodeoxiuridina
(FUDR) pela acdo sequencial de timidina fosforilase (TP) e timidina quinase (TK). FUTP se incorpora ao RNA,
FAUTP ao DNA e FdUMP inibe a enzima timidilato sintetase (TS), levando respecticamente a danos ao RNA e
ao DNA.
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Timidilato sintase catalisa a conversdo de deoxiuridina monofosfato (dUMP) em
deoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando o 5,10-metileno tetraidrofolato (CH,THF)
como um doador de grupos metil. O metabolito ativo do 5-FU que é o monofosfato de
fluordeoxiuridina liga-se no sitio de ligacdo do nucleotideo da enzima TS e forma um
complexo estavel TS e CH,THF. Esse complexo é capaz de bloquear o acesso de dUMP ao
sitio de ligacdo do nucleotideo inibindo a sintese de dTMP. Isso resulta em um desequilibrio
nas concentracbes de deoxinucleotideos (dNTP) e também um aumento dos niveis de
deoxiuridina trifosfato (dUTP), ambos podem causar destruicdo do DNA. A extensdo ao dano
do DNA causado pela dUTP é dependente dos niveis das enzimas pirofosfato dUTPase e
uracil-DNA glicosilase (UDG) (Figura 3) (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003).

Figura 3 - Mecanismo de acdo do 5-Fluorouracil na inibicdo da enzima timidilato sintase.

Fonte: adaptado de Longley, Harkin e Johnston (2003). Monofosfato de fluorodeoxiuridina (FAUMP) se liga a
enzima timidilato sintetase (TS), competindo pelo sitio de ligagdo da monofosfato de deoxiuridina (dUMP),
formando um complexo FAUMP-5,10-metilenatetra-hidrofolato (CH,THF)-TS que impede a acdo dessa enzima
na conversdo de dUMP em monofosfato de deoxitimidina (dTMP) e trifosfato de deoxitimidina (dTTP),
resultando em danos ao DNA e inibic&o da replicacéo e do reparo.

Dessa forma, com essas caracteristicas, 5-FU também age em células normais,
incluindo as células basais, responsaveis pela formacdo das demais camadas do epitélio oral,
inibindo os ciclos celulares normais (GLIMELIUS et al., 1997; MING et al., 2010). Para
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potencializar o uso clinico de 5- FU, uma série de combinagdes de farmacos tém sido
investigadas (YANG et al., 2008), como os regimes FOLFOX (5-FU, leucovorin e
oxaliplatina) e FOLFIRI (5-FU, leucovorin e irinotecano) (LOGAN et al., 2007).

Os efeitos colaterais do 5-FU podem variar principalmente de acordo com o
tratamento, o tipo de cancer, a dose utilizada, a via de administragdo e a nutri¢cdo do paciente.
Eles sdo mais evidentes em células com grande indice de mitose, como tecidos de rapida
proliferacdo, como € o caso do epitélio da mucosa oral (VANHOECKE et al., 2015).

Em um estudo realizado com 880 pacientes da Franca e 153 da Finlandia com
cancer colorretal e em uso de 5-FU evidenciou que a mucosite, a diarreia e as nauseas e
vOmitos atingiram respectivamente 42%, 53% e 54% desses pacientes (SOVERI et al., 2014).
Esses dados revelam que a mucosite € uma das complicacdes mais prevalentes em pacientes
submetidos ao tratamento quimioterapico por 5-FU.

Estudos demonstram que o 5-FU é um farmaco capaz de inibir a proliferacdo de
fibroblastos in vitro e in vivo, reduzindo a sintese de colageno e a formacdo da cicatriz
(GOLDENFELD et al., 1994; YAMAMOTO et al., 1990; NORRIS et al., 2002). Este
representa um dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da mucosite oral ocasionada pelo
5-FU.

1.3 Mucosite Oral

A mucosite oral é considerada um dos efeitos colaterais mais comuns associados a
tratamentos com altas doses de 5-FU (CHAUDHRY et al., 2015).

A mucosite oral é -caracterizada por intensa inflamacdo, que pode ser
acompanhada ou ndo pela formacdo de Ulceras na mucosa oral, que se torna edemaciada,
eritematosa e fridvel, resultando em dor, disfagia, podendo causar complica¢fes graves, como
infeccdo sisttmica (ARAUJO et al., 2015; FIGUEIREDO et al., 2013; HESPANHOL et al.,
2010). A sua manifestacdo inicial é o eritema, seguido do desenvolvimento de placas brancas
descamativas, que séo dolorosas ao contato.

Crostas epiteliais e exsudato fibrinoso levam & formagdo de uma
pseudomembrana e ulceragdo, representando a forma mais pronunciada da mucosite. Os
pacientes invariavelmente apresentam sintomatologia dolorosa. A forma mais grave da
mucosite é representada pela exposi¢do do estroma do tecido conjuntivo subjacente ricamente
inervado devido a perda de celulas epiteliais, 0 que geralmente ocorre entre 5 e 7 dias apos a
primeira administragéo do farmaco (RABER-DURLACHER, 1999).
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A mucosite oral ocasiona dificuldade de degluticdo que pode levar a perda
acentuada de peso e consequente desnutricdo. A lesdo na mucosa oral também pode propiciar
a translocacgdo de bactérias, uma vez que lesbes nos tecidos orais podem servir como meio de
entrada para bactérias ou fungos que podem contribuir para a inflamagdo na mucosa oral e
para a ocorréncia de sepse. Essas infecgdes podem acontecer devido a neutropenia decorrente
do tratamento, como as infec¢des por micro-organismos oportunistas (Candida albicans,
Herpes Simples Virus - HSV- citomegalovirus, varicela zoster) (HESPANHOL et al., 2010;
VOLPATO et al., 2007).

De acordo com Haagen et al., (2009), praticamente todos 0s pacientes com cancer
de cabeca e pescoco desenvolvem algum grau de mucosite durante o tratamento. Em
pacientes que utilizam o protocolo FOLFIRI (5-FU, leucovorin e irinotecano), apresentam um
risco de 5% de desenvolver mucosite oral, jA em pacientes submetidos a quimioterapia
convencional o risco é de 15-40%.

A ocorréncia de mucosite pode levar a interrupcdo ndo planejada do tratamento.
Essa interrupcdo do tratamento pode ocasionar uma reducdo da probabilidade de controle do
tumor. Sabe-se também que a existéncia da mucosite oral leva ao aumento de custos das
unidades de saude que lidam com o tratamento do cancer (RIBEIRO et al., 2015).

De acordo com o sistema de graduacdo da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), a mucosite oral € classificada em cinco graus, sdo eles: grau 0 - indica auséncia de
mucosite; grau | - presenca de Ulcera indolor, eritema ou sensibilidade leve; grau Il - presenca
de eritema doloroso, edema ou Ulceras que ndo interferem na habilidade do paciente em
alimentar-se; grau Ill - Glceras confluentes que interferem na capacidade do paciente em
ingerir alimentos solidos; grau IV - sintomas tdo severos que 0 paciente requer suporte enteral
ou parenteral (BENSADOUN et al., 2001).

Existem algumas intervencbes consideradas potencialmente efetivas para a
prevencdo da mucosite oral, entre elas estdo: (1) reforcar melhoria da higiene oral ao longo do
tratamento. Para os pacientes que se recusam a utilizar a escova dentaria convencional, deve-
se sugerir, 0 uso de esponjas ou escovas de espuma, e sempre que possivel devem ser
recomendados cremes dentais fluoretados pouco abrasivos, como também o uso de
clorexidina, tem mostrado eficacia no controle da mucosite, sendo considerado um potente
agente antimicrobiano e antisséptico; (2) eliminacdo dos focos de inflamacgdo e/ou infeccéo
preexistentes na cavidade bucal (3) manipulacdo farmacoldgica do metabolismo de drogas
citotoxicas, tal como a modulagio do metabolismo do 5-FU com alopurinol; (4)
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administracdo de citoprotetores diretos tais como sucralfato, prostaglandina E2, nitrato de
prata, beta caroteno, ou os indiretos como fator estimulador de colnia de granulécitos (G-
CSF) e pentoxifilina; (5) uso de antimicrobianos topicos como clorexidina ou anestésicos
topicos como xilocaina e benzidamida; (6) métodos ndo farmacologicos incluindo crioterapia
oral e irradiagdo com laser (7) laser em baixa intensidade (HESPANHOL et al., 2010;
PETERSON, 1999; VOLPATO et al., 2007).

A mucosite oral caracteriza-se por apresentar cinco fases: (1) fase de iniciacéo, (2)
resposta primaria ao dano, (3) amplificagdo, (4) ulceracdo e (5) cicatrizacdo (figura 4)
(SONIS, 2004).

Figura 4 — Fases do desenvolvimento da mucosite oral.
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Fonte: Adaptado de Sonis (2004).

Na fase de iniciacdo, o0 DNA das células basais € lesado e, simultaneamente, ha
formagéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo mediadores cruciais nos eventos
bioldgicos subsequentes. Nessa fase ndo ha alteragdo visivel na camada mucosa, porém ha o

inicio de uma cascata de eventos na camada submucosa (SONIS, 2004).
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Na fase seguinte, a qual é denominada resposta priméria ao dano, o0 DNA lesado
e as ERO iniciam uma cascata de eventos complexos que ainda nao é bem compreendido.
Porém, ja € bem estabelecido que o dano ao DNA resulta na estimulacdo de vérias vias de
transdugdo que ativam fatores de transcricdo como p53 e fator de transcrigdo nuclear kB
(NFxB). Este pode ser estimulado em resposta as ERO (SONIS, 2002). A degradagdo dos
lipidios da membrana celular pelas ERO geram produtos que suprarregulam genes de resposta
imediata, como os codificados por C-JUN e C-JUN kinase aminoterminal (JNK)
(CRISWELL et al., 2003; DAVIS, 2000). Nessa fase ocorrem mudangas em grande parte das
células da mucosa, nao se limitando as células epiteliais da mucosa oral. Dentre os fatores
transcripcionais que sdo ativados pelas ERO, NF«xB tem sido considerado um dos mais
importantes devido a sua relacdo com a toxicidade e resisténcia a terapia antitumoral (SONIS,
2002).

Além disso, a ativacdo de NF«xB pode resultar na suprarregulacdo de mais de 200
genes, muitos dos quais apresentam potencial efeito toxico sobre a mucosa. As citocinas pro-
inflamatdrias fator de necrose tumoral-a. (TNF-a), interleucina-1p (IL-1p) e interleuina-6 (IL-
6) encontram-se elevadas na mucosite induzida por 5-FU e so suprarreguladas por NFkB.
Geralmente, os niveis elevados dessas citocinas sdo correlacionados ao dano precoce ao
tecido conjuntivo e ao endotélio, resultando na reducdo da oxigenacdo epitelial e morte das
células epiteliais basais. Concomitantemente, fibroblastos, via ativacdo de proteina ativadora-
1 (AP-1), sdo estimulados a secretar metaloproteinases (MMP) que promovem a destruigéo de
coladgeno da matriz subepitelial e da membrana basal respectivamente por MPP-1 e MMP-3
(BAMBA et al., 2003).

A fase de amplificacdo ocorre como consequéncia da suprarregulacdo génica que
é influenciada pela ativacdo inicial de fatores de transcricdo. Uma grande quantidade de
moléculas biologicamente ativas se acumulam e atingem o tecido da submucosa. Algumas
dessas, como a citocina pro-inflamatoria TNF-a, ativam NFxB, gerando uma retroalimentagéo
positiva. Em adicédo, agindo por meio de membros da familia do receptor TNF-a, ela inicia a
sinalizacdo de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) levando a ativacdo de C-JUN
quinase aminoterminal (JNK), que por sua vez regula a ativagdo transcripcional de AP-1,
resultando na ativacao de caspase-3 e morte celular (DAVIS, 2000). Além disso, TNF-a e IL-
1B induzem a ativacdo de MMP-1 e MMP-3 (BAMBA et al., 2003; SESAKI et al., 2000).
Esses eventos em conjunto contribuem para as alteragfes na camada submucosa e no epitélio

oral.
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A fase de ulceracdo da mucosite é considerada a mais impactante em pacientes e
modelos murinos. A perda da integridade da mucosa propicia a invasdo de produtos da parede
celular de bactérias que colonizam a cavidade oral, os quais estimulam células mononucleares
a liberarem e produzirem citocinas pro-inflamatorias, que por sua vez promovem
indiretamente a transcricdo de genes pré-apoptéticos e potencializam os danos teciduais
(ALIKHANI et al., 2003; ENGELS-DEUTSH et al., 2003). Nessa fase, ha intensa migracéao
de células inflamatorias para a base da lesdo mediada por fatores quimiotaticos. Por fim, na
fase de cicatrizagdo ocorre a resolucdo da lesdo induzida pelo quimioterapico (SONIS,
2004).A participacdo de mediadores inflamatorios, bem como o desenvolvimento de farmacos
que sejam capazes de inibir esse efeito colateral, que € a mucosite oral, vem sendo estudado.

No que concerne a participacdo do 6xido nitrico (NO) na patogénese da mucosite
oral, inibidores seletivos da iINOS, aminoguanidina e 1400W preveniram a mucosite oral
induzida por 5-FU em hamsters (LEITAO et al., 2007).

Em outros estudos foi demonstrada gque a atorvastatina, uma estatina inibidora da
HMG redutase, preveniu a lesdo na mucosa oral induzida por 5-FU por diminuir os niveis de
nitrito na mucosa jugal dos animais submetidos a mucosite oral (MEDEIROS et al., 2010).

A participacdo de ciclo-oxigenase-2 (COX-2) também foi evidenciada na
mucosite oral induzida por 5-FU. Na mucosite induzida por quimioterapicos ocorre aumento
da expressdo de COX-2, a inibicdo dessa enzima com celecoxibe preveniu a ocorréncia da
lesdo na mucosa induzida por 5-FU (LIMA et al., 2005).

De acordo com estudos do nosso grupo (Figura 5), os mediadores inflamatorios
INOS, ciclo-oxigenase (COX-2), prostaglandina E2 (PGE2), TNF-a e IL-1p, estao envolvidos
no dano celular, na infiltracdo de neutréfilos e apoptose, o que contribui para ulceracdo e
necrose da mucosa (LEITAO et al., 2008; LEITAO et al., 2007; LIMA et al., 2005).



30

Figura 5 - Desenho esquematico da patogénese da mucosite oral ressaltando os estudos

realizados no Laboratorio de Farmacologia de Inflamacao e do Cancer (LAFICA).
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EROs: espécies reativas do oxigénio; iNOS: 6xido nitrico sintase induzida; COX-2: ciclooxigenase-2; PGE2:
Prostaglandina E2; TNF-o: Fator de necrose tumoral alfa; IL1-B: interleucina 1 beta; 5-FU: 5 fluorouracil.
Fonte: Memorial de estudos realizados pelo LAFICA.

A terapéutica da mucosite oral geralmente envolve uma boa higiene oral,
analgeésicos sistémicos, e cuidados preventivos, como benzidamina. Varios agentes tdpicos
contendo L-glutamina e PGE2 (dinoprostona) s&o utilizados (LEITAO et al., 2008;
PETERSON et al., 2007).

Estudos clinicos controlados demonstraram a eficacia de pastilhas Lactobacillus
brevis na reducédo da incidéncia de mucosite oral grave em pacientes com cancer de cabeca e
pescoco, submetidos a radiacdo e quimioterapia. Lactobacillus brevis produz elevados niveis
de arginina desaminase que em células humanas eucariéticas pode converter arginina em
oOxido nitrico e poliaminas que promovem reducgdo dos niveis de mediadores inflamatdrios
(citocinas IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y, PGE,, MMP da matriz e PAF) (SHARMA et al.,
2012).

Plantas medicinais e outros compostos com agdes anti-inflamatorias como
Aloe arborescens (Aloe vera), Myracrodruon urundeuva Allem&o (Aroeira), Amifostina

(droga com alto poder antioxidante, usado clinicamente para tratar a xerostomia) (MOTA et
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al., 2007) e Glutamina (também tem efeito antioxidante -NO), demonstraram prevenir as
lesBes induzidas por 5-FU na mucosa oral (LEITAO et al., 2007).

Com apenas duas doses, Freitas et al., (2012) observaram forte efeito anti-
inflamatério de proteinas do latex (PL) da Calotropis procera sobre a inflamacao
induzida por 5-FU em modelo de mucosite oral. A PL da Calotropis procera inibiu
significativamente as alteracdes macroscépicas (como edema e formacdo de Ulceras
danosas) e histolégicas (como infiltrado de células inflamatérias e perda da integridade

do epitélio oral) induzidas por 5-FU.

1.4 Produtos Naturais

A flora brasileira é considerada a mais rica do mundo, com cerca de 56.000
espécies de plantas (BRASIL, 2007). Diversos metabolitos secundarios produzidos pelas
plantas possuem funcbes de defesa contra herbivoros, pragas e patégenos (BENNETT;
WALLSGROVE, 1994). Moléculas complexas como terpendides, alcaldides e compostos
fenolicos sdo sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas e sdo de grande
importancia nas relacbes ecoldgicas planta/planta, planta/animal e, inclusive,
planta/microrganismo fitopatogénico. Tais substancias sdo consideradas como produtos
naturais e representam uma fonte alternativa quase inesgotavel de novas moléculas, com
potencial para serem utilizados no controle quimico de doengcas (DOMINGUES et al., 2011).

Em um contexto geral, a utilizacdo de extratos de plantas para propdsitos
medicinais tem suscitado maior interesse nos ultimos anos. No Brasil, encontram-se
registrados na ANVISA diversos medicamentos fitoterapicos (CARVALHO et al., 2008;
OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Devido ao intenso uso das plantas na medicina popular, desde as épocas mais
remotas, estas tém sido valorizadas como produtos naturais importantes para a manutencédo da
salde humana, especialmente na Ultima década, com a realizacdo de muitos estudos sobre
terapias naturais (CORREA et al., 2001). As propriedades terapéuticas dos principios e
medicamentos fitoterapicos comecam a ganhar cada vez mais espago no tratamento de
doencas. Profissionais usuarios da fitoterapia revelam alta frequéncia de sucessos em
tratamento de parasitoses, enfermidades infecciosas e doengas inflamatorias (COSTA et al.,
1985; BEZERRA et al., 2009; FREITAS et al., 2011).

Os produtos naturais tém sido a fonte da maior parte dos ingredientes ativos dos

medicamentos (HARVEY, 2008). Embora nos tltimos 15 anos, a indUstria farmacéutica tenha
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reduzido significativamente a pesquisa, 0s produtos naturais séo ainda uma fonte importante
para o desenvolvimento de novos farmacos. Pesquisa realizada entre os anos 1981 a 2007
mostrou que quase metade dos farmacos aprovados nos EUA desde 1994, foi obtida direta ou
indiretamente de produtos naturais. Treze novas drogas derivadas de produtos naturais tém
sido aprovadas no periodo de 2005 a 2007 (HARVEY, 2008; LI; VEDERAS, 2009).

Tendo em conta a despesa de purificacdo e isolamento de produtos naturais, a
utilizacdo de ervas se expande em todo o mundo. No entanto, 0 uso de ervas para aplicacdes
terapéuticas exige a garantia de seguranga, qualidade e eficicia destes produtos (SANTANA
etal., 2011; SIMOES et al., 2007).

1.5 Calotropis procera

A Calotropis procera (Ait.), € da familia Apocynaceae, é uma planta laticifera e
arbustivas, nativas da Africa tropical e da india e tem recebido atenco especial devido ao seu
uso na medicina popular na India e, em menor medida, no Brasil (RAMOS et al., 2013).

Calotropis procera € um arbusto que é popularmente conhecido como
“bombardeira”, “ciumeira” e de “algodoeiro-de-seda”. E comum em condicdes climaticas
adversas e solos pobres explicando sua boa adaptacdo para o Nordeste do Brasil, onde foi
introduzido no inicio do século XIX, espalhando-se dentro de diferentes biomas, como
"Caatinga" e "Cerrado". No Nordeste brasileiro € conhecido popularmente como "ciime"
(BARROS et al., 2004; CAVALCANTE et al., 2014; FREITAS et al., 2012; KUMAR et al.,
2001; KUMAR et al., 2011).

O latex desta espécie tem sido usada na medicina tradicional em paises africanos e
em paises asiaticos para diversas finalidades, como expectorante, anti-inflamatorios, laxantes,
anti-asmatico, anti-sifilitico, fungicida, moluscicida e até mesmo anti-helmintico (AL-
QARAWI et al., 2001; IQBAL et al., 2005). Diferentes compostos ativos, incluindo
cardenolideos, triterpendides, antocianinas, taninos, alcalGides, resinas e enzimas
proteoliticas, entre outros, fazem parte da composicao de latex C. procera (AL-QARAWI et
al., 2001 CAVALCANTE et al., 2016; TEIXEIRA etal., 2011;).

Segundo Moreira et al.,(2005), a planta pode atingir de 2,5 a 6,0 metros de altura,
possuindo uma ou poucas hastes e poucos galhos. O florescimento e a frutificacdo ocorrem
durante o ano todo, onde centenas a milhares de sementes podem ser produzidas por planta
(Figura 6).
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Figura 6- Caracteristicas e aspectos botanicos da planta Calotropis procera (AIT.) R. Br.

Fonte: Elaborada pela autora. A figura esté representando as partes aéreas da Calotropis procera (A), as flores
(B), os frutos (C) e o latex (D).

No Brasil, esta planta passou a se comportar como invasora de areas de pastagens,
devido a grande disseminacdo de suas sementes pelo vento, sendo encontrado nos estados da
regido Nordeste (semi-arido), Centro-Oeste e Sudeste, especialmente, nos estados de Minas
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Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Mato Grosso, Goids, e Distrito Federal
(FERREIRA; GOMES, 1974/76; MELO et al., 2001).

Entre as plantas que compdem o potencial vegetativo do bioma Caatinga,
Calotropis proceratem alta digestibilidade e teor de proteina, que vai 13,6-19,4% sendo
utilizada na alimentacéo de animais (ABBAS et al., 1992; COSTA et al., 2011).

Vérios compostos foram isolados a partir de latex de C. procera: Calotropin,
Calotoxin, Calactin, uscharina, Procerain, B-amirina, lupeol, quercetina-3-rutinoside, etilo
calotropenyl, B-sitosterol, estigmasterol, multiflorenol, e Urs-19 (29) -en-3-B-ol, 2 triterpenos-
e entre outros (CAVALCANTE et al., 2016; CHUNDATTU et al., 2011; RANJIT et al.,
2012).

Diferentes partes da arvore tém sido usadas para tratar e prevenir doencas. Na
india, as folhas s&o utilizadas como analgésicas (SANGRAULA et al., 2002). Elas possuem
atividade anti-helmintica (IQBAL et al., 2005; ), antipirética e antiespasmodica (BARROS et
al., 2004) e anti-inflamatdrias (FRETIAS et al., 2012; KUMAR e BASU, 1994; RAMOS et
al., 2013), anti-ulcerosa (TOUR et al., 2011), cicatrizante (FIGUEIREDO et al., 2014). E
também notdria a sua atividade antimaléarica contra Plasmodium falciparum (SHARMA,;
SHARMA, 2000) e sua a¢do hepatoprotetora, um efeito provavelmente devido a presenca de
flavonoides com potencialidade antioxidante semelhante a vitamina C (SETTY et al., 2007;
FERREIRA et al., 2008).

As fracOes acetato de etila, acetona e metandlica das folhas de C. procera
possuem promissoras atividades antiproliferativas em linhagem de céancer in vitro. Além
disso, os extratos da fracdo acetato de etila e acetona sdo capazes de reduzir o crescimento do
tumor in vivo de Sarcoma no figado e rins de ratos transplantados na presenca de toxicidade
reversiveis (MAGALHAES et al., 2010).

O extrato etandlico das folhas C. procera, apresentou significante atividade
antipirética, analgésica e bloqueadora neuromuscular. A analise fitoquimica deste extrato
revelou a presenca de alcaldides, glicosideos cardiacos, taninos, flavonoides, esterdides e/ou
triterpenos agindo de forma sinérgica para promover o efeito anti-inflamatério (MOSSA et
al., 1991).

A raiz é usada popularmente em doengas de pele e como anti-helmintico. Os
extratos metanolicos da raiz da C. procera simulam acles estrogénicas, alterando o
endométrio uterino e interfere na implantagdo do blastocisto (KAMATH e RANA, 2002),

enquanto os extratos da casca e do caule reduzem a inflamagéo dos bronquios, demonstrando
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atividade antitussigena pela administracéo oral (DIEYE et al., 1993). As flores sdo usadas na
inapeténcia (KIRTIKAR e BASU, 2006).

Sharma et al., (1934) relatam que o latex da planta é muito irritante e corrosivo,
usado com fins criminais (abortivo e infanticida) e Hussein et al., (1994) descrevem o poder
moluscicida que a planta apresenta. Esses diversos efeitos associados aos compostos presentes
no latex da Calotropis procera demonstram que ha uma diversidade de atividades bioldgicas.

O latex da C. procera mostrou ser efetivo em modelos experimentais no
tratamento da epilepsia, inflamacéo, dor articular e edemas (KUMAR et al., 2011). Segundo
Kumar (2004), o termo latex é frequentemente utilizado para descrever uma secre¢do de
aspecto leitoso, liberada pelas plantas quando estas sofrem algum tipo de dano mecéanico.

O latex encontrado na parte aérea dessa planta (folhas jovens,
predominantemente) é utilizado para tratar a diarreia (SATYAVATI et al., 1976),
possivelmente por efeito direto em células musculares lisas do trato gastrintestinal (KUMAR
e SHIVKAR, 2004) e acdo antimicrobiana (MOHAMED et al., 2014). Além disso, o latex
possui atividade bioldgica contra os protozoarios coccidios Eimeria ovinoidalis (KUMARet
al., 2005) e larvas de Aedes aegypti (RAMOS et al., 2006). Adicionalmente, apresenta efeito
hipoglicemiante (NETO et al., 2013).

As proteinas presentes no latex da C. procera vém sendo amplamente estudadas.
Uma fracdo protéica do latex de C. procera (PL) mostrou atividade anti-inflamatdria em
modelo de peritonite, onde inibiu a adesdo e rolamento de leucécitos por um mecanismo
dependente de 6xido nitrico (RAMOS et al., 2009), e de mucosite oral onde inibiu a
expressao de citocinas pro-inflamatérias (FREITAS et al., 2012). O mesmo latex também
demonstrou efeito gastroprotetor em modelos de Ulcera géastrica induzida por etanol, ligacdo
do piloro ou por aspirina, e foi capaz de reduzir a hemorragia gastrica além de manter a
integridade da mucosa e diminuicdo do estresse oxidativo (TOUR et al., 2011).

Alencar e colaboradores (2004) mostraram que a atividade anti-inflamatéria
presente no latex de C. procera é observada em uma fracdo sollvel em agua, rica em
proteinas. Esta fragdo proteica do latex foi capaz de reverter a inflamacdo em diferentes
modelos animais.

O extrato metanodlico de C. procera na dose 0,5 g/kg, via oral reduziu o edema de
pata induzido por carragenina apds 1, 2, 3, 4 e 5 horas em 55,1%; 43,5%; 43,7%; 62,2%);
63,6%, respectivamente. No experimento de peritonite, o extrato metandlico reduziu o
nimero de leucocitos do exsudato da cavidade peritoneal agredida pela carragenina
(BARROS et al., 2000). Kumar e colaboradores (2011) também observaram um forte



36

efeito anti- inflamatdrio na fracdo ndo dialisvel do latex de C. procera, associando este
efeito a reducdo significativa do edema de pata em ratos.

O latex de C. procera apresentou atividade anti-inflamatoria (KUMAR; BASU,
1994) e analgésica cuja poténcia foi comparada ao acido acetilsalicilico (DEWAN et al.,
2000). Além disso, o latex melhorou a cicatrizacdo de feridas pelo aumento de colégeno e
epitelizacdo, reduzindo a area do ferimento (RASIKA et al., 1999; DEWAN et al., 2000).
Figueiredo e colaboradores (2014), observaram que membranas de polivinil alcool
contendo proteinas do latex aceleraram de forma significativa a cicatrizacdo de feridas,
efeito este acompanhado por fibroplasia e deposicdo de colageno. Mohamed et al., 2014
verificaram que o latex do soro de Calotropis procera demonstrou uma forte atividade
antimicrobiana por meio de uma rapida reducao dos ions de prata.

O Latex de C. procera apresenta multiplas isoformas de quitinases, com massas
moleculares de cerca de 30 kDa valores e Pl que variam de 4,6 a 6,0. Essas quitinases do latex
C. procera foram mais ativas em insetos do que em fungos, o que indica que o aparelho de
defesa quimica encontrado nos fluidos de latex envolve proteinas com alvos e funcdes
especificas. Em conjunto com outras proteinas, tais como as peptidases e osmotinas,
quitinases pode conferir um efeito sinergético de protecdo contra diferentes agressores,
resultando em um eficiente mecanismo de defesa desenvolvido pelas plantas de latex ao longo
da evolucdo (FREITAS et al., 2016).

Dados da literatura demonstram que as proteinas extraidas do latex de C. procera
previnem o choque séptico induzido pela infeccdo letal por Salmonela (LIMA-FILHO et al.,
2010). Outros autores demonstraram que a proteinas do latex também tém atividade
antitumoral e antiproliferativa (MAGALHAES et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010). Mais
recentemente foi demonstrado que proteinas extraidas do latex de C. procera possuem
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria em modelo de monoartrite em ratos, inibindo o
edema, a nocicepc¢ado e o estresse oxidativo (KUMAR et al., 2011). Estudo prévio realizado
em nosso laboratério verificou que as proteinas extraidas do latex de C. procera previnem a
mucosite oral em hamsters (FREITAS et al., 2012).

Ramos et al. (2009) estudando a fracdo proteica do latex de C. procera
realizou o fracionamento por cromatografia de troca ibnica, em trés subfracfes
denominadas PI, PIl e PIIl. Quando estas subfragGes foram avaliadas quanto ao efeito
anti-inflamatorio, foi observado que Pl foi a mais efetiva em inibir a migracdo de

neutréfilos e a que mais elevou os niveis séricos de oxido nitrico, apresentando desta
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forma o mais potente efeito anti-inflamatorio dentre as trés subfracdes proteicas de C.
procera (VIANA et al., 2015).

Posteriormente, Oliveira et al. (2012) demonstram que a subfracdo Pl (via
intraperitoneal) foi capaz de aumentar a infiltracdo de neutréfilos na cavidade peritoneal
neste modelo. PL-PI também aumentou a fagocitose e balanceou a liberacdo de éxido
nitrico liberado no sangue, prevenindo o choque séptico em modelos experimentais

Estes dados nos levaram a investigar em qual subfracéo esta o efeito de PL da

Calotropis procera na mucosite oral induzida por 5-FU.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A mucosite oral é um dos efeitos colaterais mais comuns do 5-FU em pacientes
com cancer em uso de 5-FU, podendo afetar mais de 40% dos pacientes com cancer em uso
desse agente quimioterapico (BALIS et al., 1985; BISHOP et al., 1986; CABALLERO et al.,
1985; MAGRATH et al., 1984; ROTH et al., 1991). De acordo com Haagen et al., (2009),
praticamente todos os pacientes com cancer de cabeca e pesco¢o desenvolvem algum grau de
mucosite durante o tratamento. Pacientes que utilizam o protocolo FOLFIRI (5-FU,
leucovorin e irinotecano) apresentam risco de 5% de desenvolver mucosite oral, ja em
pacientes submetidos a quimioterapia convencional FOLFOX (5-FU, leucovorin e
oxaliplatina) o risco é de 15-40% (KEEFE et al., 2007; LOGAN et al., 2007). A mucosite
oral compromete a ingestdo de alimentos que geralmente é acompanhada por desnutricéo,
perda de peso e infeccdo sisttmica (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2015). Este altimo pode apresentar correlacdo com o
rompimento da barreira epitelial oral.

Estudos da patogénese da mucosite oral tém sido desenvolvidos, incluindo o
efeito de produtos naturais, com o intuito de minimizar os sinais e sintomas clinicos e seus
riscos. Nesse contexto, a fracdo PL da Calotropis procera demonstrou previamente, com
apenas duas doses, prevenir os danos causados pelo 5-FU na mucosa oral de hamsters
(FREITAS et al., 2012). Devido ao potente efeito anti-inflamatério desse composto na
mucosite oral experimental evidenciado no estudo anterior de nosso grupo de pesquisa,
buscou-se no presente estudo elucidar qual subfracdo era a responsavel por este efeito e o
possivel mecanismo subjacente.

O isolamento de seu composto ativo vem sendo o objeto de estudo do grupo de
pesquisa do professor Marcio Viana Ramos do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Ceara. Uma vez descoberta a subfracdo protéica, sera mais facil a identificacdo do
composto ativo responsavel por seus efeitos benéficos e a sua implementacdo terapéutica
futura no tratamento da mucosite oral induzida por quimioterapicos em seres humanos.

Portanto, almeja-se elucidar novos manejos para esse efeito colateral que limita o
tratamento de pacientes oncoldgicos e causa aumento de custos, incluindo risco de morte aos

pacientes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o efeito de subfracbes da proteina do latex da Calotropis procera (PL)

na prevencdo da mucosite oral experimental induzida por 5-FU em hamsters.

3.2 Objetivos especificos

v

Avaliar o efeito de subfracbes da Calotropis procera na perda ponderal e sobrevida de
hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU;

Identificar o efeito de subfracbes da Calotropis procera nas alteragdes macroscopicas
e histoldgicas induzidas por 5-FU na mucosa oral de hamsters;

Mensurar o efeito de subfragdes da Calotropis procera na reducdo da inflamacéao
(mensurando os niveis de mieloperoxidase, IL-13 e TNF-a) e do estresse oxidativo
(mensurando os niveis de GSH e MDA) induzidos por 5-FU na mucosa oral de
hamsters;

Verificar o efeito de subfracbes da Calotropis procera na prevencdo da expressao de
molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) induzida por 5-FU na mucosa oral de
hamsters;

Investigar o efeito de subfracBes da proteina do latex da Calotropis procera na
ativacdo de macrofagos (imunohistoquimica de molécula adaptadora ligante de calcio
ionizado-1, Iba-1) em hamsters submetidos a mucosite oral experimental por 5-FU;
Analisar o efeito de subfracbes da proteina do latex da Calotropis procera na
producdo fibras coldgenas da mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite oral

experimental por 5-FU.



40

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material botanico

A planta Calotropis procera apresenta como caracteristica peculiar uma intensa
producdo de latex branco, quando se rompe os tecidos dessa planta (OLIVEIRA, 2009).
Partes aéreas da planta C. procera (Ait.) R.Br. foram coletadas na cidade de Fortaleza, Ceara,
Brasil. Um exemplar da planta seca foi depositado sob ndmero 32663, no Herbario Prisco

Bezerra da Universidade Federal do Ceard, Brasil.

4.2 Coleta e fracionamento do latex

As proteinas do latex da Calotropis procera e suas subfracdes foram cedidas pelo
prof. Dr. Marcio Viana Ramos, do Laboratdrio de Bioquimica da Universidade Federal do
Ceara. A planta, por ser rica em proteinas, teve seu latex retirado e fracionado para obtencéo
de uma fracédo protéica e suas subfracdes (PI, PII, PlIl e Pl IAA).

A coleta do latex da C. procera procedeu-se sempre no periodo da manha
entre 7 e 9 horas, a partir de plantas sadias que cresciam espontaneamente a beira de
estradas da zona urbana de Fortaleza, seguindo uma estratégia descrita por Ramos et al.
(2010).

ApoOs a quebra do apice caulinar da planta, coletou-se o exsudado do latex, em
tubos de Falcon, contendo um volume de &gua destilada para finalizar numa proporcéo de
1:1 (v:v). A coleta do latex em agua minimiza o efeito natural da coagulacdo que ocorre
neste fluido, logo apds sua exsudacao, evitando o aprisionamento de substancias sollveis.

Em sequida, centrifugaram-se as amostras (4°C, 10 minutos, 5.000 x g@).
Coletou-se o sobrenadante que foi submetido a dialise contra agua destilada, em
membranas com capacidade de retencdo de moléculas superior a 8.000 Da, durante trés
dias (com trés trocas de agua por dia, totalizando 9 trocas). Em seguida, o liquido retido
no interior das membranas foi novamente centrifugado, sob as mesmas condigOes
anteriores e o sobrenadante liofilizado, obtendo-se um material rico em proteinas e
destituido de borracha.

As fracOes proteicas, obtidas por meio deste protocolo, foram denominadas de

proteinas do latex (PL).
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4.3 Obtencéo das subfracdes da PL por Cromatografia de trocaionicaem colunade
CM-Sepharose

As proteinas totais do latex foram submetidas & cromatografia de troca ionica,
em coluna de CM-Sepharose Fast Flow (14 x 2,5 cm) segundo metodologia descrita por
Ramos et al., (2006). A coluna foi previamente equilibrada com tampao acetato 50 mM
(pH 5,0). PL (80 mg) foram dissolvidos em 8 mL da solucédo de equilibrio. Centrifugou-
se a 10.000 x g, numa temperatura de 4°C, durante 10 minutos e o sobrenadante obtido
aplicadoa coluna.

Apo6s aplicacdo da amostra, as proteinas ndo retidas foram inicialmente
eluidas com a mesma solucdo de equilibrio, obtendo-se desta forma o pico I (PI). As
proteinas retidas foram eluidas apds aplicacdo de tampao acetato de sédio 50 mM (pH
5,0) acrescido de NaCl 0,2 M para obtencéo do pico Il (PI1). O pico 111 (PIlI) foi obtido
apos a aplicacao da solucédo de equilibrio acrescida de NaCl 0,3 M. Fracdes de 5 mL/tubo
foram coletadas a um fluxo de 0,5 mL/min e o conteddo proteico determinado em 280
nm. O material obtido de cada fracdo foi reunido, dialisado e liofilizado. A subfracdo PII
foi tratada com iodoacetamida (IAA), um inibidor especifico de proteases cisteinicas, gerando
a subfracdo PII IAA, conforme descrito anteriormente (VIANA et al., 2015).

4.4 Analise do perfil proteico através de eletroforese unidimensional

As eletroforeses deste estudo foram feitas em gel de poliacrilamida 12,5%, em
condigdes desnaturantes, na presenca de -mercaptoetanol 5%. A técnica foi conduzida de
acordo com o método descrito por Laemmli (1970), adaptada para o uso de géis de separacao
em placas.

Foram utilizados géis de poliacrilamida (5%), em tampéo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8
e SDS (Dodecil Sulfato de Sadio) 1%. Os géis de separacdo foram feitos com tampédo Tris-
HCI 3 M, pH 8,9, SDS 1% e 12,5% de poliacrilamida. As amostras liofilizadas foram
dissolvidas em tampédo Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, contendo SDS 1%, aquecidas por 5
minutos a 100 °C, submetidas a centrifugacdo por 5 min a 25°C em uma centrifuga de
bancada e aos sobrenadantes obtidos foram adicionados tragos de azul de bromofenol 0,02% e
cristais de sacarose, para a marcacao da frente de corrida eletroforética.

Para a estimativa da massa molecular das proteinas em analise, foram utilizados

0s seguintes marcadores de massa molecular: fosforilase B (97,0 kDa), albumina sérica
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bovina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbonica (30,0 kDa), inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e alfa-lactalbumina (14,4 kDa).

As corridas foram realizadas sob as condi¢des de 15 mA por placa e 120 V, por
um periodo médio de 2 horas, a 25 °C, utilizando a solucdo de Tris 0,025 M (pH 8,3)
contendo glicina 0,192 M e 0,1% de SDS como tampdo de corrida. As bandas proteicas foram
visualizadas ap6s coloracdo dos géis com uma solugdo de metanol, acido acético e agua
destilada (4:1:5; v:v:v) contendo o corante Coomassie Brilhante Blue R-250 (PhastGel Blue

R) e revelacdo com uma solugdo contendo 0s mesmos componentes, porém, sem o corante.

4.5 Zimograma

Para detectar a atividade proteolitica em gel, as amostras liofilizadas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) tal como descrito anteriormente,
contudo o gel estava composto por gelatina 0,1%. Apds a corrida o gel foi incubado em uma
solucdo de Triton X-100 2,5% em agua a 25 °C, sob agitacdo constante por 40 minutos. Em
seguida o gel foi incubado em tampdo de ativacdo (tampéo acetato de sédio 50 mM pH 5,0
contendo DTT 3 mM). A atividade proteolitica ocorreu durante 30 minutos a 37 °C e ao final
o gel foi corado com uma solucdo de Comassie Brilliant Blue R-250 0,2%. A atividade

enzimatica foi detectada como bandas transparentes nos géis.

4.6 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comisséo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)
da Universidade Federal do Ceard- UFC, protocolo processo n° 028/13 (ANEXO 1). Em todos
os experimentos foram observados o0s principios éticos da experimentacdo animal

normatizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.7 Animais

Foram utilizados durante os experimentos, hamsters Golden sirius machos (80 a
140g), no total de 150 animais, fornecidos pelo Biotério Setorial do Departamento de Cirurgia
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara. A escolha desses animais foi

devido a facilidade de observacdo de suas mucosas jugais e habilidade em tolerar doses de
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quimioterapicos capazes de induzir mucosite oral sem mortalidade significativa (SONIS et al.,
1990).

Os animais envolvidos no estudo foram acondicionados em namero de 6 por
gaiola (gaiola em polipropileno, autoclavavel nas medidas de 30x20x13cm com tampas em
arame de ferro com tratamento de zincagem nas medidas aproximadas de 49 x36 cm)
mantidos em salas com o horario controlado 12/12 ciclo claro/escuro a 25°C, com racdo e
agua a vontade. Os animais ficaram em uma sala climatizada com exaustdo de gases. As

gaiolas foram lavadas e a maravalha substituida duas vezes por semana.

4.8 Modelo de mucosite oral induzida por 5-FU em hamsters

Utilizou-se 0 modelo de mucosite oral (Figura 7), originalmente desenvolvido
por Sonis et al., (1990), e reproduzido com modificacdes no Laboratorio de Farmacologia da
Inflamacdo e do Céncer (LAFICA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da
Faculdade de Medicina — UFC, conforme descrito anteriormente (LEITAO et al., 2007;
LIMA et al., 2005). Os animais receberam 5-FU nas doses de 60 e 40 mg/Kg nos dias 1 e 2
do protocolo experimental, respectivamente, por via intraperitoneal (i.p.). No quarto dia, 0s
animais foram anestesiados com Cetamina e Xilazina (60 e 5 mg/kg, i.p.) respectivamente, e
em seguida tiveram suas mucosas jugais direitas expostas e submetidas a escoriagfes com
uma agulha de ponta romba (trauma mecanico- TM), a fim de reproduzir os sinais clinicos da
irritacdo crénica, fonacdo e mastigacdo, e como fator potencializador para a mucosite. As
ranhuras foram distribuidas em nimero de quatro no sentido horizontal e quatro no sentido
vertical em ambas as faces das mucosas. No 3° e 5° dia do protocolo experimental, os animais
foram tratados com PL ou suas subfragcdes (PI, PII, PIII, PIl 1AA, via i.p), nas doses de
5mg/kg, exceto a subfracdo PII, que foi injetada na dose de 5 ou 10mg/kg.

No 10° dia do protocolo experimental, os animais foram eutanasiados apos
overdose de Cetamina e Xilazina (180 e 15 mg/kg, i.p.). As mucosas jugais foram avaliadas,
fotografadas e removidas, sendo dividida em trés segmentos para analisar parametros deste

estudo.
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Figura 7 - Desenho esquemético do modelo de mucosite oral por 5-FU em hamsters.
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Fonte: Adaptado de Sonis et al. (1990).
4.9 Grupos experimentais

Inicialmente, os hamsters foram divididos aleatoriamente em 8 grupos, sendo cada

grupo constituido por 6 animais, conforme descritos a seguir:

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

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

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

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

e Grupo Pl + 5-FU: animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do protocolo
experimental, tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma mecanico
no 4° dia. Estes receberam P1 (5mg/kg, i.p.) no 3° e 5° dia do protocolo experimental.

e Grupo PIlI + 5-FU: animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do protocolo
experimental, tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma mecanico
no 4° dia. Estes receberam P11 (5mg/kg, i.p.) no 3° e 5° dia do protocolo experimental.

e Grupo PIII + 5-FU: animais receberam 5-FU, i.p., no 1° e 2° dias do protocolo
experimental, tendo suas mucosas jugais expostas e submetidas ao trauma mecanico
no 4° dia. Estes receberam P11 (5mg/kg, i.p.) no 3° e 5° dia do protocolo experimental.

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

experimental.

4.10 Farmacos, reagentes, materiais e solucdes utilizadas no estudo.

Os farmacos, o0s reagentes, os materiais e as solu¢des que foram utilizadas neste

estudo, encontram-se detalhados no apéndice.

4.11 Parametros avaliados

4.11.1 Avaliacao da taxa de sobrevida

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

foram expressos como percentual (%) de sobreviventes.

4.11.2 Andlise macroscépica da mucosa jugal (bochechas)

No 10° dia, os hamsters foram eutanasiados, e suas mucosas jugais direitas foram

fotografadas e observadas. Para analise macroscépica foram considerados os aspectos como
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presenca, intensidade e extensdo de eritema, vasodilatacdo, erosdo, hemorragia, Ulceras e

abscessos, classificados conforme escores padronizados por Sonis et al. (2000):

Escore 0: mucosa completamente saudavel. Sem eroséo ou vasodilatacao;

Escore 1: presenca de eritema, mas sem evidéncia de erosédo da mucosa;

YV V VYV

Escore 2: eritema severo, vasodilatacao e erosao superficial;

> Escore 3: formacdo de Ulceras em uma ou mais faces, mas nédo afetando mais de 25%
da area de superficie da bolsa. Severo eritema e vasodilatacéo;

» Escore 4: formagdo cumulativa de Ulceras de cerca de 50% da area de superficie da
mucosa;

» Escore 5: completa ulceracdo da mucosa, sendo impossivel a sua exposicao.

4.11.3 Analise histopatoldgica das mucosas jugais

O estudo histopatologico das mucosas jugais foi realizado em cortes seriados de
5um de espessura. No 10° dia do protocolo experimental, apds a observacdo das mucosas e
realizacdo das fotos, as mesmas foram removidas e fixadas em solugdo tamponada de
formaldeido a 10% por 24h. Decorridas 24 horas, 0s segmentos das mucosas jugais foram
retirados do formol e colocados em éalcool 70% e posteriormente parafinizados. Na etapa
seguinte, os segmentos das mucosas jugais incluidos em parafina foram cortados em
microtomo para obter cortes histolégicos de 5 um de espessura, as ldminas contendo o0s cortes
dos segmentos de mucosa jugal foram adequadamente processadas e coradas em hematoxilina
e eosina (H&E).

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

» Escore 0: epitélio e conjuntivo sem vasodilatagdo, infiltrado celular inflamatério
ausente ou discreto; auséncia de hemorragia, edema, Ulceras ou abscessos.

» Escore 1: ingurgitamento vascular discreto, areas de reepitelizacdo; infiltrado celular
discreto, as custas de leucdcitos monocelulares, auséncia de hemorragia, de edema, de

Ulceras ou de abscessos.
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» Escore 2: ingurgitamento vascular moderado, degeneracdo hidropica epitelial
(vacuolizacdo); infiltrado celular moderado, com predominio de leucdcitos
polimorfonucleares; presenca de areas de hemorragia, de edema e de eventuais Ulceras
pequenas; auséncia de abscessos.

» Escore 3: ingurgitamento vascular acentuado; vasodilatagéo acentuado, predominando
polimorfonucleares; presenca de areas hemorragicas, de edema, de abscessos e Ulceras

extensas.

4.11.4 Analise ponderal

Os animais foram pesados uma vez ao dia durante todo o periodo experimental.
Os valores encontrados foram expressos em variacdo de peso, em relagdo ao peso inicial. Essa
analise forneceu dados para confirmar o modelo experimental utilizado neste estudo, além de

verificar o efeito de PL e suas subfracfes nessa variavel.

4.11.5 Dosagem de mieloperoxidase

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente nos granulos
azurdéfilos dos neutrofilos e tem sido utilizada como um marcador quantitativo da infiltracdo
de neutréfilos nos processos inflamatorios em varios tecidos, entre eles a mucosa oral. A
atividade da mieloperoxidase foi medida a partir das mucosas jugais dos hamsters, usando
uma versdao modificada do método descrito por Bradley e colaboradores (BRADLEY et al.,
1982). Resumidamente, 50 a 100 mg dos tecidos jugais foram colocados em tampao fosfato
de potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio (pH 6,0; 50 mg de tecido por
ml) e posteriormente homogeneizados em um macerador de tecidos (Politron®). A seguir, 0
homegenato foi centrifugado ( 5000 rpm, 4°C, 2 min). Os sobrenadantes foram transferidos
para eppendorfs e novamente centrifugados (10 minutos) para a melhor remocdo de
contaminantes. Apos plaqueamento de 10uL do sobrenadante, em duplicata (placas de 96
pocos), adicionou-se 200 uL da solucdo de leitura (5 mg de O-dianisidina; 15 pL H202 1%, 3
mL de NaPO4 tampé&o; 27 mL de H202 destilada). A absorbancia foi medida a 460 nm em
dois tempos diferentes (t0=0 min. e t1= 1 min.). A mudanca na absorbancia foi obtida, plotada
em curva padrdo de neutrdfilos e os valores obtidos foram expressos como U MPO/mg de
tecido (atividade de MPO).
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4.11.6 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH das mucosas jugais foram avaliadas utilizando-se o
ensaio para determinacdo de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (NP- SH) (SEDLAK;
LINDSAY, 1968). Asamostras obtidas das mucosas jugais foram homogeneizadas em 0,02
M EDTA. Aliquotas de 100 uL do homogenato foram misturadas com 80 pL de H20
destilada e 20 uL de acido tricloroacético a 50% para precipitacdo das proteinas. Depois dessa
etapa, centrifugou-se o material por 15 min em rotacdo de 3000 rpm a uma temperatura de
4°C. Em seguida, novas aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram misturadas com 200 pL
de tampdo TRIS (0,4 M, pH 8,9) e com 5 uL de de solucdo de acido 5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB, Sigma-Aldrich, EUA) e agitadas por 3 min. A absorbancia foi entdo
determinada a 412 nm contra um reagente branco (sem o homogenato). A concentracao de
GSH foi expressa em ug de GSH/mg de tecido a partir de uma curva padrdo (SEDLAK;
LINDSAY, 1968).

4.11.7 Dosagem de malondialdeido (MDA)

O Malondialdeido (MDA) constitui um indicador de peroxidacdo lipidica, e sua
dosagem permite investigar o estresse oxidativo pelo método baseado na reacdo dessa
substancia com o &cido tiobarbitirico- TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances).
Nesta reacdo duas moléculas de TBARS reagem estequiometricamente com uma molécula de
MDA a fim de ser formado um croméforo roseo ( LI et al., 2010). Inicialmente foi preparado
um homogenato a 10% do tecido macerado em cloreto de potassio (KCI) a 1,15%. Deste
homogenato, 62,5 uL foram adicionados em microtubo seguido de adicdo de 375uL de &cido
fosforico (1%) e 125uL de &cido tiobarbitarico (0,6%). Em seguida, as amostras foram
imersas em banho maria por 45 min a 100°C. Decorrido este tempo, adicionou-se a cada
amostra 500 pL de n-butanol e a mistura foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, 200 pL da fase superior foram inseridas em placa de 96 pogos e a absorbancia

foi medida em um leitor de microplacas a 535nm.
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4.11.8 Dosagem de citocinas (TNF-a e 1L-1p)

Os niveis das citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-1B na mucosa jugal foram
quantificados por ELISA. Os segmentos das mucosas jugais foram homogeneizados em PBS
de acordo com Safieh-Garabedian et al. (1995). A deteccdo das citocinas IL-1B ¢ TNF-a foi
realizada por meio do Kit DuoSet (R&D Systems, EUA). Resumidamente, as placas para
ELISA de 96 pocos foram incubadas com o anticorpo de captura para IL-1p ou TNF-a por
18h em temperatura ambiente com 100uL de anticorpo para cada pogo. Posteriormente, as
placas foram lavadas trés vezes com 200pL de tampédo de lavagem (R&D Systems, EUA) e
bloqueadas com 200uL de BSA 1% (R&D Systems, EUA) por 1 h. Apos o bloqueio, 100uL
das amostras ou da curva padrdo foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 2 h em
temperatura ambiente. As placas foram entdo lavadas trés vezes com 200ul de tampéo de
lavagem e depois incubadas com anticorpo de deteccdo para IL-1p ou TNF-o em temperatura
ambiente por 2 horas. Na etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés vezes
com 200uL de tampdo de lavagem e incubadas com 100 pL de estreptavidina em temperatura
ambiente por 20 minutos. Novamente, as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de
tampéo de lavagem. Na etapa seguinte, 100 puL da solucdo substrato para revelacdo (R&D
Systems, EUA) foram adicionadas em cada poco e incubadas por 20 min a temperatura
ambiente protegidos da luz. A reacdo enzimatica foi cessada, adicionando-se 50 pL solugédo

de parada (H2SO4). A absorbancia foi medida a 450nm. O resultado foi expresso em pg/mL.

4.11.9 Imunohistoquimica

Para avaliar a localizacdo da expressdo de IL-1pB (citocinas pro-inflamatdrias),
ICAM-1 e Iba-1(marcador de macréfagos ativados) na mucosa oral, foi realizada
imunohistoquimica para essas proteinas.

Primeiramente foram removidas as mucosas jugais, onde as mesmas foram
isoladas, separadas e fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas, logo apds foram
colocadas em alcool a 70%. Os tecidos foram processados para inclusdo em parafina. Apos a
inclusdo em parafina, os segmentos jugais foram cortados em micr6tomo, obtendo-se
espessuras de 4um que foram inseridos em laminas histoldgicas silanizadas.

Na etapa seguinte, as laminas contendo os cortes dos tecidos jugais foram

submetidas a desparafinizacdo: inseridas em estufa a 60°C overnight e trés banhos em xilol
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por cinco minutos cada. Em seguida, os cortes jugais foram hidratados com dois banhos de
etanol absoluto, um banho em etanol a 90%, um banho em etanol a 80% e um banho em
etanol a 70%, por trés minutos cada. Ao final dessa etapa, os cortes jugais foram submersos a
um banho de &gua destilada por 10 minutos e foi realizada a recuperagdo antigénica com
tampéo citrato (DAKO, pH 7,0) por 20 min em banho maria (95°C). Em seguida, os tecidos
foram lavados com tampdo fosfato-salino (PBS) por 5 minutos. Na etapa seguinte, realizou-se
0 bloqueio da peroxidase com perdxido de hidrogénio a 3% (Abcam) por 30 minutos.
Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas com os anticorpos
primarios para anti-IL-1p (Santa Cruz), anti-lICAM-1 (Abcam), anti-lba-1 (Abcam) por 4h em
temperatura ambiente. Para confeccdo dos controles negativos, os anticorpos primarios foram
omitidos. Apos este periodo, os cortes foram lavados trés vezes com PBS e incubados com
anticorpo secundario, biotinilado (Santa Cruz) por 30 min. Apos trés lavagem com PBS, as
laminas foram incubadas com avidina-biotina por 30 min. Em seguida, as laminas foram
lavadas trés vezes com PBS durante trés minutos cada, secadas e aplicado o DAB (DAKO,
3,3-diaminobenzidina, uma gota de DAB para um mL de diluente). DAB é um cromdgeno
que reage com a peroxidase do antigeno alvo resultando em coloragdo marrom. Dessa forma,
observaram-se as laminas até aparecer uma coloracdo marrom, ap6s este evento a reacdo foi
parada imediatamente mergulhando-as em &gua destilada. Enfim, as ldminas foram contra
coradas com hematoxilina de Mayer e processadas para inserir a laminula.

As imagens da imunohistoquimica foram capturadas por meio de um microscopio
de luz acoplado a uma camera com sistema de aquisicdo LAZ 3,5 (LEICA DM1000,
Alemanha).

Para quantificar o nimero de células imunomarcadas para IL-1pB (citocina pro-
inflamatoria), ICAM-1 e Iba-1, utilizou-se o programa ImageJ para obter o nimero de células
imunomarcadas/campo. Foram fotografados de 10 a 12 campos/corte histolégico (escala de
20 pm).

4.11.10 Coloracao de fibras colagenas com Picro Sirius red (PSR)

Para avaliar as fibras colagenas da mucosa jugal, realizou-se a coloragdo de Picro
Sirius red, conforme descrito pelo fabricante (Easy path) e adaptado de acordo com o tecido
que foi avaliado (SU et al.,2015).

Inicialmente, as laminas contendo os cortes dos tecidos jugais (5um) foram

submetidas a desparafinizacdo: inseridas em estufa a 60°C por uma hora e dois banhos em
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xilol por cinco minutos cada. Em seguida, hidratou-se os fragmentos com banhos
decrescentes de alcool (100%, 95% e 70%) por 5 min cada banho. Em seguida as laminas
foram imersas em agua destilada por 10 min. Decorrido este tempo, os tecidos contidos nas
laminas foram incubados com reagente A (Picro Sirius red) por 30 min. Em seguida, lavou-se
laminas rapidamente com &gua corrente, seguida por uma lavagem com &gua destilada. Na
etapa seguinte os tecidos foram incubados com o reagente B (hematoxilina de Carazzi) por 4
min, seguido por lavagem rapida em agua corrente e agua destilada. Apds as lavagens, as
laminas foram secadas na estufa e montadas com etelan. As imagens foram capturadas por
meio de um microscépio de luz, com luz polarizada acoplado a uma cdmera com sistema de
aquisicdo LAZ 3,5 (LEICA DM1000, Alemanha). A captura das imagens em luz de campo
claro permitiu visualizar as fibras colagenas totais presentes na mucosa jugal, enquanto que ao
submeter & luz polarizada possibilitou diferenciar as fibras colagenas tipo I(cor vermelha) e 111
(cor verde).

4. 12 Andlise estatistica

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média * erro padrdo da
média (EPM), exceto os escores histopatoldgicos que foram expressos pela mediana.

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad
Prism, versdo 5.0. Para a realizagdo da andlise estatistica entre os grupos foram utilizados os
seguintes testes: o teste de analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de comparacoes
maultiplas de Bonferroni; para os escores histologicos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis,
seguido pelo teste de Dunn’s, e para a varidvel perda ponderal, foi realizado pelo teste two-
way ANOVA seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Bonferroni.

O nivel de significancia adotado foi de 0,05 (a0 = 5%) e niveis descritivos (p)
inferiores a esse valor foram considerados significantes.

Para andlise estatistica da curva de sobrevida dos animais, foi utilizado o teste

Mantel- Cox log rank.
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5 RESULTADOS

5.1 Cromatografia de troca i6nica das proteinas do latex da Calotropis procera

Conforme apresentado na figura 8, o latex da Calotropis procera (PL) apresenta
trés subfracbes bem diferenciadas, a saber: PI, PIl e PIII (Figura 8A). A massa das proteinas
do latex de Calotropis procera varia de 45-14,4 kDa, enquanto que Pl apresenta peso em
torno de 40kDa. Com relagdo as subfracdes PIl e PIII estas demonstram peso variavel e
proteinas de baixo peso ndo evidenciadas na subfracdo Pl (B). Além disso, observou-se

intensa atividade proteolitica na subfracédo PII e PIII (C).
Figura 8 - Perfil cromatografico e eletroforético das proteinas do latex de Calotropis procera.

A B C
kDa M PL PI PII Pl PL PI PII Pl

1.2+ PIl 2;'8 '

45,0
30,0

20,1

Abs 280 nm

14,4

A - Cromatografia de troca idnica das proteinas do latex de C. procera em coluna de CM-Sepharose Fast Flow
pH 5,0. As setas indicam a eluicdo de proteinas retidas com o tampdo acetato de sédio 50 mM, contendo NaCl
0,2 e 0,3 M, respectivamente. B - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (na presenga de f-Mercaptoetanol
5%) da fragdo proteica de C. procera (PL) e suas trés subfracGes (PI, PIl e PIIl) C e Zimograma contendo
gelatina 0,1% para detecc¢do de atividade proteolitica. (M) Marcadores de massa molecular. Foram aplicados 25
uL das frag6es no interior de cada poco, a partir de solugdes de 2 mg/mL.
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5.2 Efeito de subfractes da Calotropis procera na taxa de sobrevida de Hamsters

submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

Primeiramente, investigou-se o efeito de subfragfes da C. procera na taxa de
sobrevida dos hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU até o 10° dia do
protocolo experimental. Conforme apresentado na tabela 1, os animais normais (grupo
controle) ou submetidos apenas ao trauma mecanico (grupo TM) tiveram 100% de sobrevida
no 10° dia do protocolo experimental. Enquanto que o 5-FU diminuiu (p<0,05) a sobrevida
dos Hamsters (52%) quando comparado ao grupo controle. Ja o tratamento com a fragdo PL
da C. procera aumentou a sobrevida dos hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-
FU para 83%. Dentre as subfracdes presentes na fracdo PL da Calotropis procera, apenas PlI
IAA aumentou a sobrevida dos hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU para
92%. Comparado ao grupo 5-FU, a subfracdo PII1 apresentou sobrevida menor, representando
toxicidade para os hamsters.

Conforme apresentado na figura 9, o grupo controle e trauma mecanico exibem
100% de sobrevivéncia durante todo o protocolo experimental. 5-FU induz mortalidade nos
hamsters submetidos & mucosite oral a partir do 6° dia do protocolo experimental, ocorrendo
de forma crescente até o 9° dia. No 10° dia, 5-FU induz maior mortalidade, representado pela
reducdo de sobreviventes. Observou-se ainda que a fracdo PL aumentou o percentual de
sobreviventes de animais submetidos a mucosite oral quando comparado ao grupo 5-FU.
Dentre as subfracdes da PL, observou-se que apenas P1I IAA preveniu a reducdo da sobrevida
induzida por 5-FU no 6° e 10° dia do protocolo experimental. Ressalta-se, de acordo com a
figura 9, que a subfracdo PIII induziu morte a partir do 3° dia do protocolo experimental (dia
que foi administrado a primeira dose dessa subfracdo) de forma crescente até o 10° dia do
protocolo experimental, apresentando menor percentual de sobreviventes quando comparado

ao grupo 5-FU.
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Tabela 1- Taxa de sobrevivéncia de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU e

tratados com proteinas do latex da C.s procera e suas subfracdes.

Grupo Experimental Taxa de sobrevivéncia (%)
Controle 100
™ 100
5-FU 48
PL + 5-FU 83
Pl + 5-FU 34
PIl + 5-FU 47
PIIl + 5-FU 14

PIl IAA +5-FU 92
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Figura 9 — Efeito de subfragdes da Calotropis procera na taxa de sobrevida de Hamsters

submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Hamsters receberam salina (Grupo controle ou Trauma Mecénico, TM, 0,9%, i.p.) ou 5-FU (Grupo 5-FU, que
recebeu as doses de 60mg/kg e 40mg/kg, i.p., respectivamente, no 1° e 2° dia do protocolo experimental). Apés
24h e 72h da ultima dose do quimioterépico, administraram-se PL (Grupo PL 5mg/kg +5-FU) e suas subfraces:
P1 (Grupo PI 5mg/kg + 5-FU,); PIl (Grupo PIl 5 mg/kg + 5-FU); PIII (Grupo Pl 5mg/kg +5-FU) e PII IAA
(Grupo PII IAA-5mg/kg + 5-FU). No 4° dia do protocolo experimental, todos 0s grupos, exceto o grupo controle,
foram submetidos ao trauma mecanico. Os animais foram observados diariamente até o décimo dia do protocolo
experimental para avaliar a taxa de sobrevida. 5-FU reduz o percentual de sobreviventes a partir do 6° dia do
protocolo experimental. Enquanto que PL e PIl IAA aumentaram a sobrevida dos animais submetidos a mucosite
oral induzida por 5-FU. Os grupos Controle e TM mantiveram seus pesos iniciais, sofrendo pouca varia¢des. Os
pontos representam o percentual (%) de sobreviventes. Para andlise estatistica foi utilizado o teste Mantel- Cox log
rank para curva de sobrevida. Onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.3 Efeito de subfragdes da Calotropis procera nas alteracdes macroscopicas induzidas

por 5-FU na mucosa oral de hamsters.

Conforme observado na figura 10, as mucosas jugais de animais normais (Grupo
controle) e dos animais submetidos apenas ao trauma mecanico, encontram-se preservadas,
com escores macroscopicos de 0 para ambos (figura 10A e B; tabela 2). Enquanto que o 5-FU
ocasionou a formacédo de Ulceras extensas em uma ou mais faces da mucosa jugal, afetando
mais de 50% da &rea de superficie da bolsa. Observou-se também que o 5-FU levou ao
desenvolvimento de abscessos, eritema acentuado, hemorragia e edema, resultando no escore
macroscopico de 5 (figura 10C; tabela 2). O tratamento dos animais submetidos a mucosite
oral com PL (figura 10D) e a subfracdo PII IAA (figura 10H) da Calotropis procera preveniu
0 surgimento dessas alteragBes macroscopicas induzidas por 5-FU, resultando no escore 1
para ambos os grupos avaliados (tabela 2). Vale ressaltar que as demais subfracdes avaliadas

(E e G) ndo preveniram a lesdo jugal induzida por 5-FU.
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Figura 10 — Efeito de subfracdes da Calotropis procera nas alteracbes macroscopicas da

mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

No 10° dia do protocolo experimental, os animas foram anestesiados e suas mucosas jugais foram expostas e
fotografadas para a analise das alteracfes macroscopicas. A mucosa jugal de animais normais (painel A) e a
mucosa jugal de animais submetidos apenas ao trauma mecanico (painel B) apresentam-se integras. O 5-FU
induz formacdo de Ulceras, abscessos, edema, hemorragia e necrose da mucosa jugal (painel C). O tratamento
com PL (painel D) ou PII IAA (painel H) protege a mucosa jugal da lesdo induzida por 5-FU. As subfracdes PI
(painel E), P11 5 (painel F), PIII (painel G) ndo protegem a mucosa jugal das altera¢fes induzidas pelo 5-FU.
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Tabela 2 - Escores macroscopicos das mucosas jugais de hamsters submetidos & mucosite oral

experimental e tratados com proteinas do latex da Calotropis procera e suas subfracdes.

Grupos 5-FU
experimentais

Calotropis procera
Controle TM -- PL Pl Pl Pl Pll AA
Escares 0(0-0) 0(0-0)*  42-5)%  10-3)*  3(1-5)E  3i1-3)  4(3-4)% 1(1-3)*

Macroscopicos

No 10° dia do protocolo experimental, os animas foram anestesiados e suas mucosas jugais foram expostas para
a definicdo do escore macroscépico que variou de 0-5, onde 0 representa uma mucosa jugal saudavel e 5 uma
mucosa com completa ulceracao e abscesso. Os dados representam a mediana e as variagdes maximas e minimas
dos escores macroscopicos em seis animais por grupo (n=6). Os dados foram analisados usando Kruskal-Wallis
seguido de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.4 Efeito de subfracdes da Calotropis procera nas alteracGes histologicas induzidas por

5-FU na mucosa oral de hamsters.

Em hamsters, a mucosa jugal é revestida por epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado que se encontra sob a ldmina propria de tecido conjuntivo. Este tecido esta em
continuidade com o tecido muscular estriado esquelético, e apresenta escassas celulas
inflamatdrias, conforme apresentado no grupo controle (Figura 11A) que apresentou escore
microscopico 0 (Tabela 3).

Na mucosa jugal de animais submetidos apenas ao trauma mecanico, observou-se
a presenca de leve infiltrado de células inflamatdrias que resultou em escore microscépico 1 (
Figura 11B; Tabela 3). Enquanto que o 5-FU (Figura 11C) ocasionou a formacdo de
abscessos, de intenso infiltrado de células inflamatorias e de Ulceras caracterizado pela perda
da integridade do epitélio da mucosa jugal, resultando em aumento significativo dos escores
microscopicos (Tabela 3) quando comparado ao grupo controle. Observa-se ainda que a PL
(Figura 11D) preveniu a formacdo de Ulceras e abscessos e reduziu o infiltrado de células
inflamatorias em animais submetidos ao modelo de mucosite oral induzida por 5-FU,
apresentando reducdo significativa do escore microscopico (Tabela 3). Quanto ao Pl IAA
(Figura 11H) foi capaz de reduzir todas as alteracGes histologicas induzidas por 5-FU na
mucosa jugal de hamsters, levando a reducédo do escore histologico (Tabela 3).

As demais subfracdes ndo preveniram as alteracdes histoldgicas induzidas por 5-
FU. Os animais submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU tratados com PI (Figura 11E)
apresentaram edema extenso e PIl 5 (Figura 11F) apresentou areas hemorragicas e PIII

(Figura 11G) apresentou infiltrado de células inflamatorias na mucosa jugal.
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Figura 11 — Efeito de subfracbes da Calotropis procera nas alteracdes microscopicas da

mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal dos hamsters foram removidos e corados pelo método de H&E para anélise
histopatolégica. A mucosa normal (Grupo controle) é revestida por epitélio (EP) pavimentoso estratificado
gueratinizado que se encontra sob a lamina propria (LM) de tecido conjuntivo que estd em continuidade com 0
tecido muscular estriado esquelético (ME) (painel A). No grupo Trauma mecanico (TM), apds realizagdo das
escoriacOes, observa-se a presenca de leve infiltrado de células inflamatdrias (painel B). 5-FU induz formagdo de
abscessos e necrose (seta verde), de infiltrado de células inflamatérias (seta vermelha) e de Ulceras (seta preta)
(painel C). PL (painel D) e PIl IAA (painel H) atenuaram essas lesdes induzidas por 5-FU. As demais subfragGes
ndo preveniram as altera¢fes microscopicas induzidas por 5-FU. Pl (painel E) levou a formacéo de edema (seta
marrom), P11 5 (painel F) e apresentaram areas hemorragicas (seta azul) na mucosa jugal avaliada e PIII (painel
G) apresentou infiltrado de células inflamatorias. Todos os painéis foram obtidos na escala de 200 pm, exceto a
ampliacdo do painel C (20 um).
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Tabela 3 — Escores baseados na analise microscépicas das mucosas jugais de hamsters
submetidos a mucosite oral experimental e tratados com proteinas do latex da Calotropis
procera e suas subfragdes.

Grupos 5-FU
experimentais
Calotropis procera
Controle TM - PL Pl PIl Pl PIl IAA
Escores 0(0-1) 1(1-1)*  3(2-3%  1(0-2)*  1,5(1-3)  2(1-3)&  2(1-3%  1j0-1)*

Microscopicos

Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Os valores foram expressos
como mediana, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU (n=6/grupo).
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5.5 Efeito de subfragdes da Calotropis procera sobre a perda ponderal induzida por 5-

FU em hamsters.

Durante todo o periodo experimental todos os animais foram pesados diariamente.
O grupo controle, conforme esperado, apresentou ganho de massa crescente durante o periodo
do protocolo experimental. Ao submeter os Hamsters apenas ao trauma mecanico, observou-
se perda de peso consideravel (p<0,05) em relacdo ao grupo controle no 5°, 8°, 9° e 10° dia do
protocolo experimental. Todos os animais submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU
apresentaram uma perda ponderal relevante, principalmente a partir do 8° dia do protocolo
experimental, com diferencas estatisticamente significantes quando comparada com 0 grupo
controle. O grupo 5-FU apresentou diminuicdo (p<0,05) do peso corporal a partir do 3° dia do
protocolo experimental quando comparado ao grupo controle. Observa-se que PL e suas
subfracOes PII e PII-IAA preveniram parcialmente (p<0,05) a perda de peso induzida por 5-

FU a partir do 8° dia do protocolo experimental.
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Figura 12 — Efeitos das Subfracdo PIl IAA da Calotropis procera reduz a perda de peso em
Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Os hamsters (n=6 /grupo) foram pesados diariamente até o 10° dia do protocolo experimental. A inducdo da
mucosite oral por 5-FU induziu perda de peso em todos os grupos tratados com o quimioterapico quando
comparado ao grupo controle. No grupo 5-FU, perda de peso significante iniciou-se a partir do 3° dia e nos
grupos tratados com PL e suas subfracdes foi no 8° dia. PL e suas subfra¢fes diminuiram a perda de peso
induzida por 5-FU no 8°, 9° e 10°. Os pontos representam a média+ EPM do percentual de variacdo do peso
inicial. Para andlise estatistica foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05
Vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.6 Efeitos das subfragdes das proteinas do latex (PL) da Calotropis procera sobre a
atividade de MPO na mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite oral induzida
por 5-FU.

A enzima mieloperoxidase (MPO) estd presente nos grénulos azurofilos dos
neutrdfilos e é utilizada como marcador de neutrofilos.

De acordo com a figura 13, observou-se que os niveis de MPO na mucosa jugal de
hamsters submetidos a mucosite oral experimental induzida por 5-FU foi significativamente
aumentada (Figural3), no 10° dia do protocolo experimental, quando comparado ao grupo
controle e ao grupo submetido apenas ao trauma mecanico (TM). Enquanto que o tratamento
da mucosite oral experimental com as proteinas do latex da Calotropis procera ou as
subfracbes PIl e PII IAA reduziram significativamente a atividade de MPO quando

comparado ao grupo 5-FU.
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Figura 13— Subfracdo PlI da Calotropis procera diminui os niveis de MPO na mucosa oral de

Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal foram coletados para avaliar os niveis de mieloperoxidase (MPO). 5-FU eleva os
niveis de MPO na mucosa jugal comparado ao grupo controle. PL e suas subfragbes reduzem os niveis dessa
enzima na mucosa jugal comparado ao grupo 5-FU. Os valores foram apresentados como média+ EPM dos
niveis de MPO em uMPO/mg de tecido. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do
teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.7 Efeito da subfracdo da Calotropis procera nos niveis de GSH na mucosa jugal de

Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

A GSH é um antioxidante fisiol6gico que é armazenado nas células e é consumido
nos processos inflamatorios, devido a alta producgdo de espécies reativas de oxigénio, uma vez
que GSH as neutraliza.

Conforme apresentado na figura 14, na mucosa oral de animais normais (grupo
controle) e submetidos apenas ao trauma mecanico apresenta nivel consideravel de GSH.
Observou-se ainda que 5-FU reduziu (p<0,05) os niveis de GSH quando comparado ao grupo
controle. Ja os grupos tratados com PL e PIl IAA aumentaram os niveis desse antioxidante na
mucosa oral de hamsters submetidos a mucosite oral experimental quando comparado ao

grupo 5-FU.
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Figura 14— Subfracdo PIlI IAA da Calotropis procera aumenta os niveis de GSH na mucosa

oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal foram coletados para avaliar os niveis de glutationa reduzida (GSH), um
antioxidante fisiolégico. 5-FU reduz os niveis de GSH na mucosa jugal comparado ao grupo controle. PL e PII
IAA aumentam os niveis dessa enzima na mucosa jugal comparada ao grupo 5-FU. Os valores foram
apresentados como média+ EPM dos niveis de GSH expressos em pg/mg de tecido. Para andlise estatistica foi
utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs
grupo 5-FU.
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5.8 Efeito da subfracdo da Calotropis procera nos niveis teciduais de MDA na mucosa

oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

O MDA é um dos produtos formados pela degradacdo dos lipidios da membrana
pelas espécies reativas de oxigénio. Portanto, é considerado um marcador de peroxidacéo
lipidica.

De acordo com a figura 14, observou-se que 5- FU aumentou (p<0,05) os niveis
de MDA na mucosa jugal quando comparado ao grupo controle. PL e a subfracéo Pl e PII
IAA foram capazes de diminuir de maneira significativa os niveis de MDA (p<0,05) em

comparagdo com o grupo 5-FU.
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Figura 15— Subfracdo PIl IAA da Calotropis procera reduz os niveis de MDA na mucosa oral

de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal foram coletados para avaliar os niveis de malondialdeido (MDA), um marcador de
peroxidacdo lipidica. 5-FU eleva os niveis de MDA na mucosa jugal comparado ao grupo controle. PL e PII IAA
diminuem os niveis dessa enzima na mucosa jugal comparado ao grupo 5-FU. Os valores foram apresentados
como médiat+ EPM dos niveis de GSH expressos em pg/mg de tecido. Para analise estatistica foi utilizado o teste
one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU, &
p<0,05 vs PIl IAA.
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5.9 Efeitos da Subfracdo PI1l IAA da Calotropis procera sobre a dosagem de citocinas IL-

1p e TNF-0 na mucosa oral de Hamsters submetidos 2 mucosite oral induzida por 5-FU.

A IL-1B e o TNF-a sdo citocinas pro-inflamatorias que se encontram aumentadas
em processos inflamatorios.

Conforme apresentado na figura 16, 5-FU elevou (p<0,05) os niveis de IL-1p e de
TNF-0 na mucosa jugal quando comparado ao grupo controle. O tratamento com PL (5mg/kg)
e a subfracdo PIl IAA diminuiu significativamente a concentracdo dessas citocinas pro-

inflamatorias quando comparado ao grupo 5-FU.
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Figura 16 — Subfracdo PIlI IAA da Calotropis procera reduz os niveis de IL-1B ¢ TNF-a na

mucosa oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal foram coletados para avaliar os niveis de IL-1B e TNF-a, citocinas pro-
inflamatérias. 5-FU aumenta os niveis de IL-1f e TNF-o na mucosa jugal comparado ao grupo controle. PL e PII
IAA diminuem os niveis dessas citocinas pro-inflamatdrias na mucosa jugal comparado ao grupo 5-FU. Os
valores foram apresentados como média+ EPM dos niveis de IL-1B e o TNF-a expressos em pug/mg de tecido.
Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo
controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.10 Efeito da subfracédo PI1 IAA da Calotropis procera sobre a imunomarcacgéo de IL-1p

na mucosa oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

Em condi¢6es normais, conforme observado na figura 17A, ha células do epitélio
e algumas células da lamina propria expressando IL-1B. Enquanto que 5-FU aumenta a
imunomarcacao de IL-1B quando comparado ao grupo controle, os grupos tratados com PL e
PII 1AA, reduzem consideravelmente a imunomarcacdo de IL-1p tanto no epitélio oral quando
na lamina propria comparado ao grupo 5-FU.

A andlise quantitativa da imunomarcagdo de IL-1p demonstrou, de acordo com os
dados apresentados na figura 17, que 5-FU aumenta (p<0,05) o numero de células
imunomarcadas para IL-1B quando comparado ao grupo controle e ao grupo submetido
apenas ao trauma mecanico. Enquanto que PL e PIl IAA reduzem (p<0,05) o nimero de
células positivas para IL-1p na mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite oral
experimental comparado ao grupo 5-FU.

Os animais submetidos apenas ao trauma mecanico apresentaram contagem de

células positiva para IL-1p semelhante ao grupo controle.
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Figura 17 — Subfracdo PII 1AA da Calotropis procera reduz a imunomarcagdo de IL-1p na

mucosa oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal foram removidos e processados para a realizagdo de imunohistoquimica para IL-1p,
gue é uma citocina pro-inflamatéria. Nota-se aumento da imunomarcacdo para IL-1p (seta vermelha) nos
segmentos da mucosa jugal de animais submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU (painel C) quando
comparado ao grupo controle (painel A). Enquanto que PL (painel D) e PIl IAA (painel E) diminuem essa
imunomarcacdo de IL-1p na mucosa oral de hamsters submetidos & mucosite oral experimental quando
comparado ao grupo 5-FU. Apenas o trauma mecanico (painel B) ndo alterou a imunomarcagédo dessa citocina
comparado ao grupo controle. O painel F representa o controle negativo. Todos os painéis foram obtidos na
escala de 50 pm.
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Figura 18 — Subfracdo PIl IAA da Calotropis procera diminui o numero de células marcadas

para IL-1B na mucosa oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal foram removidos e processados para a realizagdo de imunohistoquimica para IL-1p.
Foram fotografados de 8 a 10 campos/corte histologico (escala de 50 um). A contagem das células foi realizada
por meio software ImageJ. Observa-se que 5-FU aumenta o ndmero de células marcadas para IL-1 na mucosa
jugal quando comparado ao grupo controle. O tratamento desses animais com PL ou PIl IAA diminuiu essa
imunomarcacdo. Os valores foram apresentados como média+ EPM do nimero de células positivas para IL-
1B/campo. Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde #
p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.11 Efeito da subfracdo PIl 1AA da Calotropis procera na imunomarcacao de ICAM-1

na mucosa oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

O ICAM-1 é uma molécula de adesdo que pode ser expressa por células
endoteliais e células inflamatorias.

Em condic¢des normais, conforme observado na figura 19A, ha células endoteliais
expressando ICAM-1. Foi possivel notar que 5-FU aumenta a imunomarcacdo de ICAM-1 em
células endoteliais e células inflamatorias do conjuntivo quando comparado ao grupo
controle. Enquanto que PL e PII IAA diminuem a imunomarcacdo de ICAM-1 comparado ao
grupo 5-FU.

Conforme apresentado na figura 19, 5-FU aumentou (p<0,05) o namero de células
imunomarcadas para ICAM-1 quando comparado ao grupo controle e ao grupo submetido
apenas ao trauma mecanico. Nota-se também que PL e PIl IAA diminuem (p<0,05) o nimero
de células positivas para ICAM-1 na mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite oral
experimental comparado ao grupo 5-FU.

Os animais submetidos apenas ao trauma mecanico apresentaram contagem de

celulas positivas para ICAM-1 semelhante ao grupo controle.
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Figura 19 — Subfracdo PIl IAA da Calotropis procera reduz a imunomarcagdo de ICAM-1 na

mucosa oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

a8

Segmentos da mucosa jugal foram removidos e processados para a realizagdo de imunohistoquimica para ICAM-
1, que é uma molécula de adesdo. Nota-se aumento da imunomarcacdo para ICAM-1(seta vermelha) nas células
endoteliais e no infiltrado inflamatdério da mucosa jugal de animais submetidos a mucosite oral induzida por 5-
FU (painel C) quando comparado ao grupo controle (painel A). Enquanto que PL (painel D) e P1l IAA (painel E)
diminuem essa imunomarcagdo de ICAM-1 na mucosa oral de hamsters submetidos & mucosite oral
experimental quando comparado ao grupo 5-FU. Apenas o trauma mecanico (painel B) ndo alterou a
imunomarcacdo dessa molécula de adesdo comparado ao grupo controle. O painel F representa o controle
negativo. Todos os painéis foram obtidos na escala de 20 pm.
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Figura 20 — Subfracdo PII IAA da Calotropis procera diminui o numero de células marcadas

para ICAM-1 na mucosa oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal foram removidos e processados para a realizagdo de imunohistoquimica para ICAM-
1. Foram fotografados de 10 a 12 campos/corte histologico (escala de 20 um). A contagem das células foi
realizada por meio software ImageJ. Observa-se que 5-FU aumenta o nimero de células marcadas para ICAM-
1na mucosa jugal quando comparado ao grupo controle. O tratamento desses animais com PL ou PIl IAA
diminuiu essa imunomarcacdo. Os valores foram apresentados como média+ EPM do nimero de células
positivas para ICAM-1/campo. Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de
Bonferroni, onde # p<0,05 vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.12 Efeito da subfracdo PIl 1AA da Calotropis procera na imunomarcacgdo de Iba-1 na

mucosa oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

O Iba-1 é um marcador de macrdfagos ativados. Em condi¢des normais, conforme
observado na figura 21, ha macrofagos ativados na lamina prépria. No grupo 5-FU, nota-se
um aumento da imunomarcacéo de Iba-1 na mucosa jugal comparado ao grupo controle. Ja
nos grupos PL e PIl IAA houve diminui¢do na imunomarcacédo de Iba-1 comparado ao grupo
5-FU.

Conforme apresentado na figura 22, 5-FU aumentou (p<0,05) o nimero de células
imunomarcadas para Iba-1 quando comparado ao grupo controle e ao grupo submetido apenas
ao trauma mecanico. Enquanto que PL e PIlI IAA diminuem (p<0,05) o nimero de células
positivas para Iba-1 na mucosa jugal de hamsters submetidos & mucosite oral experimental
comparado ao grupo 5-FU.

Os animais submetidos apenas ao trauma mecanico apresentaram contagem de
células positiva para Iba-1 semelhante ao grupo controle.

Esses dados sugerem que PL e PIl IAA reduzem a ativacdo de macrofagos na
mucosa jugal de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU.
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Figura 21 — Subfracdo PIl IAA da Calotropis procera reduz a imunomarcacao de Iba-1 na

Segmentos da mucosa jugal foram removidos e processados para a realizagdo de imunohistoquimica para Iba-1,
gue é um marcador de macrofagos ativados. Nota-se aumento da imunomarcacédo para Iba-1(seta vermelha) nos
segmentos da mucosa jugal de animais submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU (painel C) quando
comparado ao grupo controle (painel A). Enquanto que PL (painel D) e PIl IAA (painel E) diminuem essa
imunomarcacdo de Iba-1 na mucosa oral de hamsters submetidos a mucosite oral experimental quando
comparado ao grupo 5-FU. Apenas o trauma mecanico (painel B) ndo alterou a imunomarcagao desse marcador
de macrdfagos comparado ao grupo controle. O painel F representa o controle negativo. Todos os painéis foram
obtidos na escala de 50 um.
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Figura 22 — Subfracdo PIl IAA da Calotropis procera reduz o numero de células marcadas

para Iba-1 na mucosa oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Segmentos da mucosa jugal foram removidos e processados para a realizacdo de imunohistoquimica para Iba-1.
Foram fotografados de 8 a 10 campos/corte histoldgico (escala de 50 um). A contagem das células foi realizada
por meio software Imagel. Observa-se que 5-FU aumenta o nimero de células marcadas para Iba-1 na mucosa
jugal quando comparado ao grupo controle. O tratamento desses animais com PL ou PIl IAA diminuiu essa
imunomarcacdo. Os valores foram apresentados como média+ EPM do nimero de células positivas para Iba-
1/campo. Para andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni, onde # p<0,05
Vs grupo controle e * p<0,05 vs grupo 5-FU.
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5.13 Efeito da subfracdo PIl 1AA da Calotropis procera nas fibras colagenas da mucosa

oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

O método de coloracdo de Picro Sirius red é amplamente utilizado para corar
fibras colagenas, por permitir a diferenciacdo de fibras colagenas do tipo | e 11l quando o
tecido corado é exposto a luz polarizada.

No décimo dia do protocolo experimental, observou-se que em condigdes
fisiologicas, a mucosa oral (grupo controle) apresentou grande quantidade de fibras colagenas
(Figura 23 A) do tipo | e 111, sendo a do tipo | encontrada de forma predominante (figura 23
B). Comparado ao grupo controle, o 5-FU diminuiu as fibras colagenas (figura 23 E) do tipo |
(figura 23 F) na mucosa oral de hamsters submetidos a mucosite oral. Ao passo que ao tratar
os hamsters com a fragdo PL da Calotropis procera ou a sua subfragéo PIl IAA, observou-se
que ambas aumentaram as fibras colagenas (figura 23 G e 1) do tipo | (figura 23 H e J) na

mucosa oral de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Figura 23 — Subfracdo PII IAA da Calotropis procera aumenta as fibras colagenas na mucosa

oral de Hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU.

Microscopia de luz Luz polarizada

Segmentos da mucosa jugal foram removidos e processados para a realizacdo de Picro Sirius red, utilizada para
corar fibras colagenas, por permitir a diferenciacéo de fibras colagenas do tipo | e 11l quando o tecido corado é
exposto a luz polarizada. Nota-se diminuigdo de fibras coldgenas nos segmentos da mucosa jugal de animais
submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU (painel E e F) quando comparado ao grupo controle (painel A e
B). Enquanto que PL (painel G e H) e PIl IAA (painel | e J) aumentam as fibras coldgenas na mucosa oral de
hamsters submetidos @ mucosite oral experimental quando comparado ao grupo 5-FU. Apenas o trauma
mecanico (painel C e D) ndo alterou a essa marcacdo comparado ao grupo controle. Todos os painéis foram
obtidos na escala de 50 pm.
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6 DISCUSSAO

Os achados deste estudo evidenciaram que a subfracdo PIl IAA da PL da
Calotropis procera preveniu a perda ponderal e a morte de hamsters submetidos a mucosite
oral experimental por 5-FU. Além disso, atenuou as alteragdes macroscopicas e
microscopicas, o recrutamento de neutrofilos, o estresse oxidativo e a inflamagdo, bem como
diminuiu a degradacéo de fibras coldgenas na mucosa jugal desses hamsters.

No presente estudo, utilizou-se um modelo de mucosite oral experimental por 5-
FU que é amplamente utilizado (SONIS, 1990; SONIS, 2000; LIMA, 2005; LEITAO et al.,
2007; PAVESI et al., 2011; SKEFF et al., 2014; YOSHINO et al., 2013). Esse modelo
consiste na aplicacdo de duas doses de 5-FU (60 e 40 mg/kg), aplicadas no 1° e 2° dia do
protocolo experimental seguido pela realizacdo do trauma mecéanico no 4° dia. Este ultimo
potencializa o estabelecimento da leséo oral, além de mimetizar as alteracfes da mastigacéao e
da fonacgdo presentes em humanos.

A lesdo na mucosa oral induzida por 5-FU se inicia a partir do 5° dia, com pico no
10° dia, quando eritema, hiperemia, areas hemorrégicas, Ulceras extensas e abscessos Sao
observados. Estas alteracOes regridem entre os dias 12 e 16 do modelo experimental
(LEITAO et al., 2007; LEITAO et al., 2008; LIMA et al., 2005). No presente estudo, a
maioria dos parametros foram avaliados no 10° dia devido ao pico da lesdo ser nesse dia.

Este modelo simula tanto os aspectos clinicos (aumento da perda ponderal e
reducdo da sobrevida), bem como as alteracBes histopatoldgicas (formacdo de Ulceras, de
intenso infiltrado de células inflamatérias e de abscessos) e bioquimicas (elevacdo de
mediadores inflamatérios), conforme descrito no presente estudo. De forma semelhante,
estudos anteriores também demonstraram reprodutibilidade deste modelo experimental
(FREITAS et al., 2012; LEITAO et al., 2007; PAVESI et al., 2011; SKEFF et al., 2014;
YOSHINO et al., 2013).

Anteriormente, Freitas et al. (2012) demonstraram que PL da Calotropis procera
apresentava potente efeito anti-inflamatorio, prevenindo a formacéo de Ulceras e recrutamento
de células inflamatorias na mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite oral
experimental por 5-FU.

Desta forma, investigou-se no presente estudo das subfracbes da PL era a
responsavel por esses efeitos benéficos evidenciados anteriormente. Para isso, foram isoladas
trés subfracdes proteicas a partir da PL, sendo elas PI, PIl e PlIl. Identificou-se que apenas P1I

reduziu a formacao de Ulceras, hemorragias e necrose na mucosa oral, porém observou-se ao
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administrar essas diferentes subfracdes, uma importante reducdo na sobrevida de hamsters
submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU. Diante disso, levantou-se a hipotese de que
haveria componentes proteicos toxicos que poderiam estar ocasionando a morte desses
animais. Para isto, realizou-se um zimograma para avaliar a atividade proteolitica presente
nessas subfracdes. Ao analisar 0 zimograma, evidenciou-se intensa atividade proteolitica nas
subfracdes Pl e PIII.

A PL da Calotropis procera é constituida por proteinas que incluem as quitinases
(presentes principalmente em PI), e enzimas proteoliticas (FREITAS et al., 2007; 2016;
SAYED et al., 2016). As subfracfes avaliadas neste estudo apresentam perfil de proteinas
distintas. Em PI, ha a presenca de 16 aminoacidos e predominam em sua constituicao
glutamina, serina, glicina, arginina, alanina, fenilalanina e leucina. Em relacdo a PII, 11
aminoécidos estdo presentes nesta constitui com predominancia de glicina, prolina e
isoleucina. Além disso, também foi detectada presenca de glutamina, serina, histidina,
treonina, valina, metionina e leucina. Enquanto P11, também apresenta 11 aminoaciados com
predominancia de prolina, valina e leucina. Arginina, acido aspartico e lisina estdo presentes
apenas em Pl (RAMOS et al.,, 2006). Essas diferengas na constituicdo de aminoacidos
presentes nessas subfracbes podem explicar o melhor efeito de PII quando comparado as
demais subfracdes.

As enzimas proteoliticas presentes na PL da C. procera sdo contituidas
principalmente por proteinases cisteinicas. Essas proteinas sdo sintetizadas como mecanismo
de defesa da planta a agentes nocivos e elas ttm mostrado importante efeito contra larvas e
bactérias (FREITAS et al., 2007). As proteases participam da sinalizacdo celular, incluindo as
vias de sinalizacdo que direcionam a morte celular, clivando substratos proteicos. Essa
clivagem desses subtratos pelas proteases alteram a sua funcao ou afinidade pelo seu ligante
(SALVESEN et al.,, 2016). Um dos mais potentes inibidores de proteases cisteinicas
presentes na PL da Calotropis procera é a iodoacetamida (FREITAS et al., 2007).

Dessa forma, a atividade proteolitica da subfracdo PII, foi inibida com
lodoacetamida (IAA: um inibidor especifico de proteases cisteinicas), gerando a subfracéo PlI
IAA. Neste estudo optou-se por inibir a atividade proteolitica apenas do PII devido a
administracdo dessa subfracdo apresentar menos mortalidade e contribuir para atenuar as
alteracdes da mucosa oral de hamsters submetidos ao modelo experimental de mucosite oral
induzida por 5-FU.

Diferente do presente estudo, Pl demonstrou potente efeito na reducéo de edema e
do estresse oxidativo na pata de ratos submetidos ao modelo de edema de pata induzida por
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carregenina (CHAUDHARY et al., 2016). Em modelo experimental de peritonite induzida
por carragenina e edema de pata em ratos, Pl foi a mais efetiva em inibir a migracdo de
neutrofilos (RAMOS et al., 2009). Neste mesmo estudo, evidenciou-se que PI,
dependendo da parte da planta utilizada para obter a subfracdo, elevou os niveis séricos
de 6xido nitrico ou néo foi capaz de reduzi-lo na pata ou peritdnio de animais submetidos
a esses modelos de inflamacdo induzido por carragenina. Essa capacidade de Pl em
elevar os niveis de Oxido nitrico deve-se ao fato desta apresentar arginina em sua
constituicdo (RAMOS et al.,, 2006). Sabe-se que o Oxido nitrico tem importante
participacdo na patogénese da mucosite oral induzida por 5-FU (LEITAO et al., 2007),
provavelmente devido a isso Pl ndo foi capaz de atenuar as alteracfes induzidas por 5-FU
na mucosa jugal.

No que concerne a perda ponderal, o presente estudo constatou que 0s animais
tratados com 5-FU demonstraram uma perda significativa de peso que foi reduzida no grupo
tratado com a subfracdo PIl e PIl IAA. Diferentemente do que foi encontrado no presente
estudo, em modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano, PL (incluindo PI, a
subfracdo avaliada) no presente estudo da C. procera ndo foi capaz de prevenir a perda de
peso corporal induzida por esse quimioterapico (ALENCAR et al., 2016). Neto et al. (2013)
ndo observaram alteracdes significativas na ingestdo de alimentos, dgua e peso corporal em
animais submetidos ao modelo experimental de diabetes tratados com PL daC. procera.

A perda de peso é um importante efeito colateral presente em pacientes que estdo
em uso de quimioterapicos (DUNCAN; GRANT, 2003). Essa perda de peso associada ao
qguimioterapico tem mostrado forte relacdo com a reducdo da ingestdo de alimentos
relacionada a lesdo na mucosa oral, a diminuicdo da absorcdo dos nutrientes pelo epitélio
intestinal devido a inflamacdo e rompimento dessa barreira epitelial, surgimento de alteraces
no trénsito intestinal e diarreia (CARNEIRO-FILHO et al., 2004; GIBSON; STRINGER,
2009). Vale ressaltar que a perda de peso corporal tem demonstrado forte correlacdo com a
sobrevivéncia de pacientes em uso de quimioterapicos (MARDAS et al., 2016; MARDAS;
STELMACH-MARDAS; MADRY, 2016).

No presente estudo, a subfracdo PIl IAA de modo surpreendente aumentou a
sobrevida (92%) de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU, produzindo
melhor resultado do que PL. Diferentemente, Pl em modelo de sepse aumentou a sobrevida
em 100% de animais submetidos a sepse (OLIVEIRA et al., 2012). O mesmo foi evidenciado
em modelo de infeccdo por L. monocytogens em ratos (NASCIMENTO et al., 2016). No
presente estudo o aumento da sobrevida promovida por PIl IAA foi ampliada, ndo apenas
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porque reduziu a perda de peso, mas pela inibicdo das proteases e das alteracbes na mucosa
jugal induzida pelo 5-FU.

Em seguida, investigou-se como o PII 1AA atenuava as altera¢cdes da mucosa oral
de hamsters induzida por 5-FU.

Primeiramente, sabendo que o recrutamento de neutréfilos tem uma importante
funcdo na lesdo da mucosa oral induzida por 5-FU, investigou-se se PIl IAA seria capaz de
diminuir o recrutamento dessas células por meio da avaliagdo da concentracdo de MPO.
Dessa forma, demonstrou-se que PIl IAA reduziu os niveis de MPO na mucosa oral de
hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU. Nesse contexto, PL também mostrou
efeito semelhante, porém apresentou niveis de MPO superiores aos evidenciados no grupo
controle. Assim como observado no presente estudo, PL da C. procera ja demonstrou
diminuir a atividade de MPO em modelo de peritonite induzida por carragenina, mucosite oral
e intestinal induzida respectivamente por 5-FU e irinotecano (ALENCAR et al., 2016;
FREITAS et al., 2012).

A MPO € uma enzima encontrada em granulos azuréfilos de neutrofilos
(BRADLEY et al., 1982) e a redugdo da sua atividade em animais tratados com subfragdes
indica diminuic&o da infiltracdo desta célula nos tecidos. A mieloperoxidase € uma ferramenta
importante para identificar a presenca de infiltrados de neutrofilos e para revelar um processo
inflamatdrio como resultado da inflamacdo da mucosa jugal. Sabe-se que o nivel de MPO
reflete a quantidade de neutréfilos, e uma diminuicdo na sua atividade reflete em diminuicéo
da inflamagé&o do tecido lesionado (KRAWISZ et al., 1984; MARCELINO et al., 2015).

Os neutrofilos liberam varios mediadores pro-inflamatorios, como IL-1B, geram
radicais livres, alteram a homeostase de antioxidantes e produzem efeitos danosos
(ROBERTS et al., 2009). Esses radicais livres reagem com fosfolipidios da membrana e
geram aldeidos toxicos como o 3- hidroxinonenal e MDA, marcadores de peroxidagdo
lipidica, que resulta em alteracdo da funcdo da membrana e dano tecidual (HALLIWELL et
al., 1993).

E bem documentado de que 5-FU eleva a formacdo de MDA na mucosa oral de
hamsters (LEITAO et al., 2008; LEITAO et al., 2011; MEDEIROS et al., 2011). Da mesma
forma foi mostrado no presente estudo e, além disso, pela primeira vez relatou-se o efeito de
subfracbes da PL da Calotropis procera na reducdo desse marcador de peroxidacao lipidica.
Além disso, PIl IAA demonstrou ser a principal subfragdo que medeia esse efeito na mucosa

oral de hamsters submetidos & mucosite oral induzida por 5-FU.
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A mucosite oral é caracterizada por lesdo tecidual, que estd associada com a
liberacdo de varios mediadores inflamatdrios e a formacao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (SONIS et al., 2004; ARIFA et al., 2014). Elas desempenham papéis importantes em
varias doencas, incluindo céancer, hipertensdo e diabetes (HALLIWELL, 2007). As ERO s&o
compostas por um radical anion superéxido (O2°) e um radical hidroxila (OH") e induzem
estresse oxidativo por meio de varios mecanismos, incluindo peroxidacao lipidica, apoptose e
danos ao DNA (CHAPPLE, 1996). Um dos mecanismos envolvidos no surgimento da
estomatite oral por radiacdo ou quimioterapia € a geracdo de ERO, que, por sua vez, ativam
varias vias de sinalizacdo (SIOMEK et al., 2006; SONIS et al., 2002).

A geracdo excessiva de EROs no estagio inicial da mucosite oral induzida por 5-
FU ocasiona o consumo de grandes quantidades de antioxidantes da mucosa jugal
(YOSHINO et al., 2013). Esses achados de acordo com os apresentados no presente estudo,
onde se mostrou que 5-FU reduziu os niveis de GSH na mucosa jugal. Estudos anteriores
também mostraram achados semelhantes (LEITAO et al., 2007; PAVESI et al., 2011;
YOSHINO et al., 2013). A ingestdo exdgena de antioxidantes tem mostrado contribuir para a
eliminacdo de EROs pelo organismo (YOSHINO et al., 2016).

Recentemente, Chaudhary et al. (2015) mostraram que a injecdo intravenosa com
PL (a subfracdo PI) é antiedemogénica e normalizou os niveis de marcadores de estresse
oxidativo com preservacdo da arquitetura de tecidos em compara¢do com o diclofenaco.
Diferentemente do encontrado neste estudo PIl IAA reduziu o estresse oxidativo induzido por
5-FU na mucosa jugal de hamters por aumentar os niveis de GSH e reduzir os de MDA. Essa
subfracdo mostrou efeitos no controle do estresse oxidativo superior aos efeitos de PL da
Calotropis procera.

De acordo com estudos anteriores 0s autores demonstraram a acdo antioxidante do
latéx da Calotropis procera no modelo de toxicidade induzida pelo 4-Nonilfenol diminuindo
0 estresse oxidativo, bem como aumentando os niveis das enzimas, superoxido dismutase,
glutationa s-transferase e G6PDH significativamente, confirmando que o latex bruto de
Calotropis procera possuia atividades antioxidantes (SAYED et al., 2016).

A Glutationa reduzida (GSH) é considerada um antioxidante multifuncional, que
estad presente no citoplasma da maioria das células e no plasma. Além de apresentar papel
central na biotransformacdo e eliminacdo de xenobidticos e na defesa das células contra o
estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2010). Além disso, GSH é considerado um antioxidante
ndo-enzimatico que desempenha importante funcdo na defesa celular contra EROs, radicais
livres e metabolitos eletrofilicos (CASTELL et al., 1997; KEDDERIS, 1996). Assim, a
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deplecdo acentuada de GSH deixa as células mais vulneraveis a danos oxidativos por radicais
e aumenta a oxidacao de grupos SH de proteinas que podem levar a alteracbes na homeostase
celular do calcio. Um aumento sustentado dos niveis de célcio citosolico resulta na ativacédo
de enzimas (fosfolipases, proteases ndo-lisomicas, endonucleases) e danos no citoesqueleto, o
que acaba causando a morte celular (CASTELL et al., 1997; VIDYASHANKAR et al.,
2014).

O potencial de subfracdes da Calotropis procera para manter GSH a niveis
razoavelmente elevados € importante contra a toxicidade induzida por quimioterpicos.
Portanto, a capacidade da subfracdes da Calotropis procera em prevenir a deplecdo de GSH
induzida pelo 5-FU é significativa na restauracdo da viabilidade celular e resolucdo do
processo inflamatdrio. Ademais, glutationa apresenta efeito inibitério da sintese de varias
citocinas, como IL-1p (BUCKLEY et al., 1991; KARMALLI, 1984).

Nesse contexto, Pl 1AA, de acordo com os dados apresentados neste estudo
mostrou ter efeito antioxidante por elevar os niveis de GSH na mucosa jugal de hamsters
submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU. PL da C. procera ja demonstrou efeito
antioxidante na diabetes induzida por aloxano e no estdbmago de ratos submetidos a diferentes
modelos de Ulcera gastrica (BHARTI; WAHANE; KUMAR, 2010; ROY et al., 2005).

Além desse efeito antioxidante, PIl IAA mostrou diminuir consideravelmente a
expressao proteica de Molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) tanto em células
endoteliais quanto em células inflamatdrias presente no tecido conjuntivo da mucosa jugal de
hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU. De acordo com os achados do
presente estudo, RAMOS et al. (2009) evidenciaram que PL da C. procera inibiu o rolamento
e a adesdo de neutréfilos em modelo de peritonite em ratos.

Para que haja a migracdo de neutrdfilos, € preciso que integrinas (LFA-1 ou Mac-
1), presentes na membrana citoplasmatica dos neutréfilos, se liguem a moléculas de adesdo
como ICAM-1, uma molécula de adesao intercelular presente em células endoteliais. Nesse
contexto, observou-se, conforme ja mencionado, que PIl IAA diminui significativamente o
infiltrado de células inflamatdrias, dentre essas células os neutréfilos e macréfagos.

A expressdo de ICAM-1 pode ser induzida por TNF-a, IL-1p ¢ LPS (BERNOT et
al., 2005; KIM et al., 2008; MYERS et al., 1992; YANG et al., 2010). Esse processo €
mediado por varios fatores de transcri¢do, sendo o NFkB um dos principais. NFkB medeia a
transcricdo de mais de 200 genes, incluindo as moléculas de adesédo, citocinas pro-
inflamatdrias (como IL-1p e TNF-a) ¢ quimiocinas (LIU 2005; SCOTT et al., 2005).
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Concomitante a esse aumento da expressdo de ICAM-1, também observou-se no
presente estudo que 5-FU aumentou a sintese de IL-1p ¢ de TNF-o na mucosa jugal de
hamsters. Estudos anteriores ja& demonstraram que 5-FU eleva a expressao proteica de
citocinas pré-inflamatérias como IL-1p ¢ TNF-a (FREITAS et al., 2012; LEITAO et al.,
2007; SKEFF et al., 2014). Além disso, mostrou-se que Pl IAA preveniu o aumento tanto da
sintese de IL-1B quanto de TNF-a na mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite
induzida por 5-FU. PL da Calotropis procera jd mostrou reduzir essas citocinas pro-
inflamatorias na mucosite intestinal induzida por irinotecano e na mucosite oral induzida por
5-FU (ALENCAR et al., 2016; FREITAS et al., 2012).

A IL-1p ¢é responsavel pela inducéo de outras citocinas e age em sinergismo com
estas e principalmente com TNF-a por meio de feedback positivo (MOURA et al., 2001).
Neste estudo, evidenciou-se que PIl IAA reduziu a expressdo proteica de IL-1p no tecido
epitelial e na [amina propria da mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite oral por 5-
FU. De forma semelhante, PL demonstrou anteriormente diminuir IL-1f no intestino de
animais submetidos a mucosite intestinal induzida por irinotecano (ALENCAR et al., 2016;
FREITAS et al., 2012; MEDEIROS et al., 2011).

O TNF-a é uma proteina de baixo peso molecular, produzida principalmente por
macrofagos ativados. TNF- a regula a sobrevivéncia das células e a morte celular através de
receptores TNFRSF1A e TNFRSF1B. A ativacdo dos receptores TNFRSF1A regula a
proliferacdo de linfocitos (WALLACH et al.,, 2002) e promove a ativacdo das células
endoteliais, migracéo e sobrevivéncia (PAN et al., 2002).

Sabendo-se que uma das principais fontes de TNF-o ¢ o macrofago ativado que
também pode ser recrutado para o local da inflamacdo por meio de ICAM-1, levantou-se 0
questionamento se PIl IAA reduziria o recrutamento e ativacdo de macréfagos ja que,
conforme ja mencionado, essa subfracéo foi capaz de diminuir consideravelmente a expressao
proteica de ambos a ICAM-1 e 0 TNF-o na mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite
oral experimental por 5-FU. Para responder essa questdo, os macréfagos jugais foram
submetidos a imunomarcagdo com Iba-1.

Estudos mostraram que Iba-1 (molécula adaptadora ligante de célcio ionizado 1) é
uma proteina especificamente expressa em macrofagos/microglia e essa proteina tem sido
usada como marcador para danos axonais em astrocitos reativos e microglia, respectivamente.
Reacdes inflamatdrias promovem a elevacdo da expressdo de Iba-1 em relacdo aos niveis
basais em animais (TEO et al., 2016).
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Os macrofagos sdo conhecidos principalmente por serem mediadores
inflamatdrios em varios técidos em resposta a infeccao e lesdo. Demonstrou-se que a ativacéo
prolongada de macrofagos em modelo de lesdo aumentou a morte das células neuronais
através do aumento de citocinas pro-inflamatorias, compostos neurotoxicos e espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (HAGBERG et al., 2015 e KICHEV et al., 2014).

No presente estudo, identificaram-se macrofagos positivos para Iba-1 mesmo no
grupo controle. A presenca desses macrofagos ativados na mucosa jugal do grupo controle
pode estar relacionada com a vasta microbiota oral dos hamsters, conforme descrito
anteriormente (SKEFF et al., 2014).

Sabe-se que dois tipos de macréfagos com fendtipos distintos vém sendo
identificados em condicdes de homeostase e de inflamagdo. Macrofagos ativados por via
classica, denominados macréfagos M1, caracterizados pelo envolvimento de citocinas da
resposta T helper do tipo 1 (Thl), como INF-y, que promovem a liberagdo de diversas
citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a, ¢ contribuem para a exacerba¢do do processo
inflamatério. Em contraste, macrofagos ativados por citocinas oriundas da resposta Th2
desenvolvem caracteristicas de célula anti-inflamatéria e s&o denominados macréfagos M2
(LUO; CHEN, 2012).

Assim, demonstrou-se que 5-FU aumentou expressivamente o0 numero de
macrofagos ativados, enquanto Pl IAA o reduziu de forma mais eficaz do que a PL da C.
procera. Anteriormente, SEDDEK et al. (2009) evidenciaram em seu estudo que PL da C.
procera quando injetada por via intraperitoneal estimulava o recrutamento de macréfagos
para o peritdnio. Nesse mesmo estudo eles mostraram que macrdéfagos expostos a essa fracéo
total, em cultura priméria de células, sintetizavam mais 60xido nitrico. De forma similar,
porém em cultura primaria de macréfagos infectados por Listeria monocytogenes, a subfracéo
Pl presente em PL aumentou a expressao génica de IL-1p, TNF-a e IL-6 nas primeiras 4 horas
apos a infeccdo e as reduziu apos 24h da infeccdo (NASCIMENTO et al., 2016).

Lima et al. (2007) relataram que durante a inflamacao, diversos tipos de células,
como neutréfilos, macrofagos, mastdcitos, linfécitos, plaquetas, células endoteliais e
fibroblastos participam do processo de reparo tecidual. Os fibroblastos s&o as células mais
comuns do tecido conjuntivo e secretam a matriz extracelular, que é rica em fibras colagenas,
fibras elasticas, reticulares e substancia fundamental amorfa (MANDELBAUM et al., 2003).
Quando ha lesdo tecidual, os fibroblastos proximos a lesdo proliferam, migram para a ferida e
produzem matriz rica em colageno, que ajuda a isolar e reparar o tecido lesado (HINZ et al.,
2003; GONCALVES et al., 2010).
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Nesse contexto, outro importante achado deste estudo foi que PIlI IAA reduziu
consideravelmente os efeitos do 5-FU na degradacao de fibras coldgenas presentes na lamina
prépria da mucosa jugal de hamsters. Esse achado foi demonstrado por meio da coloracdo de
Picro Sirius red onde se observou intensa marcacao de fibras colagenas do tipo | na mucosa
de hamsters submetidos a mucosite oral por 5-FU que foram tratados com PIl IAA. Esses
achados sugerem importante efeito de PIl IAA em fibroblastos, uma vez que o colageno do
tipo | na lamina prépria da mucosa jugal € sintetizado exclusivamente por essas células.
Acredita-se que PIl IAA aumente a sintese de colageno por fibroblastos, uma vez que PL néo
produziu efeito semelhante, pois apresentou menos marcacao de colageno do tipo I do que PII
IAA. Vale ressaltar que o aumento de fibras colagenas na mucosa jugal de animais
submetidos a mucosite oral experimental por 5-FU que foram tratados com PII IAA coincidiu

com os achados macroscopicos, no qual a lesdo foi praticamente revertida por esta subfracéo.

De acordo com os achados deste estudo, Figueiredo et al. (2014) observaram
gue membranas de polivinil contendo PL de Calotropis procera (0,2 ou 1%) aceleraram
de forma significativa a cicatrizacao de feridas, efeito este acompanhado por fibroplasia e

deposicdo de colageno.

O reparo de lesdes teciduais € um processo fisiolégico complexo e progressivo
que envolve diversos eventos celulares, teciduais e bioquimicos que se iniciam ap6s o dano
tecidual com a finalidade de promover a integridade morfoldgica e fisioldgica dos tecidos
lesionados (KAPOR et al., 2011).

A mucosite oral ocorre por meio de cinco fases interdependentes: inicialmente ha
um estagio iniciacdo, resposta primaria ao dano, amplificacdo, ulceracdo e cicatrizacdo
(MANDELBAUM et al., 2003; SONIS et al., 2004). Em conjunto, essas etapas contribuem
para o reparo e a remodelacéo tecidual.

A avaliacdo qualitativa do colageno existente na mucosa jugal de hamsters foi
realizada pela coloracdo pelo Picro sirius red para reconhecer, ao microscopio com luz
polarizada, a densidade total do colageno e as fracGes de colageno I (maduro) e Il (imaturo).
As fibras mais espessas e fortemente birrefringentes apresentam-se coradas em tons de laranja
a vermelho (colageno 1) e as fibras mais finas e dispersas, fracamente birrefringentes coradas
de verde (colageno 111) JUNQUEIRA et al., 1978: GUIMARAES et al., 2013). No presente
estudo, evidenciou-se predominantemente colageno do tipo | na mucosa jugal.

A formac&o e deposicdo de colageno é o passo inicial do processo de cicatrizacéo

de lesbes teciduais (SANTOS et al., 2014). O tratamento com a subfracéo PIl IAA preveniu a
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destruicdo de fibras de colageno tipo | quando comparado com o grupo 5-FU, onde se
observou uma diminuicdo dessas fibras. Neste estudo, sugere-se que a sintese deficiente de
colageno tipo I no grupo 5-FU pode estar relacionada ao dano no DNA de fibroblastos
promovida por esse quimioterapico, o que provavelmente leva a diminuigdo de fibroblastos.
Essa reducdo de fibroblastos pode diminuir a sintese de colageno. Em cultura primaria de
fibroblastos de ratos recém-nascidos, Skeff et al. (2014), demonstraram que 5-FU diminuiu a
proliferacdo dessas células.

Segundo Komorowska-Timek et al., (2004) diversos fatores interferem na sintese
de coldgeno como a proliferacdo de fibroblastos, fluxo sanguineo, a epitelizacdo, a
angiogénese e os fenbmenos dependentes da oxigenacdo tecidual.

Estudos comparando diversos métodos de coloracdo para analise do colageno
mostraram que o corante Picro Sirius-red é de simples execucdo, facil interpretacdo e
especifico para o estudo do colageno tecidual, uma vez que torna suas fibras birrefringentes a
luz polarizada, possibilitando, assim, a sua identificacdo. As fibras de maior espessura
(colageno do tipo 1) aparecem fortemente birrefringentes e fibras de menor espessura
(colageno do tipo I11) fracamente birrefringentes. Esta diferenciacdo de cores permite analise
qualitativa das fibras colagenas, obtendo-se a densitometria de fibras maduras (colageno tipo
I) e imaturas (colageno tipo Ill) que, em ultima andlise, refletem a proporcdo de
entrelacamento das fibras (JUNQUEIRA et al., 1982; TRUBIAN et al., 2007).

Freitas et al. (2011) isolaram e caracterizaram uma proteina denominada osmotina
(CpOsm) a partir da PL da C. procera. Essa osmotina de latex de C. procera demonstrou uma
potente atividade antifungica. Assim como a adiponectina, a osmotina tem mostrado inibir
NF«kB (SAMY et al., 2012). Além disso, essa osmotina estd presente nas fraces Pll e PII
IAA, o que provavelmente seja a responsavel pelos seus principais efeitos bioldgicos. Para
que essa hipotese seja comprovada é necessario o desenvolvimento de mais estudos.

Com base nos resultados apresentados neste estudo, PIl IAA é a subfracdo
responsavel pelos efeitos benéficos observados anteriormente da LP na mucosite oral induzida
por 5-FU. Além disso, os dados deste estudo evidenciaram que PIl IAA atenua a mucosite
oral induzida por 5-FU por reduzir o estresse oxidativo, a expressdo de moléculas de adesao
(ICAM-1), o recrutamento de neutrofilos e a ativacdo de macrdfagos com consequente
diminuigdo de IL-18 e TNF-a. Além disso, Pl IAA de preveniu a degradagdo das fibras
colagenas e aumentou a sobrevida e 0 ganho de massa corporal em animais submetidos a

mucosite oral experimental.
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A subfracdo PIlI IAA da Calotropis procera além representar uma terapéutica de
baixo custo, demonstra ser promissora para o tratamento da mucosite oral induzida por 5-FU,
pois apenas duas administragdes foram suficientes para prevenir a lesdo na mucosa oral

induzida por esse quimioterapico.



7 CONCLUSOES

Observou-se que Pl IAA no modelo de mucosites oral induzida por 5-FU em hamsters
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» Aumenta a sobrevida e previne a perda ponderal dos hamsters submetidos a mucosite

oral induzida por 5-FU;

» Previne as alteracbes macroscopicas e histologicas induzidas por 5-FU na mucosa oral

de hamsters;

» Inibe a inflamacdo (por reduzir os niveis de MPO e a sintese de IL-13 e TNF-a) e 0

estresse oxidativo (por aumentar os niveis de GSH e reduzir os de MDA) na mucosa

jugal de hamsters submetidos a mucosite oral induzida por 5-FU;

» Diminui a expressao de ICAM-1 na mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite

oral induzida por 5-FU;

» Diminui a ativacdo de macrofagos na mucosa jugal de hamsters submetidos a mucosite

oral induzida por 5-FU;

» Previne a degradacéo das fibras colagenas da mucosa jugal de hamsters submetidos a

mucosite oral induzida por 5-FU.

Com bases nesses resultados, conclui-se que a subfracdo PIl IAA no esquema

posologico avaliado reduz os parametros inflamatorios, reduz a expressao de citocinas

e preserva a arquitetura tecidual, prevenindo a mucosite oral induzida por 5-FU.
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Modelo hipotético

Efeitos do 5-FU nos parametros avaliados

Recrutamento de
- neutréfilos e
macrofagos
Estresse OX|dat|v0 4/

T Deg radagao das
fibras colagenas

Les&o na mucosa oral —> ,/;massa corporea e sobrevida

Efeitos da subfracdo PIl IAA nos parametros avaliados

##%q

Estresse oxidativo ‘/
GSH
Degradagéo das

fibras colagenas

Recrulamento de
neutréfilos e
macréfagos

Lesdo na mucosaoral —> nassa corporea e sobrevida
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Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagiao n°
28/2018, sobre o projeto intitulado: “INVESTIGACAO DA ATIVIDADE DAS PROTEINAS
DO LATEX DA CALOTROPIS PROCERA E SUAS SUB-FRACOES NO TRATAMENTO
DA MUCOSITE ORAL INDUZIDA POR 5-FLUOROURACIL EM HAMSTERS”, de
responsabilidade da Profa. Dra. Mariana Lima Vale e estd de acordo com 0s Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA).
Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissao de Etica
em Pesquisa Animal — CEPA — em reunido realizada em 24 de julho de 2013.

Fortaleza, 24 de julho de 2013

Profa. Dra. Nyla
Coordenadora da Comissa
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e Etica em Pesquisa Animal — CEPA

Profa. Dra. Nylane M. Nunes de Alencar
Coordenadora da CEPAIDFFIFAMEDIUFC
MAT. SIAPE 2166369
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Farmacos

Farmacos Fabricante Cadigo do produto
5-FU Eurofarma 214508-00
Cloridrato de cetamina 10% (Cetamin®) Syntec -

Xilazina 2% (Calmin®)

Agener Unido

Reagentes e materiais

Reagentes/materiais Fabricante Cddigo do produto

Albumina sérica bovina Sigma-Aldrich A2153-100
DAB Dako K3468
Dako Pen Dako 52002
Diluente do anticorpo Spring Bioscience ADS-125
DTNB Sigma-Aldrich D8130-5
Inibidor de protease Sigma-Aldrich P8340
Kit de citocinas para TNF-a R&D Systems DY510
Kit de citocinas para IL-1p R&D Systems DY501
O-dianosidina Sigma- Aldrich D9143
Peroxido de hidrogénio Abcam Ab64218
PicroSirius Red EasyPath -
Reagente A e B (dosagem de citocinas) R&D Systems DY999
Reagente diluente (dosagem de citocinas) R&D Systems DY995
Solucgdo de parada (dosagem de citocinas) R&D Systems DY994
Tampéo de lavagem 25x concentrado (dosagem de R&D Systems 895126
citocinas)
Anticorpos

Anticorpo Fabricante Caodigo do produto
Anti-lba-1 Abcam ab107159
Anti-ICAM-1 Abcam ab124760
Anti-IL-1B Santa Cruz Biotechnology | sc 7884




Solucgdes
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Solugdes

Preparo

Formol tamponado a 10%

6,5g de fosfato de sddio dibasico

4g de fosfato de s6dio monobasico

800 mL de dgua destilada

Ap0s dissolver as substancias, adicionar 100 mL de
formaldeido 37%.

Completar para 1000 mL.

PBS (concentrado 10x)

80g de Cloreto de sodio

2g de KCI

11,49 de fosfato de s6dio monobasico
4,5 g de fosfato de sddio dibasico
900 mL de agua destilada

Ajustar o pH para 7,4.

Completar para 1000 mL.

PBS (concentrado 1x)

100 mL de PBS 10x
900 mL de agua destilada

Tampdo citrato (concentrado 10x)

29,49 de Citrato de sodio
900 mL de agua destilada
Ajustar o pH para 6,0

Completar para 1000 mL.

Tampao citrato (concentrado 1x)

20 mL de tampdo citrato 10x
180 mL de agua destilada

PBS/0,2% triton-X-100

25 mL de PBS 1x
50uL de triton-X-100

PBS/1% triton-X-100

25 mL de PBS 1x
250uL de triton-X-100

Solugéo de DTNB

13,2 mg de DTNB
3,33 mL de metanol
Observacéo: Proteger a solucdo da luz.

Tampéo TRIS

4,844 de tris
10 mL de 0,2 M EDTA
Ajustar o pH para 8,9




