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“Uma mente que se abre a uma ideia nova, 
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Albert Einstein 



 

RESUMO 

 

Analisou-se a via colinérgica anti-inflamatória no processo inflamatório na patogênese das 

alterações morfofuncionais causadas por 5-Fluorouracil (5-FU). Utilizou camundongos 

machos Swiss pesando de 25-30g, vindos do biotério central da universidade Federal do 

Ceará, sob o protocolo 74/2014, receberam dose única de 5-FU (450mg/kg-i.p.) e foram 

tratados com neostigmina (NEO-80µg/kg-i.p.) ou piridostigmina (PIRO-2mg/kg-i.p.), durante 

3 dias iniciando 1 dia antes da indução com 5-FU, foram divididos em 6 grupos: controle 

salina (S), mucosite intestinal (5FU), salina + piridostigmina (P), salina + neostigmina (N), 

5FU+P e 5FU+N. O sacrifício por deslocamento cervical seguiu 3 dias (3d) e 15 dias (15d) 

após a administração (fase inflamatória e pós inflamatória, respectivamente) foi obtido 1cm 

do segmento ileal para analise histopatológica e morfometrica, avaliação da mieloperoxidase 

(MPO), glutationa (GSH), malondialdeido (MDA), dosagem de IL-1β, atividade da 

acetilcolinesterase (AChE), imunohistoquímica para receptores M3, imunofluorescencia para 

Hu C/D – ChAT, parâmetros funcionais de esvaziamento gástrico (E.G), transito intestinal 

(T.I) e dos parâmetros contráteis mediante eletroestimulação com curva de voltagem (10 a 

80v) e curva de frequência (1 a 32Hz). Para análise estatística foi considerado p<0,05, onde os 

dados foram expressos por mediana para analises histopatológica e morfometrica e média ± 

erro padrão da média. Nos resultados da Histopatologia observamos o seguinte: (S: 0 (0-1); 

5FU 3d: 2 (2-3)*; P: 0 (0-1); N: 0 (0-1); 5FU+P: 2 (2-3); 5FU+N: 1 (1-2); 5FU 15d: 1 (0-1); 

5FU+P: 1 (0-1); 5FU+N: 1 (0-1). Na MPO (S: 3,24 ± 0,31; 5FU: 17,92 ± 2,01*; P: 3,37 ± 

0,69; N: 4,18 ± 0,18; 5FU+P: 16,48 ± 3,06*; 5FU+N: 4,98 ± 0,93# UMPO/mg tecido), 

mostrou diferença por aumento da atividade enzimática no grupo 5-FU em comparação ao 

grupo S. Nos resultados da IL1β: (S: 179,88 ± 15,5; 5FU: 648,4 ± 51,6*; N: 45,38 ± 9,3; 

5FU+N: 201,18 ± 28,3* nM/µg de proteína/min.). Nos resultados do GSH (S: 199,9 ± 8,71; 

5FU: 120,9 ± 6,77; P: 107,5 ± 9,38; N: 203,1 ± 4,9; 5FU+P: 124,7 ± 8,35; 5FU+N: 118,8 ± 

7,93# NP-GSH µg/100mg de tecido); nos resultados da atividade da AChE (S: 971,3 ± 210,9; 

5FU: 376,4 ± 70,98; P: 593,5 ± 100,9; N: 597,385 ± 97,3; FU+P: 297,5 ± 80,58; 5FU+N: 

839,43 ± 100,93# nM/µg de proteína/min.), nos resultados do MDA obtivemos: (S: 12,5 ± 

1,31; 5FU: 29,12 ± 2,8*; P: 11,3 ± 1,69; N: 13,48 ± 0,18; 5FU+P: 11,48 ± 0,06#; 5FU+N: 

11,58 ± 1,43# nMol/g tecido). Nos resultados da imunohistoquímica M3: (S: 41,87 ± 6,41; 

5FU 3d: 78,93 ± 4,57*; 5FU 15d: 76,24 ± 5,53* receptor M3/mm²) e na imunofluorescência 

nos neurônios do plexo mioentérico imunorreativos para HU C/D e neurônios colinérgicos 

imunorreativos para ChAT encontramos uma relação significante no grupo 5FU: (S: 66,6 ± 

2,1; 5FU 3d: 80,3 ± 3,7*%). Na contratilidade foi observado uma hipercontratilidade no íleo 

dos animais do grupo 5FU testado com eletroestimulação e farmacologicamente com 

Acetilcolina e carbacol. No 15° dia após o tratamento com 5-FU as alterações encontradas nas 

análises inflamatórias foram restabelecidas. Porém, um significativo retardo no esvaziamento 

gástrico e no trânsito gastrintestinal permanece. Podemos sugerir com esses resultados que as 

alterações na motilidade gastrointestinal constatadas por este estudo e descritas na literatura 

são por diminuição da atividade da AChE no período inflamatório e persistente no período 

pós-inflamatório, com isso a via colinérgica anti-inflamatória tem potencial para alvo 

terapêutico sem alterações significantes dos parâmetros inflamatórios.  

 

Palavras-chave: Mucosite intestinal. Alterações inflamatórias. Alterações morfofuncionais. 



 

ABSTRACT 

The interrelation between the enteric nervous system and the inflammatory process in the 

pathogenesis of morphofunctional changes caused by 5-Fluorouracil (5-FU) was analyzed. 

Male Swiss mice weighing 25-30g from the Federal Center of Ceará under protocol 74/2014 

received a single dose of 5-FU (450mg / kg-ip) and were treated with neostigmine (NEO-

80μg (kg -1), or pyridostigmine (PIRO-2mg / kg-ip) for 3 days starting 1 day before induction 

with 5-FU were divided into 6 groups: saline control (S), intestinal mucositis (5FU), saline + 

pyridostigmine (P), saline + neostigmine (N), 5FU + P and 5FU + N. The cervical 

displacement sacrifice followed 3 days (3d) and 15 days (15d) after administration 

(inflammatory and postinflammatory phases, respectively), 1cm of the ileal segment was 

obtained for histopathological and morphometric analysis, myeloperoxidase (MPO), 

glutathione GSH), malondialdehyde (MDA), IL-1β dosage, acetylcholinesterase activity 

(AChE), immunohistochemistry for M3 receptors, immunofluorescence for Hu C / D-ChAT, 

functional parameters of gastric emptying (EG), intestinal transit of the contractile parameters 

by electrostimulation with voltage curve (10 to 80v) and frequency curve (1 to 32Hz). For 

statistical analysis it was considered p <0.05, where data were expressed as median for 

histopathological and morphometric analyzes and mean ± standard error of the mean. In the 

results of Histopathology we observed the following: (S: 0 (0-1); 5FU 3d: 2 (2-3) *; P: 0 (0-

1); N: 0 (0-1); 5FU + P (2-1), 5FU + N: 1 (1-2), 5FU 15d: 1 (0-1), 5FU + P: 1 (0-1), 5FU + N: 

1 (0-1). In MPO (S: 3.24 ± 0.31, 5FU: 17.92 ± 2.01 *, P: 3.37 ± 0.69, N: 4.18 ± 0.18, 5FU + 

P: 16 , 48 ± 3.06 *, 5FU + N: 4.98 ± 0.93 # UMPO / mg tissue), showed difference by 

increased enzymatic activity in the 5-FU group compared to the S group. (S: 179.88 ± 15.5; 

5FU: 648.4 ± 51.6 *; N: 45.38 ± 9.3; 5FU + N: 201.18 ± 28.3 * nM / μg protein / min). In the 

results of GSH (S: 199.9 ± 8.71, 5FU: 120.9 ± 6.77, P: 107.5 ± 9.38, N: 203.1 ± 4.9, 5FU 

376.4 ± 70.98, P: 593.5 ± 100.9, N: 597.385 ± 97.3, FU+P: 297.5 ± 80.58, 5FU+N: 839.43 ± 

100.93 5FU+N: 118.8 ± 7.93# NP-GSH μg), the results of AChE activity (S: 971.3 ± 210.9; 

5FU: 376,4 ± 70,98; P: 593,5 ± 100,9; N: 597,385 ± 97,3; FU+P: 297,5 ± 80,58; 5FU+N: 

839,43 ± 100,93# nM/µg de proteína/min.). In the MDA results, we obtained: (S: 12.5 ± 1.31; 

5FU: 29.12 ± 2.8*; P: 11, 3 ± 1.69; N: 13.48 ± 0.18, 5FU+P: 11.48 ± 0.06%; 5FU + N: 11.58 

± 1.43# nMol/g tissue). In the results of the immunohistochemistry M3: (S: 41.87 ± 6.41; 5FU 

3d: 78.93 ± 4.57*; 5FU 15d: 76.24 ± 5.53* M3 receptor / mm²) and immunofluorescence in 

neurons immunoreactive myenteric plexus for HU C/D and cholinergic immunoreactive 

neurons for ChAT we found a significant relation in the 5FU group: (S: 66.6 ± 2.1; 5FU 3d: 

80.3 ± 3.7*%). In contractility, hypercontractility was observed in the ileum of the animals of 

the 5FU group, tested with electrostimulation and pharmacologically with Acetylcholine and 

carbachol. On the 15th day after treatment with 5-FU the alterations found in the 

inflammatory analyzes were reestablished. However, a significant delay in gastric emptying 

and gastrointestinal transit remains. We can suggest from these results that the alterations in 

gastrointestinal motility observed by this study and described in the literature are by a 

decrease in AChE activity in the inflammatory and persistent period in the postinflammatory 

period, with that the cholinergic anti-inflammatory pathway has potential for therapeutic 

target without significant changes in inflammatory parameters.  

 

Keywords: Intestinal mucositis. Inflammatory changes. Morphofunctional changes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer colorretal possui relevância mundial por se tratar da terceira neoplasia 

mais frequente nos homens e da segunda mais frequente nas mulheres. Sua incidência é 

superior a 1,3 milhão casos novos por ano, podendo levar a óbito (GASPARINI, et al., 2018). 

No Brasil, em 2017, estimaram-se novos casos em 36.360 pessoas (INCA, 2018). Dentre as 

causas deste tipo de câncer podem estar associados a fatores hereditários, ambientais, 

alimentares e outros fatores, como a retocolite ulcerativa e a doença de Crohn (GASPARINI, 

et al., 2018). 

Segundo Forones (2010), o quimioterápico mais utilizado para o tratamento do 

câncer colorretal é o 5-Fluorouracil (5-FU), usado em associação com outros quimioterápicos. 

As reações adversas mais destacadas são: a leucopenia, mucosite, estomatite, náusea, diarreia, 

vômito. 

Mucosite é um termo clínico que descreve uma síndrome caracterizada por: 

ulceração da mucosa de todo o trato digestivo e sintomas pertinentes (SONIS, 1993). Tem 

sido descrito incidência de mucosite, em aproximadamente 40%, associada ao uso dos agentes 

quimioterápicos (CABALLERO et al., 1985; BISHOP et al., 1986; ROTH et al., 1991), além 

de ser bastante comum em pacientes submetidos à radioterapia abdominal (ALTMANN, 

1974). A mucosite como entidade patológica limita muitas vezes o tratamento, cerca de 8.325 

pessoas sofrem com os efeitos colaterais do tratamento do câncer no Brasil, segundo 

DATASUS (2017). Além de seus eventos inflamatórios no curso da mucosite, também 

resultam em alterações na fisiologia gastrintestinal como, alterações de permeabilidade, 

contração e trânsito intestinal (LIMA, 2016; LIMA, 2018). 

A mucosite induzida por antineoplásicos é um fator limitante na terapia 

anticâncer. Por serem os agentes citotóxicos mais efetivos em tecidos com alta taxa 

proliferativa, o epitélio do trato gastrintestinal, pelo seu elevado turnover celular, torna-se 

particularmente susceptível aos efeitos danosos dos antineoplásicos (PLEDGER et al., 1988; 

PARRILLI et al., 1989). Esses danos parecem envolver principalmente as células das criptas 

intestinais (FOX et al., 1988; SHOU et al., 1991; SKUBITZ, 1994). 

A destruição celular gastrointestinal observada na mucosite, por uso de 

quimioterápicos, é resultado de hipoproliferação celular (TRIER, 1962; ALTMAN et al., 

1974), com atrofia das vilosidades, aprofundamento das criptas que resulta de disfunção 

absortiva, alteração na secreção de eletrólitos, principalmente Na+ e K+, que pode resultar em 

diarreia (KEEFE et al., 1997; CARNEIRO-FILHO et al., 2004). 
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Assim, a mucosite intestinal resulta de eventos inflamatórios, que levam as 

alterações de permeabilidade e trânsito intestinal e de alterações na motilidade intestinal tanto 

na fase inflamatória, como na fase pós-inflamatória (SOARES et al., 2008; LIMA, 2016; 

LIMA, 2017). 

Inúmeros trabalhos verificaram alterações na neurotransmissão entérica, 

purinérgica (DE MAN et al., 2003) durante experimento de inflamação crônica (VENKOVA 

et al., 2000; BALEBA et al., 2001 e 2002) e aguda do intestino (JACOBSON et al., 1997), 

bem como a relação sistema nervoso autônomo (SNA) com a resolução do processo 

inflamatório no trato gastrintestinal. (PAVLOV E TRACEY, 2005; GHIA et al., 2009). Fato é 

que o entendimento da inter-relação entre o sistema nervoso entérico, sistema autonômico e o 

processo inflamatório na patogênese das alterações morfofuncionais e motilidade 

gastrintestinal induzida por 5-FU, ainda é uma lacuna da literatura. Assim, a possibilidade de 

elucidar esta inter-relação pode culminar em novas abordagens terapêuticas, como a 

estimulação da via colinérgica anti-inflamatória, para a mucosite intestinal causada por 

antineoplásicos. 

A Alteração do sistema nervoso entérico, via colinérgica, em alguns casos, está 

correlacionada ao agravamento de algumas patologias. Na clínica, disfunção autonômica, um 

termo usado para indicar uma diminuição relativa ou absoluta da atividade vagal ou o 

aumento da atividade simpática, está associada ao risco de arritmias letais pós-infarto e risco 

aumentado de morte por causas cardíacas (SCHWARTZ et al. 1992; LA ROVERE et al., 

1998; LA ROVERE et al., 2001) e mais recentemente com agravamento de doenças 

inflamatórias intestinais (PAVLOV E TRACEY, 2005; GHIA et al., 2009). 

Nossa hipótese é que o 5-FU gere mudança sináptica do sistema nervoso entérico 

e que uma redução da atividade colinérgica poderia agravar ainda mais este remodelamento, 

por disfunção colinérgica, enquanto um aumento da função colinérgica poderia minimiza as 

alterações morfofuncionais do trato gastrintestinal, por ativação da via anti-inflamatória 

colinérgica. Dentro dessa plasticidade colinérgica, em revisão sistemática de Pavlov e Tracey 

(2005), resumiram estudos sobre a via anti-inflamatória colinérgica, e sua regulação periférica 

e central. Os autores discutiram também sobre as potenciais implicações terapêuticas da via 

anti-inflamatória colinérgica modulada por células do sistema imune, principalmente 

macrófagos, tomando como base para possível alvo de tratamento de doenças inflamatórias. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Câncer e tratamento 

 

O câncer vem se convertendo nas últimas décadas em problema de saúde pública 

mundial. Pode-se atribuir o aumento do número de casos à urbanização, ao incremento na 

expectativa de vida e, também, ao melhor diagnóstico (LOPES et al., 2002; ROSENFELD et 

al., 2001 apud VERDE, 2007). A busca por formas de tratamento antineoplásico mais efetivas 

e menos agressivas tem aumentado. Os tratamentos disponíveis atualmente incluem cirurgia, 

radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e, mais recentemente, imunoterapia, com 

resultados promissores (VERDE, 2007). Os fármacos antineoplásicos constituem o tratamento 

de numerosas neoplasias malignas de forma isolada ou em conjunto com a radioterapia e/ou o 

tratamento cirúrgico (LIMA, 2004).  

 

2.1.1 Quimioterapia 

 

A quimioterapia, tratamento antineoplásico sistêmico, é classificada de três 

maneiras principais: neoadjuvante, terapêutica e adjuvante. A quimioterapia neoadjuvante 

caracteriza-se pelo uso de quimioterapia como tratamento inicial de pacientes que serão 

submetidos a tratamento cirúrgico e/ou radioterápico. A terapêutica ocorre quando a 

abordagem única é a submissão do paciente à quimioterapia. Já a adjuvante é utilizada após o 

tumor primário ter sido controlado por terapia cirúrgica ou radioterapia (ANELLI, 2002; 

GIMENEZ, 2003; CHU; De VITA, 2001 apud VERDE, 2007). 

O tratamento objetiva a erradicação de células tumorais viáveis, com mínima 

lesão aos tecidos do hospedeiro. As drogas antineoplásicas induzem a morte ou comprometem 

as células tumorais susceptíveis, bloqueando vias metabólicas ou bioquímicas sensíveis às 

drogas (LIMA, 2004). 

Percebe-se que cada quimioterápico tem perfil de toxicidade distinto e os efeitos 

colaterais têm relação direta com a droga utilizada e o estado clínico do indivíduo (LIMA, 

2004; VERDE, 2007). Neste sentido, o 5-FU é um dos quimioterápicos que causa importantes 

efeitos colaterais (McCARTHY et al., 1998; LEITÃO et al., 2007). Mielotoxicidade, cistite, 

toxicidade pulmonar, cardiotoxicidade e mucosite são os efeitos adversos mais encontrados 

após o uso deste agente (LIMA, 2004; BOWEN et al., 2006; VERDE, 2007). 
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2.2 5-Fluorouracil 

 

O 5-FU é uma pirimidina fluorada, preparada a partir da substituição de um átomo 

de hidrogênio por um de flúor, mais estável, na posição cinco da molécula de uracil (Figura 

1). O sítio de substituição no anel pirimidina foi selecionado para inibir a conversão do 

nucleotídeo uracil em timidina (PINEDO; PETERS, 1988).  

Figura 1. Estruturas químicas do 5-FU, uracila e timina. Ordenadas da esquerda para a direita. 

 

Fonte. Adaptado de Longley, Harkin e Johnston (2003). 

 

Logo, o 5-FU é um agente quimioterápico antimetabólito pertencente ao subgrupo 

dos fármacos análogos da pirimidina, desenvolvido na década de 50 do século passado, tem a 

função de inibir moléculas de DNA e/ou RNA, impedindo a síntese e metabolismo de novas 

células (RUTMAN; CANTAROW; PASCHKIS, 1954). Atua inibindo a atividade da enzima 

timidilato sintetase, reduzindo a produção do nucleotídeo timina; ou sendo incorporado ao 

DNA e/ou RNA das células, impossibilitando seu funcionamento normal e induzindo 

apoptose (LONGLEY, HARKIN; JOHNSTON, 2003; SAVVA-BORDALO et al., 2010). 

A citotoxicidade desta droga é atribuída a três diferentes mecanismos (Figura 2): 

1. incorporação de fluoro trifosfato (FUTP) no RNA; 2. incorporação de fluorodeoxiuridina 

trifosfato (FdUTP) no DNA genômico, 3. inibição da enzima timidilato sintetase (TS) 

relacionado à síntese de nucleotídeos (Figura 2) (GREM, 1997; LONGLEY et al., 2004; 

NOORDHUIS et al., 2004; HARRIS et al., 2005). 
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Figura 2. Metabolismo hepático do 5-Fluorouracil. 

 

Fonte. Adaptado de Longley, Harkin e Johnston (2003). 

5-FU – 5-Fluorouracil; DPD – diidropirimidina desidrogenase; DHFU – dihidrofluorouracil; FUMP – monofosfato 

de fluorouridina; FUDP – difosfato de fluorouridina; FUTP – trifosfato de fluorouridina; FdUMP – monofosfato de 

fluorodeoxiuridina; FdUDP – difosfato de fluorodeoxiuridina; FdUTP – trifosfato de fluorodeoxiuridina; TS – 

timidilato sintetase; TK – timidina cinase;FUDR - fluorodeoxiuridina. 

 

Acredita-se que o principal mecanismo de citotoxicidade do 5-Fluorouracil seja a 

inibição da enzima timidilato sintetase, uma vez que, esta é responsável pela conversão de 

deoxiuridina monofosfato (dUMP) em deoxitimidina monofosfato (dTMP) utilizando o 5,10- 

metileno tetra-hidrofolato (CH2THF) como um doador de grupos metil, no entanto, na 

presença do metabólito ativo do 5-FU que é o monofosfato de fluordeoxiuridina (FdUMP), 

este por sua vez, liga-se ao sítio de ligação do nucleotídeo da enzima TS e forma um 

complexo estável TS/CH2THF. Esse complexo é capaz de bloquear o acesso de dUMP ao 

sítio de ligação do nucleotídeo, inibindo a síntese de dTMP. Isso resulta em um desequilíbrio 

nas concentrações de deoxinucleotídeos (dNTP) e também um aumento dos níveis de 

deoxiuridina trifosfato (dUTP), ambos podem causar destruição do DNA. A extensão ao dano 

do DNA causado pela dUTP é dependente dos níveis das enzimas pirofosfato dUTPase e 

uracil-DNA glicosilase (UDG) (Figura 3) (LONGLEY, HARKIN; JOHNSTON, 2003). 
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Figura 3. Mecanismo de ação do 5-Fluorouracil sobre a enzima timidilato sintetase. 

 

 

Fonte. Adaptado de Longley, Harkin e Johnston, (2003). 

A enzima timidilatosintase (TS) junto ao cofator CH2THF (5,10-metilenotetrahidrofolato) converte dUMP a dTMP 

que por sua vez gera dTTP (trifosfato de deoxitimidina), componente essencial da molécula de DNA. Esquema 

representativo da ação inibitória do metabólito ativo de 5-FU, FdUMP. FdUMP se liga ao sítio ativo da enzima 

formando um complexo estável com ela e seu cofator, bloqueando a ligação do composto dUMP e a síntese de 

dTMP e dTTP, impedindo a síntese e/ou o reparo da molécula de DNA 

 

O 5-FU é utilizado para o tratamento de vários tipos de câncer, incluindo o ovário, 

cabeça, pescoço, câncer de mama e o de coloretal, sendo de maior impacto nesse último tipo 

(NOORDHUIS et al., 2004). Porém, a ação desse quimioterápico não se limita somente às 

células neoplásicas. Os efeitos colaterais são mais observados nas células com alto índice 

mitótico, como os tecidos de rápida proliferação (KIM et al., 2006). Por exemplo, na medula 

óssea resulta em granulocitopenia, trombocitopenia, no trato gastrintestinal resulta em 

mucosite oral, mucosite intestinal, faringite, esofagite, gastrite, colite, entre outros (KOENIG; 

PATEL, 1970). Outros efeitos como alopecia, dermatite, cardiotoxicidade e mais raramente, 

neurotoxicidade também são efeitos tóxicos observados na utilização do 5-FU (PIRZADA; 

ALI; DAFER, 2000). Também são relatadas alterações na microflora intestinal, que podem 

contribuir para a ocorrência da diarreia (SAVVA-BORDALO et al., 2010). 

Aproximadamente 40% dos pacientes tratados com 5-FU apresentam mucosite, 

podendo chegar a 100% com o uso de altas doses. Isso contribui para a interrupção do 

tratamento, necessidade de modificação no esquema de administração da droga, mudança na 

seleção do quimioterápico ou redução das doses, comprometendo a eficácia da terapia 
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proposta e refletindo na saúde e qualidade de vida do paciente (SONIS, 2004; BOWEN et al., 

2006; STRINGER et al., 2009; VLIET et al., 2010). Devido a esses fatores, torna-se 

importante a busca por alternativas terapêuticas que visem diminuir ou amenizar os efeitos 

colaterais como a mucosite intestinal resultante do tratamento quimioterápico com 5-FU. 

 

2.3 Mucosite intestinal por 5-FU 

 

As manifestações da mucosite gastrintestinal são dor abdominal e diarréia. O trato 

gastrintestinal é vulnerável por causa da alta proliferação e frequência na renovação celular 

(PARRILI et al., 1989; PLEDGER et al., 1988). Sonis, 2009, caracterizou 4 fases 

fisiopatológicas da mucosite (figura 4): uma fase inflamatória/vascular, uma fase epitelial, 

uma fase bacteriológica/ulcerativa e uma fase de resolução. Cada fase é independente e é 

consequência de uma série de ações mediadas por citocinas, fatores de crescimento, sobre o 

efeito direto do quimioterápico no epitélio, sobre a flora bacteriana, além de depender do 

“status” da medula óssea do paciente (PICO et al., 1998). 

O exato mecanismo biológico da mucosite intestinal ainda não está totalmente 

esclarecido (GIBSON; KEEFE, 2006). Sonis (2004) propôs um modelo de cinco fases para 

descrever o desenvolvimento da mucosite oral, embora, não se possa garantir que essas fases 

sejam as mesmas para mucosite intestinal, ou que a totalidade dos eventos fisiopatológicos 

esteja presente em todos os casos de mucosite, sabe-se que os eventos inflamatórios 

envolvidos, assim como a recuperação da mucosa, ocorrem mais rapidamente no epitélio 

intestinal do que no oral (SONIS et al., 2004). 

A descrição do modelo em fases proposto por Sonis foi uma forma didática para 

melhor compreensão dos fenômenos envolvidos no desenvolvimento da mucosite (Figura 4), 

entretanto, é importante reconhecer que essa caracterização artificial pode não refletir 

amplamente os efeitos em processo, uma vez que existe uma dinâmica fluida para o mesmo, 

bem como uma variabilidade individual (SONIS, 2004). 
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Figura 4. Fisiopatologia da mucosite oral. 

 

Fonte. Adaptado de Sonis (2009). 

A fisiopatologia da mucosite como um processo de cinco estágios: iniciação; primeira resposta ao dano (mensagem 

e sinalização); amplificação; ulceração e cicatrização. 

 

Na primeira fase há liberação de citocinas interleucina 1 (IL-1) do epitélio e dos 

tecidos conectivos devido ao efeito de quimioterápicos (SONIS, 1998). Citocinas como o 

fator de necrose tumoral (TNF-) e IL-1 podem iniciar uma resposta inflamatória que resulta 

em aumento da vascularização subepitelial (PICO et al., 1998). A segunda fase, ou fase 

epitelial é caracterizada pela redução da renovação epitelial que resulta em atrofia. A fase 

ulcerativa é a mais sintomática e complexa, dentre as 4 fases, ocorre falha na barreira da 

mucosa, juntamente com neutropenia, que pode levar o paciente ao risco de infecção. E por 

último observa-se a fase de resolução da mucosite, com proliferação e diferenciação celular, 

retorno normal das células sanguíneas periféricas e controle da flora bacteriana (PICO et al., 

1998). Já era conhecida a importância da IL-1 na modulação da função neuromuscular 

durante inflamação gastrintestinal (COLLINS, 1996). Posteriormente, constou-se um aumento 

da contratilidade do intestino de camundongos infectados por Schistosoma na fase de 

resolução (MOREELS et al., 2001).  
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A mucosite intestinal por 5-FU em modelos experimentais já foi associada ao 

acúmulo de infiltrado neutrofílico tecidual (FERREIRA et al., 2012; SOARES et al., 2013).  A 

presença de polimorfonucleares também implica na ocorrência de diarreia, pois, conforme 

mostrado por Madara et al (1993), estes, podem produzir adenosina monofosfato cíclico 

(cAMP) que se convertido em adenosina, ativa a secreção eletrogênica de cloreto e o 

transporte passivo de água para o lúmen intestinal. Com isso, é possível elucidar, 

parcialmente, a ocorrência da diarreia secretória em processos inflamatórios intestinais 

(SOARES et al., 2013). Logo, o processo inflamatório estabelecido trará grande impacto 

sobre as células epiteliais intestinais e sobre células especializadas do intestino, como as 

células produtoras de muco e as células enteroendócrinas (NASH; STAFFORD; MADARA, 

1987; PARSONS et al.,1987), podendo causar um prejuízo na função de barreira, uma vez 

que, sua ação sobre as tight junctions - junções apertadas e justas entre as membranas laterais 

das células - pode promover um aumento da permeabilidade, dificultando a absorção 

(NUSRAT et al., 1997; SEIDLER et al., 2006). 

Por fim, a fase de cicatrização acontece de forma espontânea, ao término do 

tratamento. A proliferação celular é estimulada por novos mensageiros da matriz extracelular 

que migram para a superfície ulcerada, estimulando a diferenciação no tipo especializado de 

epitélio da mucosa. Desta forma, a úlcera é recoberta pelo epitélio e o tecido começa a formar 

as camadas, possibilitando a regeneração da arquitetura normal da mucosa. Ocorre, ainda, 

restabelecimento da microbiota intestinal (SONIS, 2004). 

Além disso, a fase de ulceração representa um grande risco de infecção ao 

paciente, uma vez que bactérias colonizam a superfície ulcerada e liberam substâncias tóxicas 

na parede celular que irão penetrar o tecido adjacente e estimular diretamente macrófagos 

infiltrantes que liberam mais citocinas pró-inflamatórias, contribuindo para uma maior 

resposta inflamatória, que acarretará em um maior dano tecidual (VILLA; SONIS, 2015). 

Assim, a presença de infiltrado polimorfonuclear também é característica dessa 

fase (SONIS et al., 2004), não só por ativação de células inflamatórias por produtos da parede 

celular dos microrganismos, como também pela maior expressão de moléculas de adesão pela 

ativação de NF-κB e os produtos das reações das EROs, que culminam em uma maior atração 

de neutrófilos circulantes, estimulando a produção de oxidantes por essas células (VAN YE; 

ROZA, PIEPER, 1993). 

Além das alterações inflamatórias, Soares et al. (2008) demonstraram que durante 

a mucosite intestinal por 5-FU ocorre uma alteração no padrão contrátil do intestino, 
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caracterizado pela hiper-reatividade do músculo intestinal a agonistas como o carbacol, 

revelando uma alteração funcional do intestino, presente tanto na fase inflamatória como na 

pós-inflamatória. 

Logo, há uma complexidade biológica inerente ao modelo de mucosite, a 

compreensão dos mecanismos envolvidos em tal fenômeno é necessária para que se possa 

propor novas abordagens clínicas, sugerindo novos alvos para o tratamento, de forma a 

melhorar o entendimento do processo e selecionar a fase apropriada para a intervenção nos 

pacientes (SONIS, 2004). Sabe-se que o controle e prevenção desses sintomas são de suma 

importância, uma vez que podem limitar o tratamento, levar à necessidade de sua interrupção, 

reduzir a motivação do paciente em prosseguir com o plano de tratamento e comprometer o 

controle local do tumor e as taxas de sobrevida (BRITO et al., 2012). 

Desta forma, a mucosite intestinal tem sido foco de alguns estudos que 

possibilitaram além de uma melhor compreensão dos mecanismos moleculares, possíveis 

formas de prevenção e tratamento (PETERSON; BENSADOUN; ROILA, 2011), nos quais, 

fatores de crescimento, citocinas e antagonistas, além do uso de probióticos e diversos 

nutrientes são alguns dos alvos de estudo na área terapêutica (VON BÜLTZINGSLÖWEN et 

al., 2006; KEEFE, 2007; SULTANI et al., 2012; JUSTINO et al., 2015). 

 

2.4 Contração musculo liso intestinal 

 

O músculo liso intestinal é do tipo unitário, de modo que a estimulação elétrica de 

uma célula é seguida pela estimulação elétrica das células musculares adjacentes, uma vez 

que suas células se comunicam por junções intercelulares de baixa resistência elétrica, as gap-

junctions. As fibras musculares estão dispostas em feixes e são inervadas por um único 

neurônio, formando uma unidade motora. Quando o neurônio secreta seus 

neurotransmissores, as células mais próximas são excitadas, e a estimulação é repassada a 

todas as células, graças as gap-junctions. Isso leva à onda de contração, peristaltismo 

(KOEPPEN E STANTON, 2009; AIRES, 2012). 

Esse processo contrátil está diretamente relacionado ao aumento da concentração 

intracelular de cálcio [Ca2+]i. O Ca2+ utilizado para a ativação do aparelho contrátil entra no 

compartimento citoplasmático durante períodos de despolarização da membrana, estiramento 

mecânico, ou estimulação por agonistas (JHONSON, 2014). 

A principal forma de entrada dos ions Ca2+ se dá pelos canais de Ca2+ voltagem-

dependentes em resposta a presença da despolarização da membrana muscular. Estando a 
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despolarização relacionada a acetilcolina (ACh) liberada pelos neurônios do Sistema Nervoso 

Entérico (SNE), que ativa os receptores muscarínicos acoplados a proteína G, presentes na 

fibra muscular lisa gastrintestinal, e promove a ativação da Fosfolipase C (PLC). Além desses 

mecanismos o Ca2+ entra na célula muscular pelos Canais de Entrada Capacitiva de Ca2+ 

(CCE), isso leva ao aumento da [Ca2+]i, figura 5, (SANDERS, 2001). Logo após a contração 

os íons Ca2+ são bombeados para fora da célula, por uma Ca2+-ATPase (CMAP) e pelo 

cotransportador Ca2+/Na+ (NCE) e do citosol para o retículo sarcoplamático pela Bomba 

Sarco (Endo) Retículo Ca2+-ATPase (SERCA), assim a atividade da miosina-quinase é 

interrompida e uma fosfatase remove o grupo fosforidil da miosina, desligando o complexo 

actina-miosina e promovendo o relaxamento muscular, figura 6. (SANDERS, 2001; 

JHONSON, 2014). 

 

Figura 5. Aumento da [Ca2+]i na célula muscular lisa intestinal. 

 

Fonte. Adaptado de Sanders, (2001); Aires (2012); Jhonson, (2014). 

 

O potencial de repouso da fibra muscular lisa varia entre – 40mV a – 60mV, sendo 

sua despolarização deflagrada principalmente pela condutância de Ca2+ em conjunto com o 

menor influxo de Na+. No que se refere a repolarização da fibra muscular lisa, a mesma, 

ocorre concomitante com o fim da condutância de Ca2+-Na+ e devido principalmente ao 

efluxo K+ (SUZUKI, 2000; SANDERS et al., 2004; AIRES, 2012). 
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Figura 6. Mecanismos bioquímicos da contração do músculo liso 

 

Fonte. Adaptado de Jhonson, (2014) 

 

2.5 Alterações funcionais 

 

As alterações de contratilidade no modelo de mucosite intestinal foi demonstrada 

pela primeira vez por Soares et al. (2008), onde na ocasião a administração de 5-FU causou a 

inflamação de todo o intestino delgado em ratos. E quando o músculo duodenal foi avaliado 

na presença de carbacol, o mesmo apresentou uma hipercontratilidade na fase inflamatória e 

pós-inflamatória, contrastando com o retardo do esvaziamento gástrico e trânsito intestinal 

observado. Essa ambiguidade demonstra que a mucosite intestinal gera dismotilidade, o que 

pode estar associado aos sintomas colaterais observados nos pacientes tratados com 5-FU. 

Além disso, o fato do dano disfuncional permanecer mesmo após o fim do 

processo inflamatório sugere uma neuroplasticidade entérica ocasionada pela mucosite, que 

tem início na fase inflamatória e altera o perfil contrátil do musculo liso intestinal de forma 

permanente, corroborando com os achados de outros modelos para a inflamação intestinal 

(COLINS, 1996; LOMAX; FERNADEZ; SHARKEY, 2005; VASINA et al., 2006; LOMAX 

et al., 2006). 

Outro estudo em modelo de mucosite intestinal induzida por irinotecano, durante 

a avaliação funcional, Lima-Junior et al. (2012) encontram resultados de aumento da 
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contratilidade do músculo duodenal à ACh, reafirmando que o processo inflamatório da 

mucosa tem consequências no perfil contrátil da musculatura intestinal, seja pela interação 

entre mediadores inflamatórios e o SNE, ou pela alteração na modulação neuromuscular. 

Os estudos específicos de avaliação contrátil em modelos de mucosite ainda são 

escassos, por isso faz-se necessário o emprego de outros modelos inflamatórios intestinais 

para compreender o dano funcional imposto ao intestino pela inflamação, porém, as alterações 

da contratilidade do músculo liso intestinal têm sido documentadas há bastante tempo 

independentemente do agente utilizado para induzir a inflamação (GROSSI, et al., 1993; 

MOURELLE et al., 1996).  

Nesse intuito, vários estudos eletrofisiológicos foram realizados em modelos 

animais de inflamação gastrintestinal, a fim de elucidar os mecanismos subjacentes a 

dismotilidade intestinal durante os processos inflamatórios. Na colite induzida em cobaia com 

Ácido 2,4,6 – Trinitrobenzenoasulfônico (TNBS), neurônios aferentes intrínsecos primários 

no plexo mioentérico estavam hiperexcitados com um aumento na descarga do potencial de 

ação e da atividade espontânea (LINDEN et al., 2003), sugerindo que uma perturbação do 

componente aferente de reflexos motores intrínsecas podem ocorrer durante a inflamação e 

podem contribuir para alterações da motilidade do intestino. Como resultado da excitabilidade 

dos neurônios aferentes intrínsecos primários (IPANs), a amplitude e duração do potencial de 

ação de neurônios motores é reduzida (LINDEN et al., 2003). 

Existem evidências na literatura que demonstraram a existência da alteração na 

contratilidade tanto do músculo circular como longitudinal do intestino após colite 

experimental induzida por TNBS. Porém essas alterações não estão bem compreendidas, 

entretanto, observa-se na literatura que essas alterações de motilidade induzidas por 

inflamação podem ocorrer por distúrbios de liberação de neurotrasmissores do plexo 

mioentérico, por hipertrofia e por hiperplasia muscular (MOREELS et al., 2001). 

Na procura de verificar essas mudanças, em modelo de colite foi encontrada um 

aumento da apoptose de neurônios mioentéricos no modelo de colite por TNBS o que pode 

explicar a função gastrointestinal alterada, quanto a motilidade e secreção, pela inflamação 

(BOYER et al., 2005; LINDEN et al., 2005). Um exemplo de alteração funcional em locais 

remotos a partir de cólon inflamado é evidenciado por uma diminuição da noradrenalina 

(JACOBSON et al, 1997; BLANDIZZI et al, 2003) e acetilcolina (BLANDIZZI et al., 2003) 

na liberação do jejuno e íleo. 

No entanto, o aumento da contratilidade intestinal não ocorre apenas na fase 

inflamatória. Em modelos de inflamação intestinal por Schistosoma foi observado o aumento 
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da contratilidade intestinal quando induzidos por ACh, KCl, SP, e 5-HT, na 12ª semana depois 

da infestação, na fase de resolução. E quando na presença de indometacina a atividade 

espontânea do músculo liso intestinal era diminuída, sugerindo atividade moduladora de 

prostaglandina na manutenção do tônus intestinal (MOREELS et al., 2001). 

Trabalho de Barbara e colaboradores (1997), mostraram uma persistente disfunção 

muscular depois da infecção de camundongos por T. spirallis. Foi observado que 28 dias após 

a infecção não havia atividade induzida de MPO e nem mudanças na morfologia da mucosa, 

porém a contração induzida pelo carbacol estava aumentada e continuava até 42 dias pós-

infecção. Esse aumento da responsividade também foi observado pela contração promovida 

pela estimulação elétrica. Os autores sugeriram que mediadores produzidos na fase 

inflamatória persistam na fase pós-inflamatória e que eles induzem essa disfunção de 

motilidade, porém, esse mecanismo ainda está desconhecido. 

O estudo de Moreels e colaboradores, 2001, utilizando TNBS para induzir ileite 

em ratos, demonstraram que no período da fase inflamatória, havia um aumento da 

responsividade do músculo a agonistas, como ACh, e que no período pós-inflamatório 

aumento da responsividade persistia, ou seja, hipercontração. Essa contração, no entanto, era 

bloqueada por 1µM de Tetrodotoxina (TTX) e 1µM de atropina demonstrando que o bloqueio 

do plexo mioentérico é importante para a modulação do processo contrátil do músculo 

intestinal. Foi demonstrado que a disfunção de motilidade resulta em risco para o 

desenvolvimento de síndrome do intestino irritável, em que pacientes com episódios de 

gastroenterites tem 10 vezes o risco aumentado para desenvolver síndrome do intestino 

irritável. 

Existe evidência de que a hipercontratilidade observada em células de músculo 

liso intestinal de camundongos infectado por Trichinella spirallis pode ser mediada por 

citocinas liberadas de células Th2, isso foi observado quando as células na presença de 

interleucina-13 (IL-13) e interleucina-4 (IL-4) apresentaram uma contração maior ao carbacol 

comparada com a contração das células sem interleucinas, e que essa ação pode ser mediada 

ou não pelo fator de transcrição 6 (STAT 6) (AKIHO et al., 2002). 

Na tentativa de esclarecer a disfunção da mucosa e da secreção colônica no 

período pós-inflamatório, Zamuner e colaboradores (2003) encontraram dados de que ratos 

tratados com TNBS apresentavam no período pós-colite um aumento na expressão de 

ciclooxigenase-2 (COX-2), isso era observado quando o cólon era tratado com 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), a expressão de COX-2 estava aumentada em quase 

700%, quando comparado ao cólon controle só tratado com LPS e sem colite. Essas 
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observações sugerem uma importância chave para a COX-2 como mediadora da disfunção 

epitelial pós-colite. E que também o óxido nítrico (NO) juntamente com a COX-2 poderia 

mediar essas alterações no transporte e na barreira da mucosa intestinal, como mostrado por 

Resta-Lenert e Barrett, 2002. 

Contudo, o uso de antagonistas dos receptores de serotonina esses problemas 

tiveram uma boa resolução. Entretanto, pacientes sob terapia antineoplásica podem sofrer de 

outros sintomas, como dispepsia, disfagia e diarréia que não são controlados por drogas 

antieméticas (RIEZZO, et al., 2005). O conjunto desses sintomas foi denominado de síndrome 

dispéptica associado ao câncer. Sugere-se ainda que parte da causa dessa síndrome pode estar 

associada a anormalidades da motilidade do trato gastrintestinal (RIEZZO, et al., 2005). Na 

literatura mostram que hipomotilidade intestinal e diminuição do esvaziamento gástrico têm 

sido caracterizadas em modelo de ileite (DE JONGE, et al., 2003). Bem como mostram que o 

óxido nítrico produzido de leucócitos é importante na geração de inflamação intestinal e 

inibição na motilidade gastrintestinal depois de modelos de ileite (KALFF, et al., 2000). 

A interação complexa dentro da parede gastrintestinal entre mastócitos, 

macrófagos residenciais e células da glia de um lado, com neurônios, células intersticiais de 

cajal e células de músculo liso do outro representa o binômio inflamação - contratilidade 

intestinal (De WINTER; De MAN, 2010). Isso, porque a inflamação intestinal provoca 

alterações no número e na codificação neuroquímica dos neurônios entéricos; mudanças 

neurais mediadas em pequenos e grandes padrões de motilidade intestinal; defeitos no 

controle neural das respostas secretoras epiteliais a uma variedade de estímulos; aumento da 

excitabilidade de neurônios entéricos e alterações na transmissão sináptica dentro dos 

microcircuitos entéricos. Outra observação de modelos animais é que a inflamação localizada 

pode conduzir a alterações neuronais em locais distantes do TGI (LOMAX; FERNADEZ; 

SHARKEY, 2006). 

 

2.6 Sistema Nervoso Entérico 

 

O SNE pode ser referido como o “cérebro” do intestino. Essa ideia surgiu no 

início de 1900, quando se verificou que as contrações peristálticas intestinais eram 

coordenadas e os reflexos do TGI envolvem nervos intramurais, onde a maioria dos neurônios 

entéricos não contata os axônios parassimpáticos relacionados ao Sistema Nervoso Autônomo 

(SNA) e, portanto, quase que apenas sobre o controle neural local do próprio TGI 

(GERSHON, KIRCHGESSNE, WADE, 2012). O SNE pode, talvez, ser mais bem visto como 
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uma parte deslocada do Sistema Nervoso Central (SNC), que mantém a comunicação com ele 

através de neurônios aferentes e eferentes simpáticos e parassimpáticos. A parte do sistema 

nervoso central, que está ligado com os neurônios entéricos é agora conhecida como a rede 

neural autonômica central. Juntamente com estas ligações, o sistema nervoso entérico fornece 

controle neural de todas as funções do trato gastrintestinal (RAJ et al.,1996). 

Caracterizado por um conjunto de neurônios que juntamente com as células da 

glia formam uma rede complexa interligada, o SNE localizado na parede do trato 

gastrintestinal, controla tipos de arcos reflexos, de acordo com estímulos mecânicos e 

químicos, e pode funcionar independentemente do controle do SNC (FURNESS, 2006; 

GERSHON, KIRCHGESSNE, WADE, 2012). O SNE, portanto, se assemelha ao SNC, uma 

vez que este contém neurônios aferentes, interneurônios e neurônios motores, os componentes 

neurais dos arcos – reflexos que regulam a atividade do Sistema Gastrintestinal (SGI), tendo a 

habilidade de controlar a motilidade, secreção exócrinas e endócrinas, o fluxo de sangue, o 

crescimento da mucosa, estando também envolvido na regulação de processos imunológicos e 

inflamatórios (FURNESS, 2006), esquematizado na figura 7. 

 

Figura 7. Circuito neural do intestino delgado. 

 

Fonte. Nature Reviews/Gastroenterology & Hepatology (Adaptado de FURNESS, 2012). 

O SNE pode ser estudado a partir de uma divisão anatômica e funcional de seus 

constituintes neurais, neurônios e células glias, em dois agregados neurais, os plexos, sendo 

eles: o plexo mioentérico e o plexo submucoso. O plexo mioentérico situa-se entre as camadas 

circulares e longitudinais de músculo liso e se estende a todo o comprimento do intestino. 
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O plexo mioentérico consiste principalmente em cadeias lineares de numerosos 

neurônios interconectados que se estendem por todo o comprimento do trato gastrintestinal. 

Quando estimulado seus principais efeitos são: aumento da contração tônica, maior 

intensidade das contrações rítmicas, e aumento da condução das ondas excitatórias ao longo 

da parede intestinal, resultando em movimentos mais rápidos das ondas peristálticas 

(GALLIGAN et al., 2000; GANONG, 2003; VASINA et al., 2006). 

Até recentemente, as ondas lentas, ou a mudança rítmica do potencial de 

membrana das células do músculo liso, era atribuída a propriedades intrínsecas do músculo 

liso. Atualmente sabemos que as ondas lentas, ou marca passo das atividades do trato 

gastrointestinal, são gerados por um tipo especializado de células, chamadas de célula 

intersticial de Cajal ou simplesmente células de Cajal. Elas estão localizadas ao longo de todo 

o trato digestivo, adjacentes a fibras nervosas e miócitos. Localizam-se na musculatura 

longitudinal, circular, plexo mioentérico e plexo submucoso. (GANONG, 2003; VASINA et 

al., 2006). As células Intersticiais de Cajal são consideradas facilitadoras da propagação de 

estímulos elétricos e mediadoras da neurotransmissão na parede intestinal 

(VANDERWINDEN, 1999).  

Várias substâncias identificadas no sistema nervoso entérico de mamíferos podem 

ser liberadas e participar do controle da motilidade gastrointestinal por agir diretamente sobre 

a musculatura lisa, causando contração ou relaxamento, ou indiretamente, modulando a 

liberação do mediador inibitório ou excitatório (FURNESS E COSTA, 1987). Dentre elas 

podemos citar o trifosfato de adenosina (ATP), peptídeo intestinal vasoativo (VIP), peptídeo 

ativador de adenilato ciclase pituitária (PACAP), óxido nítrico (NO), monóxido de carbono 

(CO), sulfeto de hidrogênio (H2S) e substâncias que ativam PARs (receptores ativados por 

proteases). Que podem causar, simultaneamente, uma resposta elétrica de hiperpolarização 

(potencial de junção inibitório, IJP) e o relaxamento da musculatura lisa do trato 

gastrointestinal (GOYAL E RATTAN 1980, BULT et al. 1990, RATTAN E CHAKDER 1993, 

LOWICKA et al. 2007). 

A presença de substâncias ou o estiramento age estimulando os IPANs, uma vez 

ativados comunicam-se com os interneurônios. O impulso segue agora uma dupla direção: no 

caminho ascendente ocorre a interação entre interneurônios e neurônios motores excitatórios 

(colinérgicos), estimulando o músculo liso intestinal através de receptores muscarínicos e 

deflagrando a contração muscular. Já no sentido descendente, ocorre a comunicação entre 

interneurônios e neurônios motores inibitórios (purinérgicos), agindo no músculo através dos 
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receptores purinérgicos P2. O agonista do receptor excitatório é a ACh, já para o inibitório, 

um possível candidato é o ATP (FOONG et al 2012). 

Os neurônios motores apresentam uma dualidade, existindo os motores 

excitatórios e inibitórios, cujos corpos celulares estão na parede do intestino. Quanto a sua 

morfologia, é classificado como Dogiel tipo I (DI). No estômago, esses neurônios podem ser 

ativados pela estimulação do nervo vago, já no intestino pela constituição do fluido intestinal. 

Os neurônios excitatórios apresentam como principais ativadores musculares a ACh e a 

Substância P (SP), apresentando assim uma via de ação colinérgica e outra não – adrenérgica 

não – colinérgica (NANC). Quanto à atividade inibitória, os principais candidatos a 

executores desses neurônios são o Óxido Nítrico (NO), o ATP, o Peptídeo Intestinal Vasoativo 

(VIP), e o Peptídeo Pituitário Ativador da Adenilato Ciclase (PACAP) (FURNESS 2006). Os 

efeitos dos neurônios motores excitatórios e inibitórios sobre os músculos intestinais são 

retransmitidos, pelo menos em parte, através das células intersticiais de Cajal (ICC), que são 

acopladas eletricamente ao músculo. As ICC têm os receptores ambos para os transmissores 

inibitório, NO, e excitatórios, SP (PORTBURY, 1996). 

 

2.7 Via Colinérgica e via anti-inflamatória colinérgica 

 

2.7.1 Sistema Colinérgico 

 

A acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor da junção neuromuscular de 

vertebrados, do sistema nervoso autônomo e de alguns neurônios do sistema nervoso central, 

constituindo-se o principal neurotransmissor das sinapses colinérgicas. No sistema nervoso 

autônomo, é o transmissor das fibras pré e pós-ganglionares parassimpáticas e fibras pré-

ganglionares simpáticas, controlando inúmeras funções responsáveis pela homeostase como a 

contração da musculatura intestinal, ritmo cardíaco e secreção de alguns hormônios. Ela 

desempenha suas diversas funções através de dois tipos de receptores (chamados de 

receptores nicotínicos e receptores muscarínicos) que são amplamente distribuídos nos mais 

diversos tipos de células (GANONG, 2003).  

Disfunção da transmissão colinérgica relacionada à síntese, liberação e 

armazenamento da ACh ou sua interação com receptores, tem sido implicada em várias 

doenças como, por exemplo, disfunção autonômica, síndrome miastênica, mal de Alzheimer e 

de Parkinson (SCHWARTZ et al. 1992; VINCENTE et al., 2001; ZHOU et al., 2001). 
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A ACh tem sido estudada pelos seus poderosos efeitos anti-inflamatórios na 

periferia. Foi primeiro descoberto que a estimulação vagal era suficiente para suprimir a 

inflamação sistêmica em resposta à endotoxina (BOROVIKOVA et al., 2000). 

 

2.7.2 Via anti-inflamatória Colinérgica 

 

Descobriu-se mais tarde que camundongos endotoxêmicos Knockout para o 

receptor α7-nicotínico de acetilcolina (α7nAChR-/-) apresentam níveis sistêmicos aumentados 

de fator de necrose tumoral α (TNF-α), interleucina-1β (IL-1β) e IL-6, e esses camundongos 

não conseguiram suprimir os níveis de TNF-α com a estimulação vagal. Especificamente, a 

expressão de α7nAChR em macrófagos foi necessária para a supressão observada de TNF-α 

mediada por ACh (WANG et al., 2003). Em outro estudo que se seguiu, a estimulação do 

nervo esplênico produziu inibição semelhante da resposta inflamatória do TNF-α ao 

lipossacarídeo (LPS) (ROSAS-BALLINA et al., 2008).  

No entanto, a inervação vagal resulta na liberação de ACh no gânglio celíaco, que 

por sua vez envia sinais noradrenérgicos para o baço através do nervo esplênico 

(BERTHOUD E POWLEY, 1993). Assim, permaneceu a questão de como a estimulação do 

nervo vago e esplênico é capaz de produzir efeitos semelhantes quando o nervo vago não 

inerva diretamente o baço e o nervo esplênico não produz acetilcolina; enquanto isso, os 

efeitos imunorreguladores pareciam funcionar através dos receptores de ACh. Em um estudo 

de mudança de paradigma em neuro-imunologia, células T produtoras de ACh foram 

descobertas para mediar esses efeitos. Essas células T secretaram ACh em resposta à ativação 

de seus receptores adrenérgicos β, e a ACh resultante ativou o α7nAChR em macrófagos para 

suprimir a produção de TNF-α (ROSAS-BALLINA et al., 2011).  

A descoberta funcional de células T produtoras de ACh demonstrou os reflexos 

moleculares notáveis na interface dos sistemas nervoso e imunológico periférico, e essas 

descobertas expandiram imensamente a amplitude e a apreciação das interações neuro-imunes 

anteriormente conhecidas. No entanto, a pesquisa sobre as vias colinérgicas no trato 

gastrintestinal está apenas começando a aparecer na literatura. Por exemplo, foi recentemente 

demonstrado que a depleção específica de células T produtoras de ACh resulta em níveis 

reduzidos de AMP intestinal e alterações relativas na microbiota (DHAWAN et al., 2016).  

Camundongos Knockout para receptores de ACh muscarínicos do tipo 3 

(m3AChR-/-) têm uma barreira intestinal enfraquecida, níveis basais mais elevados de 

interferon-γ (IFN-γ), IL-17A e TNF-α (MCLEAN et al., 2015). Curiosamente, esses 
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camundongos também expressam níveis mais baixos de IL-4 e IL-13, resultando na depuração 

retardada de parasitas intestinais (MCLEAN et al., 2016).  

Embora os nervos vago e pélvico tenham conexões ao longo do trato 

gastrintestinal, onde algumas terminações nervosas inervam diretamente a mucosa, elas não 

são a única fonte de ACh intestinal. Os neurônios intrínsecos também são imunorreativos 

contra a colina acetiltransferase (CHAT), a enzima limitante da velocidade na síntese de ACh 

(FURNESS, 2012). Além disso, essas terminações nervosas extrínsecas frequentemente fazem 

sinapses nos neurônios do plexo mioentérico. Assim, a ACh dos nervos parassimpáticos pode 

induzir a ativação de neurônios não-colinérgicos no Sistema Nervoso Entérico (SNE) e a 

subsequente liberação de outros compostos neuromoduladores.  

No entanto, como o SNE pode iniciar seus próprios reflexos neuronais 

independentemente de ativações extrínsecas, é possível que circuitos intrínsecos isolados 

possam influenciar a função imune, e interações neuroimunes similares existentes no baço e 

na periferia também poderiam existir no trato gastrintestinal.  

Sendo assim, tanto as células do epitélio intestinal (CEI), como as células imunes, 

estão em proximidade com projeções neuronais na mucosa. No entanto, ao contrário das 

células imunológicas, cada CEI está em associação direta com o lúmen. Esta dicotomia apical 

e basolateral faz das CEI um interessante e potencial mediador de comunicações neuro-

imunes que ocorrem entre a mucosa e a microbiota. Especificamente, a ACh tem sido bem 

estudada por seus efeitos nas células de Paneth e caliciformes (Figura 8). A ativação do 

receptor de acetilcolina (AChR) é importante tanto para a degranulação de Paneth quanto para 

a de células caliciformes. Como tal, o betanecol, um agonista muscarínico de AChR 

(mAChR), estimula a desgranulação (SATOH et al., 1992), enquanto a atropina antagonista de 

mAChR suprime essa função (SATOH, 1988). Da mesma forma, a ativação da AChR nas 

células caliciformes induz a secreção de mucina (GUSTAFSSON et al., 2012; 

BIRCHENOUGH et al., 2016).  

Em camundongos, a ativação da AChR também resulta no aumento das passagens 

de antígeno associadas às células caliciformes (GAPs), que permitem que as células 

caliciformes absorvam os antígenos luminais e os entreguem às Células Dentríticas na lâmina 

própria (MCDOLE et al., 2012). Isto é particularmente interessante porque implica 

diretamente a ACh na via imunológica e microbiota luminais (Figura 8).  

Finalmente, como para as células caliciformes e Paneth, a estimulação colinérgica 

das Células Enteroendócrinas (CEE) induz a secreção de moléculas neuroendócrinas (ANINI 

E BRUBAKER, 2003). Em última análise, a ACh é um poderoso mediador da função 



 

38 

intestinal, mas, novamente, não está claro qual é a fonte endógena de ACh e se essa distinção 

afeta seu resultado funcional nas células do epitélio intestinal, sistema nervoso entérico e trato 

gastrintestinal em geral. 

 

Figura 8. Interações do epitélio intestinal. 

 

Fonte. Adaptado de Yoo e Mazmanian (2017). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

• Analisar a via colinérgica anti-inflamatória nos eventos inflamatórios e funcionais na 

mucosite intestinal induzida experimentalmente por 5-FU. 

 

3.2. Objetivos específicos  

 

• Verificar as respostas inflamatórias e funcionais que o tratamento com 5-Fluorouracil 

ocasiona a mucosite intestinal em camundongos; 

• Medir a resposta contrátil à estimulação elétrica da musculatura intestinal durante o 

período inflamatório e pós-inflamatório da lesão intestinal induzida por 5-FU; 

• Avaliar a participação da via colinérgica anti-inflamatória durante o período 

inflamatório da lesão intestinal induzida por 5-FU. 
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4 METERIAS E MÉTODOS  

 

4.1 Animais  

 

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) machos, com massa 

variando entre 25 a 30g, procedentes do Biotério da Universidade Federal do Ceará (UFC) do 

departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina. Os mesmos foram 

mantidos em gaiolas nas condições de temperatura e umidade controlada, sendo oferecido 

água e ração ad libitum. Os protocolos experimentais estão de acordo com os padrões de uso 

de animais experimentais e esse projeto foi submetido à apreciação do Comitê de Ética em 

Pesquisa animal da UFC, tendo sido aprovado sob Protocolo Nº 74/2014. 

 

4.1.1 Grupos experimentais 

 

O estudo deu-se através da comparação estatística dos resultados obtidos nos 

grupos mucosite e controle. Assim, os experimentos seguiram o seguinte desenho de grupos: 

- Grupo 5-FU 3 Dias: Fase Inflamatória da mucosite – animais receberam 

volume de 5-FU que representa a dose relativa à sua massa em gramas na dose de 5-FU de 

450mg/kg i.p. e, 3 dias após a administração do 5-FU foram sacrificados (SOARES et al., 

2008);  

- Grupo salina: Grupo controle para 3 dias– animais receberam salina no volume 

que mimetiza a indução de mucosite intestinal por 5 FU, e foram sacrificados 3 dias após a 

administração de salina; 

- Grupo 5-FU 15 Dias: Fase Pós-inflamatória da mucosite – animais receberam 

volume de 5-FU na dose relativa à sua massa em gramas de 450mg/kg i.p. Os animais foram 

sacrificados 15 dias após a administração do 5-FU (SOARES et al., 2008); 

- Grupo salina: Grupo controle da Fase Pós – Inflamatória – animais receberam 

salina no volume que mimetiza a indução de mucosite intestinal por 5 FU, e o sacrifício foi 

realizado 15 dias após a administração da salina. 

- Grupo 5-FU 3 Dias tratado com piridostigmina (2mg/kg i.p.): Fase 

Inflamatória da mucosite – animais receberam volume de 5-FU que representa a dose relativa 

à sua massa em gramas na dose de 5-FU de 450mg/kg e, 3 dias após a administração do 5-FU 

foram sacrificados; 
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- Grupo 5-FU 3 Dias tratado com neostigmina (80µg/kg i.p.): Fase 

Inflamatória da mucosite – animais receberam volume de 5-FU que representa a dose relativa 

à sua massa em gramas na dose de 5-FU de 450mg/kg e, 3 dias após a administração do 5-FU 

foram sacrificados; 

- Grupo 5-FU 15 Dias tratado com piridostigmina: Fase Pós-inflamatória da 

mucosite – animais receberam volume de 5-FU na dose relativa à sua massa em gramas de 

450mg/kg. Os animais foram sacrificados 15 dias após a administração do 5-FU; 

- Grupo 5-FU 15 Dias tratado com neostigmina: Fase Pós-inflamatória da 

mucosite – animais receberam volume de 5-FU na dose relativa à sua massa em gramas de 

450mg/kg. Os animais foram sacrificados 15 dias após a administração do 5-FU; 

 

4.2 Modelo de mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos  

 

Os animais receberam injeção única, por via intraperitoneal (i.p.), de 5-

Fluorouracil (5-FU, adquiridos da empresa EUROFARMA®), na dose de 450 mg/kg, 

marcando o dia 0 da indução. Após a indução da mucosite, administração de 5-FU, e do 

controle, administração de salina, os animais das fases inflamatórias e controle foram 

sacrificados por deslocamento cervical no 3º dia e os animais das fases pós-inflamatória e 

controle no 15º dia (fase pós-inflamatória), figura 9. Posteriormente, foi realizada uma 

laparotomia e exérese do intestino delgado. Então amostras do íleo foram obtidas obedecendo 

sua divisão anatômica, da seguinte forma percentual: 20% de duodeno; 60% de jejuno e 20% 

de íleo (FERRARIS; VINNAKOTA, 1995), conforme a figura 09. 

 

Figura 9. Indução da mucosite por 5-FU e, controle por salina. 

 

- Fase Inflamatória: 
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Fase Pós-Inflamatória: 

 

 

 

4.3 Análise histopatológica e morfometrica na mucosite intestinal 

 

As amostras do íleo obtidas após o sacrifício dos animais foram fixadas em 

formol 10% por 24 h. Em seguida foram transferidas para álcool 70%, onde permaneceram 

até a realização dos procedimentos histológicos. Posteriormente, o material biológico foi 

seccionado e embebido em parafina. Logo depois, foram feitos cortes (5 µm), colocados numa 

lâmina e corados com hematoxilina/eosina (H/E) para análise ao microscópio óptico. 

A avaliação histopatológica foi realizada através de um estudo cego. O grau e a 

severidade da mucosite foi determinado de acordo com o sistema de escores proposto por 

Macpherson e Pfeiffer (1978), sendo o escore 0 (Achados histológicos normais); 1 (Mucosa: 

vilos encurtados, perda da arquitetura das criptas, infiltrado de células inflamatórias, 

vacuolização e edema. Muscular: normal); 2 (Mucosa: vilos encurtados com células 

vacuolizadas, necrose das criptas, intenso infiltrado de células inflamatórias, vacuolização e 

edema. Muscular: Normal) e 3 (Mucosa: vilos encurtados com células vacuolizadas, necrose 

das criptas, intenso infiltrado inflamatório, vacuolização e edema. Muscular: edema, 

vacuolização e infiltrado neutrofílico). 

A análise morfométrica do segmento ileal foi obtida pela avaliação da altura dos 

vilos e da profundidade das criptas, utilizando-se microscópio óptico com ocular milimetrada 

ou sistema de aquisição de imagens e posteriormente utilizado o software de medida 

(LEICA®). A análise foi obtida a partir da medida de 10 vilos e criptas para obtenção da 

medida estimada da altura dos vilos e da profundidade das criptas, bem como da relação 

vilo/cripta dos animais controle e dos animais com mucosite intestinal em ambas as fases 

destacadas no estudo.  
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4.4 Ensaio para mieloperoxidase 

 

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos grânulos azurófilos de 

neutrófilos (KLEBANOFF, 2005), o que permite estimar a sua infiltração no foco 

inflamatório por dosagem da sua atividade (ARNHOLD; FLEMMIG, 2010), pois as 

concentrações teciduais da MPO estão relacionadas com o número de neutrófilos em um dado 

tecido (GENOVESE, 2006). Portanto, tem sido utilizada como um marcador quantitativo da 

infiltração de neutrófilos nos processos inflamatórios em vários tecidos, entre eles o trato 

gastrintestinal. A medida de atividade de MPO baseia-se na velocidade de oxidação do 

substrato H2O2 na presença de o-dianisidina, evidenciada pela mudança de absorbância 

medida a 450 nm. Para esse experimento, foram utilizadas 50 a 100 mg de tecido animal 

(íleo) induzidos para mucosite por 5-FU, tratados e controle. Posteriormente, para a 

determinação da MPO as amostras foram suspensas em tampão de hexadeciltrimetilamônio 

(pH 6,0; 50 mg de tecido/mL de tampão) e homogeneizadas num Politron. Em seguida, 

centrifugadas (4500 rpm, 20 min, 4 °C) e colhido o sobrenadante. A atividade da MPO foi 

quantificada através da técnica descrita por Bradley, Christensen e Rothstein (1982), 

utilizando 0,0005% de peróxido de hidrogênio e o-dianosidine como substrato para a MPO. A 

unidade de MPO foi definida como aquela capaz de converter 1 mmol de peróxido de 

hidrogênio a água em 1 minuto a 22°C. À medida que ocorre degradação do peróxido de 

hidrogênio o ânio superóxido é produzido. Este é responsável por converter o-dianisidina em 

composto de cor marrom. As leituras foram realizadas a 450nm em espectrofotômetro 

UV/visivel (Thermo Scientific®, modelo BioMate 3S) e os resultados expressos como unidade 

de MPO/mg de tecido. Essa técnica tem por o objetivo validar os dias definidos nesse projeto 

sendo o 3º dia (fase inflamatória) e 15º dia (fase pós-inflamatória). 

 

4.5 Determinação de glutationa 

 

A glutationa reduzida (GSH) é um grupo sulfidrílico não proteico que tem ação 

primordial como antioxidante, sendo essencial na proteção das células contra o estresse 

oxidativo e na multiplicação dos linfócitos (DAMASCENO et al., 2013). A dosagem da GSH 

foi realizada mediante o método de Sedlak e Lindsay (1968) nas amostras do íleo dos grupos 

da pesquisa. Para determinação dos níveis de grupos sulfidrílicos não protéicos, uma amostra 

de 50 a 100 mg do íleo dos animais induzidos com 5-FU, tratados e controle foi 

homogeneizada em 1 ml de Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) 0,02 M para cada 
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100 mg de tecido. Alíquotas de 400 μL do homogeneizado foram misturadas a 320 μL de água 

destilada e a 80 μL de Ácido Tricloroacético (TCA) a 50% para precipitação de proteínas os 

tubos foram centrifugados (3.000 rpm, 20 min, 4 °C). Para 400 μL do sobrenadante foi 

adicionado 800 μL de tampão Tris 0,4 M (pH 8,9) e 20 μL de DTNB 0,01 M (reagente de 

Ellman®). A mistura foi agitada por 3 minutos e a absorbância lida a 412nm em 

espectrofotômetro. As concentrações de grupos sulfidrílicos não-proteicos foram expressas 

em μg de NP-SH/g de tecido. 

 

4.6 Dosagem de Malondialdeido 

 

A presença de extresse oxidativo tem como alvo o ataque aos ácidos graxos dos 

lipídios da membrana, terminando com a quebra de lipídeo peroxidado, aparecimento de 

malondialdeído (MDA) e outros produtos. (DANTAS, 2006). Para quantificação dos níveis de 

malondialdeído foi realizado o método de Tbars adaptado por Lee et al (2005). A mistura (50 

L da amostra de íleo homogeneizadoem KCL 1,15mM com 100 L de dodecil sulfato de 

sódio – SDS) ficou em banho-maria por 30 min a 37 °C. Em seguida foram adicionados 200 

µL do ácido tiobarbitúrico (0,6%) nos tubos e esta solução permaneceu em banho-maria por 

mais 50 min a 100 °C. Como padrão foi utilizado o 1,1,3,3-Tetrahetoxipropano (TMP). O 

sobrenadante foi mensurado em espectrofotômetro e o resultado expressa a diferença de 

absorbâncias entre as faixas 535 nm e 525 nm, tendo como unidade nmols de MDA/g de 

tecido. 

 

4.7 Medidas de contratilidade 

 

Na avaliação da resposta funcional do intestino durante a mucosite foram 

utilizadas tiras longitudinais de intestino delgado (íleo) de camundongos controle tratados e 

com mucosite intestinal no comprimento de 1,0 cm. Essas tiras foram lavadas para limpeza e 

retirada de resíduos com solução nutridora de Krebs (pH= 7.4), composição (mmol/l): 118,3 

NaCl, 4,7 KCl, 2,5 CaCl2, 1,2 MgSO4, 1,2 KH2PO4, 25,0 NaHCO3 e 11,1 glicose. As tiras 

foram montadas em câmaras de banho de órgãos com volume de 10 ml, contendo solução 

nutridora de Krebs, a temperatura de 37ºC, pH= 7.4, aeradas com mistura carbogênica - 5% 

de CO2 e 95% de O2 (AUBÉ et al, 1996). 

Na montagem do tecido uma das extremidades da tira foi presa à uma base fixa e 

a outra a um transdutor de força isométrico (modelo Panlab® S.L, Barcelona, Espanha) por 
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um fio inextensível. Tendo sido aplicado ao tecido uma tensão de 1g por um período de 

equilíbrio de 40 minutos. Durante esse período o protocolo estabelecido foi posto em prática, 

sempre levando em consideração a montagem como tempo 0: 5 minutos após a montagem foi 

realizado o reajuste da tensão para 1g; 15 minutos, primeira lavagem; 30 minutos, segunda 

lavagem. Após esse período, foi obtida a primeira e segunda curva de contração em resposta 

ao KCl, no seguinte protocolo: 33 minutos após a montagem, primeira pipetagem de KCl 

(60mM na cuba), 2 minutos lavagem, 3 minutos após a última lavagem, pipetagem de KCl 

(60mM na cuba), passados 2 minutos lavagem, 3 minutos após a última lavagem, tem início o 

protocolo de eletroestimulação, de acordo com a figura 10.  

 

Figura 10. Desenho do protocolo de estimulação elétrica. 

 

Para avaliação da resposta eletromecânica do musculo liso intestinal, foi realizado 

protocolo descrito na figura 10. Assim, estabelecemos a comparação estatística da resposta 

elétrica de campo do músculo liso intestinal dos grupos controles tratados e mucosite, durante 

a dismotilidade intestinal, estabelecendo essa relação em comparação com a contração pelo 

KCl, na concentração de 60 mM, e ∆g de contração.  

 

4.8 Modelo de estimulação elétrica  

 

Para implementação desse protocolo utilizou-se um estimulador elétrico de campo 

modelo da Harvard® Apparatus/Harvard Bioscience, e os resultados obtidos das contrações ou 

relaxamentos foram registrados utilizando o sistema de aquisição PowerLab, que está 
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acoplado com o transdutor de força, e analisados com LabChart Software (AD Instruments®). 

Os parâmetros elétricos protocolados e empregados via estimulador elétrico de campo 

estiveram ajustados e adaptados, como demonstrado na figura 10, nos seguintes valores 

(BARBARA, et al., 1997):  

o Pulso de 1ms, duração do estímulo de 10s, para as curvas de voltagem e frequência;  

o Curva de voltagem: 10V; 20V; 40V; 60V e 80V com frequência fixa em 10Hz; 

o Curva de frequência: 1Hz; 2Hz; 4Hz; 8Hz e 16Hz com voltagem fixa em 60V. 

Os valores de contração ou relaxamentos obtidos nos segmentos intestinais pelo 

KCl e estímulo elétrico de campo foram expressos em gráficos de coluna como resultado do 

∆g de contração (ou em mN), fornecendo informações sobre a contratilidade muscular, mas 

sem discriminar entre alterações tróficas e funcionais (FARMER E LANIYONU 1984). Por 

isso, para normalização da resposta contrátil faz-se necessário expressar contrações como a 

percentagem de uma contração de referência (GOLDHILL et al., 1999). Assim, foi utilizado a 

relação percentual da contração em KCl 60mM. 

Para cálculo do ∆g de contração, foi estabelecido como valor inicial o vale mais 

estável antes do estímulo (KCl ou elétrico) e como valor final o pico maior e mais estável 

depois do estímulo que representa o valor da contração máxima (MOREELS et al., 2001), 

figura 11. Para a avaliação do ∆g elétrico, o vale mais estável que antecede o estímulo de 10V 

foi estabelecido como valor inicial para todas as respostas elétricas, ou seja, antes do primeiro 

estímulo elétrico, essa escolha padronizou um valor basal universal antes de qualquer 

atividade elétrica para todos os estímulos elétricos, já o valor final foi escolhido pelo maior 

pico depois de cada estímulo.  

 

 

Figura 11. Modelo de avaliação da resposta contrátil. 
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4.9 Esvaziamento gástrico e trânsito intestinal 

 

Para a avaliar a motilidade do TGI foi realizado a técnica do esvaziamento 

gástrico descrita por Reynell e Spray (1956), com adaptações. Após 8 h de jejum alimentar, 

porém com água ad libitum, dependendo do grupo em teste, os animais, receberam, com 

auxílio da agulha de gavagem, 0,3ml de uma refeição-teste composta por Vermelho Fenol 

(VF) na dose de 0,75mg/ml e solução de glicose a 5%, mediante gavagem.  

Decorridos 10 min, os animais foram um-a-um sacrificado através de 

deslocamento cervical e, então, submetidos à laparotomia mediana com exposição das 

vísceras abdominais (estômago e intestino delgado). Para tanto e de forma delicada, foram 

realizadas ligaduras obstrutivas, primeiramente, ao nível da região pilórica, com intuito de não 

mais permitir a passagem da refeição teste para o duodeno, seguido por uma segunda ligadura 

do esôfago abdominal ao nível da cárdia. Após as duas primeiras ligaduras, o estômago e o 

intestino delgado foram, então, cuidadosamente removidos (exérese) e posteriormente 

estendidos sobre uma prancha, com intuito de se determinar sua extensão, mensurado em cm. 

Finalmente, uma terceira ligadura foi colocada no íleo terminal, ao nível da junção íleocecal. 

As vísceras expostas foram divididas em quatro segmentos consecutivos: Estômago (Et), 

Intestino proximal (P – inicial), Intestino medial (M – intermediário) e Intestino distal (Dt – 

final). O intestino foi dividido nas seguintes proporções: P (40%), M (30%) e Dt (30%). 

Para determinação dos volumes das vísceras, foi utilizada uma simples diferença 

volumétrica, como mostra a fórmula abaixo: 

VOL.(v) = VOL.(t) – VOL.(p). 

Onde: Vol. (v) = Volume visceral. 

Vol. (p) = Volume da proveta contendo 10ml. 

Vol. (t) = Volume total [Vol. (p) + víscera]. 

Após determinação dos volumes, os segmentos viscerais que se encontravam em 

provetas, juntamente com o NaOH 0,1N, foram colocados em béqueres para fragmentar em 

pedaços menores, através de homogeneização por 30 segundos utilizando um mixer elétrico 

(sector®). Após tal processo, o homogeneizado foi então, mantido em repouso por 20 min à 

temperatura ambiente. Posteriormente foram retirados 1000µl do sobrenadante para uma 

primeira centrifugação à 2800rpm durante 10min. Dessa primeira centrifugação, foram 

retirados 500µl para que as proteínas contidas nesse volume fossem precipitadas em 0,5ml de 

ácido tricloroacético 20% (TCA) e, posteriormente, centrifugadas por 20min a 2800rpm. Por 

fim, 02ml desse mais novo sobrenadante foram adicionados a 0,2ml de NaOH a 0,5N para 
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determinação, por espectrofotometria, da absorbância (ABS) das amostras em 570nm de 

comprimento de onda.  

A retenção percentual (%) da refeição teste (vermelho-fenol + glicose 5%) em 

cada segmento foi calculada pela seguinte equação: 

 

Onde: VF = Vermelho de fenol.   

X = Segmento em questão  

A retenção fracional de corante em cada segmento se prestara para estimar o 

trânsito intestinal da refeição de acordo com o método do centro geométrico (MILLER et al., 

1981). De acordo com este princípio, obteremos o produto da retenção fracional de cada 

segmento (estômago, delgado 2, delgado 3, delgado 4, delgado 5, delgado 6 e cólon) pelo 

dígito identificador do respectivo segmento: (1; 2; 3; 4; 5; 6 e 7, respectivamente). A 

somatória destes valores indicara o centro geométrico da refeição propelida ao longo do 

intestino, aos moldes do centro de massa dos objetos (Figura 12). 

 

Figura 12. Representação esquemática do centro geométrico de uma refeição teste. 

 

Fonte: Adaptado de Miller et al., (1981) 
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4.10 Atividade de colinesterase 

 

A atividade da colinesterase (AChE) foi determinada por uma versão modificada 

do ensaio colorimétrico de Ellman et al. (1961) usando um analisador de microplacas. Sangue 

total fresco e a amostra do íleo foram diluídos 1:100 com tampão NaPO4 0,1 M pH 7,4. A 

atividade da AChE foi determinada em 570nm. 

 

4.11 Dosagem de IL-1β 

 

A concentração de e IL-1β foi determinada nos fragmentos do íleo congelados no 

freezer à -80ºC. Estes foram homogeneizados em solução tampão de PBS com anti – 

proteases, a amostra foi centrifugada por 10 min em 3000 rpm e o sobrenadante foi 

imediatamente coletado para dosagem de IL-1β. A detecção das concentrações dessa citocina 

foi realizada por ELISA espécie-específica, conforme orientação do fabricante (R&D® 

system). Os resultados foram expressos em pg/ml a partir de uma curva padrão fornecida pelo 

fabricante. 

 

4.12 Imunohistoquímica 

 

Os animais receberam salina ou 5-FU e sacrificados por deslocamento cervical no 

terceiro e decimo-quinto dia experimental. Amostras de Íleo foram retiradas e fixadas em 

formol tamponado a 10%. Decorridas 24 horas, os fragmentos foram retirados do formol e 

colocados em álcool 70%. Posteriormente foram desidratadas em álcool e xilol, e então 

parafinizadas. Os tecidos foram cortados em 5 μm de espessura com o auxílio de um 

micrótomo. As secções de tecidos foram montadas em lâminas silinizadas especiais para 

imunohistoquímica. As peças histológicas foram desparafinizadas e em seguida hidratadas. 

Após a hidratação as peças foram imersas em tampão citrato 0,1M (pH 6.0), seguida da 

ativação antigênica (~100 ºC por 18 min). Realizou-se o bloqueio da peroxidase endógena 

com solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) a 3% por 15 min. Em seguida, as secções 

foram incubadas com anticorpo primário anti-M3 (1:400, Santa Cruz Biotechnology®) diluído 

em PBS –BSA  5%, overnight a 4ºC. O controle negativo (background) não recebeu anticorpo 

primário. No dia seguinte, as lâminas foram incubadas (30 min) com o anticorpo secundário 

diluído em PBS-BSA 5% na proporção de 1:400. Após a remoção do anticorpo, com lavagem 

em PBS as lâminas foram incubadas por 30 min com o complexo ABC (Horseradish 
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Peroxidase Standard. Santa Cruz Biotechnology®). Realizou-se a coloração com 

diaminobenzidina-peróxido (DAB-H2O2) por 1min. Removeu-se o DAB/H2O2 com H2O 

destilada e realizada a contra-coloração com hematoxilina de Mayer. Finalmente, foi realizada 

a desidratação e montagem das lâminas. 

 

4.13 Imunofluorescência  

 

O segmento intestinal íleo dos animais submetidos ao modelo experimental de 

mucosite induzido por 5-FU foram removidos no terceiro dia após a administração, e 

colocados em tampão fosfato-salina (PBS: 0,15M NaCl em tampão fosfato de sódio 0,01M, 

pH 7,2) para evitar a retração do material. O íleo foi aberto e limpo de seu conteúdo, e depois 

colocado e esticado por meio de alfinetes em uma balsa fina de madeira, com a túnica mucosa 

para baixo. Após este procedimento, o material foi imerso no fixador com paraformaldeído 

4% em tampão fosfato de sódio 0,2M pH 7,3 durante uma noite e refrigerado á 4 oC. No dia 

seguinte, os tecidos foram clareados do fixador com 03 lavagens, de 10 minutos cada, em 

dimetilsulfoxido (DMSO) seguido por 03 lavagens de 10 minutos em PBS. Após este 

procedimento, os tecidos foram estocados em PBS contendo 0,1% sódio-azida á 4 oC.  

Após a fixação e o clareamento, os tecidos de cada animal foram seccionados em 

cerca de 1cm2 e dissecados para a confecção dos preparados de membranas. Nesta fase, os 

preparados de membrana foram obtidos com o auxílio da lupa estereoscópica (ZM800 

Nikon®), onde foram removidas as camadas mucosa, submucosa e a muscular circular, 

mantendo somente a camada muscular longitudinal com o plexo mioentérico. Com o 

preparado de membrana pronto, este foi novamente seccionado para obtenção 02 pedaços de 

0,5cm2. Em seguida, os preparados foram imersos em uma solução contendo 10% de soro 

normal de cavalo, 1,5% de Triton-X (Sigma®) e PBS durante 45 minutos em temperatura 

ambiente. Após este período, os tecidos foram incubados em anticorpos primários durante 48 

horas a 4 ºC e em seguida lavados em PBS por três vezes de 10 minutos cada. As duplas 

marcações foram obtidas, usando as combinações do anticorpo primário do receptor HuC/D 

com anticorpo primário para neurônios colinérgicos ChAT. 

Após a incubação com os anticorpos primários, os tecidos foram lavados 03 vezes 

durante 10 minutos cada em PBS e incubados em anticorpos secundários por 01 hora á 

temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram, novamente, submetidas á 03 lavagens 

de 10 minutos cada em PBS e montados em glicerol tamponado com tampão carbonato de 

cálcio 0,5M pH 8,6. 
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4.14 Análise estatística 

 

De todos os experimentos foram calculadas as médias  Erro Padrão da Média 

(EPM) de um certo número de eventos (n = 8 a 12) em cada grupo. A diferença estatística 

entre os grupos foi determinada através de análise de variância (ANOVA) e a comparação 

entre as médias dos resultados do estímulo elétrico de campo e morfometria pelo pós-teste de 

Bonferroni; da mediana dos escores histopatológicos e trânsito pelo teste de “Mann-

Whitney”. Nos casos de comparação dos grupos para MPO, MDA, GSH e centro geométrico 

da refeição foi utilizado o teste “t” de Student, nos respectivos 3 e 15 dias. Uma diferença de 

p<0,05 foi considerada estatisticamente significativa. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Confirmação da mucosite intestinal pelos parâmetros inflamatórios 

5.1.1 Fotomicrografias  

Fotomicrografias dos grupos salina (A), 5-FU 3 dias (B) e 5-FU 15 dias (C), de 

confirmação dos parâmetros inflamatórios após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na 

dose de 450mg/kg, foi observado diferença na arquitetura dos vilos entre os grupos de animais 

sacrificados com 3 dias em comparação ao grupo salina, bem como foi observado diferença 

entre os grupos de animais sacrificados com 15 dias em relação aos grupos de animais 

sacrificados com 3 dias, onde consta uma reestruturação do segmento ileal dos animais com 

mucosite. 

 

FIGURA 13. Analises das imagens do segmento ileal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-

fu. Os animais foram tratados com salina como grupo controle (A) ou 5-FU para grupo mucosite intestinal e 

sacrificados 3 dias (B) ou 15 dias (C) após a administração do 5-FU. Foi retirado um segmento de 1cm do íleo 

para processamento histológico e coloração com hematoxilina e eosina.  
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5.1.2 Analise histológica e morfometrica  

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um aumento significativo (p<0,05) dos escores histológicos (S: 0 (0-1); 5FU 3d: 2 

(2-3)*; 5FU 15d: 1 (0-1)  e da profundidade das criptas, bem como, diminuição da altura dos 

vilos e da razão vilo/cripta em comparação aos animais controle salina, resultados constatados 

nos grupos de animais sacrificados com 3 dias (Figura 14 - colunas à esquerda). Nos grupos 

sacrificados com 15 dias foi observado reestruturação do segmento ileal dos animais com 

mucosite (Figura 14 - Colunas à direita). 

 

FIGURA 14. Analises histológica e morfometrica ileal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-

fu. Os animais foram tratados com salina como grupo controle ou 5-FU para grupo mucosite intestinal e 

sacrificados 3 dias ou 15 dias após a administração do 5-FU. Foi retirado um segmento de 1cm do íleo para 

processamento histológico e coloração com hematoxilina e eosina. Os valores representam a média ± E.P.M. Foi 

utilizado ANOVA, seguido do Kruskal-Wallis. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle.  
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5.1.3 Analise parâmetros bioquímicos 

 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um aumento significativo na atividade da MPO, na quantidade de IL-1β e MDA 

em comparação aos animais controle salina, nos grupos de animais sacrificados com 3 dias 

(Figura 15 A, C e D, colunas à esquerda, respectivamente), bem como uma diminuição na 

dosagem de GSH (Figura 15 B – Colunas à esquerda). Nos grupos sacrificados com 15 dias 

(Figura 15 – Colunas à direita) não foi observado diferenças significativas no segmento ileal 

dos animais com mucosite. 

 

FIGURA 15. Analise dos parâmetros bioquímicos no íleo de camundongos com mucosite intestinal induzida por 

5-fu. Os animais foram tratados com salina como grupo controle ou 5-FU para grupo mucosite intestinal e 

sacrificados 3 dias ou 15 dias após administração do 5-FU. Foi retirado um segmento de 1cm do íleo para 

dosagem por leitor de microplacas por absorbância. Os valores representam a média ± E.P.M. Foi utilizado 

ANOVA, seguido do Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. 
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5.2 Avaliação Funcional 

5.2.1 Analise Esvaziamento gastrointestinal 

 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um retardo significativo da refeição teste no estomago dos animais com mucosite 

sacrificados no terceiro dia em comparação aos animais controle salina 55,76 ± 3,43 vs 22,36 

± 3,76 representando um aumento de 149,37%, persistindo até 15 dias após a indução da 

mucosite, 44,83 ± 3,04 vs 29,89 ± 2,88, um aumento de 49,98% (Figura 16 A). Não foi 

observada diferenças significativas no intestino em nenhuma das três porções em que foram 

divididos para analise após 3 dias da indução, (Figura 16 B – colunas à esqueda). Em análise 

do grupo de animais sacrificados com 15 dias constatamos diminuição da retenção na 

primeira porção e na última porção do intestino delgado, (Figura 16 B – colunas à direita). O 

Trânsito Intestinal, representado pelo centro geométrico da refeição teste, mostrou retardo nas 

primeiras porções intestinais dos grupos sacrificas com 3 dias após indução com 5-FU em 

comparação ao grupo controle. Nos grupos sacrificados com 15 dias ainda persiste o retardo 

encontrado, (Figura 16 C). 
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FIGURA 16. Analise da atividade do esvaziamento gastrointestinal e trânsito intestinal de camundongos com 

mucosite intestinal induzida por 5-fu. Os animais foram tratados com salina grupo controle ou 5-FU para grupo 

mucosite intestinal e sacrificados 3 dias ou 15 dias após administração do 5-FU. Foi retirado todo o intestino 

delgado para mensuração do vermelho de fenol, administrado por gavagem. O intestino delgado foi dividido em 

4 porções (estomago, porção 1, porção 2 e porção 3). O centro de massa foi determinado dividindo o intestino 

em 7 porções e também utilizando o vermelho de fenol para leitura em mesma absorbância. Os valores 

representam a média ± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni. *p<0,05. 
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5.2.2 Estudo da contratilidade por eletroestimulação – curva de voltagem 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um aumento significativo da contração do íleo, na curva de voltagem, dos animais 

com mucosite sacrificados no terceiro dia em comparação aos animais controle salina (Figura 

17 A e B), mostram aumento significativo dessa contração nas estimulações em voltagem de 

20, 40, 60 e 80 v (57,28 ± 5,05 vs 97,77 ± 5,93*; 55,86 ± 6,03 vs 94,08 ± 5,33*; 44,53 

± 8,21 vs 89,15 ± 5,54*; 42,14 ± 9,13 vs 91,27 ± 3,50* g). Foi observada diferença 

significativa no grupo de animais sacrificados 15 dias com uma diminuição da contração 

apenas na voltagem de 40 v, 0,49 ± 0,13 vs 0,22* ± 0,05g  (Figura 17 C e D) após a indução 

da mucosite intestinal quando comparados aos animais salina. 

 

FIGURA 17. Analise da contratilidade ileal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-fu. Os 

animais foram tratados com salina para grupo controle ou 5-FU para grupo mucosite intestinal e sacrificados 3 

dias ou 15 dias após administração do 5-FU. Foi retirado um segmento de 1cm do íleo para ser colocado em 

banho de órgãos contendo solução nutridora de Krebs e fixados em hastes polarizados ligadas a um 

eletroestimulador, em que o tecido ficou exposto ao estimulo elétrico de campo. Os valores representam a média 

± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. 
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5.2.3 Estudo da contratilidade por eletroestimulação – curva de frequência 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um aumento significativo da contração do íleo, na curva de frequência, dos animais 

com mucosite sacrificados no terceiro dia em comparação aos animais controle salina (Figura 

18 A e B), mostram aumento significativo dessa contração nas estimulações em frequência de 

8, 16 e 32 Hz (0,19 ± 0,09 vs 0,64 ± 0,12; 0,28 ± 0,10 vs 0,84 ± 0,15*; 0,37 ± 0,09 vs 0,91 ± 

0,15*g). Não foi observada diferença significativa no grupo de animais sacrificados 15 dias 

(Figura 17 C e D) após a indução da mucosite intestinal quando comparados ao grupo 

controle. 

 

 

FIGURA 18. Analise da contratilidade ileal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-fu. Os 

animais foram tratados com salina para grupo controle ou 5-FU para grupo mucosite intestinal e sacrificados 3 

dias ou 15 dias após administração do 5-FU. Foi retirado um segmento de 1cm do íleo para ser colocado em 

banho de órgãos contendo solução nutridora de Krebs e fixados em hastes polarizados ligadas a um 

eletroestimulador, em que o tecido ficou exposto ao estimulo elétrico de campo. Os valores representam a média 

± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. 
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5.3 Estudo do sistema colinérgico 

5.3.1 Atividade da Acetilcolinesterase 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), foi observado uma diminuição no 

segmento ileal (Figura 19 A e B), significativa na atividade da AChE em comparação aos 

animais controle salina (S), revertido pelo pre tratamento com Neostigmina (N), não 

observado nos animais pre tratados com Piridostigmina (P), semelhante ao resultado obtido 

por analise plasmática da atividade enzimática (Figura 19 C e D), nos grupos de animais 

sacrificados com 3 dias (Figura 19 A e C), (S: 971,3 ± 210,9; 5FU: 376,4 ± 70,98; P: 593,5 ± 

100,9; N: 597,385 ± 97,3; FU+P: 297,5 ± 80,58; 5FU+N: 839,43 ± 100,93# nM/µg de 

proteína/min.). Nos grupos sacrificados com 15 dias (Figura 19 B e D) foi observado que 

atividade enzimática permanece diminuída no segmento ileal e na análise plasmática dos 

animais com mucosite. 
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FIGURA 19. Analise da atividade da acetilcolinesterase no íleo e no plasma de camundongos com mucosite 

intestinal induzida por 5-fu. Os animais foram tratados com salina (S) grupo controle ou 5-FU para grupo 

mucosite intestinal e sacrificados 3 dias ou 15 dias após administração do 5-FU. Foram pre tratados com 

Piridostigmina (P) e Neostigmina (N), inibidores da acetilcolinesterase. Foi retirado o plasma e um segmento de 

1 cm do íleo para dosagem. Os valores representam a média ± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido do 

Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. #p<0,05, quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.3.2 Curvas de Acetilcolina e Carbacol 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), foi observado um aumento 

significativo (p<0,05) na contração induzida por Acetilcolina (ACh) a partir da contração 10-3 

mM (Figura 20 A) em comparação aos animais controle salina, observado também na curva 

de Carbacol, onde mostra diferença a partir da concentração 10-7 mM (Figura 20 B), diferente 

ao resultado nos grupos sacrificados com 15 dias foi observado diferença apenas em 10-2 mM 

de ACh (Figura 20 C) e 10-5 mM na contração induzida por carbacol (Figura 20 C). 

 

FIGURA 20 Analise das curvas de contração farmacológica por acetilcolina e carbacol em camundongos com 

mucosite intestinal induzida por 5-fu. Os animais foram tratados com salina grupo controle ou 5-FU para grupo 

mucosite intestinal e sacrificados 3 dias ou 15 dias após administração do 5-FU. Os valores representam a média 

± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. 
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5.3.3 Imunohistoquímica para receptor M3 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um aumento significativo (p<0,05) na expressão do receptor muscarínico M3 nos 

animais com mucosite intestinal sacrificados 3 dias (B), em comparação aos animais controle 

salina (A), observado também o mesmo resultado nos grupos sacrificados com 15 dias (C), 

(S: 41,87 ± 6,41; 5FU 3d: 78,93 ± 4,57*; 5FU 15d: 76,24 ± 5,53* receptor M3/mm²). 

 

+

 

 

FIGURA 21 Analise da imunohistoquímica para receptor M3 de camundongos com mucosite intestinal induzida 

por 5-fu. Os animais foram tratados com salina (A) grupo controle ou 5-FU para grupo mucosite intestinal e 

sacrificados 3 dias (B) ou 15 dias (C) após administração do 5-FU. Foi retirado um segmento de 1 cm do íleo 

para Fixação, preparação e posterior analise de quantificação utilizando o softwere imageJ. Os valores 

representam a média ± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao 

grupo controle. 

 

 

 



 

62 

5.3.4 Analise da morfometria, através da técnica de imunofluorescência, dos neurônios 

imunorreativos ao receptor ChAT no modelo experimental de mucosite intestinal induzido 

por 5-FU; 

 

Há presença da imunorreatividade nos neurônios do plexo mioentérico do íleo de 

camundongos tratados com 5-FU. A dupla marcação do receptor Hu C/D com os neurônios 

ChAT, avaliada pela técnica de imunofluorescência, foi significativa no grupo tratado com 5-

FU e sacrificados após 3 dias. A imunomarcação para ChAT foi identificada em neurônios 

motores excitatórios. Houve um aumento significativo do número de neurônios ChAT 

marcados no plexo mioentérico (Figura 22), quando comparado com o grupo controle. 

A avaliação da colocalização Hu/ChAT no íleo foi de 66,6±2,1% no grupo 

controle e 80,3± 3,7% no grupo tratado com 5-FU (Tabela 1). 

 

Tabela 1 – Colocalização dos neurônios do plexo mioentérico (íleo) de camundongos com 

mucosite intestinal induzido por 5-FU imunorreativos ao receptor Hu C/D e ChAT  

 

Grupo experimental (n=6) Hu/ChAT (%) 

 

Controle 66,6±2,1 

5-FU 80,3± 3,7* 

Os valores representam a média ± DP. Foi utilizado o teste T de student, seguido do Mann Whitney. *p<0,05, 

quando comparado ao grupo controle. 
 

Fotografias do plexo mioentérico duplamente marcados, usando as combinações 

do anticorpo primário do receptor HuC/D com anticorpos primários ChAT, de camundongos 

tratados com 5-FU estão representados na figura 22, respectivamente. As imagens foram 

obtidas através de microscopia confocal.  
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  Hu C/D                                ChAT                                      Hu C/D                         ChAT 

 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

FIGURA 22. Fotografias das imunofluorescência do plexo mioentérico duplamente marcados, usando as 

combinações do anticorpo primário do receptor HuC/D com anticorpos primários Chat de camundongos com 

mucosite intestinal induzido por 5-FU. Os preparados de membrana foram obtidos com o auxílio da lupa 

estereoscópica (ZM800 Nikon®), onde foram removidas as camadas mucosa, submucosa e a muscular circular, 

mantendo somente a camada muscular longitudinal com o plexo mioentérico. As duplas marcações foram 

obtidas, usando as combinações do anticorpo primário do receptor HuC/D (painel A e C) no segmento intestinail 

do íleo (B e D) de Camundongos do grupo tratado com 5-FU. As imagens foram obtidas através de microscopia 

confocal.  

 

 

Na figura 23 B, a combinação do anticorpo primário do receptor HuC/D com 

anticorpo primário ChAT no plexo mioentérico do segmento estudado, de camundongos 

tratados com 5-FU (Figura 23), revelou um aumento importante da marcação de neurônios 

colinérgicos, ChAT, em relação a diminuição dos neurônios imunorreativos Hu C/D (Figura 

23 A), quando comparado com o grupo controle. 
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Figura 23. Densidade dos neurônios imunorreativos a Hu C/D e a ChAT, nos grupos tratados com 5-FU e 

sacrificados no terceiro dia de tratamento. Os camundongos foram tratados como salina (grupo controle) ou 5-

FU (450 mg/kg). Uma porção íleo foi obtida para a obtenção do preparado de membrana. Com o auxílio da lupa 

estereoscópica manteve-se somente a camada muscular longitudinal com o plexo mioentérico. Em seguida, os 

preparados foram imersos em uma solução estoque. Após este período, os tecidos foram incubados em 

anticorpos primários. As duplas marcações foram obtidas, usando as combinações do anticorpo primário do 

receptor HuC/D com anticorpos primários ChAT. Os valores representam a média ± E.P.M. Foi utilizado 

ANOVA, seguido do Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. 
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5.4 Estudo da participação a via colinérgica anti-inflamatória. 

5.4.1 Parâmetros histológicos e morfometria 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um aumento significativo (p<0,05) dos escores histológicos e da morfometria em 

comparação aos animais controle salina (S), revertido pelo pre tratamento com Neostigmina 

(N), dose de 0,5 mg/kg/dia, não observado nos animais pre tratados com Piridostigmina (P), 

nos grupos de animais sacrificados com 3 dias (Figura 24 A e C). Nos grupos sacrificados 

com 15 dias (Figura 24 B e D) foi observado reestruturação do segmento ileal dos animais 

com mucosite, resultado que pode ser foco de boas respostas pelo possível envolvimento da 

acetilcolina nesse protocolo de estudo, necessitando de mais estudos. 
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FIGURA 24. Analises histológica e morfometrica ileal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-

fu. Os animais foram tratados com salina (S) grupo controle ou 5-FU (-) para grupo mucosite intestinal e 

sacrificados 3 dias ou 15 dias após a administração do 5-FU. Foram pre tratados com Piridostigmina (P) e 

Neostigmina (N), inibidores da acetilcolinesterase. Foi retirado um segmento de 1 cm para processamento 

histológico e coloração com hematoxilina e eosina. Os valores representam a média ± E.P.M. Foi utilizado 

ANOVA, seguido do Kruskal-Wallis ou Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. #p<0,05, 

quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.4.2 Parâmetros Bioquímicos  

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), foi observado um aumento 

significativo na atividade da MPO (S: 3,24 ± 0,31; 5FU: 17,92 ± 2,01*; P: 3,37 ± 0,69; N: 

4,18 ± 0,18; 5FU+P: 16,48 ± 3,06*; 5FU+N: 4,98 ± 0,93# UMPO/mg tecido) e MDA, (S: 

12,5 ± 1,31; 5FU: 29,12 ± 2,8*; P: 11,3 ± 1,69; N: 13,48 ± 0,18; 5FU+P: 11,48 ± 0,06#; 

5FU+N: 11,58 ± 1,43# nMol/g tecido), em comparação aos animais controle salina (S), 

revertido pelo pre tratamento com Neostigmina (N), não observado nos animais pre tratados 

com Piridostigmina (P), nos grupos de animais sacrificados com 3 dias (Figura 25 A e C). Nos 

grupos de análise do GSH, (S: 199,9 ± 8,71; 5FU: 120,9 ± 6,77; P: 107,5 ± 9,38; N: 203,1 ± 

4,9; 5FU+P: 124,7 ± 8,35; 5FU+N: 118,8 ± 7,93# NP-GSH µg/100mg de tecido), foi 

observado diminuição da atividade enzimática no segmento ileal dos animais com mucosite 

(Figura 25 B). 
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FIGURA 25. Analise dos parâmetros bioquímicos no íleo de camundongos com mucosite intestinal induzida por 

5-fu. Os animais foram tratados com salina (S) grupo controle ou 5-FU (-) para grupo mucosite intestinal e 

sacrificados 3 dias após administração do 5-FU. Foram pre tratados com Piridostigmina (P) e Neostigmina (N), 

inibidores da acetilcolinesterase. Foi retirado um segmento de 1 cm do íleo para dosagem por leitor de 

microplacas. Os valores representam a média ± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni. *p<0,05, 

quando comparado ao grupo controle. #p<0,05, quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.4.3 Estudo do Esvaziamento Gastrintestinal (EG) e Trânsito Intestinal (TI) 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um retardo significativo (p<0,05) da refeição teste no estomago dos animais com 

mucosite sacrificados no terceiro dia em comparação aos animais controle salina (S) (Figura 

26 A), persistindo até 15 dias após a indução da mucosite ) (Figura 26 B), revertido pelo pre 

tratamento com Neostigmina (N), não observado nos animais pre tratados com Piridostigmina 

(P) (Figura 26 A e B). Não foi observada diferenças significativas no intestino em nenhuma 

das três porções em que foi dividido no grupo de animais sacrificados com 3 dias (Figura 26 

C), mostrando diferença na primeira porção do intestino e na última porção nos animais 

sacrificados com 15 dias (Figura 26 D). O Trânsito intestinal - TI da refeição mostrou retardo 

nas primeiras porções em comparação ao grupo controle. Nos grupos sacrificados com 15 dias 

ainda persiste o retardo encontrado e revertido com o pre tratamento com neostigmina, não 

sendo revertido pelo pre tratamento com piridostigmina (Figura 26 E e F). 
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FIGURA 26. Analise da atividade do esvaziamento gastrintestinal (EG) e trânsito intestinal (TI) de 

camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-fu. Os animais foram tratados com salina (S) grupo 

controle ou 5-FU (-) para grupo mucosite intestinal e sacrificados 3 dias ou 15 dias após administração do 5-FU. 

Foram pre tratados com Piridostigmina (P) e Neostigmina (N), inibidores da acetilcolinesterase. Foi retirado todo 

o intestino delgado para mensuração do vermelho de fenol, marcador não absorvível, administrado por gavagem 

10 minutos antes do sacrifício dos animais, feito em leitor de microplacas na absorbância de 560 nm. O intestino 

delgado foi dividido em 4 porções (estomago, porção 1 (P1), porção 2 (P2) e porção 3 (P3)). O centro de massa 

foi determinado dividindo o intestino em 7 porções e também utilizando o vermelho de fenol para leitura em 

mesma absorbância. Os valores representam a média ± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni. 

*p<0,05, quando comparado ao grupo controle. #p<0,05, quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.4.4 Estudo da contratilidade por eletroestimulação – 3 dias 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um aumento significativo (p<0,05) da contração do íleo, na curva de voltagem (20, 

40, 60 e 80 v), dos animais com mucosite sacrificados no terceiro dia em comparação aos 

animais controle salina (S), bem como os resultados da contração por curva de frequência (8, 

16 e 32 Hz), mostram aumento significativo dessa contração. Nos animais pre tratados com 

neostigmina foi visto aumento significativo nas duas curvas de estimulação quando 

comparados aos animais com mucosite (5-FU) (Figura 27 A e C), bem como após fator de 

correção por porcentagem de contração de KCL, o resultado não altera em sua representação 

(Figura 27 B e D).  

 

 



 

70 

1020406080 1020406080 1020406080 1020406080 1020406080 1020406080
0.0

0.5

1.0

1.5

S P N - P N

5-FU

* * * *
#

* * * *
*

*# *#

A

VOLTAGEM (V)


g

 D
E

 C
O

N
T

R
A

Ç
Ã

O

1020406080 1020406080 1020406080 1020406080 1020406080 1020406080
0

50

100

150

200

S P N - P N

5-FU

*

*# *#

* * *
*

*

* * *

B

VOLTAGEM (V)

C
O

N
T

R
A

Ç
Ã

O
 E

M
 %

K
C

l

1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632
-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

S P N - P N

5-FU

*#

*

*
*

*#

C

FREQUÊNCIA (Hz)


g

 D
E

 C
O

N
T

R
A

Ç
Ã

O

1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632 1 2 4 8 1632

-100

0

100

200

300

S P N - P N

5-FU

*#

*
*

*

*#

D

FREQUÊNCIA (Hz)

C
O

N
T

R
A

Ç
Ã

O
 E

M
 %

K
C

l

 



 

71 

 

FIGURA 27. Analise da contratilidade ileal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-fu. Os 

animais foram tratados com salina (S) grupo controle ou 5-FU (-) para grupo mucosite intestinal e sacrificados 3 

dias após administração do 5-FU. Foram pre tratados com Piridostigmina (P) e Neostigmina (N), inibidores da 

acetilcolinesterase. Foi retirado um segmento de 1 cm do íleo para ser colocado em banho de órgãos contendo 

solução nutridora de Krebs, o tecido ficou exposto ao estimulo elétrico de campo. Os valores representam a 

média ± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido do Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. 

#p<0,05, quando comparado ao grupo 5-FU. 

 

5.4.5 Estudo da contratilidade por eletroestimulação – 15 dias 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), na dose de 450mg/kg, foi 

observado um aumento significativo (p<0,05) da contração do íleo, na curva de voltagem 

somente em 40 v, dos animais com mucosite sacrificados no decimo quinto dia em 

comparação aos animais controle salina (S), nos resultados da contração por curva de 

frequência, não mostram alterações significativas no perfil contrátil após estimulo. Nos 

animais pre tratados com neostigmina ou piridostigmina não observamos quaisquer alterações 

na contração após as duas curvas de estimulação quando comparados aos animais com 

mucosite (5-FU) (Figura 28 A e C), bem como após fator de correção por porcentagem de 

contração de KCL, o resultado não altera em sua representação (Figura 28 B e D). 
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FIGURA 28. Analise da contratilidade ileal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-fu. Os 

animais foram tratados com salina (S) grupo controle ou 5-FU (-) para grupo mucosite intestinal e sacrificados 

15 dias após administração do 5-FU. Foram pre tratados com Piridostigmina (P) e Neostigmina (N), inibidores 

da acetilcolinesterase. Foi retirado um segmento para ser colocado em banho de órgãos contendo solução 

nutridora de Krebs e fixados em hastes polarizados ligadas a um eletroestimulador, em que o tecido ficou 

exposto ao estimulo elétrico de campo. Os valores representam a média ± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, seguido 

do Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. #p<0,05, quando comparado ao grupo 5-FU. 
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5.4.6 Parâmetros bioquímicos – uso de antagonistas do receptor nicotínico α7 

Após administração do 5-Fluorouracil (5-FU), foi observado um aumento 

significativo (p<0,05) na atividade da MPO, nas quantidades de IL1-β, GSH e MDA em 

comparação aos animais controle salina (S), revertido pelo pre tratamento com Neostigmina 

(N). Onde com bloqueio inespecífico com Mecamilamina (MC), bem como bloqueio 

especifico α7 com Metilcocanitina (MT), notasse alteração do efeito reversivo da 

neostigmina, nos grupos de animais sacrificados com 3 dias.  
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FIGURA 29. Analise dos parâmetros bioquímicos no íleo de camundongos com mucosite intestinal induzida por 

5-fu. Os animais foram tratados com salina (S) grupo controle ou 5-FU (-) para grupo mucosite intestinal e 

sacrificados 3 dias após administração do 5-FU. Foram pre tratados com Neostigmina (N), inibidores da 

acetilcolinesterase conjuntamente com mecamilamina (MC) e metilcocanitina (MT). Foi retirado um segmento 

para dosagem por leitor de microplacas. Os valores representam a média ± E.P.M. Foi utilizado ANOVA, 

seguido do Bonferroni. *p<0,05, quando comparado ao grupo controle. #p<0,05, quando comparado ao grupo 5-

FU. γp<0,05, quando comparado ao grupo 5-FU+N. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Nosso trabalho demonstra que o uso de 5-FU causa mucosite e tem implicações 

funcionais diversas no trato gastrointestinal. Sendo assim, encontrar um alvo terapêutico 

viável e com implicações positivas importantes, como a estimulação da via colinérgica 

antiinflamatoria, usando fármacos, já aplicados na clínica para tratamento de outras doenças, 

por exemplo a Neostigmina. Essas alterações funcionais e contráteis da musculatura lisa do 

intestino delgado, presentes tanto no período inflamatório como pós-inflamatório da mucosite 

e pode ser revertido por uma estimulação colinérgica, como nossos dados sugerem.  

Para se chegar a observação anterior, utilizamos um modelo de mucosite intestinal 

por 5-FU e posteriormente avaliamos as alterações nas fases inflamatória e pós-inflamatória. 

Para tanto, nosso alicerce, foi o modelo idealizado por Soares et al. (2008). Onde observou o 

pico inflamatório do intestino delgado ocorre no 3º dia após a administração do 5-FU, dose de 

450mg/Kg, (fase inflamatória), porém no 15° dia após a administração do 5-FU o processo 

inflamatório está ausente (fase pós-inflamatória). No entanto, esse mecanismo ainda precisa 

ser investigado. A mucosite severa parece estar associada com aumento acentuado da 

mortalidade (SONIS et al., 2004). Em pesquisas de Sonis et al. (2001) relataram que a 

mucosite oral está associada a resultados clínicos e econômicos significativamente piores no 

transplante de medula óssea e transfusão sangue, devido à quimioterapia mieloablativa de alta 

dose usada para o condicionamento. No estudo da Sonis, os autores relataram um aumento de 

3,9 vezes no risco de mortalidade de 100 dias na população investigada (SONIS et al., 2001).  

Quando avaliados, nossos dados demonstram que houve a indução da mucosite, 

pois no 3º dia após a administração do 5-FU o processo inflamatório estava ativo, bem como 

aumento da produção de IL-1β, corroborando assim com os achados da literatura (SOARES et 

al., 2008; HAN et al., 2011; FERREIRA et al., 2012; JUSTINO et al., 2014; JUSTINO et al., 

2015; LIMA, 2016). Por outro lado, quando analisamos o grupo sacrificado 15 dias após a 

administração do 5-FU, vimos que as alterações estavam ausentes, portanto, o intestino havia 

se recuperado da lesão inflamatória imposta pelo 5-FU, reproduzindo a fase pós-inflamatória 

descrita por Soares et al (2008) e, reafirmando os resultados de Keefe et al. (2000) quando 

eles observaram que no 16º após administração do 5-FU o processo inflamatório havia 

cessado. 

A destruição da arquitetura intestinal na fase inflamatória da mucosite encontrada 

na literatura, demonstra que o intestino delgado é especialmente susceptível aos danos da 

mucosite, principalmente pela sua elevada taxa proliferativa (SOARES et al 2008; LOPES, 
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2014; LEOCÁDIO et al 2015; TRINDADE et al, 2017) e, reafirmando uma das 

consequências diretas do uso de antineoplásicos é o dano das células epiteliais intestinais, 

acompanhado por destruição da mucosa e estabelecimento de um severo processo 

inflamatório (DUNCAN E GRANT, 2003; SONIS 2004; APRILE et al 2015; SONIS, 2018).  

Dessa forma, a análise de citocinas, tais como IL-1β, é de suma importância para 

avaliação do desenvolvimento da mucosite intestinal e já tem sido mostrado que são 

marcadores associados ao tratamento de pacientes submetidos à terapia com 5-FU (MIWA; 

KOJIMA; NARUSE, 2001), alteração também já descrita em modelos experimentais 

(SOARES et al., 2013; JUSTINO et al., 2014; YEUNG et al., 2015; YUAN et al., 2015). Em 

consonância com estudos prévios, no presente estudo, a administração de 5-FU aumentou os 

níveis de IL-1β no íleo dos animais do grupo mucosite sacrificados no terceiro dia. Por outro 

lado, o aumento de acetilcolina ocasionado pela administração de inibidores da 

acetilcolinesterase demonstraram um importante potencial anti-inflamatório ao promover 

redução da produção desse mediador pro-inflamatório.  

A intensa produção/liberação de citocinas pró-inflamatórias mediada por 

macrófagos e linfócitos é um importante aspecto para o desenvolvimento das alterações 

vasculares observadas na resposta inflamatória induzida pelo tratamento com 

quimioterápicos, desencadeando a ativação do endotélio vascular o qual culmina no aumento 

da expressão de moléculas de adesão, aumento da permeabilidade vascular e exacerbação do 

processo inflamatório (SONIS, 1998; PICO et al., 1998). Associado a esses eventos, as 

citocinas pró-inflamatórias tem a capacidade de promover quimiotaxia de polimorfonucleares 

(primariamente neutrófilos) para os tecidos inflamados, atuando como sinalizadores celulares 

que contribuirão para a fase de ulceração do tecido (WAGNER E ROTH, 2000).  

A presença de neutrófilos no sítio lesado é uma característica primordial dos 

processos inflamatórios. Assim, buscou-se avaliar a magnitude do infiltrado neutrofílico como 

marcador indireto da fase inflamatória da mucosite uma vez que essas são as primeiras células 

de defesa a migrarem para o local da inflamação instalando-se preferencialmente na lâmina 

própria e nas criptas intestinais, e são responsáveis pela liberação da enzima mieloperoxidase 

(MPO), dos grânulos azurófilos, que catalisa a formação do ácido hipocloroso, levando a 

danos no DNA, proteínas e lipídeos. Além disso, podem agir na exarcebação da resposta 

inflamatória estimulando o endotélio vascular a liberar mediadores pró-inflamatórios e 

moléculas de adesão, ocasionando o aumento da permeabilidade vascular e mais infiltrado 

neutrofílico. A desgranulação dos neutrófilos libera várias substâncias como proteínas 

antimicrobianas, proteases, radicais ânions superóxido (O2-) componentes da resposta 
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oxidativa (FAURSCHOU E BORREGAARD, 2003; KWIECIEN et al., 2004; KONTUREK 

et al., 2010). 

Nossos resultados coadunam com a literatura quando afirmam um aumento 

significativo da atividade MPO de todo o intestino delgado 3 dias após a administração do 5-

FU ocorrendo principalmente no jejuno tanto em modelos de mucosite em camundongos 

como em ratos (AZEVEDO et al., 2012; SOARES et al., 2013; JUSTINO et al., 2015; GOU 

et al., 2016) como na avaliação em ratos (SOARES et al., 2008; LINDSAY et al. 2010). Esse 

resultado confirma a fase inflamatória da mucosite 3 dias após a administração do 5-FU e 

relaciona a presença da lesão epitelial associada ao uso de quimioterápicos com infiltração de 

neutrófilos para a mucosa intestinal (DUNCAN E GRANT, 2003; SONIS et al., 2004). 

Além disso, a destruição das células epiteliais após a indução da mucosite 

intestinal é o principal estímulo para o recrutamento de células inflamatórias para a mucosa 

intestinal estando as ulcerações associadas com a ativação dos fatores nucleares de transcrição 

da família NF-κB (RUBEINSTEIN et al., 2004; SONIS, 2004; 2009; APRILE et al 2015). A 

migração de neutrófilos para as células epiteliais pode induzir alterações de permeabilidade 

do epitélio intestinal. Essas alterações da permeabilidade poderiam estar relacionadas a 

eventos dispépticos associados à mucosite intestinal por 5-FU (EDENS et al 2002). 

O dano intestinal, relatado anteriormente, pelos quimioterápicos tem início com a 

liberação de EROs, e por consequência a desestabilização das estruturas orgânicas, levando a 

destruição do DNA das células epiteliais intestinais e morte celular, além de um poderoso 

estresse oxidativo (SONIS, 2004; MAEDA et al 2010). Por isso, torna-se crucial a 

quantificação da concentração da glutationa reduzida (GSH), um tripeptídeo (L-γ-glutamil-

cysteinyl-glicina) que atua principalmente como um antioxidante endógeno, tendo papel 

crucial no combate a radicais livres, defendendo as células do estresse oxidativo 

(LUSHCHAK, 2012). Seu consumo reflete uma defesa celular contra a liberação de EROs, 

que por sua vez estão presentes na fisiopatologia da mucosite (SONIS, 2004; MAEDA et al 

2010). 

Nessa perspectiva, quando analisamos nossos dados para a fase inflamatória da 

mucosite, detectamos uma redução significativa dos níveis de GSH para os três segmentos 

intestinais delgados, resultado que estabelece um elo com a literatura, quando consultamos os 

resultados de Soares et al. (2008), Justino et al. (2014; 2015) e Gou et al. (2016), reafirmando 

a presença de um intenso estresse oxidativo por causa da ação do 5-FU no intestino. Isso, 

somado a presença de um intenso infiltrado inflamatório nos dá um suporte fidedigno para 

confirmar a presença de uma fase inflamatória 3 dias após a administração do 5-FU, assim 
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como descrito por Soares et al. (2008). 

Ainda com objetivo de caracterizar as fases da mucosite, continuamos avaliando o 

processo de estresse oxidativo, agora a luz da presença de peroxidação lipídica medida através 

da dosagem do malonildialdeído (MDA), uma vez que esse representa o principal aldeído 

reativo formado na peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados nas membranas biológicas, 

sendo lido como marcador de dano celular via estresse oxidativo (VACA et al., 1988). 

Nossos resultados são coerentes quanto ao aumento do MDA no segmento ileal 

após 3 dias da indução da mucosite. Assim, tomando como referência os níveis de MDA e 

GSH encontrados sugere-se que o antineoplásico 5-FU atue como pró-oxidante sobre o 

epitélio intestinal, mantendo a mucosa em constante dano oxidativo. Nosso resultado para os 

níveis de MDA coadunam com a literatura, pois vários autores relatam que os níveis EROs e 

peroxidação lipídica retorna aos valores normais cerca de 72 horas após a indução da 

mucosite, o MTX (MIYAZONO; GAO; HORIE, 2004; MAEDA et al 2010). Os mesmos 

autores relatam ainda que o aumento do estresse oxidativo ocorreu no período entre 24 horas e 

48 horas após a indução. 

Enquanto que, em mucosite oral por 5-FU, aumento da peroxidação lipídica no 

primeiro dia após a indução, que voltou a níveis normais quando avaliada no quinto dia. 

Portanto, podemos destacar nossos resultados, pois a fisiopatologia da mucosite não pode ser 

considerada igual em todas suas fases para quimioterápicos diferentes (TAKUMA et al. 

2008).  

Os resultados acima tomados em conjunto permitem-nos inferir a presença da 

mucosite, quanto a sua fase inflamatória, sendo, portanto, um modelo válido para estudo das 

alterações funcionais do intestino delgado ocasionadas pelo tratamento quimioterápico por 5-

FU; assim como avaliação das alterações na fase pós-inflamatória. Outrora, quando avaliamos 

os mesmos parâmetros, apresentados nos parágrafos anteriores, 15 dias depois da 

administração de 5-FU observamos ausência de indicativos inflamatórios, seja pela análise 

histopatológica, morfométrica, infiltrado inflamatório ou estresse oxidativo, confirmando 

recuperação do intestino delgado frente aos danos ocasionados mucosite, descrita como uma 

das fases de Sonis (2004), assim também descritas por Duncan e Grant (2003). Portanto, a 

metodologia empregada reproduz as fases descritas por Soares et al. (2008) e nos dá subsídios 

para futuras inferências sobre as alterações funcionais do intestino presentes tanto na fase 

inflamatória como pós-inflamatória da mucosite. 

Nossos resultados mostraram que a contratilidade induzida por agonistas 

muscarínicos como acetilcolina (ACh) e carbacol (CCh) no íleo, foi aumentada tanto nas fases 
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inflamatória (após o terceiro dia) quanto no período pós-inflamatório (após o 15º dia) houve 

diferença entre o salina do grupo mucosite intestinal induzida por 5-FU. Como também 

descrito em pacientes dispépticos funcionais (TACK et al, 1998; SIMRÉN et al, 2003), o 

aumento da contratilidade do fundo gástrico poderia induzir uma acomodação gástrica 

prejudicada e, em seguida, sintomas dispépticos (SOARES et al, 2008). 

A reação inflamatória durante a mucosite foi previamente descrita por modificar 

parcialmente o comportamento contrátil de tiras intestinais isoladas em resposta a agonistas 

colinérgicos (LIMA-JÚNIOR et al., 2012), que podem estar correlacionados com as cãibras 

viscerais experimentadas clinicamente pelos pacientes. Os resultados de Lima-Júnior et al 

(2012) mostrou que a deleção genética da caspase-1 ou IL-18, ou a inibição farmacológica da 

IL-18 preveniu a hiperresponsividade do musculo intestinal à ACh em banho de orgãos, 

demonstrada pelo rebaixamento da resposta de efeito máximo de tiras intestinais isoladas 

contraídas com ACh, em relação aos níveis observados no controle. Esses achados apoiam 

fortemente a ideia de que a população de receptores colinérgicos muscarínicos é mantida 

durante o estabelecimento da mucosite intestinal, enquanto a capacidade da ACh e CCh para 

induzir a contração através desses receptores parece ser aumentada. 

Uma "síndrome colinérgica", associada à administração de altas doses de 

irinotecano, foi observada 1h após a administração e consiste em lacrimação, miose, aumento 

da salivação, diaforese, rubor, rinite e hiperperistalse intestinal, que geralmente levam à 

diarreia de início precoce (HYATT et al., 2005). Na prática clínica, esta síndrome colinérgica 

é geralmente prevenida pela atropina, um antagonista do receptor muscarínico. Estudos de 

Hyatt et al. (2005) hipotetizaram que a atropina pode interagir e inibir a AChE como 

irinotecano e sua porção de 4-piperidinopiperidina pode inibir a atividade da AChE in vitro. 

Expandindo esses resultados, demonstramos aumento das respostas contráteis das tiras 

intestinais à ACh e CCh no grupo tratado com 5-FU na fase inflamatória.  

Alguns estudos experimentais indicaram que a ativação de receptores nicotínicos 

em células inflamatórias, como macrófagos, inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias e 

reduz a morbidade durante a sepse experimental (BOROVIKOVA et al., 2000; PAVLOV et 

al., 2007). A ativação excessiva de tais receptores por concentrações aumentadas de ACh nas 

sinapses intestinais durante a mucosite intestinal relacionada com 5-FU pode ser responsável 

pela dessensibilização dos receptores colinérgicos nas membranas celulares e pela libertação 

aumentada de mediadores inflamatórios como a IL-1β. Esse fenômeno levaria a danos nos 

tecidos, hiperresponsividade das camadas musculares do intestino e o desenvolvimento de 

diarréia. 
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Assim, na sequência realizamos a avaliação das alterações funcionais em virtude 

do processo inflamatório e pós-inflamatório imposto pelo 5-FU. Nessa análise, nossos dados 

demonstram um retardo no esvaziamento gastrointestinal e no trânsito intestinal (avaliação do 

centro geométrico da refeição) nas fases inflamatória e fase pós-inflamatória da mucosite, 

resultados que vão ao encontro com a literatura, pois Justino et al. (2014; 2015) tinham 

observado as alterações em esvaziamento gástrico e transito intestinal na fase inflamatória por 

5-FU em camundongos, e por Soares et al. (2008), quando descrevem pela primeira vez a 

associação entre a mucosite induzida por 5-FU e o dano funcional no trato gastrointestinal 

traduzido por uma situação contraditória de retardo do esvaziamento gastrointestinal e trânsito 

intestinal e hipercontratilidade do músculo liso intestinal 3 e 15 dias após a indução de 

mucosite. 

É fato que a mucosite intestinal induzida por 5-FU está associada a significativo 

retardo no esvaziamento gástrico e trânsito gastrintestinal. Esse resultado exemplifica o que 

acontece na prática clínica, quando pacientes submetidos à terapia anticâncer manifestam 

desordens da motilidade gastrintestinal (NELSON et al., 2002, RIEZZO et al., 2005) com 

repercussão em sintomas tais como, dispepsia, disfagia e diarreia, onde esse conjunto de 

sintomas foi denominado síndrome dispéptica associada à quimioterapia do câncer (CADS) 

(RIEZZO et al., 2005). 

Em sua hipótese, Soares et al. (2008) atribui o retardo do esvaziamento gástrico e 

trânsito intestinal as alterações na motilidade intestinal impostas pelo processo inflamatório 

intestinal, uma vez que o maior tempo do movimento de massa gastrintestinal em animais 

com mucosite ocorre na ausência de danos inflamatórios do estômago, mas com desordens 

inflamatórias intestinais. Além disso, as anormalidades do controle da motilidade 

gastrintestinal, ocorrem não somente na fase inflamatória, mas também na fase pós-

inflamatória e em órgãos distantes nos modelos de lesão inflamatória (MOREELS et al., 

2001; AKIHO et al., 2005). Portanto, as alterações inflamatórias intestinais teriam repercussão 

em todo trato gastrointestinal, sugerindo um dano plástico ao intestino, pois a ausência de 

sinais histopatológicas inflamatórios não garante a função motora intacta (TANOVIĆ et al., 

2006), como demonstrado na fase pós-inflamatória. 

Dessa forma, o efeito do 5-FU sobre o retarde do esvaziamento gástrico em 

camundongos, pode ser oriundo do aumento na complacência gástrica ou na resistência antro-

duodenal (HABA E SARNA, 1993). Também foi demonstrado que a hipomotilidade intestinal 

e o retardo do esvaziamento gastrointestinal podem ser encontrados em um modelo de íleo 
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paralítico em rato (DE JONGE et al., 2003). Observou-se ainda, que a sepse inibe a 

motilidade gastrintestinal podendo ser influenciada pela produção de óxido nítrico (De 

WINTER et al., 2002). 

Outro resultado obtido que coaduna com a literatura, e foi observado de maneira 

isolada na fase inflamatória da mucosite, é aceleração do trânsito intestinal, fato esse que pode 

ser o responsável pela diarreia persistente que acomete os camundongos 3 dias após a 

administração de 5-FU, também observada em ratos (SOARES et al., 2008) e coincide com a 

observação clínica em humanos que fazem uso de 5-FU.  

Somado a esses achados, nossos resultados da estimulação elétrica de campo 

demonstraram que existe uma clara relação entre a inflamação da mucosa intestinal e 

hipercontratilidade do músculo liso, uma vez que a maioria dos estímulos aplicados ao 

músculo liso intestinal em ambas as fases da mucosite manifestou um aumento na resposta 

contrátil do íleo exposto ao 5-FU. 

Tomados em conjunto, os dados sobre as fases da mucosite, a avaliação funcional, 

e, agora, o padrão contrátil do músculo liso intestinal à estimulação elétrica de campo, 

demonstram a presença de uma dismotilidade induzida pelo processo inflamatório e que 

persiste no período pós-inflamatório da mucosite. Essa observação apoia-se na contradição 

funcional entre o retardo no esvaziamento gástrico e trânsito intestinal e a hipercontratilidade 

do músculo liso intestinal delgado aos estímulos elétricos de campo, tanto na fase inflamatória 

como pós-inflamatória da mucosite.  

A mucosite induzida por 5-FU ocasiona uma lesão inflamatória na mucosa do 

intestino delgado. Por hipótese, essa inflamação repercute no remodelamento do SNE, 

ocasionando a hiperexcitabilidade neuronal de IPANs, neurônios motores, interneurônios e 

mudanças na produção e liberação de neurotransmissores tendo como consequência a 

hipercontratilidade do músculo liso intestinal de forma persistente, mesmo após a resolução 

da inflamação.  

Na perspectiva anterior, inúmeros trabalhos como de Lima, 2016 têm 

demonstrado que as alterações neuroplásticas no SNE ocorrem principalmente por eventos 

inflamatórios, sendo caracterizado por uma disfunção gastrintestinal sensório-motora, devido 

aumento da excitabilidade neural, das condutâncias iônicas dos neurônios, e na condução do 

potencial de ação. A medição in vitro de respostas neuro-musculares à estimulação elétrica de 

campo em amostras de jejuno e íleo com inflamação por T. spiralis, ílelite por TNBS, ileíte 

induzida por ácido acético e colite de pacientes com colite ulcerosa, demonstra uma 

hiperatividade muscular, que pode ser advinda de um desarranjo da função neuromuscular 
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ocasionado pela inflamação (PALMER et al., 1998; De GIORGIO et al., 2001; MOREELS et 

al., 2001; LINDEN et al., 2004; LOMAX et al., 2005). 

De fato, o estado inflamatório ocasiona significativas mudanças nos parâmetros 

funcionais, tais como a alteração da contratilidade muscular, podendo essa ser responsável 

pelo aparecimento de sintomas como diarreia, vômitos, cólicas, dor abdominal (DUNCAN E 

GRANT, 2003), e tais alterações motoras persistem mesmo após a recuperação da estrutura 

normal da mucosa (SOARES et al., 2008) e, em alguns casos, elas não afetam apenas a área 

inflamada, mas também as regiões remotas do trato gastrointestinal (BERGIN et al., 1993; 

VERMILLION et al., 1993). Portanto, as mudanças nas respostas motoras não são apenas 

devido ao dano do músculo liso, mas também a distúrbios nos mecanismos mediados por 

receptores específicos e limitam a qualidade de vida de indivíduos acometidos (TANOVIĆ et 

al., 2006). 

A dismotilidade está presente em todo o intestino delgado durante a fase 

inflamatória da mucosite. Nossos dados demonstram que o íleo apresenta uma resposta 

hipercontrátil aos estímulos elétricos de campo, sendo essa resposta provavelmente devido à 

mudanças elétricas em neurônios AH e S, ocasionando aumento na liberação de ACh e SP 

pelos neurônios motores entéricos excitatórios (KUNZE E FURNESS, 1999; VOGALIS; 

FURNESS E KUNZE, 2001; FURNESS, 2012) que tornaram-se hiperexcitáveis por causa de 

mediadores inflamatórios, onde a resposta ao ∆g e %KCl estão aumentados em voltagens 

específicas, solidificando a ideia de que a inflamação ocasiona uma alteração 

eletrofisiológica.  

No entanto, até esse momento não poderíamos supor se a alteração é muscular ou 

neural, mas quando analisamos a resposta contrátil do íleo para o estimulo elétrico de campo 

na fase pós-inflamatória, vemos que a hipercontratilidade é persistente, demonstrando que a 

contração por KCl é devido ativação de canais de Ca+2, assim, como sua alteração não se faz 

presente por indução existiria o remodelamento neural entérico (TANOVIĆ et al., 2000). 

Nosso achado para a resposta contrátil do íleo coaduna com a literatura, quando 

Soares et al. (2008) demonstraram que na fase inflamatória e pós-inflamatória da mucosite o 

músculo liso duodenal tem uma reposta hipercontrátil ao carbacol, sendo esse padrão também 

demonstrado por Lima-Junior et al. (2012), quando no modelo de mucosite intestinal por 

CPT-11 em camundongos C57BL/6, apresentaram um aumento da responsividade do duodeno 

à ACh no 5º dia após indução da mucosite, em ambos estudos é demonstrado um aumento da 

resposta contrátil ligada ativação dos receptores muscarínicos e consequente influxo de Ca2+, 

o que pode ser relacionado ao nosso estudo se considerarmos que o estímulo elétrico de 
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campo promove a contração muscular em consequência da ativação dos neurônios motores 

entéricos e posterior liberação de ACh e SP (WOOD, 1994; FURNESS, 2006; 2012). 

Como característica da alteração de todo o SNE pela inflamação, em todos os 

seguimentos intestinais, mas no íleo principalmente, tive seu processo contrátil desregulado. 

No que se refere a resposta jejunal aos estímulos elétricos de campo durante a fase 

inflamatória da mucosite, observamos um aumento da contratilidade (LIMA, 2016). Esse 

achado pode ser atribuído remodelamento ao neural inflamatório que altera a excitabilidade 

de IPANs, ocasionando aumento da excitabilidade do potencial dos neurônios AH, potencial 

de membrana despolarizado, e aumento da resistência de entrada, resultados observados tanto 

em modelos de jejunite por T. spiralis (PALMER et al., 1998), como em colite por TNBS 

(LINDEN et al., 2004). 

Quanto ao íleo, nosso modelo é contundente em demonstrar que a mucosite causa 

uma hipercontratilidade ileal durante a inflamação, pela contração mediada, e não mediada 

por receptores. Achado corroborativo foi demonstrado em medições in vivo de motilidade em 

cães durante ileíte induzida por ácido acético, onde a inflamação aumentou a frequência das 

contrações migratórias gigantes e diminuiu a frequência do complexo mioelétrico migratório 

(JOUET et al., 1995; SARNA, 2003), assim como Moreels et al. (2001) demonstraram uma 

hiperatividade muscular do íleo devido estimulação elétrica de campo por meio de registros in 

vitro no modelo de íelite por ácido acético em ratos. No entanto, uma contraprosição ao nosso 

achado foi demonstrado na Ileíte aguda por TNBS em ratos. Na ocasião a inflamação resultou 

numa diminuição da atividade espontânea do músculo longitudinal do íleo (MOREELS et al., 

2001), dessa forma observamos que a resposta do SNE a inflamação varia de acordo com o 

tipo (aguda ou crônica), local ou disseminada e intensidade do estímulo inflamatório no trato 

gastrintestinal (COLLINS, 1996). 

Fato observável no íleo, pois no período pós-inflamatório, foi registrada uma 

resposta contrátil ao estímulo elétrico de campo exatamente o contrário da fase inflamatória, 

ou seja, uma hiporesponsividade. Esse resultado tem sido relatado pela literatura 

demonstrando que após a resolução da desordem inflamatória aguda ocorre uma condição 

clínica conhecida como íleo paralítico (EKBLAD et al., 1998). Alguns autores pontuam que 

uma semana após a inflamação a alteração funcional do íleo ocorre devido à diminuição da SP 

(MOREELS et al., 2001). Além disso, também tem sido demonstrado que no íleo inflamado 

ocorre uma notável neuroplasticidade entérica no sentido de aumento da expressão do VIP 

submucoso (SCHNEIDER et al., 2001) e mioentérico (BELAI et al., 1997), estando esse fato 

presente no íleo paralítico de pacientes com a doença de Crohn (EKBLAD et al., 1998), por 
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ser o principal neurotransmissor inibitório, pode-se especular que o aumento de VIP na fase 

pós-inflamatória seja o principal responsável pela condição de íleo paralítico. 

Do ponto de vista eletrofisiológico, nossa hipótese para esses resultados é o 

remodelamento neural do intestino delgado. Para o duodeno pode ser atribuído um aumento 

na excitabilidade dos neurônios AH pela inflamação tornando-o mais excitável (PALMER et 

al., 1998; KUNZE E FURNESS, 1999), no jejuno a principal alteração plástica neural seria 

um aumento nos EPSPs rápidos de neurônios S, aumentando sua excitabilidade (PALMER et 

al., 1998; LOMAX; MAWE; SHARKEY, 2005; KRAUTER et al., 2007) e para o íleo uma 

modificação nos neurônios S alteraria significativamente as suas propriedades 

eletrofisiológicas, tornando-os semelhantes aos neurônios AH, exibindo proeminente AHPs 

(NURGALI et al., 2007). 

Portanto, para testar nossa hipótese repetimos os protocolos da análise dos 

parâmetros inflamatórios, de parâmetros funcionais e de estimulação elétrica de campo em 

ambas as fases da mucosite estudadas, porém, pre-tratando os animais com piridostigmina e 

neostigmina, são inibidores da acetilcolinesterase (AChE). Com isso, a inibição da 

acetilcolinesterase reduziu significativamente os efeitos lesivos ocasionados pela mucosite 

nos parâmetros inflamatórios e funcionais, embora a produção de citocinas pró-inflamatórias 

ainda fossem detectáveis em concentrações consideráveis (PAVLOV et al, 2006; TRACEY, 

2007). A ativação da via anti-inflamatória colinérgica pela inibição da colinesterase pode, 

portanto, reduzir suficientemente as concentrações séricas de citocinas para níveis subletais, 

prevenindo o choque e a morte. Além disso, os níveis residuais dessas citocinas são 

provavelmente suficientes e necessários para a eliminação de infecções bacterianas 

(BOUCHON et al, 2001). 

Como a estimulação colinérgica muscarínica periférica não está envolvida na 

ativação da via anti-inflamatória colinérgica (PAVLOV et al, 2006; TRACEY, 2007), o 

mecanismo é mais provavelmente mediado pela estimulação do nAChR periférico. Até o 

momento, os mecanismos precisos que controlam a via anti-inflamatória colinérgica não são 

conhecidos. Pode-se especular que a rede muscarínica central influencie a resposta 

antiinflamatória colinérgica vagal (PASCUZZO et al, 1984; SOMNIER E TROJABORG, 

1993; HEITMILLER, 1999; OSADCHII et al, 2007). 

Isso sugere que quando a infusão de piridostigmina e neostigmina é 

descontinuado, o alto nível de acetilcolina ou dessensibilização induzida por neostigmina de 

acetilcolina os receptores são suavizados, resultando em melhora da função. 

Dessensibilização induzida por agonista é uma característica bem documentada para 



 

85 

adrenoreceptores e opiáceos receptores (KEELER, 1990; BESSER et al, 1991). 

Vale ressaltar que alta dose, acima de 5 mg/kg, de piridostigmina tratamento por 

28 dias também é capaz de reduzir a número de receptores de acetilcolina em macacos, 

mimetizando estado de miastenia gravis, embora através de um diferente mecanismo, 

nomeadamente estimulação agonista. Na miastenia gravis, o down-regulation é devido a 

anticorpos contra receptores de acetilcolina (HEITMILLER, 1999; OSADCHII et al, 2007). 

Além dessa via aferente anti-inflamatória vagal, uma segunda, descrita em 2000 

pelo grupo de Tracey, envolve vias eferentes vagais (BOROVIKOVA et al, 2000). Este grupo 

mostrou que a estimulação da extremidade distal do nervo vago, isto é, vias eferentes vagais, 

impediu um choque séptico de LPS em ratos. A estimulação do nervo vago teve um efeito 

anti-TNFα desde que os níveis de fator de necrose de tumor no fígado e sangue (TNFα) foram 

atenuados. A liberação de citocinas pró-inflamatórias, como TNFα, IL-1β, IL-6 e IL-18 em 

macrófagos humanos estimulados por LPS, foi diminuída pela liberação de ACh pelo nervo 

vago (PAVLOV et al, 2003). 

Este grupo também identificou os receptores α7 nicotínicos de ACh (α7nAChR) 

dos macrófagos envolvidos nesse efeito (WANG et al, 2003). de Jonge et al. (2005) 

caracterizaram o mecanismo celular dessa via que envolvia a ativação de macrófagos Jak2-

STAT3 mediada por subunidades α7 e Sun et al. (2013) mostraram que o microRNA-124 é 

responsável pela ação da PAC pela inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias. O VN 

não está diretamente ligado aos macrófagos residentes no intestino, mas interage com os 

neurônios entéricos que expressam nNOS, VIP e ChAT e localizados dentro da muscular ao 

lado desses macrófagos que expressam o α7nAChR (MIKKELSEN et al, 1985; CAILOTTO 

et al 2014). 

Em estudos de ileite pós cirúrgica em qualquer que seja a localização da cirurgia é 

definido por um esvaziamento gástrico retardado e um trânsito intestinal prolongado 

(LIVINGSTON E PASSARO, 1990). As funções do estômago e do intestino delgado 

normalizam dentro de 24 a 48 horas, enquanto o cólon geralmente leva mais tempo (até 72 

horas). A recuperação da motilidade gastrointestinal pode levar mais tempo para a 

hospitalização e, portanto, maiores custos com a saúde.  

As vias eferentes inibitórias não-colinérgicas e não-adrenérgicas vagal 

desempenham um papel nos mecanismos de inflamações intestinais, enquanto os neurônios 

sensíveis à capsaicina estão implicados na via aferente do reflexo (HOLZER, LIPPE, 

HOLZER-PETSCHE, 1986). Núcleos cerebrais supra-espinhais também foram implicados em 

diversos tipos de inflamações intestinais, em particular neurônios hipotalâmicos e medulares 
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específicos envolvidos na regulação autonômica da função gastrointestinal (BONAZ, 

PLOURDE, TACHE, 1994). Outro fator, o estresse já é bem conhecido por inibir o 

esvaziamento gastrointestinal (TACHE; BONAZ, 2007). Mais recentemente, uma via 

periférica, envolvendo a via colinérgica anti-inflamatória, foi descrita no mecanismo de 

inflamações intestinais. De fato, a cirurgia abdominal induz a inflamação da muscular (DE 

JONGE, et al 2003) e a ativação de macrófagos residentes que liberam TNFα. Depleção e 

inativação da rede de macrófagos musculares previne o ou até rever efeitos inflamatórios 

intestinais. A administração sistêmica de agonistas seletivos para receptores nicotínicos, bem 

como a Estimulação Nervo Vago (ENV), reduz a resposta inflamatória à manipulação do 

intestino durante processos cirúrgicos (THE FO, et al, 2007).  

Este efeito anti-inflamatório, mediado por uma redução na ativação de macrófagos 

e produção de citocinas, é impulsionado pela via colinérgica anti-inflamatória colinérgica 

(MUNYAKA, et al 2014). Direcionar a via colinérgica anti-inflamatória colinérgica poderia, 

assim, melhorar a inflamação por sua ação anti-inflamatória e a ENV poderia, portanto, ser 

um tratamento potencial para prevenir. Em um modelo de manipulação intestinal em rato, de 

Jonge et al. (2005) mostraram que 5 min de ENV cervical antes de realizar laparotomia 

melhoraram o trânsito gastrointestinal através da ativação de Jak2-STAT3 mediada por 

subunidades alfa7 do recepto nicotínico em macrófagos intestinais, indicando que a ENV 

pode representar uma nova abordagem terapêutica. Stakenborg et al. (2017) recentemente 

exploraram o potencial terapêutico da ENV em pacientes submetidos à cirurgia abdominal 

para câncer colo-retal, randomizados para estimulação simulada (n = 5), estimulação de 5 Hz 

(n = 6) ou estimulação de 20 Hz (n = 7) grupo. Eles realizaram 1 ms e 2,5 mA durante 2 min 

de VNS no início e no final da cirurgia. Eles mostraram que a ENV abdominal reduziu 

significativamente a produção de IL8 e IL6 induzida por LPS pelo sangue total em pacientes. 

No mesmo estudo, eles mostraram que a ENV abdominal era tão potente quanto a ENV 

cervical em um modelo murino de POI. Assim, os neurônios S e AH sofrem uma mudança da 

composição/modulação iônica devido o processo inflamatório, sendo o segundo mais afetado.  

Os neurônios AH são neurônios IPANs, representando uma fração significativa de 

1x108 dos neurônios entéricos (WOOD et al., 1989; 1994), onde em uma unidade de 10 mm 

do intestino de cobaia existem na ordem de 6.500 IPANs, para 4.000 neurônios motores 

inibitórios, e 3.000 neurônios de motores excitatórios, sendo os neurônios mais numerosos do 

SNE e os responsáveis imediatos pelo reflexo nervoso do intestino, seja por estímulos 

mecânicos ou químicos, estando seus axônios diretamente ligados aos vilos (KUNZE E 

FURNESS, 1999; FURNESS, 2012). Os neurônios AH possuem apenas um tipo de canal de 
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Na+, sendo caracterizado com um canal voltagem-dependente rápido sensível ao TTX. Assim, 

a corrente de sódio (INa) é um fator importante na determinação da excitabilidade e 

comportamento dos neurônios AH (ZHOLOS; BAIDAN; WOOD, 2002). 

Como as respostas neurais entéricas são iniciadas principalmente pelos IPANs através de sua 

conexão com os interneurônios ascendentes e descendentes e desses com os neurônios 

motores inibitórios e excitatórios, portanto, os neurônios AH são cruciais para o 

funcionamento adequado do SNE. Nesse aspecto, como o nível de excitabilidade dos IPANs é 

determinado em resposta aos neurotransmissores/moduladores e sinais parácrinos a partir de 

células não-neuronais (por exemplo, a serotonina a partir de células enterocromafins) sendo 

especialmente sensíveis a mediadores das células imunitárias/inflamatórias (ZHOLOS; 

BAIDAN; WOOD, 2002). 

Concluímos, estando manifestada a dismotilidade na fase pós-inflamatória da 

mucosite, podemos provocar uma estimulação da via colinérgica, afim de ativar os receptores 

nicotínicos α7, presentes em macrófagos residentes, e assim bloquear a produção de citocinas 

pró-inflamatórias, demonstrado no desenho esquemático deste trabalho, onde nossos 

resultados sugerem que a estimulação da via anti-inflamatória colinérgica pode ser um 

caminho interessante de investigação mais profunda no curso da mucosite intestinal na 

clínica.  
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FIGURA 30. Esquema hipotético do estudo; representando a estimulação colinérgica a nível de sistema nervoso 

central e liberação de maiores quantidades de acetilcolina na fenda sináptica, interação da acetilcolina no 

α7nAChR, bloqueando a produção das citocinas pró-inflamatórias, reduzindo assim a mucosite. 

No entanto, mais estudos e experimentos são necessários para melhor 

esclarecimento da dismotilidade intestinal em processos inflamatórios e da estimulação 

colinérgica. Por último, reconhecemos a necessidade de de investigar mais a fundo o perfil 

dos macrófagos envolvidos e dos receptores nicóticos tão essenciais para ativação eficaz da 

via colinérgica anti-inflamatória. 
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7. CONCLUSÃO 

• Administração, em camundongos, com 5-fluorouracil (5-FU) induziram uma mucosite 

intestinal importante acompanhada de um aumento significativo dos parâmetros 

histopatológicos, morfometricos e por atividade da mieloperoxidase no segmento intestinal 

estudado (íleo). 

• 5-FU promove dismotilidade gastrointestinal. Observado aumento da contratilidade 

por eletroestimulação em duas curvas, voltagem e frequência, nos animais sacrificados no 3º 

dia. 

• O presente estudo confirmou que a AChE está com sua atividade diminuída o que é 

mantido mesmo na fase pós inflamatório no segmento intestinal estudado (íleo) de 

camundongos tratados com 5-FU. Esses dados serão importantes para entender como a 

musculatura do intestino responsável pela contratilidade intestinal responde após tratamentos 

com drogas antineoplásicas e qual o papel do sistema nervoso entérico neste evento. 

• Foi observado que há uma hipercontração ileal quando estimulado 

farmacologicamente com acetilcolina e carbacol 3 dias após a administração do 5-FU, mas 

não visto diferença significativa com 15 dias. Observado também aumento na imunomarcação 

para o receptor M3 nos animais sacrificados 3 dias após indução da mucosite, bem como nos 

sacrificados com 15 dias. 
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