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RESUMO

Mucosite intestinal ¢ uma complicacdo comumente associada ao 5-fluorouracil (5-FU), um
agente quimioterapico bastante utilizado no tratamento do cancer em todo o mundo. Para a
troxerrutina (TRX), um flavondide semissintético oriundo da rutina, a qual é extraida da
Dimorphandra gardneriana, varias atividades farmacoldgicos tem sido descritas, como
antioxidante e anti-inflamatdria. No presente estudo, objetivou avaliar o efeito do TRX na
mucosite intestinal induzida pelo 5-FU em camundongos Swiss. Os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos: Salina, 5-FU, TRX (50, 100 e 150 mg/kg), Celecoxibe (CLX),
CLX + TRX 100 mg/kg. O peso dos camundongos foi avaliado diariamente. Apds o protocolo
experimental, os animais foram eutanasiados e segmentos do intestino delgado (duodeno,
jejuno e ileo) foram coletados para avaliacdo histopatologica e morfométrica, leucograma,
niveis de glutationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA) e Mieloperoxidase (MPO),
contagem de mastocitos e células caliciformes, imunohistoquimica para ciclooxigenase 2
(COX-2). Ensaios in silico de docagem molecular dos complexos formados entre TRX e as
enzimas COX, TNF-o e NF-kB foi realizado. Os resultados mostram que o composto 5-FU
induziu intensa perda de peso, redugdo na altura das vilosidades, perda de arquitetura das
criptas, edema, infiltrado inflamatdrio, bem como o aumento de MPO e MDA e diminuicéo
de GSH, e inducdo de mastocitose e deplecdo das células caliciformes. O TRX 100 mg/kg
preveniu alteracGes histopatolédgicas induzidas pelo 5-FU, diminuiu niveis de MDA e MPO,
aumentou as concentracdo de GSH, preveniu a mastocitose intestinal e preveniu a deplecdo de
células caliciformes. Através da modulacdo da via da COX-2, pode-se evidenciar, por meio da
avaliacdo morfométrica e histopatologica e imuhistoquimica para COX-2, que o TRX
possivelmente atue pela via da COX-2, interagindo com esta via para desencadear seu efeito
protetor na mucosite intestinal. Os achados neste trabalho sugerem que TRX (100 mg/kg)
previne as alteracBes morfoldgicas induzida pelo 5-FU, possivelmente atuando pela via da
COX-2.

Palavras-chave: Antineoplésico. Inflamacéo. Flavonoide. Intestino.



ABSTRACT

Intestinal mucositis is a common complication associated to 5-Fluorouracil (5-FU) treatment,
a chemotherapeutic agent widely used for cancer treatment. Troxerrutin (TRX) a
semisynthetic flavonoid from the rutin, which is extracted from the Dimorphandra
gardneriana, which has various pharmacological activities described as antioxidant and anti-
inflammatory. The aim of the present study was to evaluate the effect of TRX on intestinal
mucositis induced by 5-FU in Swiss mice. The animals were randomly divided in groups:
Saline, 5-FU, TRX (50, 100 and 150 mg/kg), Celecoxib (CLX), CLX + TRX 100 mg/kg. The
mice weight was evaluated daily for each group. At the end of the experimental protocol, the
animals were euthanized and segments of the small intestine (duodenum, jejunum and ileum)
were collected for histopathological and morphometric evaluation; leukogram, reduced
glutathione (GSH), malondialdenyde (MDA) and myeloperoxidase (MPO), mast cell and
goblet counts, and cyclooxygenase 2 (COX-2) by immunohistochemistry. In silico molecular
docking assays of the complexes formed between TRX and the COX, TNF-a and NF-kB
enzymes were performed. The results indicate that 5-FU induced intense weight loss, reduced
villi height, causing loss of crypt architecture, edema, inflammatory infiltrate as well as
increased MPO and MDA and decreased GSH, and induction of mastocytosis and depletion of
goblet cells. The use of TRX 100 mg/kg prevented histopathological changes induced by 5-
FU, showing a decrease of MDA and MPO levels, increased GSH concentration, prevented
intestinal mastocytosis and prevented depletion of goblet cells. Through modulation of the
COX-2 pathway, can be evidenced by morphometric and histopathological and
immunohistochemical evaluation for COX-2 that TRX 100 mg/kg possibly acts interacting
with COX-2 pathways to trigger its protective effect on intestinal mucositis. The findings in
this study suggest that TRX (100 mg/kg) prevented the morphological changes induced by 5-
FU, possibly related to COX-2 pathways.

Keywords: Antineoplastic. Inflammation. Flavonoid. Intestine.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenca caraterizada por apresentar autossuficiéncia nos sinais de
crescimento, insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento, evasdao da morte celular,
potencial ilimitado de replicagcdo, desenvolvimento de angiogénese sustentada e, capacidade
de invadir e metastatizar, isto €, disseminar-se para outras partes do corpo. Trata-se de uma
das principais causas de morbidade e mortalidade em desenvolvimento, capaz de atingir todos
as faixas etarias, indistintamente. Com prevaléncia crescente no Brasil, no ano de 2018 o
cancer acometeu mais de meio milhdo de pessoas, figurando como um sério problema de
salde publica (MELO; PINTO-FILHO, 2009; FERREIRA et al., 2012; KUMAR et al; 2013;
INCA, 2018).

Dentre os agentes quimioterdpicos disponiveis na terapéutica do cancer, o 5-
fluorouracil (5-FU), um antimetabolito analogo de uracila, é considerado o agente
quimioterapico mais utilizado no mundo (WILHELM et al., 2016). Onde apesar de sua
efetividade no tratamento de varios tipos de cancer e tumores solidos, efeitos colaterais como
nauseas, vomitos, mielossupressao e mucosite tem sido relatados (KAWASHIMA et al., 2015a;
KAWASHIMA et al., 2015b; KOBUCHI et al., 2016).

Mucosite intestinal, grande percalco no manejo da terapia oncoldgica, € uma sindrome
caracterizada pela ulceracdo e inflamagdo da mucosa intestinal devido a complicaces na
terapia do cancer com o uso de quimioterapicos. A incidéncia da mucosite em pacientes
submetidos a quimioterapia padrdo é de aproximadamente 40%, podendo acometer em até
100% dos pacientes submetidos a doses elevadas de quimioterapia (PEREIRA, 2013;
MERCADANTE et al., 2015; KIM et al., 2015; ARAUJO et al., 2015a).

Devido a falta de ferramentas terapéuticas eficazes para o tratamento da mucosite
intestinal, novas alternativas terapéuticas que podem reduzir os efeitos colaterais do 5-FU,
sem prejudicar o tratamento do cancer, tem sido fonte de investigacdo. Neste aspectos, 0s
produtos naturais se destacam devido a boa compatibilidade com a natureza humana e menos
efeitos colaterais (AHMAD et al., 2014; BAHMANI et al., 2014).

Os flavonoides, isolados pela primeira vez na década de 1930, sdo uma familia grande
e diversificada de compostos que ocorrem naturalmente em uma variedade de plantas.
Formulacbes a base de flavonoides, como a troxerrutina, tem demonstrado eficacia na
cicatrizagdo de Ulceras venosas (SCALLON et al., 2013). Para este flavonoide
trihidroxietilado da rutina, outras propriedades bioldgicas tém sido reportadas como
antioxidante, anti-inflamatoria (SHAN et al., 2018), antiapoptotica (GEETHA et al., 2017,
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BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2017), antiedematogénico (NGEOW et al., 2008; MURI
et al., 2010) e potente agente terapéutico para dor neuropética (GUI et al., 2015).

Com base na contextualizacdo do problema, e nas buscas de novas alternativas
terapéuticas para a mucosite intestinal, o presente estudo, objetiva avaliar efeito protetor da
troxerrutina em modelo de mucosite intestinal induzida por 5-fluorouracil, bem como a

modulacgéo da Troxerrutina (TRX) na via da Ciclooxigenase 2 (COX-2).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer e Terapéutica

O céncer caracteriza-se por seis sinais cardeais, autossuficiéncia nos sinais de
crescimento, insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento, evasdo da morte celular,
potencial ilimitado de replicacdo, desenvolvimento de angiogénese sustentada, capacidade de
invadir e metastatizar, isto &, disseminar-se para outras partes do corpo (Figura 01) (KUMAR
et al; 2013; FERREIRA et al., 2012).

Figura 01. Caracteristicas da neoplasia.

Autossuficiéncia
nos sinais
de crescimento

Insensibilidade
ao0s sinais
de anticrescimento

Angiogenese Invasao tecidual
sustentada e metastase

Potencial
replicativo ilimitado

Fonte: Adaptado de KUMAR et al; 2013

Com o nome genérico de cancer atribuido a um conjunto de mais de 100 doencas, este
gravo é considerado uma condicdo crénico-degenerativa grave e trata-se de uma das
principais causas de morbidade e mortalidade nos paises desenvolvidos e, em
desenvolvimento, o que deixa as doencas neoplésicas malignas num cenario preocupante de
salde publica (KUMAR et al; 2013; ALVES et al. 2017; BENITES et al., 2017).
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Para o ano de 2018, foram diagnosticados mais de meio milh&o de pessoas com algum
tipo de neoplasia no Brasil, e estima-se que em 2030, 21,4 milhdes de casos novos e 13,2
milhGes de mortes por cancer em todo o mundo, que muito se deve ao crescimento e
envelhecimento populacional (ALVES et al. 2017). A medida que a incidéncia de cancer na
populacdo mundial cresce, o tratamento antineoplésico e a busca de melhoria da qualidade de
vida do paciente em tratamento também se encontram em grande expansdo. Cabe destaque a
quimioterapia, que figura com uma das principais ferramentas que se tem a disposicdo na
terapéutica do cancer (HUANG et al., 2013).

2.2 5-Fluorouracil (5-FU)

Drogas antimetabdlicas desempenham suas func¢@es através da inibicdo da biossintese
de processos essenciais, ou pela sua incorporacdo a macromoléculas, tais como DNA e RNA,
inibindo a sua funcao normal (LONGLEY et al., 2003), ou seja, sdo drogas que interferem nos
processos metabolicos normais dentro das células. Descobertos por Farber, em 1948, os
antimetabdlitos tem sido utilizados h& pelo menos 50 anos no tratamento do cancer (KAYE,
1998).

A fluoropirimidina, 5-fluorouracil (5-FU), um farmaco antimetabolito anélogo de
nucleosideo, tem sido utilizado ha varias décadas na terapia antineopléasica e, é considerado o
agente quimioterapico mais utilizado no mundo (WILHELM et al., 2016). O 5-FU é um
composto organico aromatico heterociclico com uma estrutura semelhante a das moléculas de
pirimidina de DNA e RNA (ZHANG et al., 2008); trata-se de um analogo de uracila com um
atomo de flior na posicdo 5 (Figura 02), em vez de hidrogénio (KUMAR et al., 2010).
Devido a sua estrutura, o 5-FU interfere com o metabolismo de nucleotideo e pode ser
incorporada no RNA e DNA (THOMAS et al., 2015), levando a morte celular e citotoxicidade
(ZHANG et al., 2008; UDOFOT et al., 2015).
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Figura 02. Estrutura de Bases Nitrogenadas Pirimidinas.
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Fonte: Adaptado de PIZZORNO et al., 2003. A: 5-Flourouracil; B: Uracila.

Comumente o 5-FU é administrado por injecdo intravenosa (THOMAS et al., 2015),
entretanto, a depender do cancer, o 5-FU pode ser administrado por outras vias, como oral
(PANGENI et al., 2016) e topica (RAJINIKANTH; CHELLIAN, 2016). Além da
possibilidade de novas formula¢Ges com sistema de libera¢do controlada e continuada do 5-
FU no tecido alvo (MINHAS et al., 2016; UDOFOT et al., 2015; WENANDE et al., 2016),
bem como da combinacdo do 5-FU com outros agentes antineoplasicos, por meio de
administracdo concomitante das drogas, melhorando o efeito da quimioterapia contra as
celulas cancerigenas, e reduzindo a toxicidade nas células normais (KOBUCHI et al., 2014;
GAO et al., 2016; ITO et al., 2016; SUZUKI et al., 2016).

O 5-FU pode ser administrado na forma direta ou na forma de pré-droga, como
exemplo a Capecitabina (N4-pentiloxicarbonil-5'-desoxi-5-fluorocitidina), uma solugdo
administrada oralmente de fluoropirimidina carbamato 5-FU. A pr6-droga € convertida em 5-
FU através de uma cascata enzimética envolvendo trés enzimas chaves, entre elas a timidina
fosforilase (TP), culminando ao final, na liberacdo de 5-FU (FOCACCETTI et al., 2015;
DERISSEN et al., 2016).

Intracelularmente, o 5-FU é convertido em vérios metabolitos ativos: o Trifosfato
fluorouridina (FUTP), que é incorporada no RNA em vez de trifosfato de uridina (UTP); o
Trifosfato fluorodesoxiuridina (FAUTP), que é incorporado no DNA em vez de
desoxitimidina-trifosfato (dTTP); e o monofosfato fluorodesoxiuridina (FAUMP), que forma
um complexo estavel com a timidilato sintase (TS), inibindo a producdo de monofosfato de
desoxitimidina (dTMP) (KUMAR et al., 2010). A dTMP ¢é essencial para a replicacdo e

reparacdo do DNA, e sua deplecdo, por conseguinte, causa citotoxicidade. Estes metabolitos
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ativos perturbam a sintese de RNA, bem como a inibicdo e acdo da TS, tal inibicdo é
considerado principal mecanismo de agdo do 5-FU (PETERS et al., 2002; NOORDHUIS et
al.,, 2004; HOSKINS; BUTLER, 2007). Com isso, a FUTP provoca alteracbes no
processamento e funcdo do RNA, ja a FAUTP e a FAUMP causam danos ao DNA (LONGLEY
etal., 2003; MIURA et al., 2010).

O limiar de concentracdo e atividade do 5-FU é avaliado pela velocidade de
catabolismo da dihidropirimidina desidrogenase (DPD) no figado, que é responsavel pela
conversdo do 5-FU (80% do total) em dihidrofluorouracil (DHFU), um metabolito inativo
(Figura 03) (THORN et al., 2011). Aproximadamente 15-20% ¢é eliminado na urina e apenas
uma pequena fracdo, estimada em apenas 3% da dose original de 5-FU, permanece disponivel
para exercer sua acao antitumoral, mediando efeitos citotdxicos em células tumorais e tecidos
normais (MIURA et al., 2010; FOCACCETTI et al., 2015).

Figura 03. Mecanismo de Agéo do 5-FU.
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FUMP: Monofosfato fluorouridina; FUDP: Difosfato fluorouridina; FUTP: Trifosfato fluorouridina; FAUMP:
monofosfato fluorodesoxiuridina; FAUDP: difosfato fluorodesoxiuridina; FAUTP: trifosfato fluorodesoxiuridina;
TS: timidilato sintase; DPD: dihidropirimidina desidrogenase, DHFU: dihidrofluorouracil.

A pirimidina fluorada, 5-fluorouracil (5-FU), é o farmaco de quimioterapia mais
utilizados na pratica clinica oncoldgica, onde desde a sua introducdo, o 5-FU tem sido
amplamente utilizado para o tratamento de varios tipos de cancer e tumores sélidos, incluindo
cancer gastrointestinal, ginecologico, cancer de mama e cancer de cabega e pescogo, cancer

colorretal avancado, prostata, pancreas, pele e queratose actinica (AK) e carcinoma
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(BAYDAR et al., 2005; MIURA et al., 2010; CHANG et al., 2012; ELBELTAGY et al.,
2012b; RAJINIKANTH; CHELLIAN, 2016; WENANDE et al., 2016; LIU et al., 2016).

O mecanismo de citotoxicidade de 5-FU se da através da inibicdo competitiva de
timidilato sintetase e consequentemente deficiéncia de timidina, resultando na inibigdo da
sintese de acido desoxirribonucleico (ELBELTAGY et al., 2012a). Além disso, a incorporacao
no acido ribonucleico (RNA) interfere com o processamento e funcdo do RNA e, tem sido
associada com toxicidade (MCCARTHY et al., 1998).

Vaérios sdo os efeitos adversos no tratamento quimioterapico com o 5-FU, devido sua
toxicidade, destacam-se neurotoxicidade, através da reducdo da neurogénese e
consequentemente problemas cognitivos (ELBELTAGY et al., 2012b), cardiotoxicidade,
culminando em isquemia, infarto agudo do miocardio, cardiomiopatia (FOCACCETTI et al.,
2015), hepatotoxicidade, mielosupressdéo (KUMAR et al., 2010; KOBUCHI et al., 2016),
perda de cabelo, fadiga (MINHAS et al., 2016), reacGes cuténeas que incluem eritema, bolhas,
prurido, necrose, erosdo e exacerbacdo da rosacea (HADDOCK; COHEN, 2016), além de
distdrbios gastrointestinais como lesdo da mucosa intestinal (KAWASHIMA et al., 2015a;
KAWASHIMA et al., 2015b).

O 5-FU pode levar a mucosite intestinal, atrofia das vilosidades da cripta, e necrose
como um resultado de danos no tecido da mucosa, devido a intensa infiltracdo de células
inflamatérias, liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e edema (ARAUJO et al., 2015a). A
mucosite intestinal, induzida pelo 5-FU, é uma das principais complica¢des que ocorre em
entre 50- 80% dos pacientes submetidos a quimioterapia com este antimetabolito e resulta em
ulceracdo, sangramento, inchaco abdominal, bem como vomitos, diarreia e desidratacdo
(CHANG et al., 2012; KIM et al., 2015).

2.3 Intestino Delgado

O intestino delgado ¢ sitio terminal de digestdo dos alimentos, absorcéo de nutrientes e
secrecdo enddcrina. Compreendendo a por¢do mais longa do trato gastrointestinal, com 35
centimetros em camundongos e cerca de 7 metros em humanos, sua extensdo encontra-se
dividida em segmentos denominados duodeno, jejuno e ileo (TREUTING; VALASEK, 2012).

O intestino delgado apresenta as tipicas quatro tanicas estruturais em sua parede:
mucosa, submucosa, muscular e serosa (Figura 04). A mucosa apresenta as principais

caracteristicas histolégicas relacionadas aos eventos de absorcdo, como a presenca de
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vilosidades (vilos), que sdo projecOes alongadas formadas pelo epitélio e lamina prépria, com
cerca de 0,5 a 1,5 mm de comprimento (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 04. Organizacdo geral das camadas intestinais e composicao celular.
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Fonte: Adaptado de SILVERTHORN, 2010; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013.

O epitélio de revestimento dos vilos é do tipo cilindrico simples, formado
principalmente por células absortivas (enterdcitos), que sdo células colunares altas com
projecdes voltadas para o lumen (microvilosidade) no &pice da célula, criando a borda em
escova e, células caliciformes produtoras de muco, cuja fungdo principal € proteger e
lubrificar o revestimento intestinal. Em continuidade com os vilos apresenta-se as criptas, que
por sua vez contém algumas células absortivas, células caliciformes, células enteroenddécrinas,
células de Paneth, tipicamente piramidal que se localizam na por¢do basal das criptas e
possuem grandes granulos secretores de lisozima e defensina, detentoras de atividade
antibacteriana e, células-tronco, também localizadas no terco basal da cripta e entre as células
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de Paneth. A cripta tem formato tubular e representa o compartimento proliferativo do
intestino (DUNCAN; GRANT, 2003; AIRES, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
BARRETT, 2015; ARAUJO; BARROS, 2015; NASCIUTTI et al., 2016).

A submucosa é tipicamente formada por tecido conjuntivo frouxo, apresentando 0s
tipos celulares classicos deste tecido (fibroblastos, macr6fagos, plasmaocitos, entre outros). Na
submucosa também sdo encontrados pequenos ganglios do sistema nervoso autbnomo, 0s
quais constituem o plexo submucoso ou plexo de Meissner, que é responsavel pelo controle

das func@es das estruturas da mucosa do intestino delgado (NASCIUTTI et al., 2016).

A muscular do intestino delgado apresenta duas camadas de fibras musculares lisas em
diferentes orientacdes. Uma camada circular interna composta por fibras musculares lisas
dispostas em trajeto circunferencial, sendo responsavel pelo estreitamento e alargamento do
tubo intestinal, enquanto a camada longitudinal externa apresenta fibras musculares lisas em
disposicdo paralela ao longo eixo do tubo intestinal, sendo responsavel pelo alongamento e
encurtamento do intestino delgado. Estes movimentos constituem o peristaltismo do tubo
intestinal, controlado essencialmente por pequenos ganglios do sistema nervoso autbnomo,
disseminados entre ambas camadas musculares; tais ganglios formam o plexo mioentérico ou
plexo de Auerbach. Externamente a muscular, o intestino delgado é recoberto pelo periténio
visceral, que constitui a serosa do intestino delgado, formado por um delicado tecido
conjuntivo frouxo recoberto por um epitélio simples pavimentoso, o mesotélio (BERNE;
LEVY, 2009; SILVERTHORN, 2010).

O epitélio intestinal como um todo € auto-renovante, com capacidade de renovacgao
que varia de 3 a 7 dias. Esse padrdo de proliferacdo celular apresenta efeito paradoxal, ao
passo que pode prevenir o acumulo de mutacBes genéticas no compartimento epitelial
produzidas por toxinas luminais, também pode deixa a mucosa extremamente vulneravel a
fontes de irritacdo, traumatismos ou leséo celular, como a causada pelos efeitos citotoxicos do
tratamento do cancer (DUNCAN; GRANT, 2003; PINHO et al., 2010).

2.4. Mucosite Intestinal

O intestino € o principal local onde o sistema imunolégico se encontra com um grupo
diverso de antigenos presentes nos alimentos e nos microbios intestinais (TURNER, 2010), e
o0 epitélio intestinal como um todo é auto-renovante, com capacidade de renovagédo que varia

de 3 a 7 dias. Esse padréo de proliferacdo celular apresenta efeito paradoxal, ao passo que
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pode prevenir o acimulo de mutagdes genéticas no compartimento epitelial produzidas por
toxinas luminais, também pode deixa a mucosa extremamente vulneravel a fontes de irritacéo,
traumatismos ou lesdo celular, como a causada pelos efeitos citotoxicos do tratamento do
cancer (DUNCAN; GRANT, 2003; PINHO et al., 2010). O resultado deste processo de leséo

a mucosa intestinal recebe o nome de mucosite.

A mucosite desponta como mais comum das complicagdes relacionados ao tratamento
com quimioterapicos (PINHO et al., 2010) e, é definida como inflamatoria e/ou lesGes
ulcerativas do trato oral e/ou gastrointestinal (PETERSON et al., 2011); podendo afetar todas
as superficies cobertas de membrana mucosa da boca até o reto (HARRIS et al., 2006).
Quando a lesdo epitelial é restrita a cavidade oral, a mesma € definida como mucosite oral; no
caso de injaria tecidual de envolve o intestino denomina-se de mucosite intestinal, e para o
termo mucosite alimentar a lesdo tecidual deve envolver o trato orodigestivo (KEEFE et al.,
2007; PEREIRA, 2013).

Com uma patogénese complexa, sabe-se que a mucosite intestinal surge a partir de
lesGes de células basais no trato gastrointestinal devido a quimioterapia e/ou radioterapia, 0
que resulta em danos na mucosa, reacdo inflamatdria intensa, e consequente ulceracdo
(MERCADANTE et al., 2015). Apesar da escassez de estudos epidemiol6gicos prospectivos
em torno da mucosite intestinal, pesquisas demonstram que susceptibilidade dos pacientes a
lesdo da mucosa e incluem multiplos fatores associados ao paciente e ao tratamento
(ANTHONY et al., 2006), dessa forma tem-se ciéncia que o aumento da incidéncia dessa
desordem ndo esta relacionado somente com os tipos de farmacos utilizados, mas também
com o numero de ciclos de quimioterapia, dose, cronograma, sequenciamento de drogas,
idade, género e estado nutricional do paciente (D’HONDT et al., 2006; KEEFE, 2007).

Para os pacientes tratados com quimioterapia, a mucosite é geralmente um evento
agudo, e sua forma grave pode ocorrer a qualquer momento entre a segunda e sexta semana
do tratamento (MEIROVITZ et al., 2010). Mucosites ndo resolvidas ou ndo tratada pode levar
a infeccOes secundarias, bacteremia e sepse (CHEN et al., 2016), bem como
comprometimento do estado nutricional, e outras complicagdes que podem aumentar a
morbidade, e impactar portanto, diretamente, na sobrevivéncia e na qualidade de vida do
paciente (AL-ASMARI et al., 2015).

A sintomatologia ¢ dividida em duas categorias: dor e inflamacdo. Os sintomas de dor

incluem inapeténcia e eventual anorexia, enquanto da inflamacéo incluem diarreia, vomito, e
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redugdo na absorgdo de nutrientes (HARRIS et al., 2006; REINKE et al., 2015; ARAUJO;
BARROS, 2015; ZUO et al., 2015; KISSOW, 2015). A fisiopatologia destes sintomas é de
grande complexidade e variabilidade ao longo do curso da doenga e multiplos mecanismos
podem sobrepor-se (MERCADANTE et al., 2015).

A exata fisiopatologia da mucosite ndo estd totalmente elucidada. Estudos recentes
indicaram que os mecanismos fundamentais envolvidos na patogénese da mucosite sdo muito
mais complexos do que somente danos direto ao epitélio, sugere-se que tal condicédo
representa uma interacdo sequencial de eventos e passos que incluem geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), citocinas pro-inflamatorias, mediadores de apoptose, acarretando,
em ultima instancia, danos e ruptura da barreira epitelial. De acordo com evidéncias, a
patogénese da mucosite segue modelo de cinco estagios basicos: Iniciacdo, Resposta Inicial
ao dano, Amplificacdo, Ulceracédo e, Cura; contudo, ndo é obrigatorio a presenca de todas as
fases para o estabelecimento da doenga (Figura 05) (PETERSON, 2005; D’HONDT et al.,
2006; LALLA et al., 2008; GUABIRABA et al., 2014; ARAUJO; BARROS, 2015;
VASCONCELOS et al., 2016; CHEN et al., 2016).
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Figura 05. Fisiopatologia da Mucosite em cinco fases.
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MPO: Mieloperoxidase; GSH: Glutationa reduzida.
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O primeiro estdgio da mucosite denomina-se Iniciacdo e, caracteriza-se pelo dano
celular da mucosa e submucosa induzida pela quimioterapia e/ou radioterapia. Lesdo das
células epiteliais da mucosa e vasos sanguineos da submucosa é resultado de eventos como
inibicdo da sintese de DNA e agressdo ao DNA atraves da inibicdo da topoisomerase e sintese
de timidilato, bem como alteracbes no RNA, que por sua vez leva a formagéo de ERO e
elevacdo do estresse oxidativo, culminando na diminui¢do da renovacdo celular. Além da
morte celular e perda de integridade epitelial, ocorre também a ativacdo da resposta imune
inata nesta primeira etapa da mucosite (TRUCCI et al., 2009; SONIS, 2009; AVILA, 2013;
BASTOS, 2014; ARAUJO; BARROS, 2015; KIM et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2016).
Apesar do dano tecidual, contudo, apenas uma pequena propor¢do de células morre
rapidamente (DUNCAN; GRANT, 2003; SONIS, 2004). Este insulto inicial desencadeia uma
cascata de eventos a serem desenvolvidos na segunda fase da mucosite (D’HONDT et al.,
2006).

O estagio Resposta Inicial ao dano, também conhecido como sinalizacdo ou fase de
regulacao positiva e geracdo de sinais mensageiros, compreende a segunda fase da cascata de
eventos na mucosite, onde maultiplos eventos ocorrem simultaneamente, e a referida etapa
inicia a partir do estimulo gerado na primeira fase, com a lesdo tecidual propriamente dita e
producdo das ERO. A presenga de ERO promove a regulacdo positiva de fatores de
crescimentos, fatores de transcrigdo, como o fator nuclear da familia kappa-B (NF-xB), p53,
moléculas de adesdo, genes que codificam citocinas pro-inflamatorias (fator de necrose
tumoral-a, interleucinas-1p, IL-2, 1L-4, IL-6, IL-10) e regulacdo de proteinas envolvidas na
apoptose, como a Bcl-2 “B-cell lymphoma protein 2” que vai ser inibida e, a ativagdo da
esfingomielinase acida que desempenha papel importante na transducdo de sinal de morte
celular apoptoética. A producdo dessas citocinas e enzimas que dardo inicio as lesdes teciduais
e a morte celular por apoptose (SONIS et al., 2004; HARRIS, 2006; D’HONDT et al., 2006;
CESCATO, 2010; AVILA, 2013; BASTOS, 2014; ARAUJO; BARROS, 2015; KIM et al.,
2015).

Na sinalizacao, sabe-se que radio e/ou quimioterapia podem ativar diretamente o NF-
kB, um fator de transcricdo pro-inflamatdério chave génese do processo inflamatorio, e
indiretamente, ele pode ser ativado por ERO, onde os segundos mensageiros transmitem
sinais de receptores na superficie celular para o ambiente celular interno, levando a regulacéo
positiva. De maneira orquestrada e subsequente, a ativagdo do NF-kB promove a expressao de

varios genes associados com vias inflamatdrias, como consequéncia, as principais citocinas
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pré-inflamatorias (exemplo, TNF-o, IL -1B, e IL-6), e a via da ceramida sdo ativadas.
Macréfagos séo ativados subsequentemente, levando as metaloproteinases de matriz (MMP) a
causarem entdo degradacdo celular e extracelular diretamente, ou conduzindo a uma maior
producdo de TNF-a, gerando uma retroalimentagéo positiva do dano tecidual e morte celular
por apoptose (LALLA et al., 2008; SANTOS et al., 2009; TRUCCI et al., 2009). Nesta fase
ocorre também a regulacdo positiva da expressdo génica para expressdo de moléculas de
adesdo e subsequente ativacao da via Ciclooxigenase-2 (COX-2), 6xido nitrico sintase (iNOs)
e Superoxido Dismutase (SOD) o que resulta em angiogénese e influxo da inflamacao
(SONIS et al., 2004; SONIS, 2009). E importante salientar que tais eventos ocorrem a nivel
molecular, e por esse motivo, o dano celular e tecidual representado é observado antes que o
paciente seja sintomatico e antes que haja qualquer manifestacdo clinica de lesdo tecidual
(SONIS, 2009; VASCONCELOS et al., 2016).

Na amplificacdo ocorre a regulacéo positiva de citocinas pro-inflamatorias, tais como
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-1pB, produzida principalmente por macréfagos,
causando lesdo de mucosas células, e também ativacdo das vias moleculares que amplificam a
injaria no epitélio, endotélio e fibroblastos. A producdo dessas proteinas tem dois efeitos, um
direcionado para causar lesdo a célula-alvo e o outro dirigido a sinalizacdo e a amplificacao
do processo. O TNF-a, por exemplo, além de ser um mediador eficaz lesdo celular e tecidual,
atua numa série de sinalizacdo e amplificacdo de sinais, através da ativacdo de feedback
positivo por meio do NF-kB para amplificar a sua resposta. O epitélio entdo, comeca a perder
integridade, o que € exacerbado na préxima fase, conhecida como ulceragdo (SONIS et al.,
2004; D’HONDT et al., 2006; LALLA et al., 2008; SANTOS et al., 2009; SONIS, 2009;
TRUCCI et al., 2009; AVILA, 2013; BASTOS, 2014; ARAUJO; BARROS, 2015; KIM et al.,
2015).

Ulceracdo, estagio na qual a integridade do epitélio é destruida, compreende a fase
mais associada, consistentemente, com a mucosite. A lesdo e morte das células-tronco
epiteliais basais resultante das fases anteriores acarretam em alteracbes atroficas que
culminam na verdade deterioracéo e a discriminacdo da mucosa. A Ulcera serve como um foco
para a colonizagdo bacteriana, e na presenga de granulocitopenia, bactérias inteiras podem
invadir vasos da submucosa para causar bacteremia ou sepse (SONIS, 2004; GUABIRABA et
al., 2014; KIM et al., 2015).

O estégio final da patobiologia da mucosite € o processo de cicatrizacdo e cura. Nesta

fase, os sintomas comecgam a diminuir, e é caracterizada pela proliferacéo epitelial, bem como
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diferenciacdo celular e do tecido, restaurando a integridade do epitélio. Infelizmente, em sua
maioria, mesmo apds a reposi¢do completa do epitélio, a estrutura da submucosa reconstituida
difere do seu estado de antes da realizacdo do tratamento quimio-radioterapico. O processo de
restauracdo da integridade epitelial ocorre de maneira concomitante com o retorno da
contagem de glébulos brancos aos valores normais (PETERSON, 2005; D’HONDT et al.,
2006; LALLA et al., 2008; AVILA, 2013; MONEIM et al., 2017).

Dentre os medicamentos citotoxicos mais frequentemente associada a mucosite
incluem bleomicina, citarabina, doxorrubicina, etoposido, 5-fluorouracil, ifosfamida,
mercaptopurina, metotrexato, paclitaxel, vinblastina, vincristina, e vinorelbina (HARRIS et al.,
2006).

A mucosite € um agravo clinico grave, e apesar da importancia clinica, ndo existe
tratamento tido “padrdo” e eficaz no mercado (BASTOS, 2014). Atualmente tem-se a
disposi¢do tratamento apenas sintoméatico da mucosite, e dependeré do seu grau de gravidade,
objetivando tdo somente o alivio dos sintomas, como dor e diarreia, por exemplo (ARAUJO;
BARROS, 2015; KISSOW, 2015).

Agentes terapéuticos em busca de tratamento efetivo da mucosite estdo em alta
demanda e recebem atencdo crescente. Estudos recentes concentraram-se na utilizacdo de
bioativos, fatores de crescimento (exemplo a palifermina), hormonios ou interleucinas para
modificar o metabolismo epitelial e reduzir a susceptibilidade do trato a mucosite (DUNCAN;
GRANT, 2003; KEEFE, 2007; SANTOS et al., 2009; ARAUJO; BARROS, 2015; CHEN et
al., 2016).

2.4.1 Sintese de Eicosandides: Via Ciclooxigenase

A lesdo celular associada a inflamacgdo é uma resposta proeminente no dano da mucosa
(oral e intestinal) durante a terapia antineoplasica por quimioterdpicos, sendo a via da
ciclooxigenase (COX), uma importante via envolvida na medicdo inflamatéria (LALLA et al.,
2010; MENEZES-GARCIA et al., 2018).

A via da ciclooxigenase € responsavel pela sintese dos eicosanoides com estruturas de
anéis (prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas) a partir da liberacdo de acido
araquidonico dos fosfolipidios da bicamada lipidica das membranas celulares (Figura 06). Em
resposta a varios estimulos, como o citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1p, IL-6), fator de
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crescimento epidérmico (EGF), fator de ativacdo (PAF), horménios (endotelina) e
lipopolissacarideos (LPS), o &cido araquidénico, um acido graxo insaturado de 20 carbonos, é

liberado da membrana e metabolizado em varios lipidios bioativos.

Figura 06. Sintese de Eicosanoides pela via Ciclooxigenase.
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Fonte: Adaptado de LALLA et al., 2009; MINGHETTI et al., 2009; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; FURST
etal., 2014; GANDHI et al., 2017.

A conversdo dos fosfolipidios a moléculas bioativas envolve trés etapas principais. A
primeira compreende a conversdo dos fosfolipidios de membrana em acido araquiddnico
através da acdo da fosfolipase A2 (PLA2). A segunda etapa envolve a adicdo de duas
moléculas de oxigénio para o acido araquiddnico formando a prostaglandina G2 (PGG2), um
intermediério instavel. E finalmente a PGG2 difunde-se ao sitio ativo onde a peroxidacdo leva
a reducdo da instabilidade da PGG2 a prostaglandina H2 estavel (PGH2) (GANDHI et al.,
2017). Essas duas Ultimas etapas, que compreende, respectivamente, bis-dioxigenacdo e
reducdo sdo catalisadas em dois distintos sitios ativos da COX (ROUZER; MARNETT, 2009;
RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; GANDHI et al., 2017). PGH2 produzido pelas COX, é
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substrato comum para uma série de isomerase especifica e enzimas sintase que produzem 0s
cinco tipos de prostanoides, respectivamente 4 prostaglandinas (PGs) e 1 tromboxanos: PGE2,
PGD2, PGF2a, PGI2 e TXA2 (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; PENG et al., 2017).

Conhecida como Prostaglandina H sintase (PGH), a COX é uma glicoproteina de
membrana, consistindo de um homodimero com um grupo heme associado envolvido em
ambas as atividades enzimaticas. Estudos com COX remetem as décadas de 70 e 80, tendem
seu apice na década de 90 com a busca de inibidores especificos para COX-2. Até 0 momento,
as isoformas COX-1, COX-2 e mais recentemente COX-3, foram elucidadas, e de acordo com
suas expressdo e atuacdo enzimatica, sdo designadas como constitutivas ou induzivel (FURST
etal., 2014).

Codificadas por genes distintos localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente, a
COX-1 e COX-2 apresenta homologia de 60% em relacdo sua sequéncia de amino&cidos
(MINGHETTI et al., 2004); ambas enzimas contém trés oligossacarideos ricos em manose,
um dos quais facilita dobramento de proteinas. Um quarto oligossacarideo, presente apenas
em COX-2 regula sua degradacdo. Dessa forma, enquanto os sitios funcionais sao
conservados entre as ciclooxigenases, algumas substituicbes cruciais causam variagoes
conformacionais na bolsa do sitio ativo das 2 isoenzimas, o que poderia explicar as diferentes
sensibilidades COX-1 e COX-2 para inibidores especificos. Uma diferenca importante entre
as duas isoformas € a insercdo de 18 aminodcidos proximo do terminal C da COX-2, que néo
esta presente na COX-1, o que torna a COX-2 maior e mais flexivel que a COX-1, conferindo
a COX-2 maior capacidade de oxigenar uma série de acidos graxos poliinsaturados livres que
sdo pobres substratos para COX-1 (Figura 07) (MINGHETTI, 2004; ROUZER; MARNETT,
2009; CLARK et al., 2013).

Figura 07. Diferencas estruturas das ciclooxigenases.

Canal maior

Fonte: Adaptado de CLARK et al., 2013.
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Conceitualmente, tem-se determinado que a COX-1, é expressa constitutivamente
sendo responsavel pela producdo de PGs com fungbes homeostaticas como protecdo contra
Ulceras gastricas, controle de fluxo sanguineo renal (PGE2) e agregacdo plaquetaria (TXA2);
e COX-2, a enzima induzivel, é rapidamente expressa e em grande quantidade nos
macrofagos e polimorfonucleares, sendo responsavel pela producdo de PGs envolvido na
inflamacdo (COON et al., 2007; NARASIMHA et al., 2009; GANDHI et al., 2017). No
entanto, em cérebro, testiculos e células da macula densa do rim, ambos COX- 1 e COX-2 sdo
expressos sob condicBes fisioldgicas. A COX-3 trata-se de uma variante da COX-1,
produzidas pela expressao do gene COX-1, e também com caréter constitutivo, predominante
no cérebro e coracdo (MINGHETTI et al., 2004).

2.5 Produtos naturais na Protecdo Gastrintestinal

Com séculos de experiéncia acumulada, os seres humanos tem usado plantas para fins
de tratamento até o desenvolvimento da medicina moderna. Estima-se que 70-80% da
populacdo humana, principalmente em paises em desenvolvimento, depende de plantas
medicinais para cuidados (DOGAN; UGULU, 2013; ROKAYA et al., 2014).

Uma diversidade de ervas, plantas medicinais e especiarias tém sido usadas para 0
tratamento e controle de varias doencas, como diarreia, refluxo, gastroenterite, Ulcera gastrica,
constipacdo, inchaco e outros distarbios do trato gastrointestinal. Além de resultados
promissores sobre os efeitos das plantas para o tratamento de uma diversidade de doencas, 0
qgue muito se deve a boa compatibilidade com a natureza humana e tem menos efeitos
colaterais (AHMAD et al., 2014; BAHMANI et al., 2014).

Neste contexto, um grande numero de plantas medicinais e seus metabdlitos
secundarios com potencial gastroprotetor tem sido relatados, podendo este efeito estar ligado
a diferentes mecanismos de acdo (AHMAD et al., 2014). Muitas das propriedades medicinais
das plantas sdo atribuidas principalmente a presenca de flavonoides e grande parte dos
produtos farmacéuticos que sdo desenvolvidos a partir dos produtos naturais, séo oriundos de
flavondides, que emergiram como uma importante classe de produtos naturais bioativos,
apresentando atividades antitumorais, imunoestimulante e anti-inflamatoria (ROKAYA et al.,
2014).

Flavonoides representam uma classe altamente diversificada de metabolitos

secundarios, com mais de 9.000 compostos individuais conhecidos até 0 momento, muitos
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deles com potencial efeito benéfico sobre a salide humana, devido as suas elevadas atividades
farmacoldgicas (RUIZ-CRUZ et al., 2017). Para estas substancias, ja tem-se relatos de varias
atividades biologicas, que incluem antialérgico, antiplaquetario, antiestrogénico,
antidiabéticos, anticancerigeno, antibacteriano, antiviral, anti-inflamatério, propriedades
antiproliferativas, antiangiogénicas e antioxidantes, além de baixa ou inexistente toxicidade.
Os flavonoides também foram relatados para atuar no trato gastrointestinal, tendo
antiespasmadico, anti-secretorio, antidiarreico e propriedades antitlcera (MOTA et al., 2009;
ROKAYA et al., 2014). Acredita-se que muitas dessas propriedades esteja aliada com sua
capacidade de modular enzimas celulares, de tal forma que também s&o conhecidos por serem
inibidores potentes para véarias enzimas, como a xantina oxidase (XO), ciclooxigenase (COX),
lipoxigenase e fosfoinositideo 3-quinase (PANCHE et al., 2016).

De maneira geral, todos os flavonoides sdo compostos por um nucleo flavan, que
consiste em 15 4tomos de carbono dispostos em trés anéis fendlicos (C6 — C3 — C6) referidos
como anéis A, B e C (Figura 08). Suas funcbes dependem de sua classe estrutural, grau de
hidroxilacdo e conjugacéo e grau de polimerizacdo. Tendo em conta a natureza quimica da
molécula e as variacbes na estrutura em torno do anel de oxigénio heterociclico, 0s
flavonoides sdo divididos em 14 grupos diferentes. Sete desses grupos: flavonas, flavonais,
flavanonas, isoflavonas, flavandis (catequinas), flavanol6is e antocianinas, s&o
particularmente bem conhecidos e relatados na literatura (MOTA et al., 2009; RUIZ-CRUZ et
al., 2017).

Figura 08. Estrutura basica de um flavonoide.

Fonte: MOTA et al., 2009.
Em trabalhos de revisdo, ha relatos de ao menos 95 flavonoides relacionados em

estudos de atividade gastroprotetora, onde estes compostos protegem a mucosa
gastrointestinal de lesGes produzidas por varios modelos experimentais de Ulcera e contra
diferentes agentes necroticos. Varios mecanismos de acdo pode estar envolvida nesse efeito

protetor. Flavonoides, ja foram indicados como detentores de atividade antisecretora, atuando
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na liberacdo de histamina e bomba de protons (como é o caso da quercetina), citoprotetoras
por meio do aumento do fluxo sanguineo mucoso, estimulagdo da sintese de mucos e

aumentar os niveis de PGs (como exemplo as chalconas) (MOTA et al., 2009).

Contudo, o mais importante mecanismo de acgdo responsavel pela atividade
antiulcerogénica dos flavonoides deve se a suas propriedades antioxidantes (observado em
garcinol, rutina e quercetina). Trabalho indicam que devido a alta reatividade do grupo
hidroxila, os flavonoides (FI-OH) sdo capazes de eliminar radicais livres, quelar ions
metalicos (ferro e cobre), inibir enzimas oxidantes, elevar antioxidantes proteicos e nao
proteicos e reduzir a peroxidacao lipidica (AHMAD et al., 2014; HIGUCHI, 2014).

2.5.1 Troxerrutina

Troxerrutina (TRX), um bioflavonoide derivado da rutina, cabe destaque no meio
farmacoldgico, por ser um fitoquimico com grande abordagem terapéutica. A troxerrutina
(reconhecida também como vitamina P4) e 3°,4°,7°-Tris[O-(2-hidroxietil)] rutina, consiste em
mistura de mono, di, tri e tetrahidroxietil-rutosideos, sendo que 80% de sua composicdo é
trihidroxietilado da rutina (MURI et al., 2010; AZARFARIN et al., 2018) (Figura 9). A
obtencdo por sua vez do flavonbide rutina, dar-se principalmente da extracdo de
Dimorphandra gardneriana, Sophora japonica (pagode japonés) e Aesculum hippocastanum
(castanha silvestre ou castanha das indias) e Ruta graveolens L., e também encontrada em cha,
café, cereais e diferentes tipos de frutas e vegetais (CAVALCANTE et al., 2007; BABRI et al.,
2012; PANAT et al., 2016; WANG et al., 2017; BAYANDOR et al., 2018; BIANCHI et al.,
2018).

Figura 09. Estrutura quimica da Troxerrutina.
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Apesar de normalmente ser lembrado no tratamento de varizes e hemorroidas (GUI et
al., 2015), vastos sdo os relatos das atividades bioldgicas da Troxerrutina (TRX), como
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias (SHAN et al., 2018), antiapoptoticas (GEETHA
et al., 2017; BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2017), ansioliticas e antidepressivas
(AZARFARIN et al., 2018; BAYANDOR et al., 2018), antitrombdtica, antifibrinolitica,
antiedematogénico (NGEOW et al., 2008; MURI et al., 2010); eficaz também na melhoria da
funcdo capilar na insuficiéncia venosa cronica e fragilidade capilar (VANSCHEIDT et al.,
2002), neuroprotetor na doenca de Alzheimer (BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2017,
FARAJDOKHT et al., 2017), hepatoprotetor, nefroprotetor (FAN et al, 2009; SHAN et al.,
2017; DEHNAMAKI et al., 2018), anti-mutagénico (SUBASTRI et al., 2017b) e
cardioprotetor na prevencdo do desconforto, lesdes e reperfusdes miocardicas (MOKHTARI
etal., 2015; SHU et al., 2017; NAJAFI et al., 2018).

A troxerrutina tambeém sido relatada devido seu efeito homeostatico em distdrbios
metabolicos sistémicos como hiperlipidemia e hiperglicemia (ZHANG et al., 2014; ZHANG
et al., 2017; YANG et al., 2019) e suas complicacBes, como cardiopatia e retinopatia (YU et
al., 2017). Melhoria na aprendizagem, memoria, desempenho cognitivo e diminuicdo da
fadiga (LU et al., 2013; WANG et al., 2017; ZAMANIAN et al., 2017; DIBA et al., 2018)

também tem sido relatado ap6s administracdo desse flavonoide.

Na terapéutica do cancer, a troxerrutina tem sido relatada devido sua eficicia na
radioprotecdo em cancer de prostata e timo (LIM et al., 2015; PANAT et al., 2016; XU et al.,
2017b), quimioprevencdo na carcinogénese do colon, quimioterdpico no carcinoma
hepatocelular (THOMAS et al., 2016; SUBASTRI et al.,, 2017) e adjuvante com 5-
Fluorouracil no cancer gastrico (XU et al., 2017). A troxerrutina é também uma potente agente

terapéutico para dor neuropatica (GUI et al., 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

A mucosite intestinal desponta como um dos principais agravos relacionados ao
tratamento do quimioterapico com o 5-FU, e é caracterizada pelo processo inflamatério e/ou
ulcerativo no gastrointestinal, resultado do dano celular e tecidual promovido pelo
quimioterapico através da geracdo de estresse oxidativo (PETERSON et al., 2011).

Com elevada incidéncia entre os pacientes em tratamento com cancer, a mucosite além
de gerar desconforto e dor, afeta consideravelmente a qualidade de vida do paciente. Para este
agravo, apesar de avanc¢os e busca de medicamentos para prevencao e cura, ainda ndo se tem a
disposigdo no mercado medicamento efetivo para tratamento da mucosite.

Neste contexto, produtos naturais e semissintéticos como flavonoides, tem papel de
destaque, devido as diversas propriedades farmacoldgicas ja relatadas, bem como a baixa
toxicidade vista em muitos deles.

Nesta perspectiva, a troxerrutina, um flavonoide semissintético derivado da rutina
destaca-se pelas atividade antioxidantes, anti-inflamatdria, analgésica, antiapoptdtica,
antiedematogénica, neuroprotetora, hepatoprotetora, nefroprotetora ja relatadas na literatura
(NGEOW et al., 2008; FAN et al, 2009; MURI et al., 2010; GUI et al., 2015; GEETHA et al.,
2017; SHAN et al., 2017; BALUCHNEJADMOJARAD et al., 2017; FARAJDOKHT et al.,
2017; DEHNAMAKI et al., 2018; SHAN et al., 2018). Contudo, até 0 momento, ndo se tem
estudos avaliando o efeito da troxerrutina na mucosite intestinal induzida por quimioterapicos.
Dessa forma, o presente trabalho além de propor avaliar o efeito da troxerrutina nas alteracdes
morfolégicas na mucosite intestinal promovida pelo 5-Fluorouracil em camundongos, procura

também investigar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na agdo da troxerrutina.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da troxerrutina na prevencdo das alteracbes morfoldgicas na mucosite

intestinal induzida por 5-fluorouracil, e os possiveis mecanismos de a¢do envolvidos.

4.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da troxerrutina sobre a perda ponderal de camundongos no modelo de
mucosite intestinal induzida por 5-FU.

e Identificar os efeitos da troxerrutina sobre as alteragdes histopatologicas e
morfométricas em vilosidades e criptas induzidas por 5-FU na mucosa intestinal.

e Analisar o efeito da troxerrutina sobre a contagem de leucdcitos totais sanguineos apos
a indugéo da mucosite intestinal por 5-FU.

e Estudar o efeito da troxerrutina no estresse oxidativo induzidos por 5-FU na mucosite
intestinal, através da mensuracao dos niveis de MDA e GSH.

e Determinar o efeito da troxerrutina na inflamagéo induzidos por 5-FU em modelo
experimental de mucosite intestinal por meio da mensuracao dos niveis de MPO.

e Mensurar o efeito da troxerrutina na contagem de mastocitos teciduais induzidos por
5-FU na mucosite intestinal.

e Avaliar o efeito protetor da troxerrutina na mucosa intestinal por meio da mensuragéo
da contagem de células caliciformes em modelo experimental de mucosite intestinal.

e Investigar o envolvimento da cicloxigenase 2 (COX-2) no efeito protetor da
troxerrutina na mucosite intestinal, por meio analise histopatoldgica e morfométricas

dos vilos e criptas, imunohistoquimica para COX-2 e docagem molecular.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencao de troxerrutina

A troxerrutina trata-se de um pd cristalino amarelo, obtido da reacdo da rutina, um
flavonoide extraido da Dimorphandra gardneriana, com éxido de etileno em solugdo aquosa
(JACQUES, 1961; COURBAT, 1970). A partir da reacdo da rutina com o éxido de etileno, a
suspensdo formada dissolveu-se gradualmente, originando os derivados mono, di, tri e tetra
O-(B-hidroxietil). Contudo, atraves do controle do pH e das condic¢des da reacao, dirigiu-se a
reacdo para producdo de um rendimento de 90% de produtos B-hidroxetilado tendo com o
principal constituinte os derivados tri-O-(B-hidroxalados), ou seja, o trihidroxietilado da rutina,
dados estes confirmados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e comparada com 0s
dados de RMN da literatura (COURBAT, 1966), conforme apresentado na figura 10.

Figura 10. Espectro de RMN *H e RMN *C da Trioxietilrutina.
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A: Espectro de RMN *H; B: RMN *C da Trioxietilrutina.
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O processo de obtencdo da Troxerrutina descrito acima foi realizado no Laboratério de
Polimeros e Inovacdo de Materiais (LabPIM) do Departamento de Quimica Organica e
Inorgéanica da Universidade Federal do Ceara, pela parceira e colaboragdo com a Profa. Dra.
Maria Elenir Nobre Pinho Ribeiro. Dessa forma, por envolver um produto semisintético
obtido da rutina que é extraida da Dimorphandra gardneriana, realizou-se cadastro dos
pesquisadores envolvidos no projeto em questdo, no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), conforme em

anexo C.

5.2 Drogas e reagentes

As drogas e reagentes utilizados na investigacao laboratorial, encontram-se listados na

tabela abaixo.

Tabela 01. Drogas utilizadas no protocolo experimental de mucosite intestinal por 5-FU.

Drogas Concentracao Procedéncia
5-FU (FauldFluor) 450 mg/kg Libbs®, Brasil
Celecoxibe (Celebra) 7,5 mg/kg Pfizer®, Brasil

Todas as drogas e reagentes foram preparados imediatamente antes de usar. Os outros

reagentes eram de grau analitico comprados de empresas comerciais padréo.
5.3 Animais

No protocolo experimental, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss, machos,
com massa corpdrea entre 25 a 30g, que foram randomicamente distribuidos em grupos de
n=6, procedentes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos no
Biotério Setorial do Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Ceara (UFC) —

Fortaleza, Ceara.

Os camundongos foram acondicionados em gaiolas de polipropileno, forradas com
maravalha, trocadas duas vezes por semana. Durante todo o experimento, 0s animais estavam
em um ambiente com temperatura de 23 + 2°C num ciclo de 12h claro/12h escuro, com livre

acesso a agua e racao padréo.
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5.4 Consideracdes éticas

Os procedimentos e protocolos experimentais usados nesse estudo foram aprovados
pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara (CEUA/UFC)
sob nimero 2413051018.

5.5 Protocolo de Inducéo e tratamento da mucosite intestinal

O modelo experimental de mucosite intestinal em camundongos Swiss foi induzido
pela método adaptado de Carneiro-Filho et al. (2004), representado na figura 11. No primeiro
do protocolo experimental o 5-FU (450 mg/kg) foi administrado por via intraperitoneal (i.p)
em dose Unica, assim como o tratamento com a Troxerrutina (TRX) nas doses de 50, 100 e
150 mg/kg via oral, 1h antes da administracdo do antineoplasico. No segundo e terceiro dia do
protocolo, seguiu o tratamento com TRX (50, 100, 150 mg/kg, via oral), uma vez ao dia. As
doses de TRX foram estabelecidas em conformidade com resultados estabelecidos em estudos
anteriores (THOMAS et al., 2016; GEETHA et al., 2017; BALUCHNEJADMOJARAD et al.,
2017; SHAN et al., 2018; DEHNAMAKI et al., 2018). No quatro dia do protocolo
experimental, ap6s avaliacdo da massa corpdrea e coleta sanguinea pelo plexo orbital, os
animais foram eutanasiados com quetamina (270 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e as amostras

intestinais foram coletadas.

Figura 11. Esquema de inducéo e tratamento da mucosite intestinal.
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5.6 Determinacéo da dose efetiva da Troxerrutina no tratamento da mucosite

Para a determinagédo da melhor dose de Troxerrutina (TRX) no tratamento da mucosite

intestinal, os camundongos foram alocados em trés grupos de tratamento com a TRX (50, 100
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e 150 mg/kg), além de dois grupos controles (Negativo e Positivo), com 6 animais por grupo,

como pode-se observar nos seguintes grupos experimentais:

e Grupo Salina (Controle Negativo): os animais deste grupo foram tratados apenas com
soro fisiologico (NaCl a 0,9%), por via oral (v.0) e intraperitoneal (i.p), para mimetizar

a condicdo de estresse submetido aos demais grupos.

e Grupo 5-FU (Controle positivo): Os animais receberam, no primeiro dia do protocolo
experimental, dose unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via
intraperitoneal, e soro fisioldgico por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo

experimental foram administrados apenas soro fisiolégico por via oral.

e Grupo TRX 50: Os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental,
dose unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e
Troxerrutina (50 mg/kg de peso do animal) por via oral. Nos dois dias seguintes do
protocolo experimental foram administrados apenas a Troxerrutina (50 mg/kg) por via

oral.

e Grupo TRX 100: Os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental,
dose unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e
Troxerrutina (100 mg/kg de peso do animal) por via oral. Nos dois dias seguintes do
protocolo experimental foram administrados apenas a Troxerrutina (100 mg/kg) por

via oral.

e Grupo TRX 150: os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental,
dose Unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e
Troxerrutina (150 mg/kg de peso do animal) por via oral. Nos dois dias seguintes do
protocolo experimental foram administrados apenas a Troxerrutina (150 mg/kg) por

via oral.

O peso corporal dos camundongos, avaliado no decorrer dos quatros dias do protocolo
experimental, a contagem de leucécitos e a andlise histolégica e morfométrica, foram
utilizados para confirmacdo do modelo experimental de mucosite induzida por 5-FU e
determinacédo da efetiva dose do TRX capaz de proteger a mucosa intestinal do efeito lesivo
por 5-FU.
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5.6.1 Parametros Avaliados

Com a andlise dos parametros (analise ponderal, histopatoldgica, morfométrica e
contagem de leucdcitos) foi entdo determinada a dose efetiva da Troxerrutina no tratamento
da mucosite intestinal e o segmento intestinal com melhor resposta ao tratamento com a TRX.
Partindo da melhor dose de TRX (100 mg/kg), deu-se continuidade a avaliacdo dos demais
parametros referente a primeira etapa de investigacdo (contagem de mastocitos e células
caliciformes), bem como a modulagéo da via COX-2, nas etapas seguintes. O fluxograma do

delineamento experimental encontra-se representado na figura 12.

Figura 12. Fluxograma do delineamento experimental.
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5.6.1.1 Andlise ponderal

Durante todo o periodo experimental, o peso dos camundongos foi aferido em balancga
antes da administracdo de quaisquer dos compostos (Salina 0,9%, 5-FU e TRX), de modo a se
acompanhar o processo de perda de massa corpérea induzida pelo 5-FU, bem como avaliar a

suposta agédo protetora dos tratamentos da TRX sobre o processo de perda de massa.

5.6.1.2 Andlise histopatoldgica e morfometrica

Para a andlise Histopatoldgica e Morfométrica, apds a eutanasia dos animais por
combinacdo de anestésicos foram obtidas amostras de tecido dos trés segmentos do intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo). Considerou-se como duodeno, 0 segmento que corresponde
a porcdo anterior a 3 cm do ligamento de Treitz; jejuno, a por¢do anterior a 10 cm do
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ligamento de Treitz; e ileo, a porcdo anterior a 6 cm da valvula ileo-cecal (CARNEIRO-
FILHO et al., 2004). Tais amostras, ap6s fixacdo por 24h em formol a 10% e conservacdo em
alcool a 70%, foram submetidas a processamento (série de desidratacdo e emblocamento em
parafina) para a realizacdo de cortes histolégicos em micrétomo, de modo a se obter as

laminas a serem avaliadas, coradas com H&E (HemotoxilinaEosina).

Na anélise histopatologica foi realizado um estudo-cego e randomizado, por um
histopatologista experiente, de forma a avaliar a severidade da mucosite, por meio dos
aspectos relativos a arquitetura tecidual, com enfoque nos vilos e criptas, e ocorréncia de
infiltrados celulares (em especial a infiltracdo neutrofilica), tipicos de processo inflamatorio.
Os niveis de intensidade da mucosite foram, entdo, definidos por um sistema de escores com
variacdo de O (auséncia de lesdo) a 3 lesdo intensa na camada mucosa e muscular conforme

proposto por Macpherson; Pfeiffer (1978), e representado na tabela 02.

Tabela 02. Sistema de escore de mucosite intestinal.

Escores Achados histologicos
Mucosa Muscular
0 Normal (auséncia de leséo) Normal (auséncia de
lesdo)
1 Vilos  encurtados, perda de Normal

arquitetura das criptas, infiltrado
inflamatdrio, vacuolizacdo e edema

2 Vilos encurtados com células Normal
vacuoalizadas, necrose das criptas,
intenso infiltrado  inflamatdrio,
vacuolizacdo e edema

3 Vilos encurtados com células Edema, vacuolizacdo e
vacuoalizadas, necrose das criptas, infiltrado inflamatorio
intenso infiltrado  inflamatdrio,
vacuolizacdo e edema

Fonte: Adaptado de Macpherson e Pfeiffer (1978).

Para as analises morfométricas, com o auxilio de um microscopio 6ptico ao sistema de
aquisicdo de imagens (LEICA®), foram medidas a altura dos vilos (topo & jungdo vilo-cripta)
e profundidade das criptas intestinais para a correlacdo com a capacidade absortiva (razdo
altura dos vilos/profundidade das criptas). A razao entre o comprimento dos vilos e criptas foi
calculada utilizando-se o software ImageJ®, por meio da aferigdo da altura de 10 vilosidades e
a 10 profundidade das criptas intestinais, ambas em pum, sendo a analise feita por campo,
totalizando 6 campos. A conversdo das medidas obtidas, dos vilos e das criptas, em pixels

foram convertidas em micrometro (um), por meio da razdo 200 um = 4.710.096 pixels.
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5.6.1.3 Contagem de leucdcitos

A contagem de leucdcitos foi realizado previamente a eutanasia, os animais foram
anestesiados com combinacdo de anestésicos (xilazina 10 mg/kg e cetamina 70 mg/kg), no
qual foram obtidas amostras de sangue periférico da artéria ocular, seguido de dilui¢do liquido
de Turk a uma proporgdo de 20 uL de sangue para 380 pL de solug¢do. Apds isso, foi realizada
a contagem do numero total de leucdcitos em camara de Neubauer (MOURA et al, 1998),

com resultados expressos na forma de niimero total de leucécitos por/mm? de sangue.

5.6.1.4 Contagem de células da mucosa géstrica: Caliciformes e Mastocitos

Para possibilitar a identificacdo e quantificacdo de mastocitos e células secretoras de
muco (caliciformes), os blocos de parafina com amostras do segmento duodenal,
correspondente aos grupo Salina, TRX 100 e 5-FU, foram selecionados para a coloragdo com
azul de toluidina, segundo Michalany et al. (2008) e acido periodico Schiff (PAS) (SANO et
al., 2017). As coloracbes foram realizadas apds a desparafinizagdo da lamina com xilol,
hidratacdo com alcool absoluto e uma série de alcool a 90%, alcool a 80%, alcool a 70% em
seguidas as laminas foram lavadas com agua destilada, coradas com azul de toluidina por 8
minutos, lavadas e secas. Para o PAS, as laminas foram incubadas nos corantes, &cido
periddico, regante de Schiff e hematoxilina de Carazzi por periodo de 1, 10 e 10 minutos,
respectivamente, seguido de lavagens sucessivas em agua destilada, conforme recomendacgdes
do fabricante EasyPath®. Apds a secagem as laminas clareadas com uma série de xilol foram
montadas. Para a contagem de mastdcitos e células caliciformes presentes nas laminas, com o
auxilio de um microscopio Optico ao sistema de aquisicdo de imagens (LEICA), realizou-se a
captura das imagens digitais, para contagem posterior de no minimo 10 campos, com auxilio

de software ImageJ®. Os resultados representam a média de 10 campos de cada grupo.

5.7 Avaliacédo da ciclooxigenase 2 (COX-2) na mucosite intestinal induzida por 5-FU e

seu envolvimento no efeito protetor da TRX

De posse da dose efetiva de TRX no tratamento da mucosite intestinal, realizou-se
docagem molecular e determinacéo dos sitios-alvos da TRX com enzima COX-1 e 2, TNF-a e
NF-kB, e seguindo o protocolo experimental de inducdo da mucosite intestinal conforme
descrito anteriormente, realizou-se uma segunda investigacao (efeito da COX-2 na mucosite
intestinal e seu envolvimento protetor da TRX). Para isso camundongos foram alocados em

trés grupos de tratamento, que correspondem respectivamente, TRX (100 mg/kg, via oral),
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Celecoxibe (CLX, 7,5 mg/kg, i.p) e TRX (100 mg/kg, via oral) mais CLX (7,5 mg/kg, i.p),
além de dois grupos controles (Negativo e Positivo), com 6 animais por grupo, como pode-se

observar nos seguintes grupos experimentais:

Grupo Salina (Controle Negativo): os animais deste grupo foram tratados apenas com
soro fisiologico (NaCl a 0,9%), por via oral (v.0) e intraperitoneal (i.p), para mimetizar

a condicdo de estresse submetido aos demais grupos.

Grupo 5-FU (Controle positivo): Os animais receberam, no primeiro dia do protocolo
experimental, dose uUnica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via
intraperitoneal, e soro fisiologico por via oral. Nos dois dias seguintes do protocolo

experimental foram administrados apenas soro fisiolégico por via oral.

Grupo TRX 100: Os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental,
dose Unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal, e
Troxerrutina (100 mg/kg de peso do animal) por via oral. Nos dois dias seguintes do
protocolo experimental foram administrados apenas a Troxerrutina (100 mg/kg) por

via oral.

Grupo CLX: Os animais receberam no primeiro dia do protocolo experimental, dose
Unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via intraperitoneal e Celecoxibe
(7,5 mg/kg, i.p). Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram

administrados apenas Celecoxibe (7,5 mg/kg, i.p).

Grupo CLX + TRX: Os animais receberam no primeiro dia do protocolo
experimental, dose Unica de 5-FU (450 mg/kg de peso do animal) por via
intraperitoneal, Troxerrutina (100 mg/kg de peso do animal) por via oral e Celecoxibe
(7,5 mg/kg, i.p). Nos dois dias seguintes do protocolo experimental foram
administrados apenas Troxerrutina (100 mg/kg) por via oral e Celecoxibe (7,5 mg/kg,

i.p).

Pretendeu-se com a administracdo da Celecoxibe, um bloqueador da cicloxigenase-2

(COX-2), avaliar como o bloqueio da sintese de prostandides, atuaria na fisiopatologia da

mucosite e como sua interagdo com a TRX influenciaria no efeito protetor da mesma no

tratamento da mucosite intestinal.

Posterior ao protocolo de inducdo da mucosite intestinal foi realizado a eutanasia e

retiradas das amostras do segmento duodenal, para avaliagdo da mucosite, efeito do
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bloqueador da COX-2, bem como sua interagdo com a TRX, através das andlises
histopatoldgicas e morfométricas pelo método de coloracdo H&E, Imunohistoquimica para
deteccdo de COX-2.

5.7.1 Parametros Avaliados
5.7.1.1 Docagem Molecular e determinacéo de sitios-alvo de ligacéo da troxerrutina

As estruturas 3D de todos os possiveis alvos da enzima cicloxigenase (COX-1 e 2),
NF-kB, e TNF-a, foram obtidas no banco de dados de proteinas (PDB) (Protein Data Bank,
2017). Os célculos de docagem molecular foram realizados com o programa Autodock 4.2®
(GOODSELL et al., 1996; GOODSELL, 2005; MORRIS et al., 2008). As proteinas e ligantes
foram preparados para docagem molecular utilizando o programa com Autodock Tools (ADT),
versdo 1.5.6. O receptor foi considerado rigido enquanto que cada ligante foi considerado
flexivel. O algoritmo genético Lamarckiano (LGA) com busca global e pseudo-Solis e Wets
com busca local foram os métodos utilizados na docagem molecular, onde para cada
simulacdo foram realizada 100 corridas independentes (RAMOS et al., 2012). O resto dos
parametros de docagem foi definido com os valores padrdo. As andlises da docagem
molecular foram concentradas nos clusters de menor energia, € a conformacdo de menor

energia combinada com inspecao visual foi escolhida para uma analise mais detalhada.

5.7.1.2 Analise histopatoldgica e morfométrica

Para a andlise Histopatolégica e Morfométrica, apds a eutanasia dos animais por
combinacdo de anestésicos foram obtidas amostras de tecido dos trés segmentos do intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo). Considerou-se como duodeno, o0 segmento que corresponde
a porcdo anterior a 3 cm do ligamento de Treitz; jejuno, a por¢cdo anterior a 10 cm do
ligamento de Treitz; e ileo, a porcdo anterior a 6 cm da valvula ileo-cecal (CARNEIRO-
FILHO et al., 2004). Tais amostras, apés fixacdo por 24h em formol a 10% e conservacdo em
alcool a 70%, foram submetidas a processamento (série de desidratacdo e emblocamento em
parafina) para a realizacdo de cortes histologicos em micrétomo, de modo a se obter as

laminas a serem avaliadas, coradas com H&E (HemotoxilinaEosina).

Para as analises morfométricas, com o auxilio de um microscopio optico ao sistema de
aquisicdo de imagens (LEICA®), foram medidas a altura dos vilos (topo a juncdo vilo-cripta)

e profundidade das criptas intestinais para a correlacdo com a capacidade absortiva (razdo
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altura dos vilos/profundidade das criptas). A razdo entre o comprimento dos vilos e criptas foi
calculada utilizando-se o software ImageJ®, por meio da aferigdo da altura de 10 vilosidades e
a 10 profundidade das criptas intestinais, ambas em um, sendo a analise feita por campo,
totalizando 6 campos. A conversdo das medidas obtidas, dos vilos e das criptas, em pixels

foram convertidas em micrometro (um), por meio da razdo 200 um = 4.710.096 pixels.

5.7.1.3 Imunohistoquimica para COX-2

A imunohistoquimica para COX-2 foi realizada de acordo com o método
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). Para a realizagdo da
imunohistoquimica realizou-se cortes histologicos dos segmento intestinal duodeno a partir
dos cassetes obtidos no experimento de modulacdo da via da COX. Os cortes (com espessura
de 4 um) foram colocados em laminas recobertas com poli-Llisina, apropriadas para a

realizacdo da imunohistoquimica.

Os cortes foram desparafinizados com inser¢cdo em estufa (60°C) e trés ciclos de
imersdo em xilol por 5 minutos cada. Em seguida, os cortes foram reidratados em alcool com
concentracdes decrescente (absoluto, 90, 80 e 70%). Os cortes histolégicos foram entdo
lavados com &gua destilada por 10 minutos e realizados a recuperacdo antigénica em tampéao
citrato (DAKO, pH 7,0), por 20 minutos em Banho-Maria (95°C). Em seguida, aos cortes
foram lavados com solu¢do tamponada de fosfato-salino (PBS) por 5 minutos em temperatura
ambiente. Dando continuidade ao protocolo, realizou-se o blogqueio da peroxidase endogena
com solucédo de peréxido de hidrogénio (H202) a 3% por 30 minutos. Os cortes foram entdo,
incubados “overnight” (4°C) com anticorpo primario goat anti-COX-2 (SantaCruz®), e por 60
minutos em camara Umida com o anticorpo rabbit anti-IL-1p (SantaCruz®) diluidos em
1:1000 e 1:100, respectivamente, em PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA). Ap0s
a lavagem em 3 ciclos com PBS, realizou-se a incubacdo com o anticorpo secundario (de
detec¢do) biotinilado anti-IgG de coelho (GBI Labs®), diluido 1:400 em PBS-BSA, por 30
minutos. Depois de lavado com PBS, os cortes serdo incubados com o complexo
estreptoavidina peroxidase conjugada (complexo ABC) por 30 minutos. Ap6s nova lavagem
com PBS, seguiu-se a revelacdo por meio da coloragio com o cromdgeno
3,3 diaminobenzidine-peréxido, 0 DAB (DAKO®, uma gota de DAB para um pL de diluente),
seguida por contra-coloragdo com hematoxilina (DAKO®) por 10 minutos. O DAB é um
cromdgeno que reage com a a peroxidase do antigeno alvo resultando em coloragdo marrom.

Por fim, realizou-se a desidratacdo dos cortes e montagem das laminas com entelan. Controle
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negativo foram processados simultaneamente como descrito acima, sendo que o anticorpo
primario foi substituido por PBS-BSA 5%. Os procedimentos aqui mencionados foram

realizados de maneira automatizada com a Autostainer Plus (DAKO®).

Para a quantificagdo da imunomarcacao por COX-2 presentes nas laminas, imagens da
imunohistoquimica foram capturadas com o auxilio de um microscopio Optico ao sistema de
aquisicdo de imagens (LEICA). Em seguida, a partir das imagens com imunomarcacdo com
COX-2, realizou-se a quantificacdo através da mensuracéo da % de area imunomarcada com o

auxilio do Adobe Phtoshop® verséo 10.0.

5.7.1.4 Mensuracao dos niveis de GSH e MDA

Amostras do segmento duodenal, correspondente aos animais do grupo Salina, TRX
100 mg/kg e 5-FU, foram homogeneizados em EDTA gelado ou KCI (1: 9, v/p) para dar uma
suspensdo de homogenato a 10%, para os teste de GSH e MDA, respectivamente. De acordo
com método descrito por Sedlak; Lindsay (1968), com pequenas modificacdes, para o ensaio
de GSH, aliquotas (400 pl) de tecido homogenatos foram misturados com 320 pl de 4gua
destilada e 80 pl de acido tricloroacético (50%, p/v), em tubos de vidro e centrifugados a 3000
rpm, por 15 min. Os sobrenadantes (400 pl) foram misturados com 800 pl de tampao Tris (0,4
M, pH 8,9) e 5,5-ditiobis (&cido 2-nitrobenzéico) (DTNB; 0,01 M) foi adicionado. A
absorbancia de GSH foi lida a 405 nm e expressa em pg de GSH/mg de tecido. Por outro lado,
a peroxidacao lipidica foi determinada pela avaliacdo do nivel de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) medidas como MDA (OHKAWA, 1979). Os homogenatos foram
incubados a 37°C por 1h, e adicionado a 400 uL de 4cido perclorico a 35%. A mistura foi
centrifugada (5000 rpm, 10 min a 4°C) e 400 pl acido tiobarbitarico a 0,6% foram
adicionados aos sobrenadantes, seguido da incubacdo a 95-100°C durante 1h. Apds
arrefecimento, a absorbancia de MDA foi lida a 532 nm e a sua concentracdo foi expressa

como nmol/mg de tecido.

5.7.1.5 Ensaio de mieloperoxidase (MPQ)

A avaliagdo da atividade da MPO, utilizando amostras do segmento duodenal,
correspondente aos animais do grupo Salina, TRX 100 e 5-FU, foi determinada pela técnica
descrita por Bradley et al. (1982). Resumidamente, os segmentos do duodeno (50-100 mg)
foram homogeneizados em 1 ml de tampdo de potéssio contendo 0,5% de brometo de

hexadeciltrimetilaménio (HTAB), depois centrifugados (4000 rpm, 7min, 4°C). A atividade de
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MPO foi analisada medindo a absorvéncia a 450 nm utilizando di-hidrocloreto de di-
isocianato e 1% de perdxido de hidrogénio no sedimento ressuspenso. Os resultados foram

registrados como unidades MPO por mg de tecido.
5.8 Analises Estatisticas

Os resultados com distribuicdo paramétrica foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM) e, para os dados ndo-paramétricos como os escores histoldgicos
foram expressos pela mediana. Foram analisados a normalidade dos dados através do teste de
Shapiro-Wilk.

Os resultados que obedecerem a uma distribuicdo paramétrica foram analisados pela
Andlise de Variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey como post hoc teste através do
programa GraphPad Prism versdo 5.0. Os dados obtidos a partir da analise histoldgica foram
analisados por estatistica ndo-paramétrica utilizando teste de Kruskal-Wallis seguido de
Dunn’s (comparagdes multiplas). Para todas as analises foi considerado significativo quando p
<0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Efeito da TRX na perda ponderal induzida por 5-FU.

A perda de peso no decorrer da quimioterapia € um dos efeitos adversos comuns no
tratamento com o 5-FU. Experimentalmente, camundongos submetidos ao modelo de
mucosite intestinal induzida por 5-FU também a apresentam, sendo um importante indicador
de reprodutibilidade do modelo.

Conforme apresentado a figura 13, a partir do segundo dia, todos os camundongos
submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU apresentaram perda de peso progressiva,
que foi significativa em comparagédo ao grupo salina (p<0,05). Todavia, 0 TRX em nenhuma
das doses de pré-tratamento com TRX preveniram a perda de peso induzida pelo 5-FU (p
<0,05).

Figura 13. Efeito do TRX na perda ponderal induzida por 5-FU.
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Variacdo do peso corporal em camundongos submetidos a mucosite intestinal (5-FU, 450 mg/kg, i.p, dose Unica)
e pré-tratados com Troxerrutina (TRX, 50, 100 e 150 mg/kg por 3 dias). Os resultados sdo expressos como média
+ E.P.M da percentagem de avaliacdo de peso do peso inicial, de um minimo de 6 animais por grupo. Para a
andlise estatistica foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido do teste de seguido do teste Bonferroni, onde o
# p<0,05 comparado com o grupo salina e, * p<0,05 comparado com o grupo 5-FU.
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6.2 Efeito da TRX nas alteracbes histopatolégicas de camundongos com mucosite
intestinal induzida por 5-FU

Conforme apresentado na tabela 03, a administragdo de 5-FU induziu alteracGes da
mucosa intestinal, evidenciado pela reducdo da altura das vilosidades, necrose das criptas,
vacuolizacdo das células da mucosa intestinal e intenso infiltrado de células inflamatorias, que
resultaram em aumento significativo dos escores microscopicos em comparacdo ao grupo
salina (p<0,05) nos trés segmentos intestinais. O pré-tratamento com TRX (100mg/kg)
promoveu diminuicdo significativa dos escores histopatolégicos quando comparado ao grupo
lesivo 5-FU (p<0,05), sendo possivel evidenciar reversdo da diminuicdo da altura das
vilosidades e de vacuolizacdo, bem como atenuacdo das necroses das criptas e infiltracdo de
células inflamat6rias na mucosa intestinal no segmento duodeno e jejuno. TRX (nas doses 50
e 150 mg/kg) ndo apresentou diminuicdo significativa (p>0,05) dos escores histopatoldgicos

promovidos pelo 5-FU, nos trés segmentos intestinais.

Tabela 03. Escores histopatoldgicos em camundongos tratados com TRX na mucosite
intestinal induzida por 5-FU.

Segmentos Grupos Experimentais
Salina 5-FU TRX (mg/kg)
50 100 150
Duodeno 0(0-1) 3(2-3* 2(1-3) 1(1-2° 3(1-3)
Jejuno 0(0-1) 3(1-3* 2(1-3) 1(1-3° 2(1-3)
fleo 0(0-0) 3(1-3* 3(1-3) 15(1-3) 25(1-3)

Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de multiplas comparag6es de Dunns.
Os valores foram expressos como mediana, onde a p<0,05 vs salina e b p<0,05 vs 5-FU.

Ao mensurar a altura das vilosidades nos trés segmentos intestinais (Figura 14), pode-
se observar que o 5-FU promoveu encurtamento significativo das vilosidades no duodeno
(120,30 + 2,90, p<0,05), jejuno (130,50 + 7,73, p<0,05) e ileo (80,04 + 3,45, p<0,05), quando
comparado ao grupo salina nos segmentos correspondentes, duodeno (352,70 £ 4,25), jejuno
(246,70 £ 8,13) e ileo (178,7 + 5,72). Nos segmentos duodeno e ileo, o pré-tratamento com
TRX nas trés doses testadas apresentaram reversao significativa do encurtamento dos vilos
promovidos pelo 5-FU (p<0,05), podendo evidenciar que TRX 50 (195,80 + 11,12), 100
(232,70 £ 4,74) e 150 mg/kg (212,4 + 7,21) no duodeno, assim como TRX 50 (107,30 + 5.09),
100 (95,38 + 3,70) e 150 mg/kg (118,60 + 6,22) no ileo apresentaram vilosidades com alturas
significativamente maiores que 0s animais que receberam apenas o 5-FU. No jejuno, contudo,
nenhumas das doses de TRX foi capaz de prevenir o encurtamento dos vilos promovidos pelo

5-FU de forma significativa.
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Ao avaliar a profundidade das criptas nos trés segmentos intestinais (Figura 14),
evidenciou-se que o 5-FU (49,23 = 2,01, p<0,05) promoveu no segmento duodenal
diminuicdo significativa da profundidade das criptas, quando comparado ao grupo salina
(99,30 + 8,29, p<0,05), e TRX 50 (94,36 + 2,97, p<0,05), 100 (80,53 + 4,57, p<0,05) e
150mg/kg (88,75 = 3,79, p<0,05) preveniram a diminuicdo da profundidade das criptas
quando comparado com o grupo lesivo 5-FU. No jejuno, também foi evidenciado a
diminuicdo significativa da profundidade das criptas promovida pelo 5-FU (71,00 £ 2,20,
p<0,05) quando comparado com o grupo salina (88,79 * 3,66, p<0,05), contudo nenhuma das
doses testadas de TRX reverteu a diminuicdo da profundidade das criptas promovida pelo 5-
FU. No ileo ndo evidenciou-se diferenca significativa (p<0,05) da profundidade das criptas
entre o grupo lesivo 5-FU e o grupo salina, assim como entre as doses testadas de TRX com o
grupo 5-FU.

Na andlise da relacdo vilo/cripta nos trés segmentos intestinais (Figura 14), pode-se
evidenciar que no duodeno, a razdo vilo/cripta apresentou diminuicdo significativa entre o
grupo 5-FU (2,48 + 0,09, p<0,05) e salina (3,77 = 0,20, p<0,05) e apenas a dose 100 mg/kg
(3,02 £ 0,17, p<0,05) apresentou aumento significativo da razdo vilo/cripta quando comprado
com o grupo lesivo 5-FU. No ileo também pode-se evidenciar que o 5-FU (1,04 £ 0,07,
p<0,05) promoveu diminuicdo significativa da razéo vilo/cripta quando comparado com o
grupo salina (2,03 £ 0,06, p<0,05), e os grupos TRX 50 (1,55 + 0,09, p<0,05), 100 (1,57
0,07, p<0,05) e 150 mg/kg (1,48 £ 0,07, p<0,05) promoveram aumento da razdo vilo/cripta
guando comparado ao grupo 5-FU. No segmento jejuno, apesar do 5-FU (1,85 + 0,10, p<0,05)
promover aumentar diminui¢do da razao vilo/cripta quando comparado ao grupo salina (2,82
+ 0,11, p<0,05), em nenhuma das doses testadas de TRX teve capacidade de reverter a
diminuicdo da razdo vilo/cripta promovida pelo 5-FU (p>0,05).

Nas fotomicrografias apresentadas na figura 15, pode-se evidenciar, que o 5-FU
promoveu diminuicdo da altura das vilosidades, necrose e perda de arquitetura das criptas
intestinais, induziu aumento do infiltrado inflamatério, quando comprado com os animais do
grupo salina. Também pode-se evidenciar que TRX preveniu a alteragdes histoldgicas
promovidas pelo 5-FU, sendo bem evidenciado seu efeito protetor no segmento duodenal e
pela dose de TRX de 100 mg/kg.
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Figura 14. Efeito do TRX na alteracbes morfométricas dos segmentos intestinas de
camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Anélise morfométrica em camundongos submetidos & mucosite intestinal (5-FU, 450 mg/kg, i.p, dose Unica) e
pré-tratados com Troxerrutina (TRX, 50, 100 e 150 mg/kg por 3 dias), seguida pela avalicdo dos trés segmentos
intestinais (Duodeno, Jejuno e ileo). A, B e C: Altura dos vilos dos segmentos duodeno, jejuno e ileo,
respectivamente. D, E e F: Profundidade das criptas dos segmentos duodeno, jejuno e ileo, respectivamente. G,
H e |: Razdo vilosidade/cripta dos segmentos duodeno, jejuno e ileo, respectivamente. Os valores foram
expressos como média + E.P.M em pm. Para analise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de
Tukey, onde #p<0,05 vs salina e *p < 0,05 vs 5-FU.
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Figura 15. Efeito do TRX nas alteracOes histopatologicas dos segmentos intestinas de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU
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Horizontalmente, o duodeno é representado em A, B, C, D e E: correspondendo ao grupo salina, 5-FU, TRX 50, 50 e 100 mg/kg, respectivamente. No Jejuno F, G, H, | e J:
Salina, 5-FU, TRX 50, 100 e 150. E ileo esté representado em K, L, M, N, O: Salina, 5-FU, TRX 50, 100 e 150 mg/kg, respectivamente. Setas pretas: Vilos encurtados; setas
vermelhas: infiltrado inflamatério, setas azuis: perda de arquitetura de cripta, e circulo amarelo: edema. Em todos os segmentos, o 5-FU apresentou vilos encurtados, perda
de arquitetura das criptas, intenso infiltrado inflamatério. As alteracGes histolégicas é perceptivelmente diminuida ao pré-tratamento com TRX 100 mg/kg, em destaque no

segmento duodenal.
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6.3 Efeito de TRX na contagem de leucdcitos sanguineos de camundongos com mucosite
intestinal induzida por 5-FU

Conforme demonstrado na figura 16, o 5-FU (2.69 £ 0.27, p<0,05) promoveu
diminuicdo significativa da contagem de leucdcitos totais em comparacdo ao grupo salina
(6.58 + 0.48, p<0,05). TRX nas doses de 100 (4.55 + 0.53, p<0,05) e 150 mg/kg (4.74 = 0.54,

p<0,05) preveniram de maneira significativa da leucopenia promovida pelo 5-FU.

Figura 16. Efeito de TRX na contagem de leucdcitos na mucosite intestinal induzida por 5-
FU.
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O sangue do plexo orbital foi coletado para contagem de leucécitos plasméaticos, como parametro para a avaliar a
mielossupressdo na mucosite intestinal. Os valores foram apresentados como média £ EPM do numero de
leucécitos por mm?®, Para a andlise estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Teste de Tukey,
onde # p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.4 Efeito de TRX no dano oxidativo induzido por 5-FU na mucosite intestinal

Para investigar o efeito do pré-tratamento com TRX sobre o dano oxidativo induzido
por 5-FU no duodeno, os niveis de MDA e GSH (produtos finais do estresse oxidativo) foram
avaliados. Conforme representacdo da figura 17A, evidenciamos que 5-FU (8127 + 561,5,
p<0,05) eleva os niveis de MDA no duodeno em comparacdo com o grupo de solucdo salina
(4587 = 367,5, p<0,05). O pré-tratamento com TRX 100 mg/kg (5149 * 415,4, p<0,05)
reduziu os niveis de MDA em compara¢do ao grupo 5-FU, reduzindo, assim, o estresse
oxidativo induzido por 5-FU.

Na figura 17B, pode-se observar que o 5-FU (20,48 + 4,89, p<0,05) promoveu
diminuicdo significativa dos niveis de GSH em comparacdo com o grupo salina (112,8 *
19,45, p<0,05). E TRX 100 mg/kg (68,94 + 12,46, p<0,05) preveniu a diminuicdo dos niveis
de GSH induzido pelo 5-FU.

Figura 17. Efeito de TRX no estresse oxidativo induzidos por 5-FU na mucosite intestinal.
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Anélise do dano oxidativo pela mensuracdo do niveis de MDA (A) e GSH (B) no segmento intestinal duodeno
de camundongos submetidos a mucosite intestinal (5-FU, 450 mg/kg, i.p, dose Unica) e pré-tratados com
Troxerrutina (TRX 100 mg/kg por 3 dias). Os valores foram apresentados como média + EPM. Para a andlise
estatistica foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Teste de Tukey, onde # p<0,05 vs grupo salina e
*p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.5 Efeito de TRX na atividade da mieloperoxidase (MPO) em camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU

De acordo com a figura 18, o 5-FU (5,31 = 1,06, p<0,05) promoveu aumento
significativo dos niveis de MPO por mg de tecido do segmento duodenal em comparacdo com o
grupo salina (2,24 + 0,26, p<0,05). TRX 100 mg/kg (3,18 + 0,41, p<0,05) diminui
significativamente os niveis de MPO em comparacdo ao grupo 5-FU e, por conseguinte,

diminuicdo do infiltrado de neutrofilos.

Figura 18. Efeito de TRX na atividade da mieloperoxidase (MPO) em camundongos com
mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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O segmentos duodenal foi coletado para mensurar a atividade da enzima mieloperoxidase (MPQ), um marcador
bioguimico de infiltragdo granulocitica. Os valores foram apresentados como média + EPM da atividade de
MPO expressos em Unidade (U) de MPO/mg de tecido. Para a analise estatistica foi utilizado o teste one-way
ANOVA seguido de Teste de Tukey, onde # p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.6 Efeito de TRX na contagem de mastocitos e células caliciformes em segmento

duodenal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU

Para avaliar o efeito do pré-tratamento com TRX na mastocitose induzida pelo 5-FU,
realizou-se a contagem de mastocitos do segmento duodenal de camundongos, conforme
apresentado na figura 19. O 5-FU promoveu o aumento do numero de mastocitos
degranulados (8,40 + 0,52, p<0,05) e diminuicdo de mastocitos granulados (2,70 + 0,47,
p<0,05) em comparag¢do com o numero de mastocitos degranulados (0,70 + 0,25, p<0,05) e
granulados (5,80 + 0,47, p<0,05) do grupo salina. O pré-tratamento com TRX 100 mg/kg
preveniram a mastocitose e sua degranulacdo promovida pelo 5-FU, evidenciado pela
diminuicdo de mastocitos degranulados (3,90 = 0,52, p<0,05) e aumento de mastocitos

granulados (2,90 £ 0,47, p<0,05) em comparagdo com o grupo 5-FU.

Na analise das células caliciformes no segmento duodenal, representado na figura 20,
evidenciou que o 5-FU (7,42 + 0,48, p<0,05) promoveu diminuicao de células caliciformes na
mucosa instestinal em comparacdo com o grupo salina (14,38 + 1,01, p<0,05). Com o pré-
tratamento com TRX 100 mg/kg (11,00 + 1,15, p<0,05) observou preservacdo do numero de
celulas caliciformes em comparacéo ao grupo 5-FU.
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Figura 19. Efeito de TRX na contagem de mastdcitos no segmento duodenal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Contagem de mastdcitos no segmento duodenal a partir da coloragdo em Azul de Toluidina, onde A, B e C correspondem respectivamente aos grupos Salina, 5-FU e TRX 100
mg/kg. Os valores foram apresentados como média £+ EPM do nimero de mastécitos por campo. Para a analise estatistica foi utilizado o teste two-way ANOVA seguido de
Teste de Tukey, onde a p<0,05 vs grupo salina (degranulado), b p<0,05 vs grupo salina e ¢ p<0,05 vs grupo 5-FU (degranulado).
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Figura 20. Efeito de TRX na contagem de células caliciformes no segmento duodenal de camundongos com mucosite intestinal induzida por 5-
FU.
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Contagem de células caliciformes no segmento duodenal a partlr da coloracdo em Acido Perioddico Schift (PAS), onde A, B e C correspondem respectivamente aos grupos
Salina, 5-FU e TRX 100 mg/kg. Os valores foram apresentados como média + EPM do numero de células caliciformes por campo. Para a analise estatistica foi utilizado o
teste one-way ANOVA seguido de Teste de Tukey, onde # p<0,05 vs grupo salina e *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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6.7 Avaliacdo do envolvimento da cicloxigenase 2 (COX-2) no efeito protetor da

troxerrutina na mucosite intestinal induzida por 5-FU em camundongos
6.7.1 Docagem molecular

Para investigar se os efeitos do TRX na reducdo da lesdo intestinal induzida por 5-FU,
do estresse oxidativo e da inflamacdo sdo mediados pela via da ciclooxigenase-2 (COX-2),
realizou-se docagem molecular para desvendar possiveis interacdes da TRX com as enzimas
COX-1 e 2, e mediadores inflamatorios TNF-a, NF-kB, e com isso compreender o efeito
protetor da TRX na mucosite intestinal e possiveis mecanismos de acdo envolvidos.

Os resultados referente a docagem molecular da TRX com os alvos proteicos séo
apresentados na tabela 04, e as interagcbes TRX-ligantes podem ser visualizados figura 21 e 22.

Na docagem molecular do complexo TRX/COX-1 obteve energia de ligacdo de
ligacdo -5,63 Kcal mol? e constante de inibicdo de 74,43 puM, demonstrando atividade
bioativa da troxerrutina na enzima de ciclooxigenase-1 (COX-1), onde a taxa da constante de
inibicdo é elevada mesmo possuindo baixa afinidade molecular entre o receptor e o ligante. A
interacdo no sitio ativo da COX-1 resultou em cinco pontes de hidrogénio nos residuos
Asn382, Glu454, Thr212, Trp387 e Tyr385 (Tabela 04). As pontes de hidrogénio formadas
pelos aminoacidos Asn382 e Thr212, sdo as ligacdes mais intensas do complexo possuindo
uma distancia de 2,85A e 2,60A, respectivamente, onde a ponte se estende até o residuo
Thr212, como ilustrado na figura 21C e D.

A docagem molecular do complexo TRX/COX-2 teve energia de ligacdo de -6.31 Kcal
mol? e constante de inibicdo de 23,64 nM, demonstrando uma interagdo bioldgica da
Troxerrutina na enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), onde a taxa de inibicdo é elevada e a
interacdo entre as moléculas sdo intensas, com a formacédo de cinco pontes de hidrogénio nos
residuos Ser530, Arg120, Lys83, Tyrll5, Tyr355 (Figura 21A e B), onde elas sdo importantes
para a interacdo molecular do complexo. As pontes de hidrogénio formada pelos aminoacidos
Argl120 e Tyr355, sdo as ligagdes mais intensas do complexo e agem diretamente entre as
bordas do sitio ativo. A atividade inibitoria ocorre nas bases do sitio ativo da COX-2, e nos
pontos de ligagdes hidrofobicas, nos aminoacidos Phe518, Val349, Ala527, Leu531, Val523,
Pro86, Serll9, Glu524, Val89, Pro84, Trpl00, llel12, Leu93, Phe357, Leu359, Valll6 e
Leu352 (Tabela 04).

O complexo proteina/ligante formado entre TRX/TNF-a apresentou energia de ligagao

de -3,51 Kcal mol?, e constante de inibicdo de 2,68 mM, demonstrando que interagdo
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bioldgica da Troxerrutina na citocina pré-inflamatoria fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
Pare este complexo, evidenciou-se intensa interacdo entre as moléculas, com formacéo de
cinco pontes de hidrogénio nos residuos Aspl140, GIn67, Glul07, Glul1l0, Thrl05 (Figura
22A e B).

Os parametros de afinidade para o complexo TRX/NF-kB, evidenciaram energia de
ligacdo -3,93 kcal mol?, e constante de inibicdo de 1,31 mM, demonstrando interagdo
bioldgica da Troxerrutina no fator nuclear kappa B (NF-kB), embora apresente taxa de
inibicdo moderada a fraca. Para este complexo, evidenciou-se intensa interacdo entre as
moléculas, com formacdo de cinco pontes de hidrogénio nos residuos Arg30, Asp277, GIn271,
Glu49, Ser281 (Figura 22C e D).



Tabela 04. Pardmetros de afinidade da docagem molecular de TRX com alvos proteicos pro-inflamatorios.

Complexo AGbind @ Ki®  Corridas Conforma Amino&cidos que Aminoacidos que Fazem Interacdes
(proteina- (kcal (uM) de encaixe ¢des no Interagem por Pontes Hidrofdébicas
ligante) mol1) Independe  Primeiro de Hidrogénio
ntes Cluster
TRX/COX-2 -6,31 23,64 100 10 Ser530, Arg120, Lys83, Pheb518, Val349, Ala527, Leu531, Val523, Pro86,
ny Tyr115, Tyr355 Ser119, Glu524, Val89, Pro84, Trp100, llel112,
Leu93, Phe357, Leu359, Vall116, Leu352
TRX/COX-1 -5,63 74,43 100 4 Asn382, Glu454, Ala202, GIn203, His207, His386, His388, lle444,
UM Thr212, Trp387, Tyr385 Leu295, Leu408, Lys211, Met391, Phe210,
Phe395, Phe407, Thr206, Tyr404, Val447
TRX/TNF-a -3,51 2,68 100 2 Aspl40, GIn67, Alalll, Cys69, Gly66, Gly68, Prol06, Pro70,
mM Glu107, Glu11o0, Ser71
Thr105
TRX/NF-kB -3,93 1,31 100 1 Arg30, Asp277, Arg278, Glul19, Glu279, Leu280, Lys28, Pro283,
mM GIn271, Glu49, Ser281 Thr229
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a: Ligacdo de energia na melhor conformacdo; b: Constante de inibicdo da melhor conformacdo; TRX: Troxerrutina; COX-1: Ciclooxigenase 1; COX-2: Cicloxigenase 2;

TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; NF-kB: fator nuclear kappa b.
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Figura 21. Docagem molecular da TRX com as enzimas ciclooxigenases 1 e 2.

A e C: Diagrama Ligplot 2D que mostra detalhes das pontes de hidrogénio e asinteragﬁes hidrofobicas nos
complexos TRX/COX-2 e TRX/COX-1, respectivamente. B e D: Estrutura global dos complexos TRX/COX-2 e
TRX/COX-1, respectivamente.
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Figura 22. Docagem molecular da TRX com citocinas pré-inflamatérias TNF-o e NF-kB.
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A e C: Diagrama Ligplot 2D que mostra detalhes das pontes de hidrogénio e as interagdes hidrofobicas nos
complexos TRX/ TNF-a e TRX/ NF-kB, respectivamente. B e D: Estrutura global dos complexos TRX/ TNF-a e
TRX/ NF-kB, respectivamente.
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6.7.2 Avaliacdo do envolvimento da cicloxigenase 2 (COX-2) no efeito protetor da
troxerrutina sobre as alteracdes morfométricas em camundongos submetidos & mucosite

intestinal induzida por 5-FU

Ao mensurar a altura das vilosidades no segmento do duodeno, conforme a figura 23F,
observou-se que 5-FU promoveu a reducéo (128,20 * 10,76, p<0,05) de maneira significativa
da altura das vilosidades quando comparado ao grupo salina (324,20 + 15,04, p<0,05). Ao
passo que TRX 100mg/kg (183,90 + 8,62, p<0,05) preveniu a diminui¢do da altura das
vilosidades quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. O tratamento com o bloqueador da
cicloxigenase-2 (COX-2), o Celecoxibe (CLX, 229,40 * 7,5, p<0,05), também preveniu o
encurtamento das vilosidades de forma significativa quando comparado ao grupo lesivo 5-FU.
Evidenciou-se também que o tratamento da TRX 100 em associacdo com Celecoxibe (291,00
+ 11,97, p<0,05) foi capaz de prevenir efetivamente o encurtamento das vilosidades quando
comparado ao grupo lesivo 5-FU. Observou-se 0 grupo que tratados com a associagdo de
TRX 100 mg/kg e CLX apresentou melhor reversdo na diminuicdo da altura das vilosidades
que os grupos tratados somente com TRX 100 ou CLX (p<0,05).

Na mensuracdo das criptas no duodeno, apresentada na figura 23G, ndo observou-se
diferenca significativa (p<0,05) entre o grupo lesivo 5-FU (67,68 + 2,69) para o grupo salina
(68,29 + 3,55), assim como também ndo foi observado diferenca significativa nos demais
grupos de tratamento com TRX 100 mg/kg e/ou CLX quando comparado com o grupo 5-FU.

Ao avaliar a relacdo vilo/cripta no segmento do duodeno, conforme a figura 23H,
observou-se que grupo 5-FU promoveu reducgéo da relacdo vilo/cripta (1,91 £ 0,16, p<0,05)
de maneira significativa quando comparado ao grupo salina (4,85 + 0,29, p<0,05). Os grupos
tratados com TRX 100mg/kg (2,98 + 0,18, p<0,05), Celecoxibe (CLX, 3,55 * 0,1, p<0,05),
TRX 100 e CLX (3,73 £ 0,23, p<0,05) apresentaram aumento da relacdo vilo/cripta
significativa quando comparado ao grupo lesivo 5-FU. Evidenciou-se também que 0 grupo
tratado com a combinacdo de TRX 100mg/kg e CLX apresentou maior relacao vilo/cripta que
0 grupo tratado apenas com 0 TRX (p<0,05).

Em analise das fotomicrografias apresentadas na figura 23A a E, pode-se evidenciar
que 5-FU promoveu diminuicéo das alturas dos vilos, aléem de perda de arquitetura dos vilos e
criptas, edema, e aumento do infiltrado inflamatério, quando comparado com o grupo salina.
Também pode-se observar que os grupos de tratamento com TRX 100mg/kg e/ou CLX

apresentaram  diminuicdo do dano  histopatologico  promovido pelo  5-FU.
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Figura 23. Fotomicrografias pelo método de Hematoxilina & Eosina do segmento duodeno de camundongos na avaliacdo do envolvimento da

COX-2 no efeito protetor da TRX sobre as alteracdes morfométricas e histopatologicas na mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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Segmentos do duodeno foram removidos e processados para coloracdo pelo método de H&E para anélise morfométrica e histopatoldgica. A: Salina; B: 5-FU; C: TRX 100
mg/kg; D: CLX; E: TRX 100 mg/kg e CLX; F:Altura dos vilos; G: Profundidade das criptas; H: Raz&o Vilo/Cripta. Os valores foram expressos como média + E.P.M. Para
andlise estatistica, ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey foi usado, onde #p <0,05 vs grupo salina, *p <0,05 vs grupo 5-FU, **p <0,05 vs grupo TRX.
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6.7.3 Avaliacdo do envolvimento da cicloxigenase 2 (COX-2) no efeito protetor da
troxerrutina sobre a imunomarcacéao para COX-2 em camundongos submetidos @ mucosite

intestinal induzida por 5-FU

Ao investigar os efeitos do TRX 100 mg/kg (na presenga ou auséncia de CLX) na
expressao de COX-2 durante a mucosite intestinal induzida por 5-FU através de anélise
imunohistoquimica, evidenciou-se que o 5-FU (21,95 + 1,70) promoveu imunomarcagao
intensa de COX-2 (Figura 24C) na mucosa duodenal em comparagdo com o grupo salina
(5,20 £ 0,81, p<0,05) (Figura 24B; G). Como mostrado na Figura 24D, o pré-tratamento com
TRX 100 mg/kg (11,01 + 1,56, p<0,05) diminuiu a imunocoloragdo para COX-2, comparado
ao grupo 5-FU (Figura 24C; G). Similarmente, CLX (10,93 £ 1,56, p<0,05) (Figura 24E) ou a
combinagdo de CLX e TRX 100 mg/kg (8,34 + 0,92, p<0,05) (Figura 24F; G) diminuiu a
expressdo de COX-2 em camundongos submetidos a mucosite intestinal induzida por 5-FU

em comparacdo com o Grupo 5-FU (Figura 24; G).
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Figura 24. Imunohistoquimica para COX-2.

salina . TRX . TRX

% area imunomarcada para COX-2

CLX (7,5 mg/kg)

5-FU (450 mg/kg)

A: Controle negativo; B: Salina; C: 5-FU; D: TRX 100 mg/kg, E: CLX; F: TRX 100 mg/kg +CLX; G: percentual de area imunomarcada para COX-2. Os valores foram
expressos como média + E.P.M. Para analise estatistica, ANOVA unidirecional seguida do teste de Tukey foi usado, onde #p<0,05 vs grupo salina, *p<0,05 vs grupo 5-FU.
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a Troxerrutina (TRX) foi capaz de
proteger a mucosa intestinal das alteracdes induzidas por 5-FU que perfazem o quadro da
mucosite intestinal, como leucopenia, dano oxidativo, recrutamento neutrofilico, mastocitose,
deplecdo de células calificifomes e alteracfes histologicas e morfométricas do intestino.

Para alcancar esses resultados, utilizou-se o0 modelo de mucosite intestinal induzido
por 5-FU adaptado de Carneiro-Filho et al. (2004) e também descrito por Soares et al. (2008).
Para este modelo, a administracdo unica de 450 mg/kg de 5-FU em camundongos, é capaz de
mimetizar alteracGes dos parametros inflamatdrios e morfofuncionais que sdo observados na
clinica, agora na mucosite experimental.

Em nossos achados, pode-se evidenciar que houve a instalagdo da mucosite intestinal
pela administragdo do 5-FU, evidenciado por alteragcBes funcionais e inflamatorias, como
perda de peso progressiva, leucopenia, alteracdes histopatoldgicas e morfométricas, aumento
do dano oxidativo (com deplecdo de GSH e aumento de MDA), infiltrado neutrofilico
(aumento de MPO), aumento de mastocitos teciduais e diminuicdo das células califormes.

A perda de peso progressiva trata-se de um achado funcional caracteristico da
mucosite intestinal provocado pelo tratamento quimioterapico com 5-FU, e culmina da

diminuicdo da ingestdo de alimentos e capacidade absortiva (LIU et al., 2013).

No presente estudo, a analise ponderal evidenciou que o 5-FU promoveu diminuicéo
da massa corporal dos camundongos, contudo a troxerrutina ndo foi capaz de reverter esta

alteracéo funcional no decorrer dos 4 dias de protocolo experimental.

Flavonoides, tem demostrado eficacia na mucosite intestinal e na reversdo da perda de
peso. Chen et al. (2017) e Liu et al. (2013) demonstrou que pré-tratamento com extratos de
materiais vegetais de Ficus virens e Chimonanthus nitens var. salicifolius, respectivamente,
por sua vez, ricos em flavonoides, possuem capacidade de reverter a perda ponderal, lesdo
histoldgica, estresse oxidativo e processo inflamatério da mucosa intestinal promovida pelo 5-
FU.

Cechinel-Zanchett et al. (2019) ao avaliar efeito de extratos de folhas de Bauhinia
forficata rico em flavonoides, em concentracdes semelhantes ao presente estudo, também
evidenciou que a fragcdo do seu extrato ndo teve capacidade de evitar a perda de peso devido o
tratamento quimioterapico, apesar de ser eficaz na reversdo das alteraces histologicas, o

estresse oxidativo e processo inflamatdrio instalado na mucosite intestinal de experimental de
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14 dias. Cheah et al. (2009) ao indicar que extratos de sementes de uvas ricos em flavonoides
teriam efeito protetor da mucosite intestinal atraveés da diminuicdo do dano histologico e
infiltrado inflamatdrio, mas ndo observou prevencdo da perda peso progressiva promovida
pelo 5-FU. Gerhard et al. (2017) e Aradujo et al. (2015b) ao avaliar o efeito de quimioterapicos
na perda de peso, também ndo observaram em seus estudos, capacidade de prevenir perda de
peso em suas investigacbes de mucosite intestinal. Nobre (2017) ao avaliar efeito de um
farmaco antirreumatico em modelo agudo de mucosite intestinal, evidenciou que o farmaco

ndo atenuava a perda ponderal progressiva promovida pelo quimioterapico irinotecano.

A administragdo aguda de 5-FU afeta o peso corpéreo dos animais, 0 que
possivelmente, se deve a ativagdo de respostas inflamatorias seguidas por disfuncéo
gastrointestinal (SONG et al., 2013). Dentre os fatores que podem desencadear a perda de
massa corpdrea, a literatura tem demonstrado que muito se deve a perda de integridade da
barreira epitelial intestinal, diminuicdo da capacidade absortiva de alimentos devido as
alteracbes nas vilosidades intestinais e alteracdo na secrecdo de eletrolitos (KEEFE, 2007,
SOARES et al., 2013; COSTA, 2017; LIMA, 2018).

Dessa forma, outro pardmetro estudado foi as alteracdes histopatoldgicas e
morfométricas da mucosa intestinal. No presente estudo, confirmou-se 0 que ja se tem
bastante descrito na literatura, o 5-FU promove diminuicdo e vacuolizacdo das vilosidades
intestinais, necrose das criptas, infiltracdo de células inflamatdrias, edema, perda da
arquitetura celular, diminuigédo da relagéo vilo/cripta (SOARES et al., 2008; SOARES et al.,
2013; GENEROSO et al., 2015; GALDINO et al., 2018; COSTA et al., 2019; MIRANDA et
al., 2019). E o pré-tratamento com TRX 100 mg/kg reverteu os efeitos deletérios promovidos
pelo 5-FU na mucosa instestinal, sobretudo no segmento duodenal, onde pode-se evidenciar
prevencdo do encurtamento dos vilos, manutencdo da arquitetura das criptas, diminuicdo de
edema, vacuolizacdo de células epiteliais intestinais, e infiltrado inflamatério, além do
aumento da relacéo vilo/cripta, manutencéo da integridade da camada muscular.

Trabalhos envolvendo flavonoides e produtos naturais, também tem evidenciado o
efeito protetor destes compostos na restauracdo da integridade da mucosa intestinal. Kalita et
al. (2016) determinou que a combinagfes de flavonoides rutina e podofilotoxina atenua o
alteracdes histologicas (integridade dos vilos e aumento da razéo vilo/cripta) durante dano
intestinal. Topal et al. (2018) sugeriu que o flavonoide rutina (o substrato para sintese de
troxerrutina) na dose de 100 mg/kg ¢ eficaz na protecdo da mucosa do jejuno de ratos com

mucosite intestinal induzida por quimioterapico cisplatina, sendo este flavonoide capaz, além
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de diminuir o estresse oxidativo e processo inflamatorio, reverter as alteracfes intestinais nos
vilos e criptas. Ambos os dados corroboram e reafirmam os resultados obtidos no presente
estudo.

E durante a fase de ulceracéo, a fase mais associada com a mucosite, que a integridade
epitelial é destruida, onde alteragdes atrdficas sdo perceptiveis e enquadram o quadro de lesdo
do epitélio intestinal caracteristico da mucosite (SONIS, 2004; GUABIRABA et al., 2014;
KIM et al., 2015). Ao prevenir e/ou atenuar grande parte das alteragdes na mucosa intestinal
promovidas pelo quimioterapico, TRX encabeca 0s processos fisiologicos para o curso da
restauracdo da integridade epitelial, cicatrizacdo e cura da mucosite, pois ao evitar a
exacerbagdo da fase ulcerativa, evita além da deterioragdo do tecido, um foco de bacteremia e
sepse, que por sua vez, sdo fundamentais para piora do prognéstico da mucosite.

Concomitante a restauracdo da integridade epitelial, o retorno da contagem de
glébulos brancos aos valores basais sdo de grande valia para 0 processo de tratamento e cura
da mucosite, visto que a mielossupressdo (e consequentemente a leucopenia) é um achado
importante e, figura entre os principais efeitos adversos no tratamento quimioterapico com o
5-FU (KUMAR et al., 2010; KOBUCHI et al., 2016).

No presente estudo, evidenciou-se que o 5-FU (450 mg/kg) provocou a diminuicéo do
namero de leucdcitos totais. TRX nas doses de 100 e 150 mg/kg foram capazes de atenuar a
leucopenia (diminuicdo do nimero de leucécitos). Soares et al. (2008) e Soares et al. (2013)
ao estabelecer o protocolo de inducdo de mucosite intestinal, por doses agudas de 5-FU (150 e
450 mg/kg, respectivamente), evidenciou para essas duas concentracbes o quadro de
leucopenia, instalados nos animais avaliados com mucosite; o que corrobora com 0s
resultados obtido no presente estudo.

Quimioterapicos antimetabodlitos, como o 5-FU, atuam sobre a divisdo celular
provocando reducdo na atividade regenerativa de varios tecidos, dentre eles, o hematopoiético,
culminando em declinio correspondente na sintese e diferenciacdo celular (NASCIMENTO
JUNIOR, 2014). Dessa forma, ao reverter a leucopenia, e auxiliar na manutencdo da
integridade do epitélio intestinal, o0 TRX, evita complicacBes na fisiopatologia da mucosite
(como infeccdes bacteriana generalizada), visto que auxilia na integridade da barreira epitelial
e manutencdo dos niveis de basais leucdcitos para defesa deste microambiente contra micro-
organismos ou processos inflamatorios.

Neutrofilos constitui a primeira linha de defesa celular do sistema imunoldgico,
contudo, o acumulo e superativacdo dos neutrofilos exacerba o processo inflamatério e,

acarreta efeitos lesivos ao tecido, que muito se deve, a liberacdo de mediadores téxicos,
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derivados dos granulos citoplasmaticos primarios de neutréfilos, como a mieloperoxidase (MPO)
(MONTESEIRIN et al., 2001; LACY, 2006; PAPAYANNOPOULOS et al., 2010; JOHNSON et
al., 2011; RYMASZEWSKI et al., 2014). Dessa forma, ao avaliar os niveis de MPO, pode-se
avaliar, indiretamente, a magnitude do infiltrado neutrofilico na lamina prépria intestinal. No
presente estudo, evidenciou-se aumento dos niveis de MPO promovidos pelo 5-FU e reverséo
deste aumento de MPO pela TRX (100 mg/kg) no segmento duodenal.

Em Cechinel-Zanchett et al. (2019) fracdes do extratos de folhas de Bauhinia forficata
rico em flavonoides na concentracdo de 100 mg/kg também apresentaram capacidade de
diminuir os niveis de MPO nos segmento duodenal de camundongos com mucosite intestinal
induzida por irinotecano. E Cheah et al. (2009) ao avaliar extratos de sementes de uvas ricos
em flavonoides determinou que estes extrato teria capacidade de diminuir os niveis de MPO

em jejunos de ratos com mucosite intestinal induzida por 5-FU.

Muitos mecanismos tém se proposto para explicar a acdo anti-inflamatoria dos
flavonoides, dentre elas, a capacidade de inibir a degranulacdo de neutrdéfilos, a acdo inibitdria
sobre enzimas geradoras de eicosanoides e na producdo de mediadores (citocinas) pro-
inflamatorios, além da sua atuacdo na secrecdo e agregacdo plaquetaria. Por fim, estudos tem
indicado que os flavonoides podem modular as células imunes envolvidas na inflamacao,
como células natural killer, linfocitos, macréfagos e mastocitos (AGRAWAL et al. 2011;
SANGEETHA et al., 2016; HAYAT et al. 2017). Sabendo que a MPO trata-se de uma enzima
hemo-peroxidase altamente cati6nica, liberada a partir da ativacdo de neutrdfilos, e detém
capacidade de estimular liberacdo de EROs e citocinas pro-inflamatérias e recrutar leucocitos
adicionais para a regido da inflamacdo (KINDZELSKII et al., 2006; LACY, 2006;
RYMASZEWSKI et al., 2014). Acredita-se que o efeito anti-inflamatério de TRX se deve a
diminuicdo do MPO, e, consequentemente, atenuacdo da infiltracdo neutrofilica, promovida
pelo efeito quimiotatico da MPO na mucosa intestinal, bem como diminuicdo da liberacdo de

citocinas pré-inflamatorias e inibicdo de eicosanoides via ciclooxigenase 2.

Mastdcitos, por sua vez, desempenham um papel critico na regulagcdo da imunidade
inata ou adquirida, em reposta a infecgdes bacterianas e parasitarias, bem como modulagéo da
inflamacdo (WALLACE, 2005; RAMSAY et al., 2010). Diante disso, ao realizar a contagem
de mastocitos no segmento duodenal de camundongos, observamos que o 5-FU promoveu
aumento significativo do nimero de mastocitos degranulado e granulado quando comparado
ao grupo controle negativo. Também foi observado que o pré-tratamento com TRX diminuiu

0 nimero de mastdcitos teciduais, tanto degranulado quanto granulado, promovido pelo 5-FU.
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Barbosa (2019) ao avaliar o efeito do alcaloide episopiloturina na mucosite induzida
por 5-FU, observou que o pré-tratamento com o alcaloide nos animais submetidos a mucosite
por 5-FU, os camundongos apresentaram diminui¢cdo da mastocitose (aumento do nimero de
mastocitos) quando comparado com o grupo que recebeu apenas 5-FU. Al-Asmari et al. (2016)
ao investigar o efeito da taurina sobre a infiltracdo de mastdcitos na mucosite intestinal, e
determinou que a mastocitose foi significativamente maior no grupo tratado com 5-FU, ao
passo que a taurina atenuou o aumento de mastdcitos. Ja para a troxerrutina, Thomas et al.
(2018) indicou que TRX (nas doses de 50, 100 e 200mg/kg) revertem a mastocitose em tecido

hepético de ratos com carcinoma hepatocelular (HCC).

Mastdcitos sdo células provenientes de células progenitoras hematopoiéticas mieldides
pluripotentes da medula déssea, de onde circulam no fluxo sanguineo e migram para os tecidos
periféricos, como epitélio das mucosas. Em condi¢bes fisioldgicas, 0s mastocitos
compreendem cerca de 5% das células mononucleares da lamina prépria do trato
gastrointestinal e contribuem para a homeostase intestinal. Contudo, sdo considerados criticos
na patogénese de processos inflamatérios como a mucosite, devido sua superexpressao e,
consequentemente amplificacdo da resposta inflamatdria, que se deve da liberagdo seletiva de
mediadores (WALLACE, 2005; RAMSAY et al., 2010; DE WINTER et al., 2012;
THEOHARIDES et al, 2012; AMIN, 2012; PILLAI et al., 2015).

Ramsay et al. (2010) e Nogueira et al. (2017) sugerem que ativacdo de mastocitos
contribui consideravelmente para a fisiopatologia da mucosite, uma vez que promovem
mudancas arquitetdnicas, como a alargamento das vilosidades e mudangas no tamanho da
cripta no intestino delgado. Segundo Kheirollahi et al. (2018) dentre os varios mecanismos
passiveis de flavonoides como a TRX atuarem na reversdo do dano tecidual evidenciado em
processos inflamatorios, seria na prevencdo da degranulacdo de neutréfilos e mastdcitos,
corroborando os dados obtidos presente estudo.

Além do dano intestinal evidenciado no processo inflamatério, quimioterapicos
também podem comprometer a camada de protecdo da mucosa pela diminuicdo de mucina.
Este evento expdem o epitélio (ja danificado) a agentes nocivos presentes no limen intestinal,
além de deixa-lo susceptivel a degradacdo bacteriana (GIBSON et al., 2008). Ao avaliar o
numero de células caliciformes (células produtoras de muco) no segmento duodenal de
camundongos, evidenciou-se que o 5-FU diminuiu a quantidade de células caliciformes, e que

TRX (100 mg/kg) reverte a deplecéo de células caliciformes induzidas pelo 5-FU.
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Gawish et al. (2013) ao induzir mucosite intestinal com administracdo aguda de 5-FU
(150 mg/kg) em ratos, observou que as células caliciformes foram significativamente
reduzidas, tanto nas vilosidades quanto nas criptas. Ciobanu et al. (2016) ao avaliar o efeito da
do antibiotico oral Rifaximina (200 mg/kg) na mucosite intestinal com 5-FU (500mg/kg) em
ratos, determinou que o numero e distribuicdo das células caliciformes foram
significativamente reduzidas pelo 5-FU, principalmente no duodeno e jejuno, e Rifaximina
reverteu a deplecédo de células caliciformes, sendo encontradas uniformemente distribuidas no
epitélio intestinal. Fijlstra et al. (2011) e Vardi et al. (2008) observou que o0 MTX causou
esgotamento de células caliciformes e um timido acimulo no topo das vilosidades e, nos
grupos sem tratamento com MTX (controle negativo), as células caliciformes estdo
distribuidas uniformemente ao longo do eixo cripta-vilosidade, para este Gltimo pesquisador,
evidenciou também que o beta caroteno atenua a diminuicéo de celulas caliciformes causada
pelo quimioterapico MTX. Sasu et al. (2015) indicou que o tratamento com quimioterapico
epirrubicina em ratos, induz dano a barreira intestinal principalmente pela diminuicdo das
células caliciformes, contudo, ao tratar com 100 mg/kg de silimarina, um composto bioativo
qgue se trata de uma mistura padronizada de flavonolignas, restaurou para niveis basais

ndmero de células caliciformes no intestino.

Células caliciformes séo responsaveis por revestir epitélio intestinal com uma camada
protetora de muco. Além disso, a secrecdo de muco, pelas células caliciformes, € mais alta
perto da abertura da cripta, que cria uma barreira fisica ao lumen intestinal. Portanto, o fluxo
continuo de fluido da cripta efetivamente isola 0 microambiente na cripta de patégenos e o
processo digestivo (GEHART; CLEVERS, 2018).

Acredita-se que 0 5-FU afeta a barreira protecdo mucosa por meio da diminuicédo da
secrecao de muco que se da por duas maneiras distintas. A primeira corresponde a liberacdo
rapida de muco pelas células caliciformes causando o esgotamento de muco por essas células,
qgue se deve a regulacdo positiva de neurotransmissores entéricos que atuam nas células
caliciformes. E a segunda maneira seria destruicdo celular das criptas e vilos e a morte
prematura das células progenitoras e com isso perda de capacidade de renovacdo de todas as
linhagens celulares, incluindo as células caliciformes (GAWISH et al., 2013; GEHART;
CLEVERS, 2018).

Quando instalado, processos inflamatorios, como a mucosite intestinal, propicia um

desequilibrio entre os sistemas pré e antioxidantes denominado estresse oxidativo. E &
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caracterizado pela superproducdo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, os radicais livres,
e constante acdo dos mesmo sobre o organismo, além da ineficiente neutralizagdo de sua ag&o,
que culminam em danos estruturais e/ou funcionais (KHALILI; BILOKLYTSKA, 2008).

Neste contexto, ao avaliar os niveis de MDA, um produto final da peroxidacdo lipidica,
evidenciou-se que o 5-FU elevou os niveis de MDA no duodeno de camundongos, e que 0
TRX na dose de 100 mg/kg foi capaz de reverter o aumento dos niveis de MDA e com isso
diminuir o estresse oxidativo provocado instaurado pelo quimioterapico na mucosite intestinal.
Este dado evidencia a capacidade de supressao de dano celular e tecidual da TRX na mucosite
intestinal ao atuar como antioxidante, ou seja, combatendo o estresse oxidativo causado por
aldeidos e derivados, frutos da degradacéo dos lipideos de membrana na peroxidacéo lipidica.

Gautmam et al. (2016) ao avaliar os niveis de MDA no intestino de ratos com
mucosite induzido por quimioterapicos, e tratados com flavonoide rutina na dose de 100
mg/kg, observou a diminuic¢do dos niveis de MDA, assim como em nosso trabalho. Gulgun et
al. (2010) ao avaliar o efeito de flavonoide Proantocianidina na dose de 100 mg/kg na
mucosite intestinal em ratos induzido pelo quimioterdpico antimetabdlito metotrexato (MTX),
determinou que o flavonoide em estudo reverteu 0 aumento dos niveis de MDA promovidos
pelo 5-FU, chegando a valores préximos ao grupo controle negativo. Em modelos
experimentais de estresse oxidativo com ratos diabéticos, Badalzadeh et al. (2015) evidenciou
que a TRX na dose de 150 mg/kg reduziu a peroxidacao lipidica (através da diminuicdo dos
niveis de MDA) no tecido aortico de ratos diabéticos. Dehnamaki et al. (2018) ao avaliar o
efeito protetor da troxerrutina no dano renal promovido pelo quimioterdpico cisplatina,
determinou que TRX (nas doses de 75 e 150 mg/kg) diminui os niveis de MDA no tecido
renal. E Fan et al (2009) também evidenciou efeito nefroproteror da TRX (150 mg/kg) através
da diminuicao dos niveis de MDA.

O MDA é considerado segundo mensageiro toxico devido sua capacidade de induzir a
expressdo génica de citocinas pré-inflamatérias e ativacdo de vérias vias de sinalizagdo,
incluindo NF-kB, um fator de transcri¢ao fundamental na génese do processo inflamatorio,
incluindo a mucosite (RAGHAVAN et al., 2012; AL-ASMARI et al., 2016). Desta maneira,
ndo somente diminuindo o estresse oxidativo, possivelmente TRX atue diminuindo a
exacerbacdo da inflamacdao estabelecida na mucosite.

A sintese de espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio (ERO/Ns) no organismo
propiciada pelos quimioterapicos na terapéutica do cancer é necessario para desencadear a
apoptose das células malignas. Contudo, discrepancia entre a sintese EROs e ERNs e sistemas

de antioxidantes, culminam no distarbio que conhecemos como estresse oxidativo, e
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representa um relevante problema na homeostase corporea. Dentre os antioxidantes n&o-
enzimaticos enddgenos, destaca-se a Glutationa reduzida (GSH) (BHATTACHARY YA et al.,
2014; ALDEMIR et al., 2015; KART et al., 2016).

Ao mensurar os niveis de GSH em duodeno de camundongos com mucosite intestinal,
evidenciou-se no presente estudo que TRX aumentou o poder antioxidante por meio da
prevencdo do consumo de GSH em animais que receberam a TRX (100 mg/kg), quando
comparado com 0s animais que receberam apenas 5-FU. A atividade antioxidante é
frequentemente relatada em estudos envolvendo flavonoides em modelos experimentais de
mucosite por quimioterapicos (GULGUN et al., 2010; GAUTMAM et al., 2016; TOPAL et al.,
2018; CECHINEL-ZANCHETT et al., 2019).

Para a troxerrutina, varios estudos tem relatado o efeito antioxidante deste flavonoide,
em diversos tipos de modelos experimentais de lesdo e inflamacdo tecidual, com doses
semelhantes e distintas de TRX (das doses que foram utilizadas em nosso estudo). No tecido
renal, Shan et al. (2017) e Dehnamaki et al. (2018) evidenciaram que TRX aumenta os niveis
de Glutationa Peroxidase (GPX), GSH e SOD nas doses 75, 100 e 150 mg/kg. No tecido
hepético, Zhang et al. (2014) e Thomas et al. (2016; 2018) determinaram que TRX, em doses
que variaram de 50 a 200 mg/kg, era eficaz na preservacdo dos niveis dos antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos GSH, CAT e SOD. No tecido adrtico, Badalzadeh et al. (2015)
observou que a dose de 150 mg/kg de TRX apresentava maior eficacia na preservacao dos
niveis de GPX e SOD. Geetha et al. (2016 e 2017) obteve resultados significativamente
aumentados também da dose de 150 mg/kg de TRX ao avaliar nos niveis de GSH, GPX, SOD
e CAT em tecido cardiaco. E Vinothkumar et al. (2014) ao avaliar o efeito de TRX (50 mg/kg)
na mensuracdo dos niveis de GSH, GPX, SOD e CAT em tecido intestinal.

Flavonoides sdo também chamados de sequestradores de radicais livres, e exibem
atividade antioxidante por meio da inibicdo de oxidases, varredura e captacdo de radicais
livres e doacdo de ions de hidrogénio. Sua alta reatividade com substituintes hidroxila que
participam da reacdo e quelacdo com ions metélicos também sdo fundamentais na eliminagédo
de radicais livres. A ampla gama de efeitos terapéuticos dos flavondides pode ser atribuida as
suas propriedades antioxidantes (SANGEETHA et al., 2016; HAYAT et al., 2017).

Os flavonoides séo corriqueiramente relatados pelos efeitos benéficos no tratamento
de desordens do trato digestivo. Muitas pesquisas tem revelado que os flavonoides tém agéo
gastroprotetora pela inibicio de AMPc, ciclooxigenase e fosforilagdo de proteinas
(SANGEETHA et al., 2016).



7

No presente estudo realizou-se docagem molecular para investigar a interacdo de TRX
com as enzimas ciclooxigenase 1 e 2, NF-kB e TNF-qa, seguido de avaliacdo histopatoldgica
do efeito de TRX na mucosite intestinal via COX. A docagem molecular, revelou que TRX
liga-se estavelmente com os sitios alvos de COX-2, COX-1, TNF-o e NF-kB (apresentando
ordem decrescente de interacdo, respectivamente). Observou-se intensa interacdo entre os
complexos formados de TRX/COX-1 e TRX/COX-2, contudo observou-se no complexo
TRX/COX-2 maior interacdo e com mais afinidade. Apesar das ciclooxiganases serem
enzimas com similaridade em cerca de 60% de suas estruturas, a COX-2 apresenta variacoes
conformacionais na bolsa do sitio ativo, que podem influenciar nas diferencas de
sensibilidades e afinidade entre COX-1 e COX-2 para ligantes como o TRX. Dessa forma, a
COX-2 apresenta canal de sitio de ligacdo ao substrato maior e mais flexivel, o que
possivelmente justifica a maior afinidade de TRX com a COX-2 que para COX-1
(MINGHETT]I, 2004; ROUZER; MARNETT, 2009; CLARK et al., 2013).

Os resultados in silico vistos na docagem molecular corrobora com os resultados
experimentalmente in vivo ao realizar a analises histoldlogicas e morfométricas e
imunohistoquimica para COX-2. Além de evidenciar alteragdes histologicas promovidas pelo
5-FU (como diminuicdo e vacuolizacdo das vilosidades intestinais, necrose das criptas,
infiltracdo de células inflamatorias, edema, perda da arquitetura celular, diminuicdo da relagédo
vilo/cripta) e reversdo desses efeitos deletérios promovidos pelo 5-FU na mucosa intestinal,
pela TRX (100 mg/kg), pode-se observar que o celecoxibe (CLX), um bloqueador da COX-2
reverte o encurtamento dos vilos e promove aumento da razéo vilo/cripta. No presente estudo,
pode-se determinar que o pré-tratamento com TRX e CLX, apresentou melhor reversdo nas

alteracdes morfomeétricas que os pré-tratamento isolados de TRX (100 mg/kg) ou CLX.

Na fisiopatologia da mucosite intestinal, o dano direto ao DNA por agentes
quimioterapicos como 5-FU, irinotecano e MTX e radiacdo estimulam a geracdo de EROs,
que por sua vez, desencadeia a ativacdo de fatores de transcricdo em resposta ao dano inicial,
como o fator nuclear kB (NF-kB). Crucial na génese da inflamac&o, o NF-kB, estimula a
transcri¢do génica de citocinas pro-inflamatorias como a IL-1p e TNF-a e da enzima COX-2.
A COX-2 por sua vez desempenha papel fundamental na inflamagéo através da liberagédo de
acido araquidonico, e por conseguinte biossintese de eicosanoides, como exemplo
prostaglandinas envolvidas em varios respostas imunologicas e inflamatdrias. Diante disso,
varios estudos tem demonstrado o efeito lesivo de agentes radio-qumioterapicos através da

hiper-expressdo de COX-2, IL-1B, TNF-a e NF-kB em modelos de mucosite intestinal
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(YEOH et al., 2007; AGRAWAL et al., 2011; WONG et al., 2015; KALITA et al., 2016;
ALENCAR et al., 2017; RANGEL et al., 2019). Cabendo destaque para Liu et al. (2013) que
evidenciou que o 5-FU causa elevacdo de IL-1B, TNF-a, ¢ ja o extrato aquosos de
Chimonanthus nitens var. salicifolius apresenta efeito anti-inflamatério promovendo
diminuicdo da expressdo desta citocinas pro-inflamatorias, e Gautam et al. (2016) evidenciou
que a rutina atraves da inibicdo da COX-2 pode refrear a reacdo inflamatdria promovida pelo
MTX.

A afinidade de TRX por estudos in silico por docagem molecular ja foi avaliada e
pode-se determinar que este flavonoide tem grande afinidade de ligacdo com importantes
proteinas envolvidas na apoptose celular, como Bcl-2 e caspase-3 (THOMAS et al., 2018).
Aliado a esses estudos, estudos de docagem molecular avaliando interacGes entre
metabolditos secundarios de plantas como alcaloides imidazolicos, curcuminoides e
flavonoides com proteinas pro-inflamatérias e receptores esséncias na carcinogénse e,
evidenciaram forte interacOes entre a alcaloides com a Peroxisome proliferator-activated
receptor gama (PARPY) causando bloqueio da indugdo do processo carcinogénico, bem como
também foi evidenciado que curcuminoides ao interagir com NF-kB, promovendo diminui¢édo
do prcesso inflamatdrio, assim como o flavonoide também apresenta capacidade de interagir
com NF-xB, IkK-NEMO, promendo efeito anti-inflamatério ao bloquear os efeitos
promovidos por este fator de transcricdo nuclear (PADHYE et al., 2009; SILVA, 2011,
KADIOGLU etal., 2015).

Wang et al. (2017) ao realizar a analise transcriptdbmica demonstrou que a troxerrutina
interfere na expressdo de quinze genes, dentre eles trés genes com atividade inflamatéria e

imune (Npy, Fcnb, H2-k1, Pnp2) e dois oxidantes (Hbgla, Rp-13) foram reprimidos.

Embora a mucosite intestinal ndo conduza frequentemente a morte, a sintomatologia
associada a este gravo € por muitos, relatada como desconfortavel e dolorosa, prejudicando a
ingestdo de alimentos e/ou liquidos, culminando em desidratacdo e desnutricdo que podem
levar a aumento das internagdes hospitalares e afetam consideravelmente a qualidade de vida
do paciente. Apesar disso, um farmaco eficaz na prevencéo e tratamento da mucosite induzida
por quimioterapicos ndo se tem disponivel atualmente na pratica clinica. Pesquisas
envolvendo métodos eficazes para interver na fisiopatologia da mucosite tem sido realizadas,
cabendo destaque para fatores de crescimento, como fator de crescimento de queratindcitos e

epidermal, suplementos vitaminicos, glutamina, folato, lipidios (Lyprinol) probiéticos e
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terapias complementares baseadas em plantas, como extrato de alho, extrato de semente de
uva e diversos flavonoides (TOLLEY, 2006; KUCHAY, 2016).

Terapias complementares baseadas em plantas e seus derivados, tem sido vista com
entusiasmo no meio cientifico devido resultados promissores na melhorar a sintomas da
mucosite intestinal, além da baixa toxicidade e minimos efeitos colaterais. Com base nisso, a
troxerrutina figura como uma promissora droga na terapéutica da mucosite intestinal induzida

por quimioterapico, com seu modelo hipotético de acdo ilustrado na figura 25.
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Figura 26. Modelo hipotético da agdo farmacoldgica de TRX na mucosite intestinal induzida por 5-FU.
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No modelo hipotético pode-se evidenciar que TRX reverteu a inflamacao intestinal por meio inibicdo de MDA, MPO, COX-2, ERO, mastocitose e inibiu a leucopenia. TRX
também estimulou aumento das vilosidades e aumento dos niveis de GSH, um antioxidante. TRX: Troxerrutina; ERO: Espécies Reativas de Oxigénio; COX-2:
Ciclooxigenase 2; MDA: Malondialdeido; MPO: Mieloperoxidase; GSH: Glutattiona reduzida. Setas verde (estimula/aumenta), setas vermelhas (inibe).
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8 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no modelo experimental de mucosite intestinal
induzida por 5-FU pode-se concluir que, o flavonoide troxerrutina na dose de 100 mg/kg
previne as alteracfes morfoldgicas promovidas pelo quimioterdpico no segmento duodenal,
evidenciado pela manutengdo da arquitetura tecidual, prevencdo do encurtamento da altura
das criptas, edema e necrose das criptas, além de eficacia na prevencao da mileossupressao (e
consequentemente leucopenia) e dano oxidativo por meio da diminuicdo dos niveis de
maldondiéldeio e aumento dos niveis do agente antioxidante GSH. O TRX também previne a
degranulagdo de mastdcitos e neutréfilos, evidenciado pelos niveis de MPO, e preveniu dano
ao epitelio intestinal por meio da manutencdo em niveis basais de células caliciformes. Por
meio da docagem molecular, imunomarcacdo para COX-2 e avaliagdo morfométrica,
modulando a via COX-2 na mucosite intestinal, acredita-se que muitos dos efeitos protetores
da TRX na mucosite intestinal por 5-FU, deve-se a interacdo molecular deste flavonoide com
a enzima COX-2, bem como citocinas pré-inflamatorias como TNF-a e NF-kB, e com isso

prevencdo das alteracbes morfolégicas na mucosite intestinal induzida ple 5-FU.
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Abstract: Intestinal mucositis is a common complication assodiated with 5-fluorouracil (5-FU), a
chemotherapeutic agent used for cancer treatment. Cashew gum (CG) has been reported as a potent
anti-inflammatory agent. In the present study, we aimed to evaluate the effect of CG extracted from
the exudate of Anacardium occidentale L. on experimental intestinal mucositis induced by 5-FU. Swiss
mice were randomly divided into seven groups: Saline, 5-FU, CG 30, CG 60, CG 90, Celecoxib (CLX),
and CLX + CG 90 groups. The weight of mice was measured daily. After treatment, the animals
were euthanized and segments of the small intestine were collected to evaluate histopathological
alterations (morphometric analysis), levels of malondialdehyde (MDA), myeloperoxidase (MPO),
and glutathione (GSH), and immunohistochemical analysis of interleukin 1 beta (IL-1B) and
cydooxygenase-2 (COX-2). 5-FU induced intense weight loss and reduction in villus height
compared to the saline group. CG 90 prevented 5-FU-induced histopathological changes and
decreased oxidative stress through decrease of MDA levels and increase of GSH concentration. CG
attenuated inflammatory process by decreasing MPO activity, intestinal mastocytosis, and COX-2
expression. Our findings suggest that CG at a concentration of 90 mg/kg reverses the effects of 5-
FU-induced intestinal mucositis.

Keywords: intestinal mucositis; heteropolysaccharide; 5-fluorouradil; inflammation

Pharmaceuticals 2019, 12, 51; doi:10.3390/ph12020051 www.mdpi.com/journal/pharmaceuticals
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Abstract

Intestinal mucositis is a frequent complication in the treatment of cancer with the chemotherapeutic agent 5-
fluorouracil (5-FU). So far there is still no effective treatment of this condition. Cashew gum (CG) has been
reported as a potent anti-inflammatory. The present study aimed to evaluate the effect of Cashew gum
(Anacardium occidentale L.) on 5-fluorouracil-induced intestinal mucositis in Swiss mice. The mice (25-30g) were
secreted into 5 groups (n = 6): Saline group (NaCl 0.9%), 5-FU group, CG group (90mg/kg CG, vo), CLX group
(Celecoxib ip), CLX + CG group (Celecoxib ip, 90mg/kg GC). All animals except Saline group received 5-FU at
the concentration of 450mg/kg in the first experimental protocol. Duodenal portions were removed for evaluation
of mucositis by histopathological and immunohistochemical analysis for cyclooxygenase-2 (COX-2). The results
of the histopathological analysis demonstrated that 5-FU promoted structural alterations of the intestinal mucosa,
evidenced by the reduction of villi height, deepening of the crypts, and intense inflammatory infiltrate, in
comparison to the Salina group, characterized by the integrity of the villi and crypts and absence of inflammatory
infiltrate. CG animals showed a significant reversal of the effects promoted by antineoplastic in the villi, crypts
and inflammatory cells infiltration in comparison to the 5-FU group. CLX group, as well as CLX + GC, were able
to significantly prevent (p <0.05) destruction of crypts, shortening of villi with cellular vacuolization, and
inflammatory infiltrate. Regarding the immunoblotting for expression of COX-2, it can be observed that the saline
group showed subtle immunostaining when compared to the 5-FU group (p <0.05), in which intense and
generalized immunostaining was observed. In the CG, CLX and CLX + CG groups, there was a decrease in the
immunostaining when compared to the 5-FU lesion group. In addition, the amount of COX-2-immunolabelled
cells in the CLX + CG group was lower than the CG treated group. It is concluded that CG prevented the
intestinal mucosa promoted by the 5-FU antineoplastic, in addition to decreasing the expression of the COX-2
enzyme, an important element in the onset and exacerbation of inflammation.

Support or Funding Information
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This abstract is from the Experimental Biology 2019 Meeting. There is no full text article associated with this
abstract published in The FASEB Journal.
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Manuei\g\pt’énio de Andrade Furtado Neto Elidihara Trigueiro Guimaraes
Pré-Reitor de Assuntos Estudantis Coordenadora de Assisténcia Estudantil

Emitido em http://sysprppg.ufc.br/eu/2018 (Certificados)
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ANEXO C - CADASTRO DOS PESQUISADORES NO SISGEN

Ministério do Meio Ambiente

CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

A atividade de acesso ao Patrimdénio Genético/CTA,

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 AC29F45

nos temmos abaixo

SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n°® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro:
Usuario:

CPF/CNPJ:

Objeto do Acesso:
Finalidade do Acesso:
Espécie

Copernicia prunifera
Auxemma oncocalyx
Dimorphandra mollis
Anacardium occidentale
Spondias purpurea
Dimorphandra gardneriana
Solanum tuberosum
Manihot esculenta
Cucumis melo

Penaeus brasiliensis
Ucides cordatus
Agaricus subrufescens

Lentinula edodes

AC29F45

MARIA ELENIR NOBRE PINHO RIBEIRO

628.561.383-49

Patrimonio Genético/CTA

Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico

resumida, foi

cadastrada no



Mangifera indica
Adenanthera pavonina
Cocos nucifera

Libidibia ferrea

Artocarpus heterophyllus
Lippia gracilis

Handroanthus impetiginosus
Agaricus subrufescens
Fonte do CTA

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: Biomateriais poliméricos contendo bioativos da biodiversidade brasileira
visando aplicagdo biomédica

Equipe

MARIA ELENIR NOBRE PINHO RIBEIRO
DEYSE DE SOUSA MAIA

MARIA LEONIA DA COSTA GONZAGA
TICIANE VIEIRA DE PAULA SOUZA
SAMIRA ASSUNGAO DE OLIVEIRA
GILBERTO SANTOS CERQUEIRA
ETHANIELDA DE LIMA COELHO
GABRIELA MOTA CARDOSO

JOAO FRANCISCO CAMARA NETO
MATHEUS DA SILVA CAMPELO

JOYCE HENRIQUE FONTE SALES
NAGILA MARIA PONTES SILVA RICARDO
SANDRA DE AGUIAR SOARES

JORGE HENRIQUE FONTE SALES
JOAO ANTONIO LEAL DE MIRANDA
Resultados Obtidos

Requerimento de propriedade intelectual

Universidade Federal do Ceara
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE DA INTEGRAGAO INTERNACIONAL DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
UFC
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