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RESUMO

INTRODUCAO: A mucosite oral (MO) é um efeito colateral frequente em pacientes sob
tratamento oncologico, em especial a quimioterapia (QT). Caracteriza-se por hiperemia,
edema e Ulceras em toda a cavidade oral e faringe. A importancia da MO é devido a dor,
alteracbes do paladar e infecgdes locais. Surge incapacidade de alimentar-se, ingerir
liquidos, risco de infeccOes sistémicas, necessidade de interrupcdo da QT, necessidade de
hospitalizacdo, tornando o tratamento morbido, dispendioso, doloroso e muitas vezes
impossivel ou ineficaz. Ainda ndo ha terapéutica totalmente eficaz, com nivel de
evidéncia que torne a MO manejavel. OBJETIVOS: Avaliar os efeitos do tratamento
topico com duas plantas medicinais, a Myracrodruon urundeuva (aroeira) e a Aloe
barbadensis (babosa) sobre o desfecho da MO experimental induzida por 5-Fluorouracil
(5-FU) em hamsters, através de escores macro e microscopicos e avaliacdo de perda
ponderal. Investigar os possiveis mecanismos envolvidos nesses efeitos, através de
analise da atividade de mieloperoxidase (MPO) e expressdo tissular de TNFo e iNOS.
MATERIAIS E METODOS: Hamsters Goldem siriam receberam injecdes i. p. de 60 e
40 mg/Kg de 5-FU, nos dias 1 e 2, respectivamente. No dia 4 0s animais eram
anestesiados, tinham suas mucosas jugais submetidas a trauma mecénico (TM) com
agulha de ponta romba. Em seguida, eram tratadas com gel inerte (controle), gel de
aroeira a5, 10 ou 20% (AR) ou gel de babosa (ALOE) a 25, 50 e 100% . Tais tratamentos
eram realizados 2xdia até o dia 9. Os animais eram pesados diariamente. No dia 10,
ocorriam os sacrificios para: 1. Anélise macroscopica das mucosas; 2. Retiradas de
amostras para histopatologia, imunohistoquimica para e dosagem de MPO.
RESULTADOS: Na anélise macroscopica, AR determinou inibicao significativa da MO
(AR 5% - Md 2; AR 10% - Md 3; Controle — Md 4), ALOE também inibiu a MO (ALOE
25% - Md 1; ALOE 50% - Md 1,5; ALOE 100% - Md 1; Controle — Md 4). A
histopatologia confirmou-se inibigdo significativa da MO pela AR (p < 0,01) e pela
ALOE a 50 e 100% ( p< 0,01). Houve também inibicdo dos niveis de MPO pelos extratos
das duas drogas e a expressdo de TNFa e iNOS também foi reduzida. Houve uma
tendéncia a menor perda ponderal nos grupos experimentais. CONCLUSOES: Extratos
de ALOE e AR foram capazes de inibir a MO experimental induzida por 5-FU através de
aplicagdes topicas e tal efeito pode ser modulado por suas atividades anti-inflamatorias
sobre a producdo de citocinas envolvidas com o processo e de NO.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Oral mucositis (OM) is a frequent dose-limiting and costly
complication of antineoplastic chemotherapy. It’s caractherized by ulcerative lesions and
causes pain, restrict food and fluids oral intake and causes substancial risk for sepsis. In
severe cases, hospitalization, parenteral nutrition and opiode analgesics are required.
OBJECTIVES: Evaluate the effects of extracts of two herbal medicines, Aloe
barbadensis Miller (Ab) and Myracrodruon urundeuva Allemé&o (Mu) on 5-fluorouracil-
induced OM in hamsters. To evaluate the possible mechanisms by the extracts act, it was
performed analysis of intensity of activity of myeloperoxidase (MPQO) and analysis of
immunohistochemistry for TNFa and iNOS in mucosa specimens. METHODS: Golden
siriam hamsters were submitted to intra-peritoneal 60 and 40 mg/Kg injections of 5-
fluorouracil (5-FU) in day 1 and 2, respectively. On day 4, animals were submitted to
anaesthesia, followed by mecanic trauma with needle to potenciate the effect of 5-FU.
After that, the mucosas were treated with topical gel containing Mu extracts at 5, 10 or
20%, Ab extracts at 25, 50 or 100% (experimental groups) or carbapol gel (control
group). The treatments above were mantained twice daily until day 9. On day 10 the
animals were sacrified. Diferent parameters were evaluated: macroscopic and
microscopic scores of OM, body mass variation and immunohistochemistry for TNFa e
iINOS. RESULTS: Mu significantly inhibited macroscopic oral mucositis at 5 and 10%
concentrations (5% Mu — Md 2; 10% Mu - Md 3; control — Md 4, p < 0,01). Ab also
inhibited OM (25% Ab — Md 1; 50% Ab — Md 1,5; 100% Ab — Md 1; control — Md 4, p <
0,001). These results were confirmed by histological analysis (5% Mu - Md 1,5; 10% Mu
—Md 1; 25% Ab — Md 1; 50% Ab — Md 1,5; 100% Ab — Md 1; control - Md 2, p < 0,01).
MPO activity was significantly decreased by Mu and Ab compared to control animals.
Both Mu and Ab decreased expression of TNFa and iNOS on tissue. It was observed a
decrease on ponderal lost in experimental groups. CONCLUSIONS: Myracrodruon
urundeuva and Aloe barbadensis cause important inhibitory effects in oral mucositis 5-

FU induced probably by their antiinflamatory properties.
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I. INTRODUCAO

1. Cancer e epidemiologia

A proliferacdo celular ¢ cuidadosamente regulada e responde a necessidades
especificas do organismo. Em um individuo jovem a multiplicagdo ¢ maior que a morte
celular e assim, o animal cresce. Na fase adulta os processos de proliferagdo e morte celular
estdo balanceados de maneira a manter equilibrio. Eventualmente os mecanismos de
regulacdo de proliferacdo e morte celular falham, quando isso ocorre a célula passa a
multiplicar-se indefinidamente de forma irregular e irresponsiva a qualquer mecanismo de
controle. A clonagem dessa célula defeituosa leva ao que chamamos de cancer. Dessa
forma, o cancer ¢ uma doenca genética que se caracteriza por mutagdes em células
somaticas e pelo fato de ser necessario o acimulo de varias mutagdes em genes envolvidos
com proliferagdo celular para que a doenca se desenvolva. Os genes envolvidos com
multiplicagdo celular sdo chamados proto-oncogenes e genes supressores de tumores.

A célula cancerosa mantem como caracteristicas principais, além da capacidade de
multiplicar-se na auséncia de fatores de crescimento e de forma resistente aos sinais de
apoptose, a capacidade de invadir tecidos vizinhos ou a distancia, perda de funcao, auséncia
de propriedades de diferenciacdo celular e a capacidade de induzir angiogénese (LODISH
et al, 2000).

O cancer ¢ uma doenga obviamente associada a idade avangada. Considerando-se
que a populacdo mundial vem envelhecendo verifica-se a sua importancia na satde
mundial. Sdo esperados 1.399.790 novos casos de cancer em todo o mundo em 2006, com

expectativa de obito de mais 500 mil pacientes no mesmo ano pela doenca (American



Cancer Society). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) traz estimativa de
472.050 casos novos de cancer em 2006, sendo os mais incidentes (com exce¢ao do cancer
de pele ndo melanoma) os canceres de prostata ¢ de pulmao em homens ¢ de mama e colo
uterino em mulheres.

A principal estratégia contra o cancer atualmente ¢ o amplo conhecimento de suas
relacdes causais, caracteristicas biologicas e clinicas de forma a que se estabelecam
abordagens populacionais eficazes de prevengado e diagndstico precoce, tendo em vista que
o diagnostico tardio ¢ o principal fator prognostico nessa patologia. Neoplasias malignas
avangadas determinam baixa probabilidade de sobrevida quando submetidos ao tratamento
local isoladamente. Por essa razdo, cada vez mais a terapia tem sido multidisciplinar,
através principalmente de cirurgia, radio e/ou quimioterapia.

Tais abordagens terapéuticas embora possam incrementar em alguns casos as taxas
de sobrevida, acarretam impacto em termos de qualidade de vida, encargos econdmicos ¢
sociais, principalmente devidos a seus efeitos colaterais. Entre eles estdo: mielossupressao,
mucosite intestinal ¢ oral, nauseas, vomitos, neurotoxicidade, infec¢oes e dermatites, dentre

outras.



2. Quimioterapia anti-neoplasica

Um dos principais objetivos do tratamento oncoldgico consiste em além de reduzir
o volume tumoral ¢ aumentar sobrevida, melhorar os sintomas relacionados a sua doencga
com o minimo de interferéncia em suas atividades habituais. Apesar disso algumas
toxicidades relacionadas a quimioterapia antineoplasica podem causar efeitos colaterais
piores que a propria doenga, causando impacto negativo em sua qualidade de vida
(BOYER, 2005).

Dependendo da situacdo clinica, a quimioterapia pode ser utilizada para curar a
doenga (tratamento curativo), para impedir a dissemina¢ao da neoplasia antes ou apds a
ressec¢do da lesdo primaria (tratamento neoadjuvante e adjuvante) ou tratamento
paliativo que objetiva diminuir o crescimento tumoral, aliviando sintomas ¢ eventualmente
aumentando a sobrevida (KAUFMAN, 2001).

A quimioterapia antineoplasica consiste no uso de substincias quimicas de forma
isolada ou combinada com o objetivo de erradicar neoplasias malignas nao curaveis com o
tratamento local (VALLE, 1999). Agem através da interferéncia nos processos de
crescimento e divisdo celular. A maioria dessas drogas ndo apresentam seletividade para as
células neoplésicas, podendo agir em qualquer tecido de rapida proliferacao (BLIJHAM,
1993). As drogas antineoplasicas agem basicamente através de alteragdes bioquimicas ou
estruturais induzidas na molécula do DNA em diversas fases do ciclo celular, promovendo
em ultima instancia em morte celular programada ou apoptose (MALIK; WAXMAN,
1992).

Para compreender o mecanismo de acdo dos quimioterapicos € preciso compreender

alguns aspectos relevantes sobre o ciclo celular e cinética tumoral. O ciclo celular ¢ uma



série ordenada de eventos que culminam na duplicagdo organizada da célula. Esse
especializado e distinto processo bioquimico ¢ checado a cada estigio do seu ciclo.
Compde-se de quatro fases: fase S (sintese), fase M (mitose) e dois “gaps’chamados G1 e
G2 (SCHWATZ, 2005). Na fase G1, a célula modifica suas atividades metabolicas usuais
no sentido de preparar-se para duplicacdo do DNA. Assim, pode-se observar um aumento
na célula as custas do citoplasma e no nimero de organelas como as mitocondrias. O final
da fase G1 ¢ considerado “um ponto sem retorno”, ou ponto de restricdo onde a célula esta
preparada para dividir-se. A fase S caracteriza-se pela duplicagdo do DNA. Na fase G2 a
célula permanece em crescimento e alto alto metabolismo e a quantidade de DNA ja esta
duplicada, ou seja, aumenta para 4c, no entanto, a célula ainda ¢ considerada diploide. Na
fase M a célula segrega seus cromossomos em dois, um par para cada célula-filha. Esse
periodo divide-se ainda em quatro fases: profase, metafase, anafase e teloéfase. Essa ultima ¢
seguida pela “citokinesis” (divisdo do citoplasma). Quando o citoplasma esta
completamente dividido, as células-filhas estdo em fase G1 novamente. Células em estado
nao proliferativo progredirdao para quiescéncia (fase G0), o que pode se manter por longos
periodos ou indefinidademente, como no exemplo dos neurdnios (LODISH, 2004 e
WATSON, 2004).

A progressdo da célula em seu ciclo ¢ regulada por moléculas chamadas ciclinas e
quinases ciclina-dependentes (CDKs), sendo as primeiras responsaveis por atividade
regulatéria e as segundas por atividade catalitica. As CDKs sdo inativas na auséncia de uma
ciclina, quando ativadas pela ligagdo com as ciclinas, determinam reagdo de fosforilacao
que ativa ou inativa proteinas-alvo, promotoras de parada ou de progressao do ciclo celular
(SCHWATZ, 2005). Por exemplo, uma vez sob um sinal extra-celular pré-mitotico,

complexos G1 ciclina-CDK tornam-se ativos e preparam a célula para a fase S, através da
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fosforilagdo de proteinas que, em reacdo em cadeia, promovem a expressao de fatores de
transcripcao. Esses irdo aumentar a expressao de ciclinas S e de enzimas envolvidas na
replicagdo do DNA.

E importante ressaltar a existéncia de um sistema de controle de qualidade no
processo do ciclo celular. Esse sistema monitora a progressao de forma a bloquea-la caso
algum dano importante ao DNA tenha ocorrido em algum ponto, garantindo, assim que a
célula s6 se multiplique caso o erro ao DNA tenha sido reparado ou tenha sido completada
toda a sua replicagdo. Ha quatro pontos de checagem para erro de DNA regulados pela
proteina p53: um durante a fase G1, dois na fase S (entrada e saida) e um na entrada da fase
M. Durante a fase M ha pontos de verificagdo de defeitos na duplicacdo do DNA, bem
como do pareamento de cromossomos: um entre metafase e anafase, outro entre a anafase e
telofase. Quando o erro ao DNA ¢ muito extenso e irreparavel, a célula ¢ conduzida a
apoptose ou morte programada.

O conhecimento acerca do ciclo celular nos permite determinar quais drogas
escolher ou combinar no tratamento de um tipo de neoplasia. Algumas drogas atuam em
células estando elas ou ndo em estado proliferativo (ciclo-inespecifico), por exemplo, os
alquilantes. A maioria das drogas s6 age em células em ciclo ativo (ciclo-especifico ou fora
do estado GO) de forma independente da fase (fase-inespecifica) ou de forma dependente de
fases especificas do ciclo celular (fase-especifica), como por exemplo os antimetabolitos
que s6 interferem em células na fase S, ou paclitaxel que atinge células em fase M
(BACARAT, 2000).

Outro aspecto importante que determina a agao dos farmacos antineoplasicos ¢ a
cinética de crescimento tumoral. A populagdo de células que compdem um tumor ¢ bastante

heterogénea, sendo representada por células em fases variadas de seu ciclo. Dados
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experimentais sustentam que tumores solidos humanos apresentam modelo de cinética de
crescimento do tipo Gompertziano onde a fragdo de crescimento ndo € constante, mas
diminui exponencialmente ao londo do tempo. A fragdo de crescimento consiste na
quantidade de células de uma populagdo tumoral que se encontra em ciclo ativo (em
multiplicacdo), ou seja, susceptivel a acdo dos quimioterapicos antineoplasicos. O pico de
fracdo de crescimento ocorre, em tumores solidos, quando o tumor atinge 37% do seu
tamanho méximo. Dessa forma, quanto maior o tumor, menor sua fragdo de crescimento e
portanto menor sua susceptibilidade a acdo da quimioterapia, mais especificamente as
drogas ciclo-especificas. Entdo, a resposta a QT depende de onde na sua curva de
crescimento o tumor se encontra (NORTON, 1991 e NORTON, 1988).

Experimentos com quimioterapia em tumores transplantados em camundongos
validaram a hipotese de “fractional cell kill” que estabelece que uma determinada
concentracdo de droga aplicada durante um determinado intervalo de tempo, mata uma
fracdo constante de células, independente do numero absoluto contido no tumor. O restante
das células sobreviventes sdao responsaveis pelo repovoamento tumoral que ocorrerd no
intervalo entre as doses da quimioterapia, necessario para a recuperacdo dos tecidos
normais. Entdo, o resultado do tratamento também depende: da dose de farmaco
administrado, bem como do nimero e freqiiéncia dos ciclos de aplicagdo (KAUFMAN,
2001). Por essa razdo ¢ importante o suporte aos efeitos colaterais, no sentido de serem

evitados atrasos, reducao de doses ou interrupc¢ao do tratamento quimioterapico.
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2.1. Fluoropirimidinas

A utilizacdo das fluoropirimidinas no tratamento do cancer adveio da observacao de
uma maior captacdo de uracil pelos tecidos tumorais em relagdo aos tecidos normais
(RUTMAN, 1954). Tém sido bastante uteis no tratamento de diversos tipos tumorais,
como: cancer de mama, de trato gastrointestinal e de cabega e pescogo. Adicionalmente,
tém apresentado importantes interagdes sinérgicas com outros tipos de drogas e com a
radioterapia.

O derivado mais simples das fluoropirimidinas ¢ o 5-Fluorouracil (5FU) — FIGURA
1 - que consiste em um analogo de uracil com um atomo de fltor no carbono 5 no lugar de
um hidrogénio. A ativacdo do 5-FU ¢ essencial para a sua atividade antitumoral e envolve a

sua conversao a ribonucleotideo e desoxiribonucleotideo falsos — FIGURA 2.

H
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FIGURA 1: Estrutura quimica do 5-fluoruracil.

Os mecanismos pelos quais o 5-FU determina lesdo celular sdo: inibigdo da
timidilato sintetase (TS) e incorporacdo ao RNA. A inibi¢do da TS € o ocasionada pela
formacao de desoxifluorouridina-monofosfato (FAUMP) que ao se ligar a TS evita a
formacdo de desoxi-timidilato-monofosfato (dTMP), precursor do desoxi-timidilato-

trifosfato (dTTP), nucleotideo essencial para a sintese de DNA. A incorporacao fraudulenta
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desse falso nucleotideo ao RNA com conseqiiente comprometimento de suas fungdes se da

através da produgao de fluorouridina-trifosfato (FUTP), a partir do SFU (GREM, 2001).

Elimination Activalion in Target Cells
. (liver and uriding
dihydro exirahepatic tissues) 5-FU phosphorylase
5-FU 5 FUR
B0%
uridine
‘ thymidine ¥ s
phosphorylase ~Phospho-
COy, urea, F- alanine ribosyl-
transferase
, 5-FUdR FUMP —® 5 FUTP
urinary excretion
(15-20%) thymidine
kina:e\\ 5-FUDP
5-FdUMP

FIGURA 2: Desenho esquematico da ativacdo do 5-fluorouracil. Reproduzido de

De Vita, 2001.
A inibigdo da TS ¢
caracterizada por sua toxic

apresenta-se a fase tardia d

0 mecanismo responsavel pela citotoxicidade precoce do 5-FU,
idade celular fase S especifica. Apos 24h da exposicao a droga

a sua citotoxicidade, determinada pela progressiva incorporacao

ao RNA. Essa fase caracteriza-se por toxicidade para células em fase GI (MAYBAUM,

1980). A primeira fase € passivel de reversdo pela timidina o que ndo ocorre na segunda

fase por razdes ja obvias.

O 4cido folinico intensifica a inibi¢do da TS determinada pelo 5-FU, funcionando

como cofator que forma

um complexo ternario forte entre o FAUMP e a enzima,

diminuindo a reversibilidade da citotoxidade precoce pela timidina e aumentando a

toxicidade do 5-FU em tumores resistentes a esse (CASCIATO, 1995).
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A mielossupressdo ¢ uma toxicidade comum do 5-FU, sobretudo quando
administrado por via endovenosa (EV) em bolus. Destaca-se por leucopenia e
granulocitopenia, com nadir por volta do 19° dia (GREM, 1991).

A toxicidade gastrointestinal pode ser severa. E precedida por uma sensagio de
secura na boca, seguida por eritema, ulceracdo e até necrose. Pode apresentar-se em
qualquer area do trato gastrointestinal (TGI), manifestando-se por: disfagia, odinofagia,
pirose, diarréia, dor abdominal, proctite. Além disso, a perda da barreira protetora da
mucosa facilita a dissemina¢do bacteriana com risco de sepse. O tratamento consiste em
suporte clinico: analgésicos, hidratagdo, antisépticos orais, anti-diarréicos, suporte
nutricional, tratamento de infec¢des secundarias (GREM, 2001).

Outras toxicidades relacionadas com o tratamento com 5-FU sdo: perda de cabelo,
alteracdes ungueais, hiperpigmentagdo, fotossensibilidade, flebite, sindrome de pé-mao
(FABIAN, 1990; MORTIMER, 1990). Alteragdes neurologicas também foram relatadas,
principalmente com a infusdo venosa continua, caracterizadas como distirbios de cognicao,
ataxia, fraqueza muscular, etc (BYGRAVE, 1998). A cardiotoxicidade caracteriza-se por
desconforto precordial, arritmias conseqiientes geralmente a espasmo coronariano

(BECKER, 1999).
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3. Mucosite oral

3.1. Definicéo, incidéncia e importancia clinica

Mucosite oral e estomatite sdo freqiientemente considerados sindnimos, no
entanto, a primeira caracteriza-se por lesdes e Ulceras decorrentes de processo inflamatorio
que se estende da boca a regido faringo-esofagica. A estomatite ¢ uma inflamagdo dos
tecidos orais que pode se apresentar ou ndo por lesdes ulceradas e estd mais relacionada a
baixa higiene oral.

A mucosite oral ¢ uma complicacdo bastante freqiiente e limitante da terapia
antineoplasica. Mucosite ¢ relatada em 40% dos pacientes submetidos a regimes de
quimioterapia contendo S5-fluorouracil, sendo toxicidade dose-limitante para o 5-FU
(LOPRINZI, 1990; MIASKOWSKI, 1990 ¢ DE CONNO, 1989). Com o avango nas
melhorias de suporte a mielossupressdo, a incidéncia da mucosite vem aumentando,
inclusive em conjunto com quimioterapia de alta dose (WILKES, 1998). A severidade da
mucosite depende do tipo de patologia, dose e tipo de esquema quimioterapico utilizado,
além da area irradiada e da dose, no caso de radioterapia.

Fatores de risco ou agravantes sdo: tabagismo, alcoolismo, stress emocional, baixa
higiene oral (CHIAPPELLI, 2005). Evidéncias sugerem haver uma predisposi¢do genética
ao desenvolvimento de mucosite. Polimorfismos (SNPs) em moléculas envolvidas na
metaboliza¢ao de alguns quimioterapicos ja estdo identificados. Portanto, a expressdo de
fenotipos que resultam na deficiéncia ou em defeitos de enzimas necessarias a
detoxificacdo de algumas drogas podem tornar um individuo sob maior risco de mucosite

(ULRICH, 2001).
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Clinicamente, a mucosite oral se manifesta por eritema, descamacgdo, ulceracao,
com ou sem exsudatos. A dor ocasionada por essas lesdes leva o paciente a limitar a
comunicacdo, alimentagdo, sono e até mesmo hidratacdo oral, levando-o a um estado de
desnutri¢do, anorexia e desidratagdo (SONIS, 1978; CONSENSO DE COMPLICACOES
ORAIS DA TERAPIA ANTI-CANCER, 1990). Como conseqiiéncia desse estado, esses
pacientes freqiientemente necessitam de internagdo hospitalar, nutrigdo parenteral,
analgesia com narcoticos, interrupgdes no tratamento, redugdo de doses, que em ultima
instancia levam a aumentos nos custos da terapia e na mortalidade, queda da qualidade de
vida, diminui¢do da aderéncia ao tratamento, bem como de sua potencial eficacia
(DREIZEN, 1978; SONIS, 1978 e DE CONNO, 1989). Em 35% dos pacientes com
mucosite grau 3-4, o ciclo subseqiiente sera atrasado, em 60% a dose de quimioterapia sera
reduzida e em 30% o tratamento seréd interrompido. Em regimes de dose convencionais de
QT, 70% dos pacientes com esse grau de mucosite necessitardo de sondagem naso-enteral
para nutrigdo, 60% terdo febre e 62% necessitardo internagdo, comumente com
necessidade de analgésicos narcoticos (SONIS; ELTING, 2004). Essas conseqiiéncias
clinicas incorrem também em impacto financeiro no tratamento oncologico. ELTING e
colaboradores (2003) relatam incremento de $§ 2725 e $§ 5565 nos custos por ciclo de

pacientes que apresentam mucosite oral graus 1-2 e graus 3-4, respectivamente.
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3.2 Fisiopatologia

A complexidade da mucosite oral tem sido melhor reconhecida mais recentemente,
através dos conhecimentos de biologia molecular e da epidemiologia dessa toxicidade.
Tradicionalmente, a mucosite oral fora considerada um evento relacionado exclusivamente
ao epitélio e ocasionado pelos efeitos inespecificos da quimio e/ou radioterapia
(LOCKART, 1981). Acreditava-se que a acao direta desses tratamentos causava diminui¢ao
da renovacao do epitélio, ocasionada por seus efeitos anti-proliferativos sobre a camada
basal. Atualmente pode-se verificar a participacdo de outros tipos celulares na génese da
mucosite oral (FIGURA 3).

Evidéncias morfoldgicas sugerem que o dano endotelial e do tecido conectivo
precede o epitelial (PARIS, 2001). Além disso, pacientes submetidos a quimioterapia com
toxicidade ndo-hematologica tém elevados niveis séricos e tissulares de fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) e das interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6); (HALL, 1995). Agentes que
causam deplecdo dessas citocinas promovem atenuacao da mucosite em modelos animais e

humanos (SONIS, 2000 e EPSTEIN, 2001).
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FIGURA 03: Desenho esquematico da mucosa oral normal. Modificado de Nature
Rev Cancer — 4(4) 277, 2004.

Um modelo de cinco etapas foi recentemente proposto por SONIS (2004) como
explicagdo dos eventos que culminam com a instalagdo da mucosite oral: iniciagdo, geracao
de mensageiros intracelulares, sinalizagdo e amplificacdo, ulceracdo com inflamacao e,
finalmente, cicatrizagao.

O evento que marca a fase de iniciagdo ¢ a geragdo de espécies reativas de oxigénio
(do inglés ROS) pela quimioterapia e radioterapia. Essa hipotese foi refor¢ada por relatos
de geragdo de ROS apos exposicao a agentes indutores de mucosite (GATE, 1999), além da
reversao da mucosite apds tratamento com drogas que bloqueiam radicais livres de
oxigénio (CULY, 2001). Uma vez produzidos, os ROS causam lesdo direta ao DNA, as

membranas celulares, proteinas (FIGURA 04).
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FIGURA 04 - Desenho esquematico da fase inicial da mucosite oral.

Modificado de Nature Rev Cancer — 4(4) 277, 2004

A segunda fase caracteriza-se pela geracdo de sinais intracelulares que culminam
com a producdo de fatores de transcrip¢ao. O mecanismo pelo qual ROS desencadeiam essa
seqiiéncia de eventos ainda ndo ¢ compreendido (SONIS; ELTING, 2004). O fator nuclear
kB (NF-kB) ¢ um dos principais fatores de transcrip¢do implicados na fisiopatologia da
mucosite oral. Uma vez ativados esses fatores promovem a expressdo de varios genes
responsaveis pela produg¢do de citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL-1B e IL-6,
expressdo de moléculas de adesdo, ativagdo da via da ciclooxigenase - 2, angiogénese,
inducdo de apoptose. Os ROS também podem ativar a esfingomeilinase, junto com a
quimioterapia podem ativar diretamente a ceramida-sintase que leva a apoptose

(MADDENS, 2002). Durante essa segunda fase ha quebra da fibronectina, os macrofagos
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sdo ativados em seguida, levando a produgdo de mais TNFo e também de

metaloproteinases que promovem mais lesdo tecidual (FIGURA 05).

¥
[RT_CT-ROS [\ 5 s

Angiogénese
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- Nature Rev Cancer — 4(4) 277, 2004

FIGURA 05 : Desenho esquematico da segunda fase da mucosite oral

A terceira fase ¢ marcada pela amplificacdo dos eventos ja desencadeados na 2? fase
e portanto, por maior expansao da lesdo dos tecidos. Por exemplo, as citocinas pro-
inflamatodrias produzidas por si s6 podem estimular a produgdo de mais citocinas, assim
como de mais fatores de transcripgao e ativar mais vias de apoptose, etc. Vale ressaltar que

nessa fase a mucosa pode apresentar-se macro e microscopicamente normal (FIGURA 06).
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FIGURA 06: Desenho esquematico da fase de amplificacdo de sinal e dano

celular na mucosite oral. Modificado de Nature Rev Cancer — 4(4) 277, 2004

A fase que marca os achados visiveis clinicamente e histologicamente decorrentes
das anteriores ¢ a quarta. Nessa ja se detecta presenga de infiltrado inflamatdrio intenso, as
custas principalmente de polimorfonucleares mas também de mononucleares, e a ulceragao
visivel da mucosa. A fase de ulceracdo facilita a colonizagdo bacteriana que também
contribui para a amplificagdo da resposta inflamatoria. As principais conseqiiéncias dessa
fase sdo dor e infec¢do secundaria, com todos os riscos inerentes a essas manifestacoes:

desidratacao, desnutrigdo, sepse € atrasos no tratamento oncoldgico (FIGURA 07).
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FIGURA 07: Desenho esquematico da fisiopatologia de mucosite oral (42 fase).

A fase final caracteriza-se pelo aspecto aparentemente normal da mucosa. A
cicatrizagdo se inicia a partir de um sinal desencadeado pela matrix extracelular que leva a
proliferagdo epitelial, diferenciacdo e normalizag¢do da flora bacteriana. Embora a aparéncia
nessa etapa seja de uma mucosa completamente restaurada, de fato algumas alteragdes
persistem mesmo que em menor intensidade, como a angiogénese. Esse fato torna os
pacientes agora sob maior risco de novos episoddios de mucosite em ciclos subseqiientes

(FIGURA 08).
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FIGURA 08: Desenho esquematico da fase de cicatrizacdo da mucosite oral.
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3. Classificagdo

Para a adequada avaliacdo, definicdo da gravidade e indicagdo precisa de uma
medida terapéutica, ajuste de dose ou continuidade do tratamento oncolégico, bem como
para melhor avaliagdo da eficacia de determinada um agente anti-mucosite no contexto de
um estudo clinico ¢ necessaria a padronizagdo de um sistema de classifica¢do de severidade
de mucosite. Tal escala deve ser objetiva, reprodutivel tanto em estudos clinicos como na
rotina e deve ser utilizavel na eventualidade da mucosite ser decorrente tanto de radio como
de quimioterapia (ou associacdo dos mesmos).

Uma série de modelos de escalas de mucosite sdo amplamente utilizadas, o que
dificulta muitas vezes a interpretacao e reprodutibilidade de dados de estudos clinicos. Tais
escalas se baseiam na correlacdo de: aparéncia clinica da mucosa, severidade da dor e
habilidade funcional do paciente, como capacidade de se alimentar ou se hidratar. As mais
comumente utilizadas na rotina e na pesquisa clinica sdo as desenvolvidas pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) e do National Cancer Institute-Common Toxicity Criteria (NCI-

CTC).
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4. Tratamento e prevencao

Até o momento ndo se estabeleceu tratamento consensualmente eficaz para a
mucosite oral, devendo-se garantir ao paciente afetado tratamento sintomatico,
antimicrobiano se necessario e suporte nutricional. Duas revisdes sistematicas focam sobre
a preven¢do da mucosite oral induzida por quimioterapia. A mais antiga concluiu que a
maioria das medidas avaliadas tém evidéncia insuficiente para que se estabeleca uma
conduta padrao (KOWANKO, 1998). A outra se concentrou em pacientes com tumores de
cabeca e pescoco ¢ combinou todas as intervengdes numa sé analise, concluindo pelo
benéficio das medidas profilaticas (SUNDERLAND, 2001).

Uma meta-andlise da Cochrane Library (CLARKSON, 2006) utilizou 52
“trials”clinicos envolvendo 3594 pacientes sob 21 intervengdes diferentes para mucosite
oral. A auséncia de duplicidade de estudos investigando a mesma intervencao limitou a
evidéncia e generabilidade dos tratamentos em questdo. Nove das 21 intervengdes
demonstraram alguma evidéncia de benéficio, embora fraco, em prevenir ou diminuir a
severidade da mucosite. Uma das interven¢des envolvendo tratamento com acido folico se
mostrou pior que o placebo. Das potenciais intervencdes positivas destacam-se:

1)  Bochechos com alopurinol — evidéncia positiva para reducao da
severidade da mucosite com dados de dois pequenos estudos;

2)  Amifostine (“scavenger’de radicais livres) — evidéncia
positiva pequena para redugao de risco (RR = 0.95) e dimuigao
de severidade (RR = 0.83). Maior base de dados envolvendo
mais de 400 pacientes em 5 estudos. Nao houve diferangas em

relagdo ao grupo controle em termos de eficacia do tratamento
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oncoldgico e efeitos colaterais, com exce¢do de vomitos (RR =
5.92 para amifostine);

Antibioticos topicos — podem ser benéficos em prevengdo com
RR = 0.87, baseado em 2 estudos com pacientes com cancer de
cabeca e pescogo;

Benzidamina (citoprotetor) — importante beneficio em
prevencdo, RR = 0.67. Baixa evidéncia devido a apenas 1
estudo envolvendo 36 pacientes;

GM-CSF (fator estimulador de colonia de granuldcitos e
monocitos) — evidéncia em favor de reducdo do risco de
mucosite, RR = 0.55 em trés estudos com 249 participantes.
Sem diferencas em termos de eficacia do tratamento
oncoldgico e de toxicidade em relagdo ao grupo controle,
exceto por reagao cutanea local, RR =27,

Enzimas hidroliticas — beneficio moderado na reducgdo da
severidade da mucosite (RR = 0.49);

Cubos de gelo durante a infusdao de quimioterapia — evidéncia
de eficacia na reducgdo de severidade da mucosite em estudos
envolvendo 166 pacientes tratados com 5- FU;

Povidone comparada com agua — mais efetiva na reducdo da
severidade da mucosite que a agua, baseado em estudo tinico
com 40 pacientes;

Cuidados orais — apenas 1 de dois estudos mostrou benéficio na

redugdo da severidade da mucosite, RR = 0.6. Fraca evidéncia
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devido a estudo envolvendo apenas 30 pacientes com tumores
de cabega e pescogo.

Apesar de algumas das intervengdes citadas terem apresentado algum beneficio, as
evidéncias ainda sdo pequenas e variaveis de tal forma que na pratica clinica, tais
beneficios devem ser tomados como especificos para certos tipos de tumores e certos
tratamentos. Da mesma forma, percebe-se a necessidade de estudos clinicos bem
desenhados e conduzidos, com nimero de pacientes suficientes para analise de subgrupos
por tipo de doenga e de agente terapéutico e com inclusdo de outros parametros clinicos de
avaliacdo.

Muitas sdo as dificuldades metodoldgicas em comparar ou reproduzir os estudos
que abordam prevencao e/ou tratamento da mucosite oral e portanto uniformizar a conduta
nesse sentido. Dentre elas estdo: os pesquisadores utilizam diferentes sistemas de escores
de mucosite, cada um com diferentes objetivos, sem um questionario de avaliagdo de
qualidade de vida uniforme, variedade nos grupos profissionais que conduzem tais estudos
(oncologistas clinicos, dentistas, radioterapeutas, hematologistas) e finalmente a origem
empirica e ndo investigacional a partir da qual a maior parte dos tratamentos passaram a ser
testados (RUBENSTEIN, 2004).

Baseado na situacao acima descrita e na inegavel importancia clinica da mucosite na
pratica clinica, a Associagdo Multinalcional de Cuidados Paliativos e a Sociedade
Internacional de Oncologia Oral (MASCC/ISOO) criaram a Sec¢do de Estudos em
Mucosite em 1998 composta por experts de diversas areas da oncologia para estudar
aspectos importantes da pesquisa de mucosite. Em 2000, esse painel estabeleceu um
modelo de medidas preventivas e terapéuticas baseadas em evidéncias em mucosite oral e

intestinal. Esse painel era composto de oncologistas orais, radioterapeutas, oncologistas
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clinicos, cirurgides, patologistas, enfermeiras, dentistas, cientistas basicos, microbiologistas
e epidemiologistas. Conforme as recomendagdes do painel para o tratamento da mucosite
oral estabelecida incluem-se cuidados orais, analgesia opidide, anestésicos locais. Na
prevencao da mucosite a conduta ¢ individualizada de acordo com o tratamento oncologico.
Para pacientes em radioterapia de cabeca e pescogo prop0s: uso de blocos e de tratamento
tridimensional, além do uso profilatico de benzidamida topica (atividade antiinflamatoria,
analgésica e antimicrobiana). Para pacientes submetidos a quimioterapia em dose
convencional a recomendacdo para prevengao ¢ crioterapia em pacientes em quimioterapia
com 5-FU. Para pacientes submetidos a quimioterapia com alta dose ¢ recomendado como
prevencao: laser terapia de baixa dose (LLLT) em centros especializados, com tecnologia

adequada (RUBENSTEIN, 2004).

4. Drogas utilizadas na abordagem terapéutica



29

4.1. Aloe vera

Aloe vera Linné, também conhecida como Aloe barbadensis Miller, pertence a
familia Liliaceae. E popularmente conhecida como babosa e constitui-se de uma planta com
caule curto e estolonifero e raizes abundantes, longas e carnosas, cultivada principalmente
na regido subtropical dos Estados Unidos (SCHMID, 1991) para uso cosmético (FIGURA
09). Tem sido utilizada como fitoterapico em varias culturas (KLEIN, et al, 1988). A parte
central de suas folhas contem uma polpa mucinosa que contem o gel de aloe vera
propriamente dito. Apesar de seu uso popular amplo, pouco se conhece com precisdao sobre
seu mecanismo de agdo e seus efeitos patofisiologicos (RAJASEKARAN, et al, 2006).
Duas preparagdes sdo as mais utilizadas medicinalmente: o exsudato da folha (aloe) que ¢
utilizado popularmente como laxativo e apresenta atividade antidiabética e
cardioestimulatoria e o gel mucogelatinoso (aloe vera) extraido do parénquima da folha
(FIGURA 10) que ¢ usado para diversas afeccdoes cutaneas (CAPASSO, 1997;

GHANNAM, 1986 e YAGI, 1982).
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FIGURA 09: Aspecto da arvore de Aloe vera L.

Aloe vera demonstrou atividade antiinflamatoria, com reduc¢do do edema e dor ¢
cicatrizante em ulceras, queimaduras e doencas de pele de forma dose-dependente (DAVIS,
1989; PARISH, 1991 e KLEIN, 1988). Ha relatos de atividade antiulcerogénica em mucosa
gastrointestinal ~provavelmente devido as suas propriedades antiinflamatorias,
citoprotetivas, cicatrizantes e de estimulador de producdo de muco (MAHATTANADUL,

1995; ROBERT, 1979 e VISUTHIPANICH, 1988).
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Reproduzido de NI, et al.

FIGURA 10: Cortes transversal (a) e longitudinal (b) da folha de Aloe vera L.
A parte interna mais clara representa a polpa gelatinosa, a parte escura indica a

casca.

Ratos com diabetes induzidos por streptozotocina tiveram seus niveis de glicose,
colesterol e triglicérides séricos de volta a valores normais quando tratados com o gel do
extrato de Aloe vera (300mg/kg) por via oral diariamente por 21 dias (RAJASEKARAN, et
al, 2006).

Pelo menos dois componenetes fendlicos de Aloe vera foram isolados e
demonstraram atividade antioxidante, com inibi¢do na producdo de superdxido e radicais
hidroxila em torno de 30 e 40%, respectivamente. A despeito disso, um desses
componentes diidrocomarinicos também demonstrou aumentar a atividade fagocitica de
macrofagos peritoneais isolados de ratos (ZHANG et al, 2005). Cultura de queratindcitos
humanos estimulados com polissacarideo de A barbadensis secretam TGFa, TGFp, IL-1p,
IL-6, IL-8 e TNF e sofrem inibigdo na producdo de 6xido nitrico (CHEN, et al, 2005).

Acemanan, uma mistura de polimeros de cadeias de b-(1,4)-acetil-manan de
variados tamanhos, com peso molecular (PM) de cerca de 80 KDa, constitue a maior € mais
bem estudada fragdo de carboidratos isolados do gel de Aloe vera (MANNA and

McANALLEY, 1993). Ha relatos de que acemanan promove a cicatrizacdo de ulceras
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aftosas em humanos (GRINALAY, 1986) e de feridas de bidpsia em ratos (TIZARD,
1994). Uma vez administrado a camundongos com tumores, acemannan curou
completamente ou reduziu significativamente o volume tumoral (PENG, 1991). Tal
atividade antitumoral deve-se provavelmente a ativagdo do sistema imunologico mais do
que por citotoxicidade direta ao tumor. Ha relatos de aumento da resposta linfocitaria a
aloantigenos, ativagdo da produgdo de citocinas como IL-1, IL-6 ¢ TNFa e de NO por
macrofagos, assim como aumento de sua capacidade fagocitica (WOMBLE, 1992;
ZHANG, 1996 ¢e RAMAMOORTHY, 1996). Essa atividade imunomodulatoria parece ser
mediada pela ativagdo de macrofagos, através da ligacdo aos receptores de manose
presentes em sua superficie (TIETZE, 1982).

E relatado que Aloe vera pode diminuir edema induzido por carregenina e a
migracao de neutrofilos em ratos (VA’ZQUEZ, 1996). Em outros modelos experimentais
de queimaduras apresenta atividade antiinflamatoria, reduzindo a adesdao de leucdcitos,
inibindo a producdo de prostaglandina F2a e tromboxano B2 (HEGGERS, 1979).
Tromboxanos e prostaglandinas podem causar agregagdo plaquetaria, aderéncia de
leucocitos e vasoconstricgdo. Ha também relatos de atividade anti-bradicinina (DAVIS,
1989). Estudos “in vivo”’demonstraram a capacidade de Aloe vera em induzir angiogénese
(MOON, 1999).

Em um modelo de ulcera gastrica induzida por acido acético a 20% verificou-se que
ocorre elevacdo dos niveis de TNFa através da estimulagdo de macrdofagos residentes.
TNFa estimula a expressdo no endotélio e no neutréfilo de moléculas de adesdo como
ICAM-1 e LFA-1 (CDlla / CDI18), respectivamente. Essas moleculas teriam papel
importante no processo inflamatério em questdo, uma vez que promoveriam migragdo de

neutrofilos para o sitio de inflamag¢do, ampliando assim o processo inflamatorio
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(KONTUREK, 2000). Além disso verifica-se que a administragao de acido acético também
causa precoce diminui¢ao dos niveis de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria que age
inibindo a produ¢do de TNFoa por macréfagos (FIORENTINO, 1991). Nesse modelo,
demonstrou-se que Aloe vera, assim como sucrafalto reduziram a inflamagdo e
promoveram a cicatrizacdo gastrica (evidenciados a histopatologia como proliferacao
epitelial, elonga¢do e dilatacdo das glandulas oxinticas). Eamlamnam et al (2006)
demonstraram que esse efeito parece estar relacionado a estimulacdo pelo Aloe vera da
producao de IL-10 que, por sua vez, causou redugao nos niveis de TNFa nos dias 1 e 8
apos a indugdo da ulcera. Ha também relatos de um efeito citoprotetor do Aloe vera na
mucosa gastrica através da produgdo de prostaglandinas endogenas (ROBERT, 1979).

Outro polissacarideo recentemente isolado, com peso molecular de 4 a 7 milhdes de
Da e com potente atividade imunomodulatdria ¢ o aloride (PUGH, 2001). Alguns autores
atribuem a atividade do acemanan a presenca no mesmo de residuos de aloride.
Aparentemente formas menores de polissacarideos acetilados, conhecidos como MAP (do
inglés: Modified Aloe Polissacarideo) tém sido isolados do gel de aloe tratado com celulase
e apresentam atividade imunomodulatoria bem mais potente que os polissacarideos nativos
(QUI, 2000). Parece que MAPs com peso molecular maior que 400Kda tém atividade
imunoldgica marginal, enquanto aqueles com PM entre 5 a 400 Kda apresentam uma maior
poténcia imunomodulatoria, caracterizando a relagdo entre o tamanho da molécula e sua
atividade biologica. Outro dado importante ¢ que moléculas menores apresentam
obviamente maior biodisponibilidade (IM, 2005).

Acredita-se que o gel contenha mais de 200 componentes, varios desses ou uma
mistura dos mesmos foram implicados como os responsaveis pela sua atividade biologica e

efeitos em cicatrizagdo (REYNOLDS, 2004). As diferentes formas de apresentacao
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derivadas da mucilagem das folhas de Aloe vera L disponiveis sdo estabilizadas e
preparadas por diversos métodos desde extragdo por solvente sob condi¢des extremas até
processos de extragdo por secagem em baixas temperaturas. O produto resultante ¢ variavel
em relagdo a sua composi¢dao e ao comprometimento da propriedade cicatrizante da droga
“in natura” (ROBBERS, 1996). DORNELES et al (2003) determinaram que o mucilago de
babosa a 50%, obtido por processo de dissolu¢do da mucilagem com moagem, aquecimento
e filtragem sob pressdo favorece a contragdo de feridas em modelo de feridas experimentais
em coelhos. Ja a solugdo de mucilagem seca a 0,25%, obtida por concentragdo da
mucilagem por “freeze-dried” favore a reepitelizagdo das lesdes anteriormente citadas.
Apesar das evidéncias pré-clinicas que demonstram uma importante atividade
antiinflamatoria e cicatrizante, a experiéncia clinica em literatura ¢ bastante rara e nao
confirma os dados experimentais em complicagcdes do tratamento oncologico. Williams e
colaboradores (1996) falharam em demonstrar prevengdo de dermatite em pacientes com
cancer de mama sob tratamento com radioterapia, tratados com aplicagdo topica de Aloe
vera. Da mesma forma o uso profilatico de uma solugdo de Aloe vera em bochechos por
pacientes submetidos a radioterapia de cabeca e pescog¢o, em um estudo duplo-cego,
randomizado, ndo evitou a mucosite oral e suas consequéncias nesses pacientes (SU, 2004).
As criticas aos estudos clinicos que testaram os efeitos da babosa estdo relacionadas a nao
padronizacdo da escala de escores utilizada, bem como, a nao padronizacao da amostra da
planta, a época de sua coleta, seus métodos de preparagdo, extragdo e concentragao
(importancia citada anteriormente), ¢ ao fato de que a aplicagdo tdpica ou através de
bochechos pelos proprios pacientes pode ser comprometida por erros de utilizagdo e falta

de aderéncia, atrapalhando a disponibilidade e atividade da droga.
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4.2. Aroeira-do-sertdo

A Myracrodruon urundeava Fr. All. pertence a familia Anarcadiacea e é uma arvore
tipica da caatinga do Nordeste do Brasil, especialmente Ceara. A arvore tem altura de 06 a
14m na caatinga e cerrado, podendo atingir até 25 m em solos mais férteis (FIGURA 11). E
bastante explorada devido a sua madeira extremamente resistente e durdvel, sendo utilizada
na constru¢do civil, marcenaria e carpintaria (LORENZI, 1992). Devido a superexploracao
encontra-se na lista de espécies ameacadas de extingdo (MENDONCA e LINS, 2000).
Vulgarmente conhecida como “Aroeira-do-sertdo”, o extrato aquoso da entrecasca dessa
planta ¢ popularmente utilizado no tratamento de inflamagdes ginecologicas, bem como

afeccdes de trato urinario, respiratorio e gastrointestinal.

FIGURA 11: Foto ilustrativa da arvore da aroeira-do-sertao
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Varios trabalhos ja demonstraram a potente atividade antiinflamatéria e analgésica
dos extratos aquosos ¢ hidroalcoolicos da M. urundeuva em modelos experimentais de
inflamacdo aguda e subaguda (Menezes, 1986), bem como sua atividade antidiarréica e
anti-ulcerogénica (MENEZES, 1988 e VIANA , 1997). Rodrigues et al, 2000
demonstraram diminui¢do no edema e exsudato inflamatério, com aumento significativo na
regeneracao epitelial colonica de ratos submetidos a colite induzida por acido acético e
tratados com enemas contendo extrato de aroeira.

A aroeira demonstrou ser uma droga segura. A toxicidade aguda do extrato
hidroalcodlico da planta foi avaliada em estudos pré-clinicos. Os principais efeitos
observados apos administra¢do intra-peritoneal em ratos (doses de 50 mg a 1,6g/kg de
peso) foram: ptose, piloere¢do e diminuicdo da atividade motora espontdnea. O uso de
doses acima de 1,6g/ kg i.p. levou a depressdao, seguida de coma e morte por parada
respiratoria num intervalo de 48 horas. A administracdo por via oral em doses de até 5g/kg
de peso nao determinou qualquer alteragdo comportamental. A dose letal 50 (DL50) foi de
2,2g/ kg de peso. O extrato aquoso teve avaliagdo toxicoldgica realizada em caes e ratos. A
DL 50 foi de mais de 5g e 760mg/ kg de peso apds administragdo oral e 1i.p.,
respectivamente, portanto nao houve novamente toxicidade observada apds a administracao
oral. Caes submetidos a tratamento de 200mg/kg/dia por 30 dias ndo apresentaram
alteracdes comportamentais, de peso, hematologicas ou de mortalidade. Em termos de
toxicidade cronica a administracdo v.o (200 a 400mg/Kg) do extrato em ratos durante 90
dias ndo determinou alteragdo comportamental. Também ndo houve alteracdo no peso
corporeo nem de parametros hematologicos ou dos niveis sanguineos da glicemia. A

mortalidade foi de 20, 30 e 10% para as doses de 200 e 400mg/ kg de peso e grupo
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controle, respectivamente. Nao se detectaram lesdes patoldgicas associadas com a droga
nos 6rgaos examinados (Viana et al, 1995).

O fracionamento cromatografico do extrato de aroeira resultou no isolamento de 07
fragdes, sendo duas com atividade antiinflamatoria: F (8-13) e F (18). A primeira em
questdo mostrou tratar-se de uma mistura chalconica e a segunda continha
predominantemente taninos catéquicos (VIANA, 1997).

O isolamento dos componentes da fragdo chalconica revelou a presenga de ésteres
de trés novas chalconas diméricas. A primeira ou Urundeuvina A, sob nome quimico de
2’-hidroxi, 4, 4°,5, trimetoxichalcona (8 — 87, 2 — 77) — 2”, 4”-dihidroxi-4""" —metoxi-cis-7",
8”-dihidroxichalcona ¢ a Urundeuvina B sob nome quimico de 2’-hidroxi, 4, 4°,5,
trimetoxichalcona -(8 — 87, 2 — 7”°) — 27, 4”-dihidroxi-4”’ —metoxichalcona e Urundeuvina
C (Bandeira, 2002). As chalconas e dihidrochalconas pertencem a classe dos flavonoides
que, além de sua atividade antioxidante apresentam a capacidade de fortalecer a parede
vascular, facilitando a circulacio e atividade antiinflamatoéria, através da inibi¢do da ciclo e
da lipooxigenase (Zuanazzi, 1999). Dai o uso popular da aroeira em tratar hemoptise,
varizes, epistaxes.

Culturas de macrofagos ativados com zymosan sofrem potente inibicao da liberacao
de anion superoxido pelo tratamento com 4-dimethylamino-3’, 4’- dimethoxychalcona
(CH11), além disso héa prevencdo da morte celular na presenca de stress oxidativo. As
CH11 reduzem a expressao de iNOS (NO sintase induzida) nos macrdéfagos ativados e dos
niveis de nitrito no sobrenadante das culturas expostas ao zymosan. No modelo de bolsa de
ar em camundongos a presenga de CHI11 também promoveu redugdo da producdo de
superoxido, bem como nos niveis de prostaglandina E2 (PGE2), leucotrieno B4 (LTB4) e

TNFa ap6s injeg¢do de zymosan. Tanto apos inje¢ao local como apds administrac¢do v. o., as
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CHI11 inibiram o edema de pata induzido por carragenina. (HERENCIA et al, 2001).  Foi
demonstrado que derivados das chalconas determinaram inibi¢do da degranulacdo de
mastocitos induzida pelo composto 48/80 e de neutrofilos induzida pelo fMLP/CB, além da
inibicdo da liberagdo de superdxido por esses ultimos. Esses efeitos antiinflamatorios
permaneceram mesmo em camundongos adrenalectomizados (HSIEH, et al, 1998). A
atividade de “scavenger’de espécies reativas de O2 (ROS) das chalconas ¢ dependente de
seu padrao de hidroxilagao (NISHIDA e KAWABATA, 2006). Chalconas derivadas da M.
urundeuva administradas i. p. causaram significante inibi¢do da nocicep¢do induzida no
modelo de contorgdes abdominais, no teste da formalina ¢ no teste da placa quente; o
edema de pata induzido por carragenina também foi inibido por esses componentes, de
forma marcante ap6s administracdo i. p. (VIANA et al, 2003).

O forte sabor adstringente da entrecasca da aroeira ja indica por si s6 a presenga de
taninos, sendo que a maioria constituindo-se de taninos catéquicos (9,8%). Os taninos
naturais estdo divididos em taninos condensados e hidrolisaveis (HASLAM, 1989). Os
primeiros constituem-se de oligdmeros e polimeros de flavan-3-ols (derivados catéquicos),
também conhecidos como protocianonidinas. Os taninos hidrolizaveis sdo ésteres do acido
galico e seus dimeros (acido elagico) e dividem-se em: galotaninos e os elagitaninos
(CHUNG et al, 1998; KHANBABAEE, et al, 2001) Os taninos condensados estdo
associados a algumas atividades bioldgicas como: antioxidantes, anti-alergénicos, anti-
hipertensivos, antimicrobianos e antimutagénicos (SANTOS-BUELGA, 2000 e
SRIVASTAVA, 2000). ISENBURG et al, 2004 demonstraram que o acido taninico é capaz
de interagir com a elastina e protegé-la da degradacao pela elastase. O tratamento de aorta
suina com tanino melhora a resisténcia a degradagdo e calcificagio em modelo

experimental (ISENBURG et al, 2005).
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1. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS
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1. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS:

Indiscutivelmente a mucosite ¢ o maior desafio no manejo das toxicidades
relacionadas a terapia oncolégica local (RT) e sistémica (QT). Além dos sintomas
associados a essa manifestacdo e do seu impacto na qualidade de vida dos pacientes a
mucosite afeta outros aspectos do tratamento oncoldgico como o seu desfecho e seus
custos.

Assim como as toxicidades hematoldgicas do tratamento oncoldgico podem ser
efetivamente controladas com o uso de fatores de crescimento hematopoético, o controle da
mucosite oral tem se tornado cada vez mais imprescidivel. No entanto, ndo ha terapia
padrao de prevencao ou controle para a mucosite.

Avancos no conhecimento da fisiopatologia da mucosite nos permitem identificar
varios alvos para possiveis intervencdes terapéuticas contra a mucosite mas que nao
interfiram com a eficécia do tratamento oncologico e que acarretem o minimo ou nenhum
efeito adverso adicional, além de baixo custo. Esses ultimos aspectos sdo de fundamental
importancia considerando que garantir qualidade de vida ¢ essencial na abordagem do
paciente com cancer e o fato de j& ser a terapia oncoldgica ainda atualmente bastante
onerosa.

Evidéncias sugerem a participacdo ativa do endotélio e do tecido conectivo no dano
tecidual que culmina com a mucosite oral. Mais do que isso, o dano a esses dois elementos
precede o do epitélio (SONIS, 2000 e MANAKOVA, 2003). Conforme ja discutido
anteriormente na fisiopatologia da mucosite oral, a cascata de eventos que culminam com
as manifestagdes clinicas de ulceracdo e dor envolvem inicialmente a produgdo de espécies

reativas de oxigénio (ROS) a partir da acdo da QT e/ou da RTX. Essas substancias por sua
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vez levam a produgdo de fatores de transcrip¢ao (representados principalmente pelo NF-
kB) envolvidos na produgdo de citocinas pro-inflamatorias, producdo de metaloproteinases,
expressao de moléculas de adesdo e ativagdo de vias de apoptose. Essas citocinas mais
predominantemente representadas por TNFa e IL-1p sdo capazes de amplificar a sua
propria produgdo, induzir a expressao de mais fatores de transcrip¢do, induzir apoptose,
produzir proteases além de promover infiltragdo de neutrdfilos, induzindo dano celular e
amplificando-o.

Atualmente a utilizagdo de drogas que bloqueiem ou reduzam a produgdo de alguns
dos elementos acima citados ¢ o desafio no tratamento e prevengdo da mucosite oral. Nesse
sentido temos alguns exemplos como a amifostine, que tem atividade de ‘“scavenger”’de
radicais livres e reparagdo de DNA. A amifostina ¢ uma pro-droga que, uma vez
desfosforilada no interior da célula, gera thiol livre capaz de neutralizar produtos reativos
derivados da acdo de quimioterapicos, apresentando protecao preferencial pelo endotélio,
glandulas salivares e tecido conectivo (KOUKOURAKIS, 2002). Outras drogas testadas
experimentalmente com resultados positivos em mucosite oral sao benzidamide (EPSTEIN,
2001) e N-acetilcisteina (BLONDER, 2001), ambas com capacidade de inibir acdo dos
ROS. A primeira também demostrou inibir a producao de TNFa (SIRONI, 1997) e a outra
demonstrou capacidade de inibir a ativacdo de NF-kB e, em conseqiiéncia, de bloquear a
producdo de TNFa e IL-6 (LAPPAS, 2003). Uma outra abordagem que tem sido explorada
j& em estudos clinicos ¢ a utilizacdo da palifermina (keratinocyte growth factor 1 — KGF1)
(SPEILBERGER, 2003). Essa droga ¢ capaz de: induzir fatores de transcripcao
responsaveis pela produgdo de enzimas envolvidas na detoxificagdo de ROS em varios
tipos celulares (BRAUM, 2002), reduzir a produ¢do de TNFo e outras citocinas

(PANOSKALTSIS, 2000). A oprevelcina (IL-11) também tem mostrado atividade na
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reducdo da mucosite oral, provavelmente pela sua capacidade de inibir o gene de TNFa
(MOTA, 2004).

Tanto a M. urundeuva quanto A. barbadensis sao plantas de grande disponibilidade,
cultivo relativamente simples e pouco oneroso. Conforme ja descrito anteriormente ambas
possuem atividade antiinflamatoria determinada em varios ensaios. Aloe vera demonstrou
além disso atividade imunomodulatoria, cicatrizante e de “scavenger” de radicais livres.
Dentre suas propriedades antiinflamatorias citam-se: inibicao da producao de NO, inibicao
da producdo de prostaglandinas e tromboxanos ¢ produgdo de citocinas antiinflamatoérias.
A aroeira-do-sertdo mostrou como atividade antiinflamatoria sua capacidade de inibi¢ao da
ciclo e da lipooxigenase, inibi¢do da producdo de PGE2 e LTB4, inibi¢do da liberagdo de
anion superoxido, bloqueio de radicais livres e inbicdo da NO sintase induzida.

Diante do exposto nossos objetivos consistem em:

1. Avaliar o efeito da M. urundeuva na mucosite oral experimental induzida
por 5-FU, através de escores macroscopicos de intensidade de mucosite,
histopatologia, dosagem de mieloperoxidase e variagdao de massa corporea.

2. Avaliar o efeito da Aloe barbadensis na mucosite oral experimental
induzida por 5-FU, através de escores macroscopicos de intensidade de
mucosite, histopatologia, dosagem de mieloperoxidase e variagdo de massa
corporea.

3. Avaliar possiveis modula¢des dos produtos acima na producao de TNFa e
NOSi nos tecidos sob efeitos dos mesmos, através da analise de sua

expressdo por imunohistoquimica.
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I11. MATERIAIS E METODOS

1. ANIMAIS

Os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as normas
determinadas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia — UFC para uso de animais. Esses foram mantidos sob controle de
temperatura ambiente e ciclos claro-escuros controlados durante todo o periodo dos
experimentos e tiveram todo o empenho da equipe em minimizar o nimero de animais, dor,
sofrimento e stress dos mesmos.

Foram utilizados hamsters Golden (Mesocricetus auratus) predominantemente
machos, com massa corporal entre 120 e 200 gramas (g), provenientes do Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia (UFC), onde foram alojados em gaiolas em

numero de 5 animais em cada com alimentacao e 4gua a vontade.

2. APARELHOS E INSTRUMENTOS LABORATORIAIS

e Balanga analitica Ohaus AS2600

e Balanca analitica Marte AL200

e Centrifuga Eppendorf 5804R

e ELISA ELX 800 — Biotex

e Espectrofotometro Spectronic 20 Genesys

e Homogeneizador de tecidos Ultra-turrax T8 e Dispergierstation T8.10 — Ika

Labortechnik
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e Material cirargico

e Medidor de pH Hanna Instruments HI 8519N

e Micropipetas Gilson de 2, 10, 20, 100, 200 e 1000ul
e Microscopio binocular Nikon Alphaphot 2 VS2

e Micrétomo Olympus

e Ponteiras para pipetas automaticas Sigma

e Seringas (B-D Plastipak)

3. DROGAS, SOLUCOES, LIQUIDOS E CORANTES UTILIZADOS

e FLUOROURACIL: ampola de 10ml (25mg/ml) (EUROFARMA)

e HIDRATO DE CLORAL 10% (REAGEN)

e HEMATOXILINA (REAGEN)

e EOSINA (MERK)

e FORMALDEIDO (ANALITICA)

e EXTRATO DE ALOE VERA: extrato seco 200:1, obtido por “freeze
dried”, distribuido pela Viafarma, lote 048, fabricado em 05/2004, valido até
05/2007. Foram utilizados géis contendo Aloe vera a 25, 50 e 100%.

e EXTRATO DE AROEIRA DO SERTAO (M. urundeuva): extrato fluido
preparado a partir das entrecascas dessecadas da espécie Myracrodruon
urundeuva coletadas em Itataia-CE, mantido conservado em geladeira para
evitar oxidacdo prematura dos taninos e chalconas. Foram utilizados géis

contendo aroeiraa 5, 10 € 20%
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PREPARACAO DOS GEIS: usamos como espessante o carbopol 940 a
1% em meio aquoso, neutralizado com trietanolamina, conservado com
0,15% de uma mistura de nipagim e nipazol (18:2) e as quantidades de
ativos que forem necessarias, como aroeira e Aloe vera.
Solugdo salina:

Cloreto de sodio a 0,9% estéril

Tampao fosfato de potassio:

Solugdo A 988ml
Solucdo B 12ml
Solugdo A:
KH2PO4 6,8¢g
Agua destilada 1L
Solugdo B:
K2HPO4 8,7¢
Agua destilada 1L

Tampao de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB)

HTAB (Sigma) 5¢g

Tampao fosfato de potéssio 1L

Peroxido de hidrogénio 0,1%

Peréxido de hidrogénio 30% (Vetec) Iml

Agua destilada 29 ml

Solucao de o-dianisidina (DDI):
O-dianisidina

(Sigma) 16,7 mg
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Tampao fosfato de potéssio 10ml

H,0, 50 microl

Agua destilada 90 ml
TRIBROMO ETANOL a 25%

ALCOOL ETILICO PA (ANALITICA)

Anticorpo primario (goat anti-TNF) (SANTA CRUZ-BIOTECH)
Anticorpo primario (goat anti-NOS) (SANTA CRUZ-BIOTECH)
DAB (DAKO)

Anticorpo secunddrio (anti-goat IgG) (BIOGEN)

Peroxidade

Xilol

Tampao citrato

PBS

BSA a 5%: albumina bovina; cdd. A-7906, Sigma
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3. PROTOLOS EXPERIMENTAIS

3. 1. Modelo de mucosite oral induzida em hamsters

Utilizou-se o modelo de mucosite experimental, originalmente desenvolvido por
SONIS et al 1990 e reproduzido com modificagdes no Laboratério de Farmacologia da
Inflamagdo ¢ do Cancer (LAFICA) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da
Faculdade de Medicina — UFC.

Os animais receberam 5-Fluorouracil (5-FU) em doses de 60 e 40 mg/Kg nos dias 1
e 2, respectivamente, por via intraperitoneal (i. p.). No quarto dia, os animais eram
anestesiados com tribromo-etanol na dose de 1ml/100g de peso e em seguida tinham suas
mucosas jugais direitas expostas e submetidas a escoriagdes com uma agulha de ponta
romba (trauma mecancico- TM), de forma a potencializar a mucosite, simulando o trauma
“fisiologico” da mastigacdo e fonagdo em humanos. As ranhuras foram distribuidas em
numero de quatro no sentido horizontal e quatro no sentido vertical em ambas as faces das
mucosas (FIGURA 12).

Baseado em dados do LAFICA nos quais se verificou que o décimo dia apds a
primeira injecdo de 5-FU coincide com o pico de atividade do processo inflamatorio, esse
foi escolhido como o dia para realizagdo do sacrificio dos animais, com o objetivo de
avaliar o efeito dos extratos de aroeira e aloe vera. Dessa forma, no 10° dia, os hamsters
eram sacrificados ap6s overdose com Hidrato de cloral por via intraperitoneal. As mucosas
jugais escoriadas e tratadas eram avaliadas, fotografadas e ressecadas, sendo divididas em

parte para analise histopatologica e dosagem de mieloperoxidase.



MODELO DE MUCOSITE ORAL EXPERIMENTAL
INDUZIDO POR 5-FLUOROURACIL

ST
SO\
Injecéo de 5-FU IP
no 1° e 2° dia.

40. dia: Estimulagdo
mecdnica

100. dia :

- sacrificio
*Andlise macroscépica
-Anadlise histopatoldgica
Atividade de MPO
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F& o™

Aplicacao do gel na
mucosa oral no dia da ranhura
e nos 6 dias seguintes
a cada 12h.

Figura 12: Desenho esquematico do modelo experimental de mucosite
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3.2. Grupos experimentais

A . Grupo controle

Grupos de 6 animais receberam inje¢do intraperitoneal de 5-fluorouracil na dose de
60 e 40 mg/Kg de peso nos dias 1 e 2, respectivamente. No quarto dia apds a aplicacao
inicial do 5-FU, os animais eram anestesiados em seguida tiveram suas mucosas jugais
direitas expostas e submetidas ao trauma mecanico em suas duas faces. Apos o TM, foi
aplicado, com auxilio de uma pinga cirurgica e algodao estéril, gel inerte em toda a mucosa
escoriada. Tal procedimento foi repetido diariamente a intervalos de 12h a partir do dia 04
até o dia do sacrificio (dia 10). Os animais foram mantidos em jejum de agua e ragdo por 1h

apos cada aplicacao do gel.

B. Grupos tratados com Aloe barbadensis Mill

Grupos de 10 a 15 hamsters eram submetidos ao tratamento intra-peritoneal com 5-
FU conforme ja descrito para os grupos controle nos dias 1 € 2 dos experimentos. No 4° dia,
apos a realizacdo do TM, conforme protocolo ja descrito, as suas mucosas jugais ainda
expostas recebiam tratamento topico com gel de Aloe vera nas concentragdes de 25, 50 ou
100%, para cada grupo de animais. A partir de entdo, tal procedimento era repetido a cada
12h diariamente até o 10° dia, quando os animais eram sacrificados. Apds cada aplicagdo do

gel, os animais permaneciam em jejum de agua e ragao por cerca de lhora.
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C. Grupos tratados com Aroeira

Grupos de 10 a 15 animais receberam o mesmo tratamento do grupo controle nos
dias 1 e 2 dos experimentos. No quarto dia apds a primeira aplicacdo de 5-FU eram
anestesiados, tinham suas mucosas jugais direitas expostas e submetidas ao TM, conforme
protocolo ja citado. Em seguida, as mucosas ainda expostas recebiam aplicagdo topica de
gel contendo M. urundeuva nas concentragdes de 5, 10 ou 20% em ambas as faces, através
de uma pinga cirurgica envolvida com algodao. O gel era aplicado sob condicdes estéreis a
cada 12h do 4° ao 10° dia de experimento, quando entdo, os animais eram sacrificados. A

cada aplicagdo seguia-se jejum de dgua e alimentos de 1h de duragao.

3.3. Parametros avaliados

3.3.1. Analise da estrutura das mucosas jugais

A. Analise macroscépica das mucosas jugais

No 10° dia, os hamsters eram sacrificados, tinham suas mucosas jugais direitas
fotografadas e removidas. Para andlise macroscopica foram observados os aspectos
inflamatdrios como presenga, intensidade e extensdo de eritema, hiperemia, hemorragia,
ulceras e abcessos, classificados conforme escores padronizados por SONIS et al 2000.
Sao eles:

e Escore 0: mucosa completamente saudavel. Sem erosao ou vasodilatacao.

e Escore 1: presenca de eritema, mas sem evidéncia de erosdo da mucosa.
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Escore 2: eritema severo, vasodilatagdo e erosao superficial.

Escore 3: formacdo de tlceras em uma ou mais faces, mas nio afetando
mais de 25% da area de superficie da bolsa. Severo eritema e vasodilatcao.
Escore 4: formagdo cumulativa de Ulceras de cerca de 50% da area de
superficie da bolsa.

Escore 5: virtualmente completa ulceracdo da mucosa da bolsa. Impossivel

exposicao da mucosa.

B. Analise histopatolégica das mucosas jugais

O estudo histopatolégico das mucosas jugais foi realizado em cortes seriados

de S5um de espessura, ao microscopio Optico (40X e 100X). No dia do sacrificio, apds a

realizacdo das fotos, as mucosas eram removidas e divididas. Uma parte foi fixada em

solugdo tamponada de formaldeido a 10% por 24h, e a outra congelada a -70 ° C. Para

analise microscopica eram avaliados presenca e intensidade do infiltrado inflamatdrio

celular, dilatacdo e ingurgitamento vasculares, hemorragia, edema, ulceras e abcessos,

calssificados de acordo com escores padronizados de 0 a 3 em nosso laboratorio (LIMA,

2005), citados a seguir:

Escore 0: epitélio e conjuntivo sem vasodilat¢do, infiltrado celular
inflamatorio ausente ou discreto; auséncia de hemorragia, edema, ulceras
ou abcessos.

Escore 1: ingurgitamento vascular discreto, areas de reepitelizagdo;
infiltrado celular discreto, as custas de leucdcitos monocelulares, auséncia

de hemorragia, de edema, de tlceras ou de abcessos.
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e Escore 2: ingurgitamento vascular moderado, degenera¢do hidropica
epitelial (vacuolizacdo); infiltrado celular moderado, com predominio de
leucocitos polimorfonucleares; presenca de areas de hemorragia, de edema
e de eventuais lceras pequenas; auséncia de abcesssos.

e Escore 3: ingurgitamento vascular acentuado; vasodilatagcdo acentuado,
predominando polimorfonucleares; presenca de areas hemorragicas, de

edema, de abcessos e ulceras extensas.

C. Dosagem da mieloperoxidase

Mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima presente predominantemente nos granulos
azurofilos dos neutrofilos e tem sido utilizada como marcador quantitativo da infiltragdo
neutrofilica em diversos tecidos acometidos por processos inflamatorios. No 10° dia apos o
sacrificio dos animais, esses tiveram suas mucosas jugais fotografadas, removidas e
divididas sendo que a parte congelada e mantida a freezer a 70° Celsius negativos foi a
utilizada para esse ensaio.

Amostras de 50 a 120 mg das mucosa jugais dos hamsters foram colocadas em
tampao fosfato de potassio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio (pH 6,0; 50mg
de tecido por ml) e homogeneizadas Politron Ultra-Turrax, sob condi¢des adequadas de
refrigera¢do. Em seguidas, o homogenato foi centrifugado a 4500 rpm por 12 mina 4° C, e
o sobrenadante colhido. As medidas de atividade da mieloperoxidade foram realizadas
através de uma versdo modificada do método descrito por Bradley et al (1982), utilizando

0,0005% de perdxido de hidrogénio (H2O;) como substrato para MPO. A unidade de

atividade de MPO foi definida como aquela capaz de converter 1pumol de H,O, em agua em
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1 minuto a 22° C. Durante o ensaio, a medida que o peroxido de hidrogénio era degradado
ocorria a produgdo de anion superdxido, responsavel pela conversao de 0-dianosidine em
um composto de cor marrom.

Os resultados foram expressos como atividade de MPO/mg de tecido.

D. Imunohistoquimica para iNOS

Imunohistoquimica para iNOS foi realizada usando o método de estreptavidina-
biotina-peroxidase (HSU et al, 1981). No décimo dia do protocolo experimental, os animais
foram sacrificados e tiveram suas mucosas jugais direitas removidas. Essas foram fixadas
em formol 10% por 24h. Apos, foram desidratadas, embebidas em parafina e seccionadas
em laminas microscopicas de poli-L-lisina. Os cortes foram desparafinados e reidratados
em xileno e alcool. Apods recuperagdo com antigeno, peroxidase endogena foi realizada (15
min) com 3% (v/v) de peroxido de hidrogénio e lavada em tampao fosfato (PBS). Os cortes
foram incubados “overnight” (4° C) com anticorpo primario anti-iNOs de coelho diluido
1:100 em PBS com albumina sérica bovina (PBS-BSA). Em seguida, foram incubados com
“biotinylated goat anti-habbit”; diluido 1:400 em PBS-BSA. Depois de lavados, os cortes
foram novamente incubados com o complexo conjugado “avidin-biotin-horseradish
peroxidase” (Strep ABC complexo pela Vectastain® ABC Reagent e solugio de substrato
de peroxidase) por 30 minutos, de acordo com o protocolo da Vectastain. NOSi foi
visualizada com o cromogeno 3,3’diaminobenzidine (DAB). Controles negativos foram
processados simultaneamente como descrito acima, sendo que o primeiro anticorpo foi
substituido por PBS-BSA 5%. Nenhum dos controles negativos mostraram

imunoreatividade para NOSi. Os cortes foram corados com hematoxilina, desidratados em
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uma série de concentracdes de alcool, clareados com xilol e, em seguida, a laminula foi

colocada.

E. Imunohistoquimica para TNFa

Imunohistoquimica para TNFa foi realizada usando o método de estreptavidina-
biotina-peroxidase (HSU et al, 1981). No décimo dia do protocolo experimental, os animais
foram sacrificados e tiveram suas mucosas jugais direitas removidas. Essas foram fixadas
em formol 10% por 24h. Apos, foram desidratadas, embebidas em parafina e seccionadas
em laminas microscopicas de poli-L-lisina. Os cortes foram desparafinados e reidratados
em xileno e alcool. Apods recuperagdo com antigeno, peroxidase endogena foi realizada (15
min) com 3% (v/v) de peroxido de hidrogénio e lavada em tampao fosfato (PBS). Os cortes
foram incubados “overnight” (4° C) com anticorpo primario anti-TNF de rato diluido 1:400
em PBS com albumina sérica bovina (PBS-BSA). Em seguida foram incubados com
“biotinylated anti-goat IgG” , diluido 1:400 em PBS-BSA. Depois de lavados, os cortes
foram novamente incubados com o complexo conjugado ‘“avidin-biotin-horseradish
peroxidase” (Strep ABC complexo pela Vectastain® ABC Reagent e solugio de substrato
de peroxidase) por 30 minutos, de acordo com o protocolo da Vectastain. TNFa foi
visualizado com o cromoégeno 3,3’diaminobenzidine (DAB). Controles negativos foram
processados simultaneamente como descrito acima, sendo que o primeiro anticorpo foi
substituido por PBS-BSA 5%. Nenhum dos controles negativos mostraram
imunoreatividade para TNF. Os cortes foram corados com hematoxilina, desidratados em
uma série de concentragdes de alcool, clareados com xilol e, em seguida, a laminula foi

colocada.



56

3.3.2. Anélise das alteracgdes sistémicas nos animais

A. Andlise da variacao de massa corpdrea

Para avaliagdo ponderal, os animais foram pesados diariamente durante todo o
periodo experimental (10 dias). Os valores encontrados foram expressos em variagdo de

peso em relacdo ao peso inicial (antes da injecao de 5-FU).

4. Andlise estatistica

A maioria dos resultados foi expressa como Média acompanhada pelo seu erro
padrao (Média +/- EPM). Para comparagdo entre os grupos foram utilizados Analise de
Varianga (Anova) e teste de Bonferroni. Nas analises macroscopicas e histopatdlogicas os
dados foram expressos como Mediana, acompanhada de respectivos valores extremos do
rol de dados. Os testes estatisticos aplicados nesse caso foram os de Kruskal-Wallis e

Mann-Whitney. Em todos os casos foi adotado o nivel de significancia p<0,05.
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IV. RESULTADOS
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IV. RESULTADOS

1. Mucosite oral em hamsters

Lima (2003) demonstrou que a administragdo de 5-FU, seguida por trauma
mecanico nas mucosas jugais causa lesdo significativa (p<0,05) quando comparada tanto
com animais normais como com os animais submetidos somente a trauma mecanico. As
lesdes tornam-se significantes somente a partir do 5° dia apds a quimioterapia, ou seja, no
dia seguinte ao trauma mecénico. Por volta do 10° dia apds a quimioterapia as lesdes
atingiram o pico maximo de intensidade, tanto a macroscopia quanto a microscopia, sendo
significativamente mais intensas que nos animais normais ou submetidos somente ao TM.
Aos 14 dias ap6s a aplicacdo do SFU a mucosa ja mostra sinais de recuperagdo em escores
similares ao normal, alcancados no 16° dia. A dosagem de mieloperoxidade nos tecidos
lesados confirmou a significativa maior atividade inflamatéria nas mucosas dos animais
tratados com 5-FU e TM em relag@o aos animais normais ou aqueles submetidos somente a
trauma mecanico. A perda ponderal variou temporalmente conforme a intensidade da
mucosite nos animais que receberam tratamento com 5-FU. Os dados acima citados foram

reproduzidos em nossos experimentos (FIGURA 13).
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Figura 13: Aspecto macroscépico de mucosas jugais de animais submetidos a
mucosite oral. Aspecto das mucosas jugais de hamsters normais (A); hamsters submetidos
ao tratamento com salina a 0,9% i.p. e trauma mecanico (B) e dos hamsters submetidos a
tratamento com 5-FU i.p. e trauma mecanico (C). A mucosite oral foi induzida através de
injecdes de 5-FU e trauma mecanico (C) ou salina 0,9% sem (A) e com (B) trauma
mecanico com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas jugais. No décimo dia os

hamsters foram entdo sacrificados e devidamente fotografados.
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2. Efeito dos tratamentos farmacoldgicos nos grupos experimentais

2. 1. Tratamento com Aloe vera

2.1. 1. Efeito do Aloe vera sobre os aspectos macroscopicos observados na

mucosite oral

A TABELA 1 mostra o efeito do tratamento topico com Aloe vera nas
concentracdes de 25, 50 e 100%, ou gel base inerte aplicados duas vezes ao dia na mucosa
jugal a partir do 4° dia até o 10° dia do protocolo experimental. Observou-se que a babosa
foi capaz de inibir (escore 1) a mucosite oral em relagdo aos animais tratados com gel inerte
(escore 4), de forma significativa (p<0,01) e, em todas as concentracdes testadas, as
alteragdes relativas a mucosite oral experimental. Na FIGURA 14 pode-se verificar esse
aspecto macroscopico por meio de fotos realizadas no décimo dia de experimento em
animais normais (A), animais submetidos a acdo do 5-FU tratados com gel inerte (B) e

animais tratados com babosa a 25 (C), 50 (D) e 100% (E).
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TABELA 1: Efeito de aloe vera (ALOE) sobre as alteracBes macroscopicas das

mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral experimental induzida por 5-

Fluorouracil
Tratamento
Gel base ALOE 25% ALOE 50% ALOE 100%
Escores 4 (2-5) 1 (0-5)* 1 (0-3)* 1 (0-4)*

A mucosite oral foi induzida em hamsters através da injecdo de 5-FU e de trauma mecanico
com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais receberam gel
de ALOE topico a 25, 50 e 100% ou gel inerte (controle) 2 vezes por dia a partir do 4° apds
a quimioterapia até o décimo dia do experimento. Os dados representam mediana e
variagdo de pelo menos 10 hamsters. * P<0,001 representa diferengas estatisticas (Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney) dos animais com mucosite oral tratados com Aloe vera em relagao

aqueles tratados com gel inerte (controle).
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FIGURA 14 - Aspecto macroscépico das mucosas jugais de animais normais (A) e
animais submetidos a mucosite oral experimental e tratados com gel inerte (B), ALOE
a 25 (C), 50 (D) e 100% (E). A mucosite oral foi induzida em hamsters através da injecao
de 5-FU e de trauma mecanico com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas
jugais. Os animais receberam gel inerte, ALOE apds o trauma mecanico diariamente até o

décimo dia experimental, quando foram sacrificados e devidamente fotografados.
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2. 1. 2. Efeito do Aloe vera sobre os aspectos histologicos observados na

mucosite oral

A TABELA 2 mostra as alteragdes observadas na analise histopatoldgica das
mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral por 5-FU. Os animais receberam
aplicagdes duas vezes por dia do 4° ao 10° dia do protocolo experimental de Aloe vera
(ALOE) em gel (25, 50 ou 100%) ou gel inerte em suas mucosas jugais direitas e no 10° dia
foram sacrificados e tiveram suas mucosas seccionadas para analise microscopica. A partir
de cortes seriados das mucosas, observou-se que ALOE inibiu de forma significante em
todas as concentragdes testadas as alteracdes histopatologicas vistas na mucosite oral
experimental, quando comparadas as observadas em animais tratados com gel inerte
(controle — escore 2 versus ALOE — escores 1, 1,5 e 1; p<0,01). A FIGURA 15 ilustra o
aspecto microscopico de uma mucosa jugal normal (A), com mucosite oral experimental
(B) e com mucosite experimental tratada com ALOE a 25 (C), 50 (D) e 100% (E), nas

quais se observam diminuic¢do do infiltrado celular, auséncia de tlceras e abcessos.
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TABELA 2: Efeito de Aloe vera (ALOE) sobre as alteracbes microscopicas das

mucosas jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral experimental induzida por 5-

Fluorouracil
Tratamento
Controle ALOE 25% ALOE50% ALOE 100%
Escores 2 (2-3) 1(0-3)* 1,5 (0-3)* 1 (0-3)*

A mucosite oral foi induzida em hamsters através da inje¢do de 5-FU e de trauma mecanico
com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais receberam gel
de Aloe vera topico a 25, 50 e 100% ou gel inerte (controle) 2 vezes por dia a partir do 4°
apos a quimioterapia até o décimo dia do experimento. Os dados representam mediana e
variagdo de pelo menos 10 hamsters. * P<0,01 representa diferencas estatisticas (Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney) dos animais com mucosite oral tratados com ALOE em relagdo

aqueles tratados com gel inerte (controle).
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FIGURA 15: Aspecto microscopico (aumento de 40x) de mucosa jugal normal (A), ou
com mucosite oral experimental recebendo tratamento tépico com gel inerte (B), ou
ALOE a 25% (C), 50% (D) ou 100% (E). A mucosite foi induzida através de inje¢des de
5-FU e de trauma mecanico com auxilio de agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os
animais receberam os tratamento acima citados do 4° ao 10° dia de experimento quando
foram sacrificados, suas mucosas jugais ressecadas, devidamente processadas para HE.
Nota-se em C a E significativa diminui¢cdo do infiltrado celular e de outros achados

inflamatorios, bem como auséncia total de abcessos, hemorragia e tlceras.
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2. 1. 3. Efeito de Aloe vera sobre as medidas de atividade de mieloperoxidade

observadas ma mucosite oral em hamsters

O GRAFICO 01 mostra que o tratamento com ALOE nas concentragdes de 50 e
100% reduziu significativamente a intensidade da atividade da imunoperoxidase em
mucosas jugais submetidas a mucosite oral experimental com 5-FU (médias: controle —
53.48; ALOE 25% - 50.21; ALOE 50% - 13.92; ALOE 100 % - 2.59, p<0,0001). Dessa
forma, pode-se inferir indiretamente que Aloe vera nessas concentragdes reduziu o niimero
de leucocitos polimorfonucleares nas mucosas jugais no 10° dia apos indugdo de mucosite

oral experimental com 5-FU quando comparado com animais tratados com gel inerte.
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Grafico 01: Atividade de MPO em
mucosite experimental tratada com

Aloe vera
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Tratamento

A mucosite oral foi induzida em hamsters através de injegdes de 5-fluorouracil e de
trauma mecanico com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os
animais receberam gel inerte ou gel de Aloe vera a 25, 50 ou 100% diariamente apos o
trauma mecanico. As mucosas foram retiradas por ocasido dos sacrificios realizados no
décimo dia e congeladas em freezer a 70 graus Celsius negativos. As barras representam
Média +/- EPM da quantidade de MPO x 10° / grama de mucosa jugal. P <0,0001 significa
diferencas estatisticas dos hamsters que foram submetidos a mucosite oral e tratamento com
gel inerte (controle) em relagdo aos animais tratados com Aloe vera a 50 e 100%. O nimero

de animais utilizados foi de no minimo 10 (ANOVA).
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2. 1. 4. Efeito do gel de Aloe vera sobre a expressao por imunohistoquimica de

NO sintase nas mucosas jugais

O tratamento das mucosas jugais submetidas a mucosite oral experimental induzida
por 5-FU com gel de ALOE a 100% causou uma tendéncia a diminui¢do da expressdao
tissular de NO sintase em comparagdo aos animais tratados com gel base, com niveis
similares aos de animais normais (animais nao submetidos a mucosite oral). Esse achado

pode ser verificado através da FIGURA 16.
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FIGURA 16: Fotografias da imunohistoquimica para expressdo de NO sintase

induzida (aumento 400X). Acima: fotos e escores de imunohistoquimica de mucosas

jugais de 2 animais normais; no meio: fotos e escores relativos a 02 animais submetidos a

mucosite oral experimental com 5SFU e tratados com gel inerte e abaixo: fotos e escores de

animais submetidos a mucosite oral experimental e tratados com gel de Aloe vera a 100%.
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2.1.5. Efeito do gel de Aloe vera sobre a expressdo por imunohistoquimica de

TNFa nas mucosas jugais de animais submetidos a mucosite oral

A expressdao por imunohistoquimica de TNFo em mucosas jugais de animais
submetidos a mucosite oral experimental induzida por 5FU e tratados com gel de ALOE a
100% foi reduzida quando comparada com animais tratados com gel inerte, sendo similar a

expressao tissular em animais normais (FIGURA 17).
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FIGURA 17: Fotografias e escores relativos a expressdo por imunohistoquimica de
TNF o em mucosas jugais de hamsters (aumento 400X). No topo: foto e escore relativo
a animal normal; no meio: foto e escore de animal submetido a mucosite oral induzida por
5-FU e tratado com gel inerte; abaixo: fotos e escores relativos a dois animais submetidos a

mucosite oral induzida por SFU e tratados com gel de ALOE a 100%.
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2. 1. 6. Efeito do gel de Aloe vera sobre a variacdo de massa corporea dos

animais submetidos a mucosite oral experimental

Os animais submetidos a mucosite oral experimental induzida por 5-FU tratados
com Aloe vera mantiveram perda ponderal quando comparados com animais normais
(dados nao mostrados). No entanto, quando comparados com animais com mucosite oral e
tratados com gel inerte, aqueles tratados topicamente com gel de Aloe vera a 25 e 50%
(GRAFICO 02) apresentaram uma significativa diminui¢do na intensidade dessa perda
(Médias - controle -16,67g; ALOE 100% -16,68g; ALOE 50% -13,42g e ALOE 25% -

10,21, p < 0,001 e p < 0,0004, respectivamente).
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GRAFICO 02 : Efeito do gel de Aloe vera sobre a variacio de massa corpdrea
de animais submetidos a mucosite oral

O_
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A mucosite oral foi induzida em hamsters através de injecdes de 5-FU e de trauma
mecanico com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais
receberam gel inerte (controle) ou gel de ALOE a 25, 50 ou 100% diariamente do D4 ao
D10. Os pontos representam Média+/- EPM da variagao de massa (g), calculada através da
diferenca das massas dos animais durante 10 dias, em relagcdo as suas massa originais. * p
<0,001 e ** p <0,0004 representa diferengas estastisticas dos animais submetidos a
tratamento com gel inerte e animais submetidos a tratamento com ALOE a 50 e 25%,
respectivamente. O numero de animais utilizados em cada ponto foi de no minimo 6

(ANOVA).
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2.2. Tratamento com M. urundeava

2.2.1. Efeito do M. urundeuva sobre 0s aspectos macroscépicos observados na

mucosite oral induzida por 5-fluorouracil

A TABELA 03 mostra o efeito do tratamento com gel de M. urundeuva nas
concentragdes de 5, 10 e 20% ou com gel inerte (controle) administrados topicamente nas
mucosas jugais 2 x dia diariamente desde o trauma mecanico até o sacrificio. Observa-se
que a aroeira (AR) foi capaz inibir a mucosite oral de forma significante (p <0,01) e de
forma inversamente dose-dependente as principais alteragdes caracteristicas da mucosite
oral experimental, no caso representadas por hemorragia, ulceras e abcessos. Na FIGURA
18 ilustram-se, através de fotografias tiradas no dia 10, os aspectos macroscopicos das
mucosas jugais de hamsters normais (A), hamsters submetidos a mucosite oral e tratados
com gel inerte (B) e hamsters submetidos a mucosite oral e tratados com AR nas

concentracdes de 5 % (C), 10% (D) e 20% (E).
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TABELA 03: Efeito da aroeira (AR) sobre as alteracGes macroscopicas das mucosas

jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral experimental induzida por 5-

Fluorouracil
Tratamento
Controle AR 5% AR 10% AR 20%
Escores 4 (2-5) 2 (0-5)* 3 (0-5)* 2 (0-5)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através da injecao de 5-FU e de trauma mecanico
com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais receberam gel
de aroeira topico a 5, 10 e 20% ou gel inerte (controle) 2 vezes por dia a partir do 4° apos a
quimioterapia até o décimo dia do experimento. Os dados representam mediana e variagao
de pelo menos 10 hamsters. * P<0,01 representa diferencas estatisticas (Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney) dos animais com mucosite oral tratados com aroeira em relagdo aqueles

tratados com gel inerte (controle).
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FIGURA 18: Aspecto macroscépico das mucosas jugais de animais normais (A)
e animais submetidos a tratamento com 5-FU e trauma mecanico seguido por: gel
base (B); gel de aroeira a 5% (C); gel de aroeira a 10% (D) e gel de aroeira a 20% (E).
A mucosite oral foi induzida em hamsters através da inje¢ao de 5-FU e de trauma mecanico
com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais receberam gel
inerte ou gel de aroeira apds o trauma mecanico diariamente até o décimo dia experimental,

quando foram sacrificados ¢ devidamente fotografados.
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2.2.2. Efeito de M. urundeuva sobre as alteracgdes histopatoldgicas observadas

na mucosite oral induzida por 5-fluorouracil

A TABELA 04 mostra as alteracdes observadas na analise histopatologica das
mucosas jugais de hamsters submetidos a mucosite oral por 5-flurouracil. Os animais
receberam gel inerte (controle) ou gel de aroeira (AR) nas concentragdes de 5, 10 ou 20%
duas vezes por dia, diariamente desde o trauma mecanico até o décimo dia (sacrificio). A
partir de cortes seriados das mucosas retiradas observou-se que o tratamento com aroeira
reduziu de forma inversamente dose-dependente as alteragdes histopatoldgicas relativas a
mucosite oral experimental quando comparadas com animais submetidos & mucosite e
tratados com gel inerte (controle). A FIGURA 19 ilustra através de fotomicrografia os
aspectos histologicos de mucosa de animal normal (A), animais submetidos a mucosite
experimental e tratados com gel inerte (B) e animais tratados com gel de AR a 5% (C) e
10% (D). Observam-se principalmente, redu¢dao do edema e do infiltrado celular, além de
outras caracteristicas analisadas nos animais tratados com gel de aroeira a 5 e al0%, mas

ndo nos animais tratados com gel inerte e aroeira a 20%.
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TABELA 04: Efeito da aroeira (AR) sobre as alteracfes microscopicas das mucosas

jugais dos hamsters submetidos a mucosite oral experimental induzida por 5-

Fluorouracil
Tratamento
Controle AR 5% AR 10% AR 20%
Escores 2 (2-3) 1,5 (0-2)* 1 (0-3)* 1(0-3)

A mucosite oral foi induzida em hamsters através da inje¢ao de 5-FU e de trauma mecanico
com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais receberam gel
de aroeira topico a 5, 10 e 20% ou gel inerte (controle) 2 vezes por dia a partir do 4° apos a
quimioterapia até o décimo dia do experimento. Os dados representam mediana e variacao
de pelo menos 10 hamsters. * P<0,01 representa diferengas estatisticas (Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney) dos animais com mucosite oral tratados com aroeira em relagdo aqueles

tratados com gel inerte (controle).
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FIGURA 19: Aspecto microscopico (aumento de 40x) de mucosa jugal normal (A),
ou com mucosite oral experimental recebendo tratamento tépico com gel inerte (B),
ou AR a 5% (C) e 10% (D). A mucosite foi induzida através de injecdes de 5-FU e de
trauma mecanico com auxilio de agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os animais
receberam os tratamento acima citados do 4° ao 10° dia de experimento quando foram
sacrificados, suas mucosas jugais ressecadas, devidamente processadas para HE. Nota-se
em C e D significativa diminui¢ao do infiltrado celular e de outros achados inflamatérios,
bem como auséncia total de abcessos, hemorragia e ulceras conforme pode-se verificar

em B.
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2.2.3. Efeito de M. urundeuva sobre as medidas de atividade de mieloperoxidase

observados na mucosite oral induzida por 5-fluorouracil

O GRAFICO 03 mostra que o tratamento com M. urundeuva em todas as
concentracoes testadas (5, 10 e 20%) reduziu significativamente a intensidade da atividade
da mieloperoxidase em mucosas jugais submetidas a mucosite oral experimental com 5-FU
(médias: controle — 51.79; AR 5% - 7.59; AR 10% - 14.6; AR 20 % - 5.44, p <0,001).
Dessa forma, pode-se inferir indiretamente que M. urundeuva nessas concentragdes reduziu
o numero de leucdcitos polimorfonucleares nas mucosas jugais no 10° dia apos inducdo de
mucosite oral experimental com 5-FU quando comparado com animais tratados com gel

inerte.
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GRAFICO 03: A mucosite oral foi induzida em hamsters através de injecdes de 5-
fluorouracil e de trauma mecanico com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas
jugais. Os animais receberam gel inerte ou gel de aroeira (AR) a 5, 10 ou 20% diariamente
apds o trauma mecanico. As mucosas foram retiradas por ocasido dos sacrificios realizados
no décimo dia e congeladas em freezer 70 graus Celsius negativos. As barras representam
Média +/- EPM da quantidade de MPO x 10° / grama de mucosa jugal. P <0,001 significa
diferencas estatisticas dos hamsters que foram submetidos a mucosite oral e tratamento com
gel inerte (controle) em relacdo aos animais tratados com AR. O nimero de animais

utilizados foi de no minimo 12 (ANOVA).
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2.2.4. Efeito do M. urundeuva sobre a expressdo por imunohistoquimica de NO

sintase

O tratamento das mucosas jugais submetidas a mucosite oral experimental
induzida por 5-FU com gel de aroeira a 5% promoveu uma diminui¢do moderada da
expressao tissular de NO sintase em comparagdao aos animais tratados com gel base, com
escores similares aos de animais normais (animais ndo submetidos a mucosite oral). A
FIGURA 20 ilustra as caracteristicas imunohistoquimicas da mucosa jugal de animais
normais (A), animais submetidos a mucosite oral experimental e tratados com gel inerte (B

e C) e animais submetidos a mucosite oral e tratados com gel de aroeira a 5%.
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FIGURA 20: Fotografias da imunohistoquimica para expressdo de NO sintase
(aumento 400X). Em A fotos da expressdo de NOSi por imunohistoquimica em mucosas
jugais de animais normais (escore: 14/3); em B e C fotos relativas a dois animais
submetidos a mucosite oral experimental com SFU e tratados com gel inerte (escores 3+/3 e
3+/3) e em D foto de animal submetido a mucosite oral experimental e tratado com gel de

M. urundeuva a 5%. Analise realizada em mucosas de 5 animais em cada grupo.



84

2.2.5. Efeito de M. urundeuva sobre a expressdo por imunohistoquimica de

TNFa

A expressdao por imunohistoquimica de TNFa em mucosas jugais de animais
submetidos a mucosite oral experimental induzida por SFU e tratados com gel de aroeira a
5% foi reduzida quando comparada com animais tratados com gel inerte, sendo similar a
expressao tissular em animais normais. Na FIGURA 21 podem-se visualizar tais
observagdes, incluindo o detalhe (E) da expressdo de TNF em leucécitos presentes na

mucosa jugal de animal submetido a mucosite oral experimental e tratado com gel inerte.
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FIGURA 21: Fotografias e escores relativos a expressdo por imunohistoquimica de
TNF o em mucosas jugais de hamsters (aumento 400X). Em A, foto relativo a animal
normal (escore 1+/3); em B e E (detalhe) fotos da mucosa jugal de animal submetido a
mucosite oral induzida por 5-FU e tratado com gel inerte (escore 3+/3); em C e D fotos
relativas a dois animais submetidos a mucosite oral induzida por SFU e tratados com gel de

AR a 5% (escores 0+/3 e 14/3, respectivamente).
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2. 2. 6. Efeito de M. urundeuva sobre a variacdo de massa corpdrea dos

hamsters com mucosite oral

Todos os animais submetidos a mucosite oral experimental induzida por 5-FU
apresentam importante perda ponderal em relacdo aos animais normais com diferenga
significativa do ponto de vista estastistico (dados ndo mostrados). Quando tratados com gel
topico de aroeira mantiveram tal perda ponderal. No entanto, quando comparados com
animais com mucosite oral e tratados com gel inerte, aqueles tratados topicamente com gel
de AR a 5 % (GRAFICO 04) apresentaram uma significativa diminuicao na intensidade
dessa perda (Médias - controle —11,38g +/- 2,48; AR 5%* -8,27g +/- 1,7; AR 10% -11,51g

+/-2,82 ¢ AR 20% -11,39, p <0,0002).
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GRAFICO 04: A mucosite oral foi induzida em hamsters através de inje¢des de 5-FU e de
trauma mecanico com auxilio de uma agulha de ponta romba nas mucosas jugais. Os
animais receberam gel inerte (controle) ou gel de AR a 5, 10 ou 20% diariamente do D4 ao
D10. Os pontos representam Média+/- EPM da variagao de massa (g), calculada através da
diferenca das massas dos animais durante 10 dias, em relagdo as suas massa originais. * p
<0,0002 representa diferencas estastisticas dos animais submetidos a tratamento com gel
inerte e animais submetidos a tratamento com AR a 5%. O numero de animais utilizados

em cada ponto foi de no minimo 16 (paired t test).
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V. DISCUSSAO
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V. DISCUSSAO

Baseado nos conhecimentos sobre o ciclo celular e a cinética celular sabe-se que, no
tratamento oncologico baseado em quimioterapia, dose e esquema de administragdo sao
importantes fatores implicados na eficacia. Varios estudos “in vivo”’com diversas drogas
utilizadas em modelos tumorais, demonstraram haver uma relagdo entre a magnitude da
dose e o numero de células tumorais mortas (FREI, 1980). Dessa forma, modificacdes da
dose-intensidade de um esquema terapéutico afetam o volume de células erradicadas. Dose-
intensidade (DI) ¢ uma medida da quantidade de droga administrada por unidade de tempo
(mg/m*/semana). Conceitos mais recentes tém cogitado que aumentos na DI possam se
correlacionar também com aumento nas taxas de resposta e sobrevida. A DI pode ser
incrementada através do aumento na quantidade de droga dada por ciclo (dose
escalonamento) ou por diminui¢do do intervalo entre os ciclos (dose-dense) (NORTON,
1997). Tais conceitos sao embasados pela hipotese de Goldie-Coldman que postula que
quanto mais precoces e maiores as doses das drogas contidas em um tratamento, maior a
efetividade desse em prevenir o surgimento de clones resistentes, bem como em erradicar a
doenca (COLDMAN et al, 1987). A DI também ¢ baseada na hipdtese de Norton-Simon
que defende a idéia de que tumores menores crescem mais rapido do que tumores maiores
(NORTON, 1997). Assim, a citorredu¢ao induzida por um esquema de quimioterapia leva a
maiores taxas de recrescimento celular nos intervalos entre os ciclos.

Vale ressaltar que na estratégia terapéutica oncologica em qualquer situagao visa-se
manter a qualidade de vida, principalmente nos casos em que ndo ha expectativa de cura da

doenga de base.
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A toxicidade medular (sobretudo leucopenia e plaquetopenia) e a toxicidade sobre
as mucosas sao os principais limitantes a dose-intensidade de um esquema quimioterapico e
a qualidade de vida do paciente submetido a esse. Em pacientes submetidos & quimioterapia
em altas doses, a imunossupressao € a mucosite sao importantes fatores relacionados a
mortalidade. O uso apropriado de fatores de crescimento hematopoiéticos (G-CSF,
eritropoetina, interleucina), tém tornado possivel o suporte hematologico no caso tanto de
regimes de quimioterapia de altas doses ou convencional (NCCN Practice Guidelines,
2006). No entanto, no que se refere a mucosite, seja intestinal ou oral, pouco se tem
avancado em termos de eficacia em prevencao ou tratamento.

Uma série de agentes antineoplasicos sdo relacionados ao desenvolvimento de
mucosite oral, tais como: fluoropirimidinas, methotrexate, antraciclinas, taxanes, etc. A
mucosite oral ¢ responsdvel por tornar o paciente incapaz de alimentar-se, de causar dor
com necessidade de analgésicos opiodides, dificultar a sua comunicagdo, de propiciar
infecgdes que o pde sob risco direto de morte e de atrasar e comprometer a eficacia de seu
tratamento oncoldgico (BOOTH, 2001). O tratamento para mucosite oral induzida pela
quimioterapia antineoplasica permanece paliativo. Os principais objetivos sdo: analgesia,
assepsia, nutricao, hidratacdo. A mucosite oral parece ser conseqiiéncia de um processo
multifatorial, envolvendo o epitélio, endotélio, tecido conectivo, neutrofilos e macréfagos
(SONIS, 2004). Intervengdes terapéuticas tendo como alvos os elementos acima citados
constituem os principais objetivos de pesquisadores no assunto.

O desenvolvimento de mucosite oral em hamsters, através de injecdes de 5-
fluorouracil e trauma mecénico foi obtido inicialmente por SONIS et al e serviu de arma
experimental de estudo dos mecanismos responsaveis pelo seu desenvolvimento, além da

modulag@o de seu desenvolvimento. Lima realizou modifica¢des em tal modelo e também
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foi capaz de induzir mucosite em hamsters, evidenciada por lesdes das mucosas jugais dos
mesmos observadas a partir do 5° dia da qumioterapia, atingindo pico de intensidade no 10°
dia, e iniciando sua regressao a partir do 12° dia e cessando no 16° dia apos a inje¢ao de 5-
FU. Tais observagdes foram corroboradas por achados coincidentes de histopatologia das
mucosas. Tal modelo se correlaciona com o curso da mucosite em humanos, o que permite
seu uso em estudos de abordagens terapéuticas para essa complicacao.

Tendo como base o modelo experimental de mucosite acima citado, avaliamos os
efeitos de duas plantas medicinais amplamente utilizadas na medicina popular e com
algumas evidéncias cientificas de eficacia em algumas das indicagdes: M. urundeuva
Allemao e A. barbadensis Miller. Utilizamos o décimo dia (pico de intensidade da
mucosite) como base para analise dos possiveis efeitos dessas substincias na inibicdo da
mucosite oral.

Sabe-se que na génese da mucosite oral induzida por quimioterapia e/ou
radioterapia, além do dano ao DNA levando a lesdo direta das células da camada basal da
mucosa, um dos tipos de lesdao indireta desencadeada pela QT e RT ¢ a determinada pela
producdo de espécies reativas de oxigé€nio que, além de determinarem por si so6 lesdo
tecidual (oxidagdo de proteinas, DNA e lipideos), estimulam a producdo em varios tipos de
células da mucosa (ndo s6 epitélio) de fatores de transcrip¢do como p53, NRF2 e NF-kB
(SONIS, 2004). O mais relevante deles, NF-kB esta associado a ativacdo de mais de 200
genes, entre eles: proteinas reguladoras de apoptose, expressao de moléculas de adesdo,
producdo de citocinas como IL-1B e TNFa. Essas citocinas amplificam esse processo
estimulando a expressdo de NF-kB em outras células, levando a ativacdo de vias de
apoptose, producdo de metaloproteinases, producdo da ciclooxigenase, etc. Além disso,

essas citocinas tém atividade pro-inflamatoria e podem ativar mais de uma via de apoptose.
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O TNFa especificamente esta associado a ativacdo de macrdfagos, inducao de
apoptose, expressao de NOSi e COX com produgdo de NO e de mediadores inflamatorios
que em ultima analise levam a dano tecidual direto ou através da migragao de neutréfilos,
cujas enzimas determinam lesdo, amplificando ainda mais o sinal inflamatorio.

LEITAO et al (2006) demonstraram a participagio do oOxido nitrico na
fisiopatologia da mucosite oral experimental e que o aumento na expressdao de NOSi ¢ a
principal origem da hiperproducdo de NO nesse modelo. Uma vez produzido, NO esta
associado ao aumento de infiltragdo neutrofilica, dano tecidual e amplificagdo do processo
inflamatorio através do estimulo a maior producao de citocinas pro-inflamatorias. Uma das
hipoteses levantadas para tal dano seria a de que o NO interaja quimicamente com ROS
gerando peroxinitrito. Além disso, o NO exerceria atividade citotoxica através da formagao
complexos nitrosil-thiol com enzimas envolvidas com sintese de DNA, ciclo de Krebs e
funcdo mitocondrial. A expressdao de NOSi também ¢ determinada pela presenga de
citocinas pro-inflamatorias, como TNFa e IL-1.

O presente trabalho demonstrou que Aloe vera em forma de gel aplicada
topicamente 2 vezes por dia, nas concentragcdes de 25, 50 e 100% nas mucosas jugais de
hamsters submetidos & mucosite oral experimental induzida por 5-fluorouracil, do quarto ao
décimo dia apos a administragdo do quimioterapico foi capaz de inibir de forma
significante a mucosite em relagdo aos animais submetidos ao mesmo tratamento contendo
apenas gel inerte. Tal efeito se caracterizou pela inibicdo da formacdo de ulceras,
hemorragias e abcessos e foi corroborada pelos achados histopatoldgicos das mucosas
jugais avaliadas no estudo. Esses achados se caracterizaram pela diminui¢ao do infiltrado

celular inflamatorio, auséncia de areas de ulceracdo ou abcessos.
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Ao analisarmos a medida da atividade de mieloperoxidase nas mucosas jugais dos
hamsters, verificamos que os animais tratados com gel de Aloe vera, nas concentragdes de
50 e 100%, apresentavam significativa redu¢do dos niveis dessa enzima, sugerindo que
Aloe vera foi capaz de inibir o infiltrado inflamatorio neutrofilico na mucosa afetada. O
tratamento com gel de Aloe vera também determinou uma diminuigdo da expressao tecidual
de oxido nitrico sintase induzida e de TNFa.

A Aloe barbadensis (Aloe vera L) constitue a espécie de Aloe mais amplamente
utilizada como cosmético, como medicamento e como suplemento nutricional. Tem sido
utilizada em disturbios gastrointestinais e afec¢des cutaneas, como queimaduras. Enquanto
a sua eficiéncia como purgativo € atribuido a atividade de antraquinonas, o seu efeito
cicatrizante ¢ atribuido a seus componentes polissacarideos (ELSOHLY et al, 2004). Varias
atividades biologicas lhe sdo atribuidas, dentre elas: antibactericida, cicatrizante,
antioxidante, anti-viral, anti-tumoral, antiulcerogénica. Os polissacarideos que compdem a
polpa gelatinosa de suas folhas: galactans, manans, arabinan, e outros sdo os principais
implicados nessas atividades. Manan ¢é o polissacarideo mais estudado e por ser
parcialmente acetilado recebeu a denominacdo de Acemanan. Devido a sua atividade
modulatoria sobre macréfagos e capacidade de acelerar a cicatrizagdo, ja ¢ utilizado
comercialmente para tratamento de fibrossarcomas em cdes e gatos € em cremes para
queimaduras (PENG, 1991 e Zhang, 1996). Em modelo de edema de orelha de ratos foi
demonstrada potente atividade anti-inflamatéria de um glucosil-cromono isolado de Aloe
vera L por HPLC de fase reversa (HUTTER, 1996). Algumas fra¢des dos extratos de Aloe
vera demonstraram atividade anti-inflamatoria (VAZ’QUEZ, 1996) ¢ a capacidade de
bloquear a expressao de NOSi e de TNFa em diversos tipos celulares (TALMADGE,

2004). Em modelo experimental de ulcera gastrica induzida por acido acético, Aloe vera
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promoveu efeito anti-ulcerogénico provavelmente através da inibicdo da produgdo de
TNFa, acdo mediada pela produgdo de IL-10, citocina antiinflamatéria (EAMLAMNAM,
2006).

Além disso Aloe vera apresenta comprovada atividade anti-oxidante, com potencial
similar ao de a-tocoferol em experimentos de homogenatos de cérebros de ratos (LEE,
2000). Aloe demonstrou atividade anti-oxidante através de inibi¢ao dos niveis de citocromo
p450 e citocromo b5 (SINGH, 2000). Demonstrou também atividade peroxidase e
superdxido-dismutase ( SABEH, 1996).

Clinicamente testada, Aloe vera colaborou para a inibi¢do clinica e histopatologica
de colite ulcerativa leve a moderada quando utilizada por via oral durante quatro semanas
(LANGMEAD, 2004). Alguns dados de estudos com Aloe vera tém demonstrado
resultados muitas vezes conflitantes no que se refere a sua atividade antiinflamatoria. Isso
tem sido associado a grande variedade das amostras obtidas da planta, dos métodos de
preparacdo das mesmas e dos métodos utilizados para isolamento de seus componentes.
Amostras obtidas em diferentes fases do desenvolvimento da planta, bem como a
preparacao e isolamento podem promover a predominancia de um componente sobre outro
com atividade antagdnica (TURNER, 2004 e NI, 2004).

Pelos dados apresentados podemos sugerir que o gel de Aloe vera nas concentragdes
de 50 e 100% determinaram inibicdo da mucosite oral experimental induzida por 5-
fluorouracil tanto macroscopicamente como pela histopatologia e que tal inibi¢ao pode dar-
se por sua atividade anti-oxidante e por sua atividade antiinflamatoria, através da inibigao

de TNFo e NOSi (FIGURA 22).
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FIGURA 22: Modelo hipotético dos mecanismos de acdo de Aloe vera na

inibicdo da mucosite oral experimental.
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Na analise de dados relativos aos efeitos de M. urundeuva (aroeira-do-sertdo) sobre
a mucosite oral experimental induzida por 5-FU, quando utilizada topicamente sob forma
de gel nas concentracdes de 5, 10 e 20%, 2 vezes por dia do quarto ao nono dia de
experimento verificamos uma inibigdo significativa dos escores macroscopicos de
mucosite oral pela droga nas concentragoes de 5 e 10%, mas ndo com 20% quando
comparados com animais tratados com gel inerte. Esses animais apresentavam mucosas
caracterizadas por achados de hiperemia, vasodilatacdo, sem ulceras extensas ou abcessos.
Esses resultados foram corroborados pelas andlises histopatologicas das mucosas jugais,
que demonstraram auséncia de ulceras, abcessos e reducdo do infiltrado inflamatério em
favor do grupo tratado com aroeira nas concentracdes de 5 e 10%.

De forma surpreendente, verificamos significativa redug¢ao dos niveis de atividade
de mieloperoxidase nas mucosas jugais dos animais tratados com aroeira em todas as
concentracgdes testadas (5, 10 e 20%) em relacdo aos animais controle. Esse dado sugere
fortemente uma modulagdo negativa da aroeira sobre o infiltrado inflamatorio, mesmo nos
animais que ndo apresentaram escores macroscopicos € microscopicos de mucosite
compativeis com a inibicao.

Analisamos a expressdo de NOSi e de TNFa nas mucosas dos animais tratados com
gel de aroeira a 5% e comparamos com animais normais (sem mucosite) e animais controle
(com mucosite). Tanto a expressdo de NOSi como TNFa (menos evidente) foi reduzida nos
animais tratados com aroeira.

De fato a aroeira tem ampla evidéncia de atividade antiinflamatdria, analgésica,
anti-ulcerogénica e antioxidante em modelos experimentais. Pouco se sabe, no entanto, dos
mecanismos pelos quais exerce tais efeitos, sobretudo o antiinflamatorio. Atribui-se a 02

componentes da aroeira as suas atividades biologicas: os taninos e as chalconas. As



97

chalconas, como flavonoides, sdo atribuidas a capacidade de inibir enzimas envolvidas na
sintese de eicosanoides (ciclo e lipooxigenase e fosfolipase A2), enzimas envolvidas nas
vias intracelulares ativadas por citocinas, inibicdo da sintese de moléculas de adesdo
(MANTHEY, 2001) e inibi¢ao da sintese de TNFa (HERENCIA, 2001). Além disso, as
chalconas possuem propriedade anti-oxidante verificada pela inibi¢do da peroxidacao
lipidica em ratos (RODRIGUEZ, 2001), inibicdo da oxidagdo de lipoproteinas de baixa
densidade (MIRANDA, 2000) e pela inibi¢do da oxidacdo de DNA (DESMARCHELIER,
1999). Os taninos também sdo componentes ativos da M. urundeuva. Caracterizam-se
principalmente por sua potente atividade anti-oxidante. Taninos isolados de Myracrodruon
urundeuva também demonstraram atividade antiinflamatéria e analgésica em modelos
animais de cistite hemorragica, edema de pata induzido por carragenina e dextran, modelo
de contor¢des abdominais e teste da formalina (VIANA, 1997). O acido taninico ¢ um
potente inibidor da sintese de NO (SRIVASTAVA, 2000). VIANA et al também
demonstraram que taninos bloqueiam a migra¢do de neutrofilos induzida por fMLP e
carragenina.

Tendo em vista os resultados apresentados sobre os efeitos de M. urundeuva nas
mucosas jugais de animais submetidos a mucosite oral experimental, juntamente com as
evidéncias de seus possiveis mecanismos de a¢do podemos sugerir que a inibicdo da
mucosite oral induzida pela referida planta pode ser causada por sua agdo direta sobre os
ROS (anti-oxidante), como sobre a produ¢ao/inibicao de TNFa e NOSi, sobre a producao

de eicosanoides e migragao neutrofilica (atividade antiinflamatoria) — FIGURA 23.
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FIGURA 23: Modelo hipotético dos mecanismos de inibicdo da mucosite oral

experimental pela M. urundeuva.



99

Outra provavel evidéncia dos efeitos benéficos tanto de Aloe vera, como M.
urundeuva sobre a mucosite oral experimental foi a redu¢do na intensidade da perda
ponderal dos animais tratados com essas drogas (Aloe nas concentr¢oes de 25 e 50% e de
aroeira na concentr¢do de 5%) em relacdo aos animais controles. A inibigao completa dessa
perda ponderal ndo seria esperada, tendo em vista que além da limitagdo na ingesta oral
pela dor induzida pela mucosite oral, os animais também apresentam diarréia (dados nao

mostrados) e estdo sujeitos a infecgcdes que limitam bastante sua adequada nutrigao.
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V1. CONCLUSOES:

1. Demonstramos que o gel do extrato de Aloe vera L inibiu de forma
significativa nas doses testadas a intensidade das lesdes relativas a mucosite oral
experimental em hamsters tanto macroscopicamente como microscopicamente. A inibicao
da mucosite oral experimental induzida pelo extrato de Aloe vera L foi associada a redugao
na atividade da mieloperoxidase, sugerindo que determina inibi¢do da migragdo de
neutréfilos @ mucosa. O tratamento com Aloe vera causou impacto na nutri¢do dos animais,
uma vez que tiveram menor perda ponderal que os animais controle.

2. O tratamento topico com extrato de M. urundeuva sob forma de gel determinou
inibi¢do da intensidade da mucosite oral experimental induzida por 5-FU, evidenciada pelos
escores macro e microscopicos das mucosas. Parte do efeito inibitorio da M. urundeuva
sobre mucosite oral parece se relacionar com a inibi¢do da migracao de neutrofilos, tendo
em vista que os niveis de MPO nos tecidos encontram-se reduzidos nos animais tratados
com a referida droga. Os efeitos de M. urundeuva se refletiram em uma menor perda
ponderal nos animais tratados com gel a 5% em relagao aos controles.

3. Aloe vera L promoveu redugdo da expressdo de TNF o e NOSi nas mucosas
jugais tratadas sugerindo que seu efeito sobre a mucosite estd relacionada a inibigdo de
citocinas ¢ de NO implicadas no processo de mucosite oral. Também parte do efeito anti-
mucosite de M. urundeuva se deve a inibi¢do da produgdo tecidual de TNFa e NOS;,

diminuindo o processo inflamatdrio, dano tecidual e amplificacdo do processo.
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